UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Estudo das moléculas imunorregulatorias Galectina-1 e
Antigeno Leucocitario Humano-G: da construgao de

ferramentas ao impacto no diabetes autoimune

Flavia Porto Pela

Ribeirao Preto
2017




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Estudo das moléculas imunorregulatérias Galectina-1 e
Antigeno Leucocitario Humano-G: da construgao de

ferramentas ao impacto no diabetes autoimune

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pd6s-Graduagao em Biociéncias Aplicadas a
Farmacia para obtengao do titulo de Doutora em
Ciéncias.

Area de Concentragdo: Biociéncias Aplicadas a
Farmacia

Orientada: Flavia Porto Pela

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi

Versao Corrigida da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biociéncias Aplicadas a Farmacia para obtencido do titulo de
Doutora em Ciéncias no dia 24 de abril de 2017. A versao original encontra-se
disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP.

Ribeirao Preto
2017




AUTORIZO A REPRODUGAO E DIVULGAGCAO TOTAL OU PARCIAL
DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU

ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE
CITADA A FONTE.

Pela, Flavia Porto.

Estudo das moléculas imunorregulatérias Galectina-1 e Antigeno
Leucocitario Humano-G: da constru¢do de ferramentas ao
impacto no diabetes autoimune. Ribeirao Preto, 2017.

122p.; 30 cm.
Tese Doutorado, apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP — Area de Concentragao:
Biociéncias Aplicadas a Farmacia.
Orientador: Marcelo Dias Baruffi

Palavras-Chaves: 1. Diabetes mellitus tipo 1; 2. Galectina-1. 3.

Antigeno Leucocitario Humano — G. 4. Imunoregulagéo




FOLHA DE APROVAQAO
Nome do Aluno: Flavia Porto Pela

Titulo do Trabalho: Estudo das moléculas imunorregulatorias Galectina-1 e Antigeno
Leucocitario Humano-G: da construcao de ferramentas ao impacto no diabetes

autoimune

Tese Doutorado apresentada ao Programa de
Biociéncias Aplicadas a Farmacia para obtengao

de Titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragdo: Biociéncias Aplicado a

Farmacia.
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi
Aprovado em:
Banca Examinadora:

Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:

Prof. Dr.
Instituic&o: Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:

Prof. Dr.

Instituigéo: Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:




“Improve, Adapt, Overcome”

Marine Corps

“Tudo o que pode fazer ou sonha que pode, comece.
A audécia contém génio, poder e magia“
W.H.Murray




Dedicatoria

‘Aos meus pais, Selma e Luiz (in memoriam) por
terem se dedicado,cada um ao seu modo, a minha
vida e a de meus irmédos, nos permitindo acreditar,
diariamente, na concretizagdo de  projetos
audaciosos, sonhos ‘impossiveis”, em aventuras
destemidas e, principalmente, no ser humano e no
amor. Ainda dedico o presente trabalho ao meu filho
Guilherme, meu melhor presente e maior

inspiragéo.”




Agradecimentos

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi, pela orientacdo do
desenvolvimento do presente trabalho e pela dedicagdo e dom em nos ensinar.
Obrigada pelos incentivos e discussdes cientificas.

As colaboradoras Profa. Dra. Maria Cristina Nonato, Prof. Dr. Norberto
Pepporini Lopes, Prof. Dr. José Cesar Rosa, Profa. Dra. Fabiani Gai Frantz, Dra.
Daniela Carlos pela disponibilizagdo dos recursos laboratoriais para
desenvolvimento de parte deste trabalho e colaboracdo académico-cientifico. Muito
obrigadal!

Ao Departamento de Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatolégicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto por contribuir com a minha
formacéo profissional.

Aos Pdés-Doutores Camillo Del Cistia, Ibrahim Abiodoun, Joane Rustiguel,
Juliana Doblas Massaro, Lilian Cataldi Rodrigues, Luana Soares, Thalita Riul, muito
obrigada por toda colaboragao cientifica.

Aos colegas do grupo de Glicoimunobiologia que estiveram comigo durante
esses quatro anos, contribuindo direta ou indiretamente na realizagdo do presente
trabalho.

Aos queridos, Wania Tavares, Luciana Ambrésio e Luiz Chaim pelos
deliciosos quitutes que nos espairecem.

Aos colegas do Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, sempre dispostos a me auxiliaram nos experimentos, principalmente,
daqueles emergenciais.

A minha mae, Selma Maitino Porto, sempre disposta a acalentar, ensinar e,
principalmente, a me amar incondicionalmente. Gratidao eterna!

Ao meu pai, Luiz Alberto Pela, cujo siléncio vem me ensinando a né&o
procrastinar, seja nos projetos profissionais e pessoais, seja na demonstragdo dos
sentimentos.

Ao meu maior e melhor amor, meu filho, Guilherme Porto Pela Amancio, cujo
sorriso me alegra o coracao, fortalece a alma e me inspira aos meus melhores
sonhos.

Aos meus irmaos, Daniel Porto Pela e Luiz Fernando Porto Pela, pelo

companheirismo e amizade de todas as horas.




Agradecimentos

Ao meu padrasto, Valdir Silva Abrao, e, ao amigo, Marcelo Puga, ambos t&o
providenciais em seus ensinamentos e palavras.

Aos meus amigos queridos que préoximos, distantes, daqui ou dali, sempre
sdo tdo especiais e impares na minha vida, sejam com palavras, abracos, cafés,
brigadeiros... Cada um ao seu modo complementando a diversao da vida.

Especialmente, agradeco a Deus pela vida; pelas béngaos diarias que
provéem paz e esperanca, principalmente, nos momentos em que me acho
insuficiente para solucionar os contratempos que a vida impde; pelas oportunidades

e desafios que me fortalecem, qualificam e me tornam um ser humano melhor.




RESUMO

Pela, F. P. Estudo das moléculas imunorregulatorias Galectina-1 e
Antigeno Leucocitario Humano-G: da construcdo de ferramentas ao
impacto no diabetes autoimune. 2017. 122 f. Tese. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2017.

O diabetes mellitus tipo 1A (DM1) é uma doenga crbnica caracterizada pela
destruicdo imunolégica das células B do pancreas e pela incapacidade de seu
portador produzir insulina. Nas ultimas décadas foram descritos varios
aspectos sobre a fisiopatologia do DM1 e identificado um aumento de sua
incidéncia mundial. Entretanto, na literatura ha lacunas a serem respondidas
envolvendo a etiologia e a imunopatologia desta doenga. No presente trabalho,
foi analisado o impacto de duas moléculas enddgenas imunoregulatorias,
Antigeno Leucocitario Humano-G (HLA-G) e Galectina-1 (GAL-1), no DM1
humano e experimental. Para tanto, as formas recombinantes de HLA-G (-G5 e
-G6) e seus respectivos anticorpos foram produzidos e/ou bioquimicamente
caracterizados. A partir de amostras de pacientes diagnosticados com DM1 ou
de individuos controle foi feita uma analise comparativa envolvendo o perfil de
expressao do HLA-G e da GAL-1 e a identificacdo de microRNAs (miRNAs)
associados a estas duas moléculas. Camundongos Lgals™ ou ndo para o gene
da GAL-1 foram tratados com estreptozotocina (STZ) para indu¢gdo do DM1
experimental. As duas formas recombinantes do HLA-G foram produzidas, mas
apenas o HLA-G6 foi caracterizado como uma solugao polidispersa contendo
um componente majoritario (99,2%) com massa molecular de 23.603,766 Da,
raio hidrodinamico de 6,0 + 2,0 nm e imunoreatividade para diferentes
anticorpos anti-HLA-G comerciais ou produzidos no laboratério. Os niveis
transcricional e proteico do HLA-G e da GAL-1 nao foram diferentes entre os
grupos de individuos estudados. A analise comparativa de miRNAs mostrou
que a elevada indu¢cao do miRNA modulador negativo da expressdo do HLA-G
(hsa-miR-16-5p) nos controles em relagéo aos pacientes foi a Unica associagao
robusta com a patogenia do DM1. Curiosamente, os animais selvagens
apresentam maior suscetilibilidade a inducdo de DM1 por STZ, uma vez que os
indicadores desta doenga como o grau de insulite, a taxa de migracéo de
linfécitos T CD4 e T CD8 para os linfonodos pancreaticos, o nivel de redugao
de insulina no pancreas e a taxa glicémica estavam aumentados nesses
animais em relagdo aos nocautes para GAL-1. Finalmente, este conjunto de
resultados sugere que possa ocorrer uma regulagao positiva da expressao de
transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a presengca de GAL-1
endoégena pode favorecer o DM1 experimental. Estes dados abrem novas
perspectivas para o melhor entendimento da imunopatologia do DM-1.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, Galectina-1, Antigeno Leucocitario
Humano — G (HLA-G), Imunoregulagéo.



ABSTRACT

Pela, F. P. Galectin-1 and Human Leukocyte Antigen-G: from tool Pela, F.
P. Study of the immunoregulatory molecules Galectin-1 and Human
Leukocyte Antigen-G: from tool development to impact on autoimmune
diabetes. 2017. 122 p. Thesis. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Diabetes Mellitus type 1A (DM1) is a chronic disease characterized by the
immune destruction of pancreatic beta cells and by the consequent inability of
its bearer to produce insulin. For the last decades, several aspects of the
pathophysiology of DM1 were described and an increase on its worldwide
incidence has been identified.Nevertheless, there are gaps in the literature
related to aspects of its etiology and immunopathology to be filled.In the present
work, the impact of two endogenous immunoregulatory molecules, Human
Leukocyte Antigen-G (HLA-G) and Galectin-1 (GAL-1), was analyzed on human
and experimental DM1.To do so, the recombinant forms of HLA-G (-G5 and -
G6) and its respective antibodies were produced and/or biochemically
characterized. A comparative analysis involving the expression profile of HLA-G
and GAL-1 and the identification of microRNAs (miRNAs) associated with these
two molecules was made from samples of patients diagnosed with DM1, or
control subjects. Mice deficient or not for the GAL-1 gene were treated with
streptozotocin (STZ) for the induction of experimental DM1.Both recombinant
forms of HLA-G were produced, but only HLA-G6 was characterized as a
polydisperse solution containing a major component (99.2%), with molecular
mass of 23,603,766 Da, hydrodynamic radius of 6.0 £+ 2.0 nm, and
immunoreactivity for different commercial or lab produced anti-HLA-G
antibodies HLA-G and GAL-1. The transcriptional and protein levels were not
different between the groups of subjects studied. High induction of the negative
modulator miRNA expression of HLA-G (hsa-miR-16-5p) in the controls
compared to the patients was the only robust association found with the
pathogenesis of DM1.Interestingly, wild type animals presented more
susceptibility to the induction of DM1 by STZ, once the indicators of this disease
such as the degree of insulin, the migration rate of CD4 T and CD8 T
lymphocytes to pancreatic lymph nodes, the level of insulin reduction in the
pancreas and the glycemic rate were increased in wild type mice (Lgals-1+’+)
when compared to GAL-1-knock out mice (Lgals-17"). Finally, this set of results
suggests that a positive regulation of the expression of HLA-G transcripts may
occur in patients with DM1 and that the presence of endogenous GAL-1 may
favor the experimental DM1. These data open new perspectives for a better
understanding of the immunopathology of DM-1.

Keywords: Type 1 Diabetes mellitus, Galectin-1, Human Leukocyte Antigen - G
(HLA-G), Immunoregulation.



RESUMEN

Pela. F. P. Estudio de las moléculas reguladoras inmunes galectina-1 y el
antigeno leucocitario humano-G: la construccién de herramientas e impacto
sobre la diabetes autoinmune.2017. 122f. Tesis. Facultad de Ciencias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidad de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2017.

Diabetes mellitus tipo 1A (DM1) es una enfermedad crénica que se caracteriza por la
destruccion inmune de las células beta del pancreas y la incapacidad del paciente
para producir insulina. En las ultimas décadas se produjo un aumento en el
conocimiento de la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 1 y un aumento
significativo en la incidencia global de esta enfermedad. Sin embargo, en la literatura
existen preguntas que deben ser respondidas acerca de esta enfermedad que
implica aspectos de su etiologia y la inmunopatologia. Con este fin, las formas
recombinantes de HLA-G (-G5 y -G6) y sus respectivos anticuerpos se produjeron y
se caracterizaron bioquimicamente. A partir de muestras de pacientes
diagnosticados con diabetes tipo 1 y sujetos sanos se realizd un analisis
comparativo de los perfiles de expresion de HLA-G y Gal-1 y la identificacion de los
microARN (miRNA) asociados con estas dos moléculas. Los ratones con o sin déficit
de Gal-1 fueron tratados con estreptozotocina (STZ) para inducir DM1 experimental.
Las dos formas recombinantes de HLA-G se produjeron, pero solo el HLA-G6 se
caracteriz6 como una solucién polidispersa, que comprende un componente
principal (99,2%) con un masa molecular de 23,603.766 Da, radio hidrodinamico de
6,0 £+ 2,0 nm e inmunorreactividad para diferentes anticuerpos anti-HLA-G
comerciales o producidos en el laboratorio. Los niveles de transcripcion y proteinas
de HLA-G y LAG-1 no difirieron entre los grupos de individuos estudiados. El analisis
comparativo de miRNAs mostré como la unica asociacion sélida con la patogénesis
de la DM1 una alta induccion de los genes miARN moduladores negativos de la
expresion de HLA-G (HSA-mir-16-5p) en los sujetos controles al compararse con los
pacientes. Curiosamente, animales salvajes fueron mas susceptibles a la induccién
de la diabetes por STZ tipo 1. Los indicadores de la enfermedad tales como el grado
de insulitis, la tasa de migraciéon de células T CD4 + y CD8 para los ganglios
linfaticos pancreaticos, la reduccién de la insulina del tejido y los niveles de glucosa
aumentaron en los animales salvajes al compararse con los animales con déficit de
GAL-1. Por ultimo, este conjunto de resultados sugiere que existe un incremento en
la expresion de HLA-G. Transcripciones en pacientes con DM1 y la presencia de
GAL-1 enddgeno pueden promover la DM1 experimental. Estos datos llevan a
nuevas perspectivas para una mejor comprension de la inmunopatologia de DM-1.

Palabras llave: Diabetes mellitus tipo 1, Galectina-1, Antigeno Leucocitario Humano -
G (HLA-G), Inmunorregulacion.
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1. INTRODUCAO
1.1.Aspectos gerais do diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doengas metabdlicas
caracterizado pela hiperglicemia resultante da falha no processo de secregao da
insulina e/ou falha na atividade funcional da insulina cujas causas estdo associadas
ao comprometimento da sintese desta proteina pelas células B pancreaticas ou pela
destruicdo de células B pancreaticas por imunomediacdo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016; RICCI et al.,
2017).

O DM é tido como uma epidemia em pleno curso o qual, em 2014, acometia,
mundialmente, 422 milhdes de individuos, com estimativa de 471 milhdes em 2035.
No Brasil, em 2014, a estimativa foi de 11,9 milhdes de individuos diabéticos, com
estimativa de 19,2 milhdes, em 2035 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2015-2016, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Os avancgos decorridos da ultima década no conhecimento da patogenia,
epidemiologia, heterogeneidade, marcadores preditivos, proposi¢gao de terapéuticas,
dentre outros, favoreceram a busca da padronizagédo do diagnostico da doenga bem
como a melhor classificagdo mesma (ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS,
2014).

De modo geral, o DM pode ser diagnosticado com base nos critérios do nivel
de glicose plasmatica, em que, o teste de glicemia casual = 200 mg/dX; glicemia de
jejum = 126 mg/dA (7 mmol/A); glicemia de 2 h pdés-sobrecarga de 75 g de glicose 2
200 mg/dh e critérios de hemoglobina glicada A1c = 6.5% (48 mmol/mol)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015-2016, AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Segundo American Diabetes Association (ADA), 2016, as classificagdes
estabelecidas para o DM1 sdo da ordem imuno-associadas: tipo 1A; e, idiopaticas:
tipo 1 B, Diabetes do Adulto de Inicio no Jovem (Maturity-Onset Diabetes of the
Young - Mody); e Diabetes Auto-Imune Latente do Adulto (Latent autoimmune
diabetes of adult - LADA). Quanto as classificagbes idiopaticas essas podem ser
resultantes de: alteracbes genéticas as células 3 pancreaticas e da agao da insulina,

processos de doencas que danificam o pancreas, diabetes relacionado a outras
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endocrinopatias e os casos decorrentes do uso de medicamentos (GROSS et al.,
2002, ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015, AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).

O Diabetes mellitus tipo 1 A define-se por ser doenga cronica autoimune de
carater multifatorial caracterizada pelo comprometimento da producédo de insulina
endogena pelas células B pancreaticas em decorréncia da destruicdo das mesmas
dado a imunomediagao desencadeada por células T auto reativas responsaveis pelo
processo de infiltragcao das ilhotas pancreaticas (EISENBARTH, 1986, EISENBARTH
& JEFFREY, 2008; WU et al., 2013, ATKINSON, EISENBARTH & MICHELS, 2014,
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016).

As causas do Diabetes mellitus tipo 1 B s&o multiplas e ainda nao
completamente elucidadas, mas se correlacionam com anormalidades metabdlicas
associadas a mutacao de receptores de insulina, resultando na reducao da secrecao
de insulina pelas células B pancreaticas com consequente hiperinsulinemia a
hiperglicemia modesta conforme a severidade do diabetes (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2004; DIB, 2008, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

O diabetes tipo Mody caracteriza-se pelo carater genético da doenga, em
que a transmiss&o autossémico-dominante de pelo menos um dos seguintes genes
HNF-4a, GCK, HNF-1a, IPF-1, HNF-18, NEUROD, desencadeia diferentes
modulagdes da secrecdo de insulina. Desta forma, o Mody é classificado como
diabetes familiar, cujo diagndstico € feito precocemente (infancia, adolescéncia ou
adultos jovens) (OLIVEIRA, FURUZAWA & REIS, 2002; CORREIA et al, 2011,
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

O diabetes do tipo Lada define-se por ser uma doenca incidente em adultos,
caracteristica tipica do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), associada a fatores
metabdlicos, genéticos e imunoldgicos tipicos do DM1, os quais desencadeiam a
autoimunidade decorrente da presenca de auto-antigenos nas ilhotas pancreaticas.
Pode progredir na faléncia das células pancreaticas e a sucessiva dependéncia de
insulina exégena (ZIMMET, P. et al.,1994; LESLIE D. & VALERI C., 2003;
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004, FOURLANOS S., et al 2005;
STRENSTROM G.et al, 2005, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

As manifesta¢des clinicas iniciais do DM1 tais como, polidipsia, polifagia e

poliuria, associadas a hiperglicemia, favorecem o rastreamento geografico da
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incidéncia da doenca no ambito mundial, evidenciando a variabilidade do mesmo
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004, ATKINSON, EISENBARTH &
MICHELS, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). Cita-se como
exemplo, apresentando taxas por 100 mil individuos com menos de 15 anos de
idade, a Finlandia com >60, Sardenha com ~40, Brasil com 7,6, China, india e
Venezuela com 0,1 e Coréia com 0,5 (EKOE, 2008, ATKINSON, EISENBARTH &
MICHELS, 2014, INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2014, SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

Dado a variabilidade da incidéncia, particularmente, com as perspectivas de
aumento da indicidéncia do DM, associada a carga da doenga, ou seja, o impacto da
mortalidade cuja estimativa € de 1,5 milhdes de mortes diretamente associadas ao
DM e, 2,2 milhdes de mortes atribuidas ao alto nivel de glicose; e dos problemas de
saude tais como nefropatias, retinopatias, neuropatias, lesdes cardiacas e
hipertensdo, obesidade, dentre outras, que s&o classificadas como doencas
secundarias ao DM, que afetam a qualidade de vida de seus portadores, se faz
necessario medidas eficazes de saude publica aliada aos incentivos a pesquisa e a
tecnologia para desenvolvimento de diretrizes e terapéuticas a um melhor custo
beneficio (THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH
GROUP, 1993, WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002, INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2014, KNOWLER et al., 2009, IBGE, 2014).

Os gastos publicos diretos com DM variam entre 2,5% e 15% do orgamento
anual da saude de um pais. Como exemplo, o Brasil, cujo Sistema Unico de Salde
Brasileiro (SUS) tem o dispéndio da ordem de US$2.108,00 por paciente, o que
evidencia a necessidade do planejamento e alocagao de recursos de modo racional
(ALBERTI, 1999; IBGE, 2014, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

1.2.Diabetes mellitus tipo 1: uma doenca autoimune.

Representa a segunda maior causa de diabetes mellitus (DM) cuja
incidéncia acomete 5-10% dos individuos portadores dessa desordem metabdlica
(HALIMI & BENHAMOU, 2004) de um total de 387 milhdes de pacientes em todo o
mundo. No Brasil, ha cerca de 19,2 milhdes de pacientes diagnosticados com DM
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2011).
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Apesar dos progressos consideraveis na compreensao dos fatores genéticos
de susceptibilidade e do mecanismo da autoimunidade que precedem o
aparecimento clinico do DM1, a origem da autoimune, em si, apresenta lacunas a
serem respondidas, dentre elas, a atividade de moléculas imunorregulatérias,
principalmente, de padrao anti-inflamatério, no contrapeso do exacerbado padrao
inflamatoério desencadeado no processo etiologico da doengca (SCHRANZ &
LERNMARK, 1998). Bluestone e colaboradores, 2010, descrevem o desequilibrio do
sistema imune desencadeado por exposicao de fatores externos em associagao ao
efeito genético predisposto no individuo durante o desenvolvimento desta patologia

(Figura 1).

Figura 1: O desequilibrio do sistema imunoldgico é crucial para o desenvolvimento do DM1. A figura
ilustra fatores responsaveis pela regulagdo da resposta imunolégica evidenciando
elementos que contribuiem para o aumento da susceptibilidade ao DM1. O resultado é o
descontrole dos mecanismos da tolerancia central e periférica que associado a fatores
ambientais estimulam o aparecimento desta patologia. Os principais tipos celulares
envolvidos na resposta imunolégica do DM1 sado listados nos topicos imunidade e
regulagao e, estao envidos na regulagéo das citocinas e proteinas.

Faléncia da tolerancia
central ou periférica:
AIRE, INS, PTPN22
CTLA-4, CD25, HLA

Imunidade Regulacao

>

Regulacao Imunidade

Fatores ambientais:
Microbios, derivados de
leite, exposicao ao sol,

vitamina D
Imunidade Regulagio
® Células T CD4 e CD8 patogénicas e Células T requlatérias (IL-10, TGF-B,
® Células B patogénicas Galectina-1) ;

* Ativacio de células dendriticas * Células B regulatorias (IL-10)
(INOS, ILK-12, etc) ® Células dendriticas regulatorias
(IDO, Galectina-1, etc)

Fonte: Adaptado de Bluestone et al., 2010 e Arthur et al., 2015.
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Ao que concerne aos fatores genéticos, 18 regides gendbmicas ja foram
descritas e associadas ao risco de susceptibilidade ao DM1. Essas regides génicas
denominadas de IDDM, IDDM1 a IDDM18, s&o responsaveis por promoverem
alteracbes na codificagcdo e no nivel da expressdao das respectivas proteinas
(SCHRANZ & LERNMARK, 1998, MAAHS, 2010).

Dentre as regides mais evidenciadas, estao os genes de HLA, localizados na
regidao cromossOmica 6p21, “Insulin dependent diabetes mellitus 1” (IDDM1),
responsaveis por codificar proteinas efetoras da resposta imune, as proteinas do
complexo principal de imunohistocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC). Atualmente, sabe-se que genodtipos do HLA estdo relacionados a
susceptibilidade, dentre eles: DQA1*0501-DQB1*0201/DQA1*0301-DQB1*0302 e
DRB1*03/DRB1*04, os quais promovem alteracbes no residuo de aminoacido na
posicdo 57 da cadeia B e na posicdo 52 da cadeia a, afetando assim o
reconhecimento e a apresentagdo de antigenos para as células T CD4, elevando
para 40% o risco de desenvolvimento do DM1. Em contrapartida, também esta
descrito gendtipo que contribui na protecdo ao DM1, o DQA1*0102-DQB1*0602—
DRB1*1501 (FAUSTMAN, 1993, FAUSTMAN, 1993, SCHRANZ & LERNMARK,
1998, BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, HEROLD et al., 2013) .

S&0 descritas mutagbes na regido cromossdémica 11p15.5, IDDM2,
composta pelos genes, tirosina hidrolase (TH), numero variavel de coépias em
tandem — insulina (VNTR-INS) e fator de crescimento semelhante a insulina Il
(IGF2), compreendendo o locus insulina (INS). A principal descricdo quanto aos
polimorfismos presentes neste locus remete aos efeitos transcricionais quanto ao
nivel de expressédo génica da insulina. O alelo de classe Ill do VNTR-INS possui
efeito protetor ao DM1, pois mantem o nivel de expressado de insulina, enquanto, o
alelo de classe | confere efeito de susceptibilidade o qual contribui com 10% no risco
ao DM1, pois reduz o nivel de expressdao de insulina (BENNET et al., 1996,
PUGLIESE et al., 1997, SCHRANZ & LERNMARK, 1998, ANJOS et al., 2004,
NEPOM & BUCKNER, 2012).

Estudos do genoma completo (GWAS- Genome wide association studies)
descrevem a influéncia de outros genes de susceptibilidade ao DM1, os quais em

associacdo sao tidos como fatores de risco ao desencadeamento da doenca
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(MAAHS et al., 2010, STECK & REWERS, 2011, NEPOM & BUCKNER, 2012)..
Dentre eles citam-se o AIRE (Autoimmune Regulator Factor) cuja regulagdo negativa
do transcrito génico altera o mecanismo de tolerancia periférica reduzindo a garantia
da selegdo negativa de clones de células T autoreativas, favorecendo assim, a
maturagdo de células hiperreativas (GEENEN et al., 2012, OLIVERIA et al.,2013,
MITRE et al., 2016), o CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) cuja
mutagdo afeta a interagcdo do receptor CD28 expresso em células T ativadas
(ANJOS et al., 2004, LING et al., 2001, UEDA et al., 2003), o PTPN22 (protein
tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) cuja mutagdo provoca uma unica
substituicdo da arginina pelo triptofano na proteina codificada, conduzindo a uma
diminui¢cdo no receptor das células T e na sinalizacdo dos receptores das células B,
0 que pode resultar num estabelecimento desequilibrado de tolerancia tanto em
células T como em células B (SHARP et al.,, 2015, ABDELRAHMAN et al., 2016,
GOMES et al., 2017), o IL2RA (interleukin 2 receptor, alpha) cuja mutacéo de base
unica T/A (rs11594656) afeta a expressao do receptor em células T regulatérias o
que reduz a ativididade supressora de destas a autoantigenos, aloantigenos,
antigenos tumorais e antigenos derivados de patogenos. (CHISTIAKOV et al., 2008,
ABDELRAHMAN et al., 2016).

O perfil transcricional dos genes envolvidos na suceptibilidade ou protecéo
ao DM1 pode ser controlado pela regulagdo negativa via micro RNAs (miRNAs), os
quais inibem a tradugcdo do RNAmM por pareamento as sequéncias nucleotidicas
presentes, predominantemente, na 3’'UTR (SEBASTIANI et al., 2011). Dentre os
miRNAs que favorecem o desencademanto do DM1 seus alvos, em geral, sdo genes
relacionados a autoimunidade e as células 3 pancreaticas, como o miRNA-181a que
regula negativamente o transcrito SMAD7 interferindo na funcdo das células
pancreaticas (NABIH & ANDRAWES, 2016). O mir-26a é descrito como repressor da
expressdo da histona metiltransferase EZH2 e FOXP3, consequentemente,
reduzindo o numero de células Treg virgens ativadas (ZHANG et al., 2016). Ainda,
foram identificados os mir-375, miR-21, miR-24.1, miR-30d, miR-34a, miR-126, miR-
146 e miR-148a em pacientes DM1 quando comparados aos individuos controles.
Esses foram correlacionados a fungcédo das células B, resisténcia a insulina dentre
outros parametros do DM1 (SEYHAN et al., 2016).
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Seguindo os estagios do desenvolvimento do DM1, os eventos que
precedem a desordem metabdlica e o processo autoimune remetem aos fatores
ambientais os quais influenciam no desencadeamento da doencga: i) ocorréncia de
sazonalidade tanto para meses de nascimento quanto para os diagnosticos do DM1,
sendo os meses de nascimento de abril a julho os mais relatados entre pacientes
diagnosticados cuja hipdtese explicativa remete aos niveis de variagao de vitamina
D materna os quais promovem efeito nas células B pancreaticas e células
imunoldgicas (JONGBLOET et al., 1998, MCKINNEY, 2001, VAISERMAN et al.,
2007, KAHN et al, 2009); ii) exposicao precoce insuficiente aos microorganismos
reduz a regulagdo do sistema imune ao processo de maturagao de células T, o que
proporcionaria maior risco ao DM1 (PUNDZIUTE-LYCKA et al, 2000); iii) exposigao a
infeccbes virais como, por exemplo, coxsackie Bl (LAITINEM et al., 2014),
enterovirus (BERGAMIN et al.,, 2015, RODRIGUEZ-CALVO, 2015); iv) fatores
nutricionais como a insergéo precoce na dieta infantil de alimentos derivados do leite
de vaca (NORRIS et al., 1996, VIRTANEN et al., 1998).

As evidéncias das anormalidades imunologicas remetem a detecgcdo de
autoanticorpos reativos a diferentes antigenos que podem iniciar o processo de
insulite como ao Zinc transporter 8 (ZnT8), a insulina, a acido glutamico
decarboxilase (GAD65) e ao insulinoma associada (IA-2) (EISENBARTH &
JEFFREY, 2008, PIETROPAOLO et al.,2012, ATKINSON et al, 2014, MORRAN et
al., 2015). Diferentes estudos descrevem que apesar de ocorrer majoritariamente o
processo inflamatoério, 0 mesmo, nao ocorre de maneira uniforme, pois no pancreas
podem coexistir ilhotas normais, ilhotas pseudoatrofiadas as quais nao sofrem
insulite e, ilhotas com insulite, o que resultara no desenvolvimento temporal crénico
da doenca (FOULIS, MCGIL & FARQUHARSON, 1991, BUTLER et al., 2007).

Delineia-se o inicio da patogénese do DM1 com o processamento e
apresentacdo de autoantigenos de células [ pancreaticas por células
apresentadoras de antigeno (APCs) para linfocitos T autoreativos do tipo CD4 e
CD8. Dados na literatura evidenciam que tal mecanismo de apresentacao as APCs
de células B pancreaticas pode, também, ter origem em um processo de infecgao
viral (BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, ATKINSON et al., 2014).
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A apresentacao de auto-antigenos e a co-estimulagao das APCs promovem
a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T CD4 em linfocitos T CD4 efetoras
autoreativas, as quais tendem a potencializar sua expansao e fungdo com agao de
células derivadas do complemento, C3a e C5a, as quais s&o ativadas durante a
interacao célula T — APCs (CABRERA et al., 2012).

As células T efetoras autoimunes que infiltram nas ilhotas pancreaticas
secretam citocinas associadas ao padrdo de resposta imune do tipo Th1, como
interferon y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Estas citocinas proinflamatdrias auxiliam
no recrutamento de macréfagos e linfocitos T CD8*, consequentemente,
desencadeando o processo denominado de insulite. Ainda, a secrecdo de
quimiocinas favorece a exacerbacao do recrutamento de células mononucleares e,
consequente, loop positivo para destruicdo das células [ pancreaticas
(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010).

A morte das células B pancreaticas € resultado direto da acido das
perfurinas/granzinas mediada por células T CD8" e da liberagédo de citocinas pro-
inflamatarias, tais como, IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-13
(IL-1B8) (CAO et al., 2007). Estudos tém demonstrado a relevancia de células T
regulatorias (Treg) na patogénese do DM1, particularmente, devido a alta afinidade
por autoantigenos contribuindo assim para supressdo das células Th1 efetoras por
mecanismos dependentes da secrec¢ao de citocinas IL-10 e TGF-B (ASSEMAN et al,
1999, FALHEN et al., 2005, MARIE et al., 2005, CABRERA et al., 2012).

No entanto, no contexto do DM1, a funcao regulatéria das células Treg esta
comprometida e isto favorece a resposta pro-inflamatéria exacerbada das células T
efetoras autoreativas. Desta forma, ha uma incapacidade de manter a
autotolerancia, o que favorece a resposta pré-inflamatéria mediada por células com
padrdao de resposta imune Th1 e, consequente destruicido das células
(BLUESTONE, HEROLD & EINSENBARTH, 2010, CABRERA et al., 2012).

Dentre as teorias propostas para justificar a prejudicada fungéo de Treg esta
a ineficaz sinalizagdo de IL-2 / IL-2R a qual confere redugédo ao estimulo de Treg,
consequentemente, exacerbando a proliferacdo das células T efetoras e possivel
prejuizo a sinalizagédo das células dendriticas (CD) (FURTADO et al., 2002, MALEK,
2008, TANG et al., 2008). Ainda, descreve-se o efeito prejudicado da apresentagao



9

das CD imaturas ou defeituosas as células CD8"Tregs na patogenia do DM1 em
decorréncia do defeito de reconhecimento proteina de choque térmico Hsp60sp pela
molécula de MHC de classe Il, o HLA-E, cuja interagdo é necessaria para ativagéo
das células T CD8" (YAMAZAKI et al., 2003, VUCKOVIC et al., 2007). Varios
leucdcitos estao envolvidos na imunopatologia do diabetes tipo 1, sendo os linfécitos
T CD4 e CD8 autorreativos criticos no desenvolvimento desta doenga promovendo a
destruicdo das células [ presentes nas ilhotas pancreaticas (HASKINS &
McDUFFIE, 1990, PETERSON & HASKINS, 1996, MILLER et al., 1988, BAYRY et
al.,2016, BLUESTONE et al., 2015).

1.3. Galectina-1: Estrutura e Funcdes.

A galectina-1 (Gal-1) pertence a uma familia de proteinas que se ligam de
modo especifico as glicanas, “Glycan-binding proteins”, encontradas nos animais.
Esta familia de proteinas é composta por 15 membros e as duas caracteristicas
estruturais que permitem seu agrupamento sdo a conservagado de residuos de
aminoacidos no dominio de reconhecimento de carboidratos (Carbohydrate
recognition domain - CRD) e a afinidade por p-galactosideos. Estas proteinas sao
multifuncionais e apresentam atividades intra e extracelulares (BARONDES et al.,
1994, HUGHES, 1997, BARONDES et al., 2004, STOWEEL & CUMMINGS, 2014,
ARTHUR et al., 2015).

A Gal-1 é uma proteina acida constituida por N-terminal acetilado, auséncia
de peptideo sinal, presengca de residuos de cisteinas livres e massa molecular
aparente de aproximadamente 15 kDa. A Gal-1 pode formar homodimeros,
associados de modo nao-covalente, apresentado uma constantes de associagao
entre 1,25 a 7,0 yM em funcéo de sua origem animal (CHO & CUMMINGS, 1995,
COOPER & BARONDES, 1999, LOPEZ-LUCENDO et al., 2004, RUBINSTEIN et al.,
2004, CAMBY et al., 2006, CHIANG et al., 2008). A formacado de homodimeros nao-
covalentes classifica a Gal-1 como prototipica na familia das galectinas (CHO &
CUMMINGS, 1995; COOPER & BARONDES, 1999; RUBINSTEIN et al., 2004;
CAMBY et al., 2006; CHIANG et al., 2008). Dados da literatura sobre a estrutura da
Gal-1 mostraram que a sua topologia molecular é do tipo jelly-roll (LOPEZ-
LUCENDO et al., 2004).
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O gene da galectina-1 humana é denominado por Lectin galactoside-binding,
soluble, 1 - LGALS], localizado no cromossomo 22q12, constituido por 4 éxons e 3
introns, o qual totaliza 4397pb, altamente conservado e, com poucas descri¢gdes de
polimorfismos, atualmente, apenas 14 SNPs e 2 variagdes génicas distribuidos na
regiao 5’'UTR (8), em regides intronicas (4) e na regiao 3'UTR (4). Portanto, a
prevaléncia dos SNPs na regido 5’UTR delineia maior variabilidade a quantidade dos
transcritos a serem codificados (CHIARIOTTI et al., 2004, IIDA et al, 2005).
Enquanto, em camundongos, o gene da galectina-1 é denoninado Lgals-1,
localizado no cromossomo 15, constituido por 4 éxons e 3 introns, o qual totaliza
3741 pb. As sequéncias de aminoacidos entre as duas proteinas mostra uma
identidade de 88,15% de homologia com a sequéncia génica humana (WILSON et
al., 1989). Poucos miRNAs foram descritos como tendo alvo a GAL-1, White e
colaboradores (2014) identificaram o mir-22 como um regulador negativo da
expressdo do RNAm de LGALS-1, fato que desfavorece a progressédo e metatase de

tumor renal.

A Gal-1 é expressa constitutivamente em diversos tecidos como bago,
musculos, cérebro, figado, rins, pele, endométrio, pulmao, estbmago, intestino e
outros (CAMBY et al., 2006, DIAS BARUFFI et al., 2010). Esta proteina ligante de
glicanas apresenta a capacidade de regular uma variedade de processos bioldgicos,
incluindo a homeostase da célula T, a resolucdo de respostas inflamatorias
(RABINOVICH et al. 1999, 2002), interacdes hospedeiro-patégeno (ZUNIGA et al.
2001), eliminagao seletiva de timdcitos especificos durante o desenvolvimento de
células T (PERILLO et al. 1997, SOTOMAYOR & RABINOVICH 2000), apoptose
(DIAS-BARUFFI et al., 2003), a tolerancia e a embriogénese feto-materna(VAN DEN
BRULE et al., 1997, BLOIS et al., 2007), dentre outros.

A Gal-1 ja foi detectada em alguns tipos celulares como em células epiteliais
do timo (BAUM et al., 1995), células T primadas com antigeno (BLASER et al.,
1998), macrdéfagos ativados (RABINOVICH et al., 1996), células B ativadas (ZUNIGA
et al., 2001), células endoteliais (LA et al., 2003), e células do estroma e 6rgaos
linféides murinos como o timo e linfonodo (CHIARIOTTI et al., 1999, RABINOVICH et
al., 2002). Além disso, participa do controle do trafico de células T (NORLING et al.,

2008), favorece a apoptose seletiva de células Th1 e Th17 dado o padréo de
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glicosilacédo a2-3 sialiltransferases (ST3Gal1) destas células (TOSCANO et al.,
2007), participa do mecanismo regulatério das células Treg naturais (GARIN et al.,
2007), e estimular a expansao de células Treg induziveis (Figura 2) (TOSCANO et
al., 2006). Ainda, a Gal-1, pode induzir a secre¢ao de IL-10, IL-2 e inibir a liberagcao
de IFN-y (VAN DER LEUJ et al., 2007, TOSCANO et al, 2007, STOWELL et al., 2008,
CEDENO-LAURENT et al., 2012). Um possivel mecanismo molecular de regulagéao
de células Th1 por galectina-1 envolve a inibicdo da sinalizagdo da via do NF-kB
(TOSCANO et al.,, 2011). Basicamente, células Th1 ativadas e pro-inflamatérias
produzem e secretam Gal-1 via ativagcao do NF-kB, entretanto, a interacdo da Gal-1
com glicanas das superficies de células Th1 ativada bloqueia a liberagdo de
citocinas inflamatorias via a inibicdo da via do NF-kB (TOSCANO et al., 2011).

Figura 2: Fungbes Imunorregulatérias de Gal-1 frente a diferentes leucdcitos.
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Fonte: Adaptado de Arthur et al., 2015.

Portanto, essa lectina tem um papel imunorregulatério (VAN DER LEIJ et al.,
2004; VAN DER LEWJ et al., 2007) e isto, provavelmente estaria correlacionado com

o efeito benéfico da presenca de GAL-1 em doengas autoimunes, no processo de
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tolerancia materno-fetal, no processo de interagcao patdégeno-hospedeiro. Por outro
lado, a presenca da Gal-1, pode favorecer a progressdo de tumores e infeccoes
virais (CAMBY et al., 2006, TOSCANO et al.,, 2006, PERONE et al., 2006, 2009,
WANG et al., 2009, WU et al., 2011).

1.4.Antigeno Leucocitario Humano — G (HLA-G): Estrutura e Funcdes.

O Antigeno Leucocitario Humano —G (HLA-G) é uma moléula nao classica Ib
do complexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex —
MHC) identificada, em 1986, por Ellis e colaboradores, em células trofoblasticas com
atividade imunoregulatéria no processo de tolerancia materno-fetal. Em 1987,
Geraghty e colaboradores a descreveram geneticamente como sendo uma molécula
com similaridade génica aos genes do MHC de classe | classicos (MHC classe la)
excetuando pelo numero limitado de polimorfismos em sua regido codificadora.
Sendo assim, o HLA-G foi classificado como sendo uma glicoproteina codificada
pelo MHC de classe Ib com fungdo tolerogénica a resposta imunoldgica
(CAROSELLA et al., 2003, CAROSELLA et al., 2008).

Codificado pelo cromossomo 6p.21 o gene HLA-G é constituido por 8 éxons
e 7 introns dos quais o éxon 1 codifica o peptideo sinal, éxons 2- 4 codificam os
dominios extracelulares a1 — a3, éxon 5 codifica regido transmembrana e, os introns
2 e 4 e 0 éxon 6 contém codons de finalizagcao “stop codon” (CASTELLI et al., 2014,
DONADI et al.,, 2014, CAROSELLA et al., 2015 ). A ocorréncia de “splicing”
alternativos torna possivel a codificagdo de 7 isoformas, sendo quatro isoformas,
HLA-G1, G2, G3 e G4, ligadas a membrana, e trés isoformas, HLA-G5, G6 e G7,
soluveis, em que G1 e G5 sdo compostas por uma cadeia pesada de 3 dominios
globulares ligados nédo covalentemente a 2-microglobulina, enquanto, as demais
isoformas possuem uma estrutura mais simples que carecem de um ou dois
dominios globulares e ndo se ligam covalentemente a f2-microglobulina. Ainda, o
HLA-G pode existir em estruturas oligoméricas por meio de ligagdes dissulfeto
estabelecidas entre os residuos de cisteinas nas posi¢des 42 e 147, Cys42-Cys42
ou Cys42-Cys147 (Figura 3) (BOYSON et al.,2002, GONEN-GROSS et al.,2003,
SHIROISHI et al., 2006, ALEGRE et al., 2014, CAROSELLA et al., 2015).
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O gene do HLA-G apresenta um limitado numero de polimorfismos
geralmente presentes nas regides promotora S’UTR (UTR- unstralated region) e
3'UTR como elementos génicos regulatérios e na regulagdo génica pos-traducional,
respectivamente (CASTELLI et al., 2014). Os elementos génicos regulatorios,
5'UTR, implicam diretamente no padrao de expressao proteica tecido-restrita do
HLA-G, o qual apresenta-se constitutivo nas células trofoblasticas, no timo, na
cdrnea, no pancreas, na matriz proximal das unhas, nos eritroblastos e nas células
mesenquimais (MOREAU et al., 2003, VAN DER ELSEN, 2011, CASTELLI et
al.,2014, CAROSELLA et al., 2015).

Quanto ao perfil de regulagdo génica pods-transcricional do HLA-G os
miRNAs: miR-133a, miR-148a, miR-148b, miR-152, miR-365, miR133, miR-139-5p,
mir-548, mir-608, mir-628 interferem na estabilidade do transcrito génico do HLA-G,
inibindo sua expressao proteica, o qual possui funcado relevante na modulacdo da
resposta imune. Foi observado que elevados niveis de miRNAs especificos para o
HLA-G restaura a citototoxicidade mediada por células NK contra alvos celulares
(CASTELLI et al., 2014, MORI et al., 2016, SELIGER et al, 2016).
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Figura 3: Esquema do locus génico do HLA-G e das suas isoformas proteicas. A tradugao do gene
do HLA-G promove, por processamento alternativo de RNAm, diferentes isoformas
proteicas (-G1 a -G7) com distintas caractaristicas bioquimicas/estruturais como
associagdo ou nao (formas sollveis) com a membrana celular, interacdo nao-covalente
com a proteina 32-microglobulinas, processamento proteolitico e oligomerizagao.
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Fonte: Adaptado de Carosella et al., 2015.

A atividade imunossupressora do HLA-G se da pela interacao especifica de
cada dominio globular presente na molécula aos receptores CD85J (ILT-2), CD85D
(ILT-4), CD158d (KIR2DL4) e CD160 (BY55), os quais estdo presentes,
respectivamente, em células B, células Natural Killers (NK) e células T; macrofagos;
células NK; e, em células endoteliais, células NK e células T, promovendo assim a
inducéo da apoptose em linfocitos T CD8" antigeno especificos (LILA et al., 2001,
CONTINI et al., 2003), inibicdo da atividade de citotoxicidade de células CTL e NK
(CAROSELLA et al., 1999), (LEMAOULT et al., 2003, BORTOLOTTI et al., 2014), a
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regulagcdo da adesado vascular transendotelial (DORLING et al., 2000), inibe a
ativagdo e amadurecimento de DCs (LIANG et al., 2003) e de linfécitos T CD4"
(BAINBRIDGE, 2000), induz a formac&o de células T regulatérias por meio da
trogocitose ou da diferenciacédo de células T CD4" ou T CD8" virgens para células
com fungdo imunossupressora sobre demais linfocitos T por secretarem IL-10 e
TGF-B (LILA et al, 2001), inibigdo da angiogénese (MENIER et al., 2004, FONS et
al., 2006, CAROSELLA et al., 2011).

Devido a todas estas propriedades imunorregulatérias, o HLA-G tem sido
reconhecido como uma molécula tolerogénica cuja regulagéo positiva pode proteger
ou prejudicar o individuo. Contextos patofisiolégicos em que a regulagao positiva do
HLA-G acarreta em protecao ao individuo sao: o sucesso da aceitacao do aloenxerto
transplantado (BIELDRON et al., 2015), a implantacdo do embrido no inicio da
gestacdo (CLARK et al., 2013), evolugdo clinica de doengas autoimune e
inflamatdrias cuja progressao ocorre de maneira mais lenta quando comparada com
pacientes com baixos niveis de expressdo de HLA-G (MURDACA et al., 2016,
ZAHEDNASAB et al., 2016 ). De modo contrario, os prejuizos acarretados pela
regulagdo positiva do HLA-G sao descritos na infecgdo viral do virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (VIGANO et al., 2017), virus da hepatite C
(VHC) (AMIOT et al., 2014), infecgao bacteriana por Helicobacter pylori (SOUZA et
al., 2016) e, em diferentes nives de expressao em doengas cancerigenas tais como
como glioblastoma, mieloma multiplo, carcinoma de ovario, leucemia linfocitica e
pulmao (PISTOIA et al., 2007).

1.5.As moléculas imunorregulatorias (HLA-G e Galectina-1) e a doenca
autoimune DM1.

A Gal-1 e o HLA-G desempenham papéis importantes na modulagao do
sistema imune conferindo tolerancia imunoldgica (CEDENO-LAURENTA et al., 2012,
BARRIENTOS et al., 2014, CAROSELLA et al., 2015, GREGORI, 2016, SASAGURI
et al., 2016, FERREIRA et al., 2017). No entanto, atualmente, sdo escassas as
informacgdes sobre a presenca e/ou fungdo de Gal-1 e do HLA-G no processo de

modulagao da resposta imune no desenvolvimento do DM1 humano e experimental.
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Dados da literatura mostram que células dendriticas obtidas de
camundongos diabéticos “Non-Obese Diabetic - NOD” e transgénicas para o gene
da Gal-1 (DC-Gal-1) foram capazes de induzir apoptose em clone “diabetogenic” de
células T. Ainda, quando estas células DC-Gal-1 foram injetadas nos camundongos
NOD (modelo experimental para DM1), em estagios subclinicos do DM1, ocorreu
uma delecao de células T periféricas autoreativas, aumento de células T secretoras
de IL-4 e IL-10, retardo nos sintomas do diabetes e na insulite (PERONE et al.
2006). O mesmo grupo demonstrou que o tratamento de animais NOD com Gal-1
soluvel previne a instalagdo da hiperglicemia, impede a invasdao das ilhotas
pancreaticas por células Th1 anti-células B e aumenta a porcentagem de células T
secretoras de IL-1, IL-5 e IL-10 no pancreas (PERONE et al., 2009). De modo
interessante, a administracdo de Gal-1 exdgena foi também capaz reverter a
autoimunidade para células B e a hiperglicemia de animais NOD com DM 1 em curso
(PERONE et al., 2009).

Ainda nessa linha, foi sugerido por outros que células T autoreativas (CD4"
ou CD8") de camundongos NOD podem ser resistentes ao efeito supressor de
células T regulatérias mediado por Gal-1 (WU et al.,, 2011). O mecanismo dessa
resisténcia pode estar associado a redugédo da expressdo de um ligante para esta
lectina, o gangliosideo GM1, nas superficies de células T especificas para antigenos
de células g (WANG et al., 2009; WU et al., 2011).

Jiang e colaboradores (2009) propuseram que a Gal-1 poderia compor um
protocolo de tratamento de pacientes com DM1 uma vez que esta lectina seria
capaz de induzir a apoptose de células T autorreativas e especificas para células 3.
Assim, desta forma, a Gal-1 poderia cooperar para a restauracao da tolerancia a
antigenos proprios destas células em pacientes com DM1. Curiosamente, mondcitos
do sangue periférico de pacientes com DM1, estimulados ou ndo, secretam baixos
niveis de Gal-1 em comparagdo com células de individuos sadios (GOMEZ-
TOURINO et al., 2011). Segundo estes pesquisadores esta baixa capacidade de
sintese da molécula imunoreguladora Gal-1 pode auxiliar na manutencdo de um

cenario de inflagdo autoimune em pacientes com DM1.

Em relacdo ao HLA-G foi descrito a associagao de polimorfismos na regido

3'UTR aumentar as taxas de risco ao DM1. Cita-se os gendétipos del/del ou del/ins
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presente no polimorfismo 14pb insercédo/delecdo, o polimorfismo de base unica
(“Single Nucleotide Polymorphism — SNP”). Ainda, o alelo +3001 T presente
exclusivamente em pacientes DM1, o qual em desequilibrio de ligagdo como o
gendtipo +3010 CC e o haplétipo 14pb DEL / + 3001C / + 3003T / + 3010C / +
3027C / + 3035C / + 3142G / + 3187A / + 3196C , conferiram baixa e moderada
expressao do HLA-G nos pacientes DM1 avaliados (ALBUQUERQUE et al.,2016).

Montanucii e colaboradores, 2012, ao avaliarem os efeitos do padrdo de
resposta Th17 e de células Treg de células PBMCs oriundas de pacientes DM1 e de
individuos saudaveis quando submetidas ao tratamento com IFN-y ou com células-
tronco mesenquimais derivadas de Sangue de Corddao Umbilical envolvidas em
microcapsulas imunes (CPS-hUCMS), observaram o aumento da expressao de
transcritos e de proteina do HLA-G5 quando PBMCs foram co-cultivadas com CPS-
hUCMS. A expressdo do HLA-GS foi superior nas PBMCs de individuos saudaveis
do que nos pacientes DM1. No entanto, o desencadeamento da expressao de HLA-
G5 sugere a correlagdo do mesmo na atividade imunossupressora do DM1, a qual
reduz a agao de células Th1 efetoras, favorece a expansdao de Treg e assim,
promove o reequilibrio da razdo células T efetoras / células Treg no contexto do
DM1. Quanto as células Th17, os autores ndo encontraram associacdo de indugao

do HLA-G pelas CPS-UCMS favorecendo a expressao dessas ceélulas.

Portanto, o desequilibrio na resposta imunoldgica associado a atividade de
células T (CD4 e/ou CD8) autoreativas com padrao imunofenotipico relacionado a
uma resposta proinflamatéria contribui para destruicado de células  pancreaticas,
com consequente insulite. Logo, no presente trabalho buscamos investigar a
potencial participagdo de duas moléculas imunoregulatérias enddégenas, GAL-1 e

HLA-G, no diabetes mellitus autoimune.
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2. OBJETIVOS
2.1.Geral

Estudar uma potencial associacdo da presenca ou auséncia da Gal-1 e/ou

HLA-G na evolugdo do DM1 humano e experimental.
2.2.Especificos

l. Desenvolvimento de ferramentas experimentais:
a. Isoformas recombinantes de HLA-G5 e —G6.
Anticorpos anti-HLA-G (-G5 e -G6) e anti-Gal-1.
Il. Deteccao do perfil de expressao de Gal-1 e HLA-G em pacientes
DM-1.
Il. Analise da evolucdo do diabetes autoimune experimental em

camundongos Lgals™ do gene da Gal-1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Desenvolvimento de ferramentas técnico-cientificas: Proteinas

Recombinantes e Anticorpos
3.1.1. Producdo de proteinas recombinantes HLA-G5 e HLA-G6

Todas as estratégias de clonagem, expressao, solubilizagdo, refolding e
purificacdo das isoformas proteicas recombinantes de HLA-G, -G5 e -G6, em
sistema procarioto, foram possiveis dado a concessao dos vetores de expressao em
mamiferos pcDNA3.1Hygro(-) (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) e em
procariotos pGEX-6p2 clonados com as respectivas sequéncias dos transcritos
génicos de HLA-G5 e HLA-G6 pelo Prof. Dr. Benoit Favier do “Insitute of Emerging
Diseases and Innovative Therapy — CEA/IMVA -University Paris-Sud - Inserm —

France”, conforme descrito em Paul et al., 2000.
3.1.2. Clonagem Molecular
3.1.2.1. Vetor de clonagem

As estratégias de clonagem e expressao das isoformas recombinantes de
HLA-G5 e HLA-G6 em sistemas procariotos foram delineadas conforme a
disponibilidade das endonucleases no laboratoério segundo os sitios multiplos de
clonagem para o vetor pET-28a(+)-SUMO. Dentre as principais caracteristicas desse
plasmideo ha o gene lacl que codifica o repressor lac, a sequéncia promotora T7
que é reconhecida pela enzima T7 RNA polimerase para a realizagao da transcri¢ao,
o operador lac que é o sitio de ligagédo do repressor lac capaz de regular o processo
transcricional,0 gene de resisténcia ao antibidtico a canamicina e o sitio multiplo de

clonagem, regido onde ha a insergédo do gene de interesse.

a) Vetor pET_28a(+)-SUMO

A estratégia de realizar a clonagem dos transcritos primarios de HLA-G5 e
HLA-G6 no vetor de expressao pET_28a(+)-SUMO advém do propdsito da proteina
de fusdo SUMO, ~ 11 kDa, vir a favorecer o processo de solubilizacdo das isoformas
—G5 e —G6 associado ao processo de purificacdo por afinidade da cauda de poli

histidina a resina de niquel, a qual a proteina SUMO esta fusionada.
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O vetor de expressdo pET-28a(+)-SUMO, gentilmente cedido pela profa.
Dra. Maria Cristina Nonato, representa uma versdo modificada do vetor pET-28a(+)
no qual foi inserido o fragmento génico de Smt3 entre os sitios de restricdo 5'...
GCTAGC... 3’ (Nhel) e 5’...GGATCC...3’ (BamHI), com a finalidade de expressar a
proteina SUMO em fusdo a extremidade N-terminal da proteina de interesse. Com a
devida expressao proteica, o processo de clivagem da proteina de interesse a
proteina SUMO ocorre pela agao da protease ULP1 (Ubequitin like specific protease
1 — EC 3.4.22.680) de Saccharomyces cerevisae por meio do reconhecimento do
motivo Gly-Gly na regido C-terminal da proteina SUMO, permitindo, assim, a

obtencdo da proteina de interesse em sua forma livre (Figura 4).

Figura 4: Estratégia de insercéo da proteina SUMO ao vetor de expressao pET28a-c(+). A) Regido
de clonagem muiltipla do vetor pET28a-c(+). B) Representacédo esquematica da construgéo
do vetor pET28a(+)-SUMO.

A)
T7 promoter primer #69348-3
ET upstream primer #69214-3 e
bl 11l __T7promoter lac operator Xba | rbs
SATCTCGATCCCGCGAAA AATACGA CACTATAGGGGAA GTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTITGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Ncol His*Tag Ndel| Nhel T7+Tag
ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGBCCTGGTGCCBCECEGCAGCCATATGRCTAGCATGACTGGTGBACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHIsSerSerG|yLeuVYalProArgGlySerHisMetAlaSerMetlThrGlyGlyGInGIn
Eagl thrombin
BamH | EcoR | Sacl  Sall Hindlll _ Notl  Xhol HisTag
GCGGATCCGAAT ICGAGCTCCGICBGACAAGL | TGCGGCCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACIGAGATICCGGC IGC TAACAAAG ptl1-28al+)}
ySerGl uPheGlulLeuArgArgG ! nAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProlevArgSerGlyCystnd
Bpull02 | T7 terminator

CIGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCC GGGGCCICTAAACGGG] SAGGGGTITTTIIG
e
T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Nhel BamHI

Legenda: Roxo: identificagdo da endonuclease Nhel;

B)

Azul: identificagdo da endonuclease BamHl,

Desta forma, a estratégia de clonagem delineada para o vetor pET28a(+)-
SUMO consistiu em adicionar os transcritos génicos de HLA-G5 e HLA-G6 nos sitios
de restricdo 5°...GGATCC...3’ e 5...CTCGAG...3’, respectivamente, de acado das
endonucleases de restricdo BamHI e Xhol, ambas enzimas disponiveis em nosso
laboratério. Para tal intento, oligonucleotideos iniciadores (primers) foram

desenhados manualmente para amplificar a sequéncia génica de interesse e
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introduzir nas extremidades 5’ e 3’ os sitios de restricdo para as endonucleases e,
ainda, apresentarem temperaturas de melting e de anelamento semelhantes para

garantir a eficacia da reacéo de polimerase em cadeia (PCR) (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia de primers desenhados para estratégia de clonagem em sitios de restricao
BamHI e Xhol.

Oligonucleotideo iniciadores (primer) Sequéncia
Forward 5’-3’ CTAGGATCCGCTCCCAGACGC
Reverse §°-3’ CTACTCGAGGTTAAAGGTCTTCAGAGAGGCT

A amplificagdo ocorreu em reagdo em PCR, em solugéo contendo 100 ng do
plasmideo (pcDNA_HLA-G5 ou pcDNA_ HLA-G6), 5 uL do tampéao de PCR 10X, 0,5
MM primer forward, 0,5 yM primer reverse, 1 yL de 10mM de deoxinucleotideos
(dNTP), 0,02 U/uL Tag Phusion DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, EUA) e H,O miliQ autoclavada g.s.p. 50ul de solugao, sob condigdes de
desnaturacao inicial a 98°C por 30 segundos, 30 ciclos de desnaturagao a 98°C por
10 segundos, anelamento a 60°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 45
segundos e, extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e, confirmados os padrbes de
peso molecular aparente, 990bp HLA-G5 e 716pb HLA-G6, esses foram extraidos,
purificados por meio do kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Heathcare Life Sciences, Pittsburgh, EUA) conforme instru¢des do fabricante e,
quantificados em espectofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington,

EUA) em comprimento de onda de 260nm.

Em seguida, os transcritos primarios de HLA-G5, HLA-G6 e o vetor de
expressao pET28a(+)-SUMO foram clivados em reacao de digestao enzimatica, em
solugdo contendo 1ug de amostra, 5ul de tampao 10X (ThermoFisher Scientific,
Wilmington, EUA), 10U das enzimas BamHI e Xhol (ThermoFisher Scientific,
Wilmington, EUA) e, H,O miliQ autoclavada q.s.p. 50ul, sob condi¢des, 37°C por 40
minutos e 65°C por 5 minutos. Os fragmentos digeridos foram analisados em
eletroforese em gel de agarose 1%, subtraidos e purificados conforme as instrugoes
do fabricante do kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Heathcare
Life Sciences, Pittsburgh, EUA). Tais fragmentos foram quantificados em

espectofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA).
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Em seguida, houve a reagdo de ligagdo entre os transcritos génicos de
interesse ao vetor de expressdao em solugcdo contendo 2 uL tampao 10X T4 DNA
Ligase (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA), 200ng de pET28a(+)-SUMO
digerido, 95,28 ng HLA-G5 digerido ou 72,3 ng HLA-G6 digerido (proporgdo molar
inserto:vetor 3:1), 1uL T4 DNA Ligase (3U/uL) (ThermoFisher Scientific, Wilmington,
EUA) e H,O miliQ autoclavada g.s.p. 20 uL de solugao, sob as condigdes, 25°C por
40 minutos e 65°C por 10 minutos. Aliquota da reacéao de ligagao, 5 L, foi utilizada
para transformar, por choque térmico, 50 uL de células bacterianas competentes,
Escherichia coli (E. coli) XL10-Gold conforme descrito por Sambrooks, Fritcsch e
Maniatis, 1989. Fracdo da suspensao celular foi semeada em 10 mL de meio LB
agar contendo 10 uyL de antibiotico tetraciclina (20mg/mL) e 10 pyL de antibiético
canamicina (50mg/mL) sob condi¢des de incubagéo em estufa a 37°C, overnight. Os
clones positivos foram selecionados e inoculados em meio LB com os respectivos
antibidticos. A confirmagé&o quanto a presenca do inserto, plasmideo pET28a(+)-
SUMO_HLA-G5 ou pET28a(+)-SUMO_HLA-G6, ocorreu com a extragdo do
plasmideo com o kit illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare Life Science,
Pittsburgh, EUA) conforme recomendagdes do fabricante, seguido, da reagéo
digestdo enzimatica dos transcritos génicos de HLA-G5 e HLA-G6 por BamHI e
Xhol. Os padrbes moleculares dos fragmentos digeridos foram analisados em
eletroforese em gel de agarose 1%, conforme, descrito anteriormente e, assim, os

plasmideos clonados foram quantificados e armazenados em freezer a -20°C.

3.1.3. Expressdo proteica de HLA-G5 e HLA-G6 em sistema

procarioto

Os procedimentos da expressdo das proteinas recombinantes HLA-G5 e
HLA-G6 foram realizados em bactérias de expressdao termo-competentes,
Escherichia coli (E. coli) Rosetta (DE3)pLYS as quais foram transformadas por
choque térmico, conforme descrito por Sambrooks, Fritcsch e Maniatis, 1989, com
0s plasmideos pET28a(+)-SUMO_HLA-GS5, pET28a(+)-SUMO_HLA-G6,
pGEX_HLA-G5 e pGEX_HLA-G6, respectivamente.

Os procedimentos de selegdo das colbnias bacterianas, produgao de pré-
in6bculo e do in6culo ocorreram com a adicdo aos pares de antibidticos, um

selecionando a espécie bacteriana e o outro o plasmideo de interesse. Sendo assim,
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a adigdo do antibiodtico cloranfenicol (50 mg/mL) selecionou as E. coli Rosetta
(DE3)pLYS, o antibiotico canamicina (50 mg/mL) selecionou os plasmideos
pET28a(+)-SUMO e o antibiotico ampicilina (100 mg/mL) selecionou os plasmideos
pGEX-6p2.

A selecdo das colbnias bacterianas transformadas ocorreu com o
plagueamento da suspensao celular em 10 mL de meio LB agar contendo 10 uL de
seus respectivos antibidticos e, incubadas em estufa a 37°C, overnight, seguido do
isolamento das mesmas. Individualmente, as col6nias bacterianas foram analisadas
quanto a expressao das proteinas recombinantes de interesse, sendo submetidas ao
crescimento em 25mL de meio LB contendo e 25uL de de seus respectivos
antibidticos e, incubadas em agitador a 37°C, rotagdo de 180 rpm, até atingir
intervalo de 0,3 — 0,6 nm de densitometria 6ptica (D.O.) em comprimento de onda de
600nm. Ao atingirem o intervalo de DO, fracées de 5mL do in6culo foram feitas para
realizar o teste de expressao proteica a partir do uso de diferentes concentracdes
molares de Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosideo (IPTG), OM, 100uM, 250 uM, 500
MM e 1mM. Concomitantemente, 500 pyL da suspensao celular foram coletados nos
periodos de 0 horas, 2 horas, 4 horas, 6 horas e 12 horas, de modo a avaliar o

melhor intervalo de indugao a expressao proteica.

Finalizado o intervalo de expressdo em analise, as amostras foram
centrifugadas a 8000g por 10 minutos e, o botdo celular foi ressuspendido com 50
ML de tampao de amostra 1X composto por 2% [3-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), 100 mM Tris:Bicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 2% dodecil-sulfato
de sodio (SDS) (Synth, Diadema, Brasil), 8 M ureia (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
azul bromofenol (0,008%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e submetidos a fervura
por 10 minutos. As amostras, volume de 10 uL, foram analisadas em eletroforese em
gel de poliacrilamida de sulfato de docecilo de sodio 15% (SDS-PAGE), amperagem
de 20mA e voltagem livre por 1hora e 20 minutos e, posteriormente, corados em
solugdo de azul de comassie composta por 50% de metanol (Synth, Diadema,
Brasil), 10% acido acético glacial (Synth, Diadema, Brasil) e 0,1% corante azul de

comassie (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA).

Certificado a analise do processo de expressao das proteinas recombinantes
por Rosetta (DE3)pLYS, padronizamos o processo de indugao no inéculo formado a

partir de 1mL pré-indculo o qual foi transferido para 1L de meio LB contendo 1mL
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dos respectivos antibioticos e, incubado e mantido sob condi¢gao de agitacédo a 180
rom, a 37°C, até atingir o crescimento celular em intervalo de 0,3 — 0,6 nm de D.O.
(600nm). A inducdo proteica ocorreu com adicdo do IPTG em concentragao final
100uM e, a cultura celular foi incubada em agitador a 18°C, sob rotagdo a 180 rpm,
overnight. Por fim, a suspensao celular sera centrifugada a 8000g por 10 minutos e,

o botdo celular armazenado em freezer -20°C.

3.1.4. Isolamento e solubilizacdo dos corpos de inclusao.

Em decorréncia das proteinas recombinantes His6-tagged SUMO-HLA-GG6,
rhGST-HLAGS5 e rhGST-HLAG6 permanecerem insoluveis mesmo com toda
adequacao do procedimento de expressao proteica, se fez necessario a realizagao
do protocolo adaptado de isolamento e solubilizacdo dos corpos de inclusdo do kit

Protein Refolding (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

O botdo celular obtido pelo processo de expressdo proteica foi
ressuspendido em tampao de ressuspensao celular 1X na proporgao de 1g de botao
célular para 10mL de tampao composto por: 50mM de Tris-HCI (Synth, Diadema,
Brasil), 50 mM NacCl (Synth, Diadema, Brasil), 1 mM ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), 5% Gilicerol (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), 0,5
mM acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Synth, Diadema, Brasil) pH 8,0,
adicionado de; 200uL de lisozima (1mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Em
seguida, a suspenséo celular foi submetida a inversdo em temperatura ambiente por
15 minutos elcp de inibidor de protease livre de EDTA (Roche Life Science,
Penzberg, Alemanha) foi adicionado. A suspensao celular foi sonicada em condi¢oes
de poténcia de 15W, 10 segundos pulso, 50 segundos em repouso, amplitude 50% ,
por intervalo de 1 minuto. Seguindo, a amostra His6-tagged SUMO-HLA-G6 foi
tratada com 1% de Triton X-100 (Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) e o material
mantido sob agitacdo em gelo por 15 minutos, enquanto, as amostras rhGST-HLA-
G5 e rhGST-HLA-G6 foram tratadas com 5% de Triton X-100 (Fisher Scientific,
Pittsburgh, EUA) sob agitagédo em gelo por 2 horas.

A suspensao proteica foi centrifugada a 8.000g por 15minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o botdo proteico ressuspendido com tampéao de

lavagem 1X, na proporcado de 1g de botdo proteico: 10mL de tampé&o de lavagem,
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composto por 50mM de Tris-Cl (Synth, Diadema, Brasil), 50 mM NaCl (Synth,
Diadema, Brasil), 1 mM DTT, 5% Glicerol (GE Healthcare Life Science, Little
Chalfont, UK), 0,5 mM EDTA(Synth, Diadema, Brasil), 1% Triton (Fisher Scientific,
Pittsburgh, EUA) em pH8,0. A suspensao celular foi centrifugada a 8.000g por
15minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e, novamente, o botdo proteico
ressuspendido com tampé&o de lavagem 1X. Este procedimento se repetiu por mais

duas vezes.

Apos as etapas de lavagem, o botao proteico foi novamente ressuspendido
com tampéao de ressuspensao celular 1X, nas mesmas proporgdes, centrifugado a
8.000g por 15minutos a 4°C e, o sobrenadante descartado. Esta etapa foi realizada

por mais duas vezes para que o detergente Triton X-100 fosse removido da amostra.

O botéao proteico foi entdo ressuspendido com tampao de desnaturagao 1X,
na propor¢cao de 0,5g de botdo celular: para 10mL de tampdo de desnaturagéo,
composto por 50mM de Tris-Cl (Synth, Diadema, Brasil), 50 mM NaCl (Synth,
Diadema, Brasil), 5% Glicerol (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), 0,5
mM EDTA (Synth, Diadema, Brasil), pH8,0, e, submetido a sonicagdo sob as
condigbes de poténcia de 15W, 10 segundos pulso, 50 segundos em repouso,
amplitude 50%, por intervalo de 1 minuto. Houve a centrifugacdo da amostra a
8.000g por 15minutos a 4°C e, o sobrenadante foi descartado e o botdo proteico
ressuspendido com tampao de desnaturagao 1X, na proporgdo de 0,5g de botéo
proteico para 1,75mL de tampao de desnaturagao, acrescido de 3% de detergente
N-laurilsarcosine (SLS) para as amostras His6-tagged SUMO-HLA-G6, enquanto
para as amostras rhGST-HLA-G5 e rhGST_HLA-G6 foi adicionado uréia 8M na

proporgao de 0,5g de botéo proteico para 1,75mL uréia 8mM.

O botdao proteico foi mantido sob agitacdo, em gelo, overnight.
Posteriormente, foi realizada a centrifugacdo a 12000g por 20 minutos. O
sobrenadante de His6-tagged SUMO-HLA-G6 foi recuperado e armazenado em
geladeira a 4°C e, o botdo proteico descartado, enquanto, os sobrenadantes de
rhGST-HLA-G5 e rhGST-HLA-G6, dado a ocorréncia do procedimento realizar a
desnaturacao de demais proteinas insoluveis, foram submetidos a uma etapa de
ultrafiltragdo em amicon (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) de cut-off de 50kDa e,
posteriormente, a solugéo proteica retida foi recuperada e armazenada em geladeira
a4°C.
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O peso molecular aparente das amostras solubilizadas His6-tagged SUMO-
HLA-G6 (44kDa), rhGST-HLA-G5 (64kDa) e rhGST-HLA-G6 (56kDa) foi avaliado por
eletroforese em gel SDS-PAGE 15% corado em solu¢cdo de azul de comassie
conforme descrito anteriormente e, estimado a partir do plot de Rf versus o logaritmo
da massa molecular, onde, Rf=distancia migrada/tamanho do gel. O peso molecular
das proteinas que compdem o marcador molecular sdo os parametros para

construgao do grafico de dispersao.

3.1.5. Purificagao e refolding da proteina recombinante rhHLA-GB6.

A purificagdo da proteina His6-tagged SUMO-HLA-G6 se deu em coluna
comercial de afinidade HisTrap HP 1mL (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont,
UK), conforme instru¢des do fabricante, com a aplicagdo do sobrenadante final da
etapa de isolamento e solubilizagdo dos corpos de inclusdo cuja afinidade da porgao
proteica de histidina ao niquel, permitiu a imobilizacdo da proteina recombinante as

beads de agarose acopladas em sua superficie com ions de niquel (Ni*?).

A coluna foi equilibrada com 40mL de tampéao de ligagao (20 mM fosfato de
sédio, 0.5 M cloreto de sédio e 20 mM imidazole, pH 7.4), em fluxo médio de
3mL/min, a amostra aplicada e lavada com 20mL de tampao de ligagdo em fluxo
meédio de 1mL/min e eluida em gradiente de concentracdo com tampé&o de eluigédo
(20 mM fosfato de sddio, 0.5 M cloreto de sédio e 500 mM imidazole, pH 7.4), em
fluxo médio de 1TmL/min, em aliquotas de 0,5uL conforme variacbes de pressao na
coluna. As amostras eluidas foram quantificadas por espectrofotdmetro em

comprimento de onda a 280nm e, analisadas em gel SDS-PAGE 15%.

De modo a remover a tag fusdo HisTagged-SUMO da fragdo HLA-G6 foi
realizado digestao proteica com a enzima ULP1, em solu¢gdo contendo 250ug His6-
tagged SUMO-HLA-G6 e 0,2uL ULP1 (3mg/mL), incubada em geladeira a 4°C, sob
gelo, overnight. Em seguida, a solugao foi purificada em coluna HisTrap HP 1mL,
conforme descrito anteriormente, com a diferenca de que a amostra de interesse,
rhHLA-G6, é recuperada no estagio de flow through dado a auséncia da tag de
afinidade ao Ni*? & mesma, o que inviabiliza o processo de imobilizacdo desta as

beads. A aliquota de rhHLA-G6 foi quantificada em espectrofotdbmetro em
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comprimento de onda a 280nm, analisada em gel SDS-PAGE 15% e seu peso

molecular estimado, 27,8kDa, conforme descrito anteriormente.

3.1.6. Caracterizacdo Bioquimica e Imunoquimicas das proteinas
recombinantes humanas HLA-G5 e HLA-G6.

Amostras das proteinas rhGST-HLA-G5 e rhHLA-G6 foram validadas por
meio da dindmica de dispersdo de luz (Dynamic light scattering — DLS),
espectrometria de massa Liquid chromatography—mass spectrometry (LC MS/MS —
Laboratério de pesquisa do Prof. José César Rosa), espectrometria de massa
Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI-TOF — Laboratério de pesquisa
do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes) e ensaio de imunodetecgdo por anticorpo
comercial MEM-G1 (Abcam, Cambrigde, Reino Unido) e MEM-G9 (Abcam,
Cambrigde, Reino Unido).

a) Dinamica de Disperséo de Luz (DLS)

A dindmica de dispersao de luz (DLS) teve como objetivo avaliar o estado de
agregacado das proteinas rhGST-HLA-G5 e rhHLA-G6 de modo a confirmar a

eficacia do processo de solubilizagao das mesmas.

A partir de aliquotas das amostras rhGST-HLA-G5 e rhHLA-G6 essas foram
concentradas por ultrafiltragdo em amicon (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) de cut-off
de 10kDa até atingir concentragdo minima de 5mg/mL, aproximadamente, 40 pL das
amostras foram analisados a 16°C, em cuvetta Zen2112, em equipamento ZetaSizer

Nano ZS90 (Malvern Instruments).

b. Digestdo triptica das proteinas recombinantes, in situ e em
solucao, por andlise de espectropetria de massas.

Visando a identificacdo dos aminoacidos que compdem as proteinas
recombinantes rhGST-HLA-G5 e rhHLA-G6 de modo a confirmar a homologia das
proteinas recombinantes as isoformas nativas, foi realizado a analise dos digestos
tripticos por espectropetria de massas a partir de bandas de gel de SDS-PAGE
correspondentes as proteinas recombinantes as quais foram excisadas e tratadas

COMmo se segue.



28

Inicialmente, o detergente aniénico SDS e o corante azul de coomassie
foram removidos por lavagem, realizadas por trés repeticbes, com 400 uL de
solucdo composta de 0,1 M NH4HCO; e 50% de acetonitrilo. A amostra foi
desidratada com acetonitrilo puro e seca em centrifuga rotativa sob vacuo (Savant
SpeedVac, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) para ,em seguida, ser
reidratada com solugéao de tripsina (0,5 ug / 20 pL) (Promega, Madison, WI, EUA) a
qual apds hidratagdo completa foi coberta com uma solugéo de 0,1 M NH4HCO3 e,
incubada durante 24 h, a 37 ° C. A reagao foi paralisada com adicao de 5 uL de
acido férmico e, a mistura foi incubada a temperatura ambiente para extracao
peptidica. O extrato foi mantido congelado a -20°C até analise de espectrometria de

massa.

Os péptidos tripticos da amostra foram preparados em ponteira de coluna
contendo resina de fase invertida (POROS R2, Perseptive Biosystems, EUA)
previamente ativada com metanol e equilibrada com acido férmico a 0,2%. A
amostra foi carregada na coluna e purificada a partir de sais e outros componentes
hidrofilicos por meio de trés lavagens com 100 pL de acido férmico a 0,2%. Os
peptideos foram eluidos da resina utilizando 30 pL de uma solugcdo de metanol a
60% em 5% de acido féormico, secos em speed vac e preparados para LC-ESI-Q-
TOF-MS.

Cinco ug de cada uma das amostras foram adicionados em solugéo 0,1 M
de NH4HCO3 / 50% de acetonitrilo, reduzidos com 45 mM de DTT e alquilados com
100 mM de iodoacetamida. A solugao foi diluida 5 vezes com 0,1 M NHsHCO3 e 1 ug
de tripsina foi adicionado e, mantida a 37°C durante 18 h. Os péptidos foram
dessalinizados na ponta da coluna como anteriormente mencionado e submetidos a
LC-ESI-Q-TOF-MS / MS.

Os péptidos tripticos foram analisados em espectrometro de massas com
quadrupolo de transmissao por analisador de tempo de véo (Q-TOF-Ultima, Waters,
Manchester, UK) acoplado a cromatografia capilar nanoAccquity utilizando uma fase
inversa 10cm x 75um i.d. 3 pym particula (Waters, EUA) controlado com gradiente
linear de 5% de acetonitrilo/0,1% de acido férmico para 80% de acetonitrilo/0,1% de
acido formico a um fluxo de 300 nL através de uma fonte de electrospray, equipado
com um emissor constituido de silica fundida de 20 ym i.d., tens&o voltaica de 3,5 kV

e 40 V e uma temperatura de 100 ° C. A amostra foi injetada a coluna C18 (5um) em
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fluxo de 2uL/min e, os espectros de massa coletados com a aquisicdo de dados
dependentes (data dependent accquisiton — DDA) dos 3 picos superiores ho modo
MS e MS / MS e, processados no software MassLynx v. 4.1 (Waters, Manchester,
UK) com a finalidade de gerar a lista de picos a qual sera utilizada para identificar as
proteinas no banco de dados SwissProt. A determinacdo dos dados de massa
molecular foram gerados com varredura MS1 (400-1500 amu) e, cada ion peptideo
detectado foi submetido ao CID-MS / MS através de DDA de modo a produzir os
tipos de fragmentos de ion b e y os quais foram utilizados para coincidir com as
sequéncias de aminoacidos e seus respectivos peptideos. O software MassLynx 4.1
gerou um arquivo de lista de picos os quais foram analisados nos bancos de dados,
submetidos ao MASCOT v.2.4.2 e pesquisados no SwissProt 2014 03 usando
parametros: 1,2 Da para ion precursor e 0,6 Da para a tolerancia aos ions de
produto, carbamidometilacdo para modificacdo fixa e oxidacdo de metionina

modificacado variavel.

b) Determinacdo do peso molecular por ionizacdo e dessorcdo a

laser assistida por matriz: tempo de voo (MALDI-TOF).

A amostra rhHLA-G6 foi dessanilizada por ponteiras Zip Tip C18 (40-65uM)
previamente ativadas por carregamento e descarte de metanol e, equilibradas por
carregamento e descarte de solugdo 0,5% de acido trifluoroacético (TFA). A
dessanilizagdo ocorreu com o carregamento e descarte da amostra, procedimento
repetido dez vezes, cujas beads imobilizaram as proteinas na resina presente na
ponteira, seguido, da lavagem das amostras pelo carregamento e descarte de
solugéo 0,5% TFA. A eluicao ocorreu pelo carregamento e descarte de solugéo 80%
acetonitrila (ACN) e 0,5% TFA e, as solugbes finais das amostras foram

armazenadas em geladeira.

O preparo da placa de MALDI inicialmente ocorreu com a lavagem seguida
em metanol, H,O deionizada e, imersdao em solugcdo 50% etanol por 10 minutos.
Confirmada a remocédo de residuos, a placa foi seca a temperatura ambiente.
Posteriomente, solucdo saturada de acido sinapitico, a qual foi preparada em
solugao saturada com ACN e H,O deionizada contendo 0,1% TFA na proporc¢ao de
3:7 (vlv), foi depositada a placa no pogo definido de modo a constituir uma fina

camada de matriz, local em que amostra foi depositada.
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A amostra rhHLA-G6 foi diluida em 0,1%TFA e, 1uL da solugao proteica foi
misturado a 1uL da solugado da matriz, para assim, ser aplicado 1uL da solugao final
em seus repectivos pogos na placa de MALDI. Para calibragao externa e calibragao
do equipamento foi, também, depositado na placa de MALDI 1uL de solucéo padrao
de calibragao constituida por 1uL de proteinas padrdes, protein calibration standard
Il (BRUKER Daltonics, Massachusetts, EUA) e 1uL da solucéo de matriz.

As andlises foram realizadas no equipamento MALDI-TOF/TOF
Ultraflextreme (BRUKER Daltonics, Massachusetts, EUA) cujos parametros
utilizados para a obtencao dos espectros foram: 2000 laser shots por espectro,
extracdo de ions pulsados (Pulsed ion extraction - PIE) de 500 ns, modo positivo,
modo linear, frequéncia de laser de 1000 Hz, voltagem de IS1 (ion source 1) de
25.00 kV e IS2 (ion source 2) de 23.20kV. A faixa de massa molecular proteica
analisada foi de 20kDa a 70kDa.

C) Ensaio de Imunodetecgéo
Por fim, foi analisado o reconhecimento das proteinas recombinantes
rhGST-HLA-G5 e rhHLA-G6, respectivamente, pelo anticorpo monoclonal anti-HLA-
G MEM-G1 (Abcam, Cambridge, UK) por técnica Wertern Blot e MEM-G9 (Abcam,
Cambridge, UK) pelo método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Para a realizagdo do Western Blotting, 10ug da proteina recombinante
rhGST-HLA-G5 foram desnaturadas em tampdo de amostra 5x, corridas em
eletroforese em gel de SDS-PAGE 15% e transferidas por eletroforese para
membrana de nitrocelulose, a qual foi bloqueada por 2 horas a 4°C com leite
desnatado a 5% em tampéao Tris-salino (TBST) (20 mM Tris, 0,5M NaCl, 0,05% de
Tween), seguido, da incubagdo com o anticorpo MEM-G1 diluido em solugao de leite
desnatado 3% em tampdo TBST na propor¢ao 1:10.000, overnight, a 4°C. A
membrana foi lavada em tampao TBST, com trocas a cada 5 minutos em um
intervalo de 30 minutos. A membrana foi incubada com o anticorpo secundario
conjugado de ovelha ECL™ Anti-Camundongo IgG HRP Species-Specific Whole
Antibody (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), diluido na proporg¢ao
1:20.000, por 2 horas, sob agitagao. A analise da imunodetecgao ocorreu em reagao
quimioluminescente promovida pela exposicdo da membrana em solugdo de

volumes equivalentes do ECL do kit Amersham™ ECL™ Western blotting detection
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reagents (Amersham, UK), seguida da exposicdo da membrana ao filme auto-

radiografico.

Para a realizagdo do ELISA, 10ug da proteina recombinante rhHLA-G6
nativas ou desnaturantes por agao de temperatura (95°C por 5 minutos) e detergente
(SLS, 3%) foram adsorvidas em placa de 96 pogos, bloqueadas com 3% de
albumina de soro bovino (BSA) a 37°C, por 2 horas, e, lavadas em tampéo fosfato
salino contendo 0,05%Tween (PBST) por 4 vezes. Os anticorpos monoclonais
comerciais MEM-G9 (reativo a forma nativa de HLA-G) ou MEM-G1 (reativo a forma
desnaturada de HLA-G) foram incubados em volume final de 50uL, por 2 horas, na
proporgao 1:100, cuja diluigdo foi realizada em PBST contendo 1% BSA. Seguido as
etapas de lavagem, o anticorpo secundario conjugado ovelha ECL™ Anti-
Camundongo 1gG, Horseradish Peroxidase Linked (HPL) Species-Specific Whole
Antibody (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK) foi adicionado, em volume
final de 50uL, diluido na propor¢ado 1:5000 também diluido em PBST contendo 1%
BSA, por 1 hora. Para revelagao foi feita adicdo de 50ul de substrato 3,3,5,5
tetrametilbenzidina (TMB) composto por 10mg de TMB diluidos em 1mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 10 ul de agua oxigenada 30% (H20O2) em 5mL de solugao
tampao TMB (0,1M acido citrico e 0,2M Na;HPO,). Apés 10 minutos, a reacgéo foi
interrompida pela adicdo de 50uL de solugdo de 2M de H,;SO4. O resultado foi

analisado em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 450nm.

3.2. Producéo de anticorpos anti-HLA-G e anti-GAL-1.
3.2.1. Animais

Todos os procedimentos experimentais com os animais foram realizados conforme
aprovacdo da Comissdo de Etica no uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirao
Preto, protocol n°15.1.636.60.2 (Anexo 1).

3.2.2. Obtencéao de soro imune anti-HLA-G5 e anti-HLA-G6.

Camundongos da linhagem BALB/C, fémeas, com peso aproximado de 20-
25g, foram sedados via intraperitoneal (iP) com solugdo de volume final de 200uL
composta de 80mg/Kg do animal de Ketamina (50mg/mL) e 10mg/Kg do animal de

Xilazina (20mg/mL) seguido da coleta de sangue pela veia facial anterior do animal
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para obtencdo do soro pré-imune e, posterior, procedimento de imunizagao ao qual

ocorreu em cinco etapas de imunizagao, em intervalos de 15 dias.

Os camundongos foram desafiados com solugdo de 100uL contendo 10%
unidades formadoras de colbnias (UFC) de Dbactérias da linhagem
Rosetta(DE3)pLYS expressando proteina recombinante, rhGST-HLA-GS ou rhGST-
HLA-G6, diluidas em PBS1X, atenuadas em temperatura de 65°C por 3horas
(MAGNANI et al.,2009).

Constatado a eficiéncia no procedimento de imunizacdo nos ensaios de
imunodetecgédo, os animais foram eutanasiados conforme Resolugdo Normativa
n.13, de 20 de setembro de 2013, Diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA,
2013 o qual sugere a utilizacdo da solugdo de 100mg/kg corpéreo do animal de
Tiopental Sodico e 100mg/kg corpéreo do animal de Lidocaina, aplicado em via

intraperitoneal e, o soro imune foi coletado por meio da puncéo cardiaca.

3.2.3. Obtencdo de anticorpos monoclonais anti-HLA-G5 e anti-
HLA-G6.

Finalizada a coleta do soro imune por pun¢ao cardiaca, os animais foram
esterilizados e linfonodos popliteos foram coletados para seguirmos com o
procedimento de fusdo das células popliteas as células mieldides.

Previamente a fusao, as células SP2-O/Ag14 (mieloma) foram cultivadas em
meio DMEM contendo 15% de soro fetal bovino (SFB), gentamicina (40mg/mL) e
tetraciclina (10mg/mL) durante 15 dias. ApoOs esse periodo as células de mieloma
foram devidamente lavadas com PBS1X para completa remocdo do SFB e,
posteriormente, contadas em camera de Neubauer. Quanto as células popliteas,
essas foram maceradas em peneira Tamis Cellular, cell strainer 70um, com a
utilizacdo de émbolo de seringa, a peneira foi lavada com PBS1X e, a suspensao
celular coletada. As células foram entéo centrifugadas a 1.500rpm por 10 minutos e,

também, quantificadas em camera de Neubauer.

No procedimento de fus&o foram utilizados para o HLA-G6 27x10° células do
popliteo e 3,25x10° células do mieloma SP2-O/Ag14, totalizando em 300x10°
células, cuja fusdo ocorreu na proporgcao de 9 células do popliteo : 1 célula de

mieloma. Para o HLA-G5 havia 26x10° células do popliteo e 3,25x10° células do
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mieloma SP2-O/Ag14, totalizando em 282x10° células, que resultou na fusdo celular
em proporcao de 8 células do popliteo : 1 célula de mieloma. As células popliteas e
do mieloma foram adicionadas em tubo falcon de 15mL, lavadas com PBS 1x e
centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos. Em seguida, os botdes celulares foram
ressuspendidos com 1mL de solugéo polietilenoglicol (5%) Hybrimax e, submetidos
a ciclos de banho-maria a 37°C, por 50 segundos, com adi¢gdo de 1mL de meio de
cultura DMEM contendo 15% SFB; totalizando a adicao de 8mL de meio de cultura.
Apos a ultima adigdo de meio, as células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e os botdes celulares ressuspendidos com
30mL de meio DMEM suplementado com HAT (Hipoxantina 0,1mM, Aminopterina
0,0004mM, Timidina 0,016mM) (meio HAT) e 20% de SFB e distribuidos em placas

de 96 pocos de fundo chato em volume de 100uL.

As células hibridas foram mantidas em meio HAT para selecdo dos
hibridomas, por 15 dias, com trocas do meio de cultura a cada 48 horas.
Posteriormente, os hibridomas foram mantidos em meio DMEM suplementado com
HT (Hipoxantina 0,1imM e Timidina 0,016mM) (meio HT) e, apdés detecgcao dos
hibridomas de interesse, as células foram transferidas para placa de 24 pocos e,
posteriormente, 6 pocos para crescimento dos hibridomas. As células dos
hibridomas selecionados foram congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido
para testes posteriores. Os sobrenadantes da suspensdao celular foram

armazenados em geladeira.

3.2.4. Obtencdo de anticorpos policlonais IgY anti-HLA-G5, anti-
HLA-G6 e anti-GAL-1.

Galinaceos da linhagem Gallus Gallus domesticus, fémeas, 18-20 semanas
e peso aproximado de 1,4-1,6Kg, foram anestesiados em via subcutanea com 80-
100mg por kg do animal Ketamina (50mg/mL) e 10mg por kg do animal de Xilazina
(20mg/mL) (Guide to the care and use of experimental animals, 1993 e Guidelines to
promote the wellbeing of animals used for scientific proporse, 2008) e imunizados
com suspensdo de macerados do gel SDS-PAGE 15% dos respectivos padrdes
moleculares aparentes de rhGST-HLA-G5 e a rhGST-HLA-G6 homogeneizados em

200 uL adjuvante completo de Freund ou imunizados com suspensao de 100ug de
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proteina recombinante humana Gal-1 (rhGal-1) diluidas em PBS 1x estéril contendo

150 pL adjuvante completo de Freund.

Os procedimentos de imunizagdo foram repetidos cinco vezes, em um
intervalo de 15 dias, sendo que 2° a 5° imunizagdo a suspensdo proteica foi
homogeneizada com adjuvante incompleto de Freund. Em todas as etapas, ovos
eram diariamente coletados, suas gemas separadas, liofilizadas e o IgY purificado
pela metodologia de precipitagcdo com sulfato de aménio conforme descrito em
Polsonet al., 1990.

No final do procedimento de imunizacao e devida confirmacao da reatividade
dos anticorpos aos antigenos nos ensaios de imunodetec¢do, os animais foram
submetidos a eutanasia por meio de sobredose anestésica conforme Resolugao
Normativa n.13, de 20 de setembro de 2013, Diretrizes da pratica de eutanasia do
CONCEA, 2013, e, de acordo com o Guidelines to promote the wellbeing of animals
used for scientific proporse, 2008, o qual sugere a utilizagcdo de uma solucéo de
100mg/kg corpéreo do animal de Tiopental Sédico e 100mg/kg corpéreo do animal

de Lidocaina, aplicado em via intraperitoneal.

3.2.5. Ensaios de Imunodeteccédo para validacdo da reatividade
dos anticorpos.

a) Western Blot

Para o ensaio de Western Blotting, 10ug das proteinas recombinantes
desnaturadas em tampao de amostra 5x foram corridas em eletroforese em gel de
SDS-PAGE 15% e transferidas por eletroforese para membrana de nitrocelulose, a
qual foi bloqueada com leite desnatado a 3% em tamp&o Tris-salino (TBST) (20mM
Tris, 0,5M NaCl, 0,05% de Tween), por 2 horas, a 4°C e lavada com TBST, seis
vezes, em intervalo de 30 minutos. Em seguida, houve a incubagao dos respectivos
anticorpos em analise, soro imune anti-HLA-G5 ou soro imune anti-HLA-G6, IgY anti-
HLA-G5 ou IgY anti-HLA-G6, diluidos em solugéo de leite desnatado 3% em tampao
TBST na proporgao 1:10.000, overnight, a 4°C, sob agitagdo. As membranas foram
novamente lavadas e, as membranas foram incubadas com seus rescpetivos
anticorpos secundarios, conjugado de ovelha ECL™ Anti-Camundongo 1gG HRP
Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK)
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ou conjugado ovelha anti-galinha IgY H&L (HRP) (Abcam, Cambridge, UK), diluidos
na proporgao 1:20.000, em temperatura ambiente, por 2 horas, sob agitagdo. A
analise da imunodeteccdo ocorreu em ECL do kit Amersham™ ECL™ Western
blotting detection reagents (Amersham, UK), seguida da exposi¢cao das membranas

ao filme auto-radiografico.

b) Slot Blotting

O ensaio de Slot Blotting ocorreu com 10ug das proteinas recombinantes
depositadas em membrana de nitrocelulose por sistema slot blotter, sem sofrerem
qualquer agao redutora e/ou desnaturante. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado a 3% em tampéao TBST, por 2 horas e, lavadas com
TBST por seis vezes, para entdo serem incubadas com o soro imune anti-HLA-G5
ou soro imune anti-HLA-G6, IgY anti-HLA-G5 ou IgY anti-HLA-G6, diluidos em
solugéo de leite desnatado 3% em tamp&o TBST na proporgao 1:10.000, overnight,
a 4°C, sob agitacdo. As membranas foram lavadas com tampéao TBST por trés vezes
e, incubadas com seus respectivos anticorpos secundarios, conjugado de ovelha
ECL™ Anti-Camundongo IgG HRP Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare
Life Science, Little Chalfont, UK) ou conjugado ovelha anti-galinha IgY H&L (HRP)
(Abcam, Cambridge, UK), diluidos na proporcdo 1:20.000, em temperatura
ambiente, por 2 horas, sob agitacdo. A analise da imunodetecgéo ocorreu em ECL
do kit Amersham™ ECL™ Western blotting detection reagents (Amersham, UK),

seguida da exposicdo das membranas ao filme auto-radiografico.

c) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- ELISA

Para a realizagdo do ensaio ELISA indireto, 10ug das proteinas
recombinantes foram adsorvidas em placa de 96 pocos, bloqueadas com 3% BSA a
37°C, por 2 horas e, lavadas em PBST por 4 vezes. Posteriormente, foram
incubados em volume final de 50uL com soro imune anti-HLA-G5 ou soro imune
anti-HLA-G6, IgY anti-HLA-G5 ou IgY anti-HLA-G6, todos diluidos na proporgao
1:1.000 ou incubados com 50uL dos sobrenantes dos potencias clones dos
hibridomas anti-HLA-G5 ou anti-HLA-G6, por 2 horas, a 37°C. Os pocos foram
lavados em PBST e, os anticorpos secundarios conjugados, ovelha ECL™ anti-

camundongo IgG (HPL) Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare Life
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Science, Little Chalfont, UK) ou ovelha anti-galinha IgY H&L (HRP) (Abcam,
Cambridge, UK) foram incubados em seus respectivos pogos, em volume final de
50uL diluidos na proporcao 1:5000, por 1 hora a 37°C. A revelacao foi feita em
solucdo TMB conforme descrito anteriormente e, a placa foi analisada em

espectrofotbmetro em comprimento de onda de 450nm.

3.3.Deteccao do perfil de expresséao de GAL-1 e HLA-G em pacientes DM-1.
3.3.1. Casuistica e Populacéo de Estudo

Os pacientes foram recrutados nos Ambulatérios de Endocrinologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo (FMRP/USP), coordenados pelos professores Milton César Foss e
Maria Cristina Foss-Freitas, conforme aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa,
em 24 de setembro de 2012, de acordo com o Processo HCRP n° 12541/2012
(Anexo 02). Enquanto os individuos controles foram recrutados por convites

realizados a comunidade local. O ensaio totalizou em 61 individuos amostrados.

3.3.2. Sintese de cDNA (DNA Complementar)

Amostras bioldgicas de RNA total foram doadas pela Dra. Juliana Massaro
do Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto
da Universidade de Sao Paulo, FMRP-USP, de modo a ser realizado a sintese de
cDNA. Parametros de qualidade, como razdes 260/230 e 280/230 entre 1,8 e 2,2,
RIN (RNA Integrity Number) > 8,5 e integridade do material foram certificados pela
colaboradora.

A reacao de transcricao reversa foi realizada com o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA) cuja solugdo de
reacao foi constituida de 1 uyg de RNA total, 2,5 yL de 10X RT buffer; 1 yL de 25X
dNTP Mix; 2,5 yL de 10X RT Random Primers; 1,25 yL de MultiScribe Reverse
Transcriptase (50U/uL); 0,63 pL de RNAse OUT Inhibitor (110U/ pL) e agua
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water gsp. 25 pL, sob condigdes no
termociclador de 1 Hold: 25°C por 10 minutos, 1 Hold: a 37°C por 120 minutos e, 1
Hold: a 85°C por 5 segundos. Finalizada as sinteses de cDNA, essas foram diluidas

em solugdes de trabalho a 10ng/uL cDNA e armazenadas a -20°C.
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3.3.3. Quantificacdo da expressao génica por PCR quantitativa
(Real Time — PCR)

A quantificagdo da expressao génica de HLA-G e LGALS-1 por qPCR foi
realizada em aparelho StepOnePlus™ System (Applied Biosystems®, Califérnia,
EUA).

a) CondicOes de reacdo para quantificacdo do transcrito génico de
HLA-G.

As reacbes para quantificacdo do HLA-G ocorreram pelo sistema Tagman®
através do conjunto de sondas e primers pré-formulados do Tagman® Gene
Expression Assays (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA) - HLA-G:
Hs00365950 g1 e, o Tagman® Endogenous Control (Applied Biosystems®,
Califéornia, EUA) - GAPDH: Hs01922876_u1, os quais foram otimizados para reagao
de solugcdo de volume final 10 pL constituida por 5 pL de 2x TagMan® PCR
Universal Master Mix (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA); 0,5 pL de sonda 20x
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA), 25ng
de cDNA e Hy;O UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (ThermoFisher
Scientific, Wilmington, EUA) gsp. 10 uL, a qual ocorreu de acordo com as condigdes
de ciclagem universal: 1 Hold: 50°C por 2 minutos, 1 Hold: 95°C por 10 minutos e 40

ciclos: 95°C por 15 segundos seguidos de 60°C por 1 minuto.

b) Condi¢bes de reacdo para quantificagdo do transcrito génico de
LGALS-1.

As reagdes para quantificacdo do LGALS-1 ocorreram por sistema Syber®
Green através dos primers desenhados manualmente conforme sequéncias dos

transcritos génicos, gene alvo e o gene endogeno. No caso, para o alvo de LGALS-1

os primers utilizados foram 5 - CCTGGAGAGTCCCTTCGAGT e 3-
CACACGATGGTGTTGGCGTC e, para o transcrito endégeno GAPDH os primers
utilizados foram 5- AACAGCCTCAAGATCATCAGC e 3’-
CTGTTGCTGTAGCCAAATTCG-.

A reacdo de solucdo foi composta de 10 pL da solucdo 2X iQ™ Syber®
Green SuperMix (Bio-Rad) o qual é composto por Syber® Green | dye, iTagq™ DNA
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polymerase, dNTPs (0,4mM de cada nucleotideo: dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 6mM
MgCl,, 40mM Tris-HCI, 100mM KCI, 20nM fluoresceina e estabilizadores, em pH 8.4;
300nM primers alvo e 300nM primers enddgeno, 25ng cDNA e H,O UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA) gsp.
20 L, a qual ocorreu de acordo com as condi¢cbes de ciclagem universal: 1 Hold:
95°C por 10 minutos, 40 ciclos: 95°C por 15 segundos, 60°C por 45 segundos, 72°C
por 1 minuto e Melt curve stage: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minutos e 72°C
por 15 segundos.

Para validacdo do experimento realizado por SyberGreen foi realizado o
célculo de eficiéncia da reacdo através da montagem de uma curva padrdo para
cada um dos primers de LGALS-1, utilizando-se diluigdes seriadas (1/2 a 1/16) das
amostras de cDNA de células JEG-3. Os valores de eficiéncia da reagao (E) foram
calculados a partir dos valores obtidos de Slope e R? fornecidos pelo software
StepOne Software v2.0.2. A eficiéncia (E) foi calculada pela férmula E = 10(-1/slope).
O gréfico gerado pela concentragao de cDNA e os respectivos valores de Cts foram
empregados para o calculo da equacédo de regressao e a correlacao entre as
variaveis dadas pelo R? (APPLIED BIOSYSTEMS APLICATION NOTE, 2006). Os
valores de eficiéncia da reagéo, corrigidos para porcentagem, foram entre 97 e 99%

de eficiéncia.

c) Quantificacao relativa dos transcritos génicos

Para a quantificacao relativa dos transcritos, cada amostra foi avaliada em
triplicata e foram consideradas para analise somente as amostras cuja diferenca de
amplificagdo, valores de Cts, ndo excedeu meio ciclo (LIVAC & SCHMITTGEN,
2001). Em todas as placas foram realizados controles negativos das rea¢des para os
genes estudados, sendo que nessas reagdes adicionou-se 2 uL de agua UltraPure™
DNase/RNase-Free Distilled Water (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA) em
substituicio da amostra. Assim, as reacdes que mostraram amplificacdo para
qualquer um dos controles negativos foram desconsideradas. Ainda, foram
desconsideradas amostras que nao amplificaram ou amplificaram com Ct = 38. O
valor de threshold e a linha de base (Baseline) foram determinados automaticamente
pelo StepOne Software v2.0.2. do aparelho StepOne ™ System (Applied
Biosystems®, Califérnia, EUA).
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A normalizagdo e a quantificagdo relativa da expressdao génica foram
realizadas pelo método de 222! (LIVAC & SCHMITTGEN, 2001). A média dos
valores da expressdo dos genes endogenos (ACTB e GAPDH) foi utilizada para
obtenc&o do valor do ACt [ACt = Ct (Gene alvo) — Ct (Endogenos) em cada amostra.
Os resultados (ACt) foram utilizados para o calculo das diferengas dos valores de
expressao entre as amostras e o calibrador obtendo-se os valores de AACt. Assim,
para reportar os valores do grupo controle comparado ao grupo de pacientes foi

aplicada a seguinte formula:

RQ (Quantificagdo Relativa) = 2—ACt
Onde:
ACt(Controle) = [Ct (Gene-alvo) — Ct (Endégenos)]

Usando o método de 27*2%", os dados sdo representados como a diferenca
(em vezes) na expressao génica, que foi normalizada para o gene endégeno de
referéncia, sendo relativa ao calibrador (controle). Para o calibrador, o valor de AACt
€ igual a zero, sendo 2° = 1. Assim, mudangas na expressdo génica relativa ao
calibrador s&o relativas ao valor 1 (LIVAC & SCHMITTGEN, 2001).

3.3.4. Sequenciamento de Nova Geracao dos miRNAs

O sequenciamento das amostras de miRNAs foi realizado utilizando
equipamento MiSeqg-llumina System (lllumina) a partir de amostras de RNA total dos
grupos amostrados, cujo resultado foi cedido pela Dra Juliana Massaro do
Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo — FMRP-USP.

3.3.5. Andlise in silico de identificacdo dos miRNAs alvos para
LGALS-1 e HLA-G.

Foram realizadas buscas nos seguintes bancos de dados microRNA.org,
mirDIP, mirGATOR, mirWALK, PICTAR, mirBase, TargetScan, RepTar para
identificacao dos possiveis miRNAs alvos para as sequéncias de LGALS-1 e HLA-G.
Dentre os parametros definidos estdo complementariedade a regido 3'UTR, 5’UTR,

e regides do mRNA. Ainda foi realizada a busca destes miRNAs alvos para as
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sequéncias de LGALS-1 e HLA-G ja descritos e validados para o diabetes mellitus

tipo 1 em banco de dados como miR2Disease, mirDISEASE.

3.3.6. Quantificacdo proteica de HLA-G e GAL-1 pelo método de
ELISA.

As quantificagbes proteicas de HLA-G e GAL-1 foram realizadas em
amostras de plasma dos pacientes diagnosticados com DM1 e individuos controles
diluidas na proporgdao 1 amostra: 2 PBS 1x estéril por meio da técnica ELISA de
captura. Como referéncia padrao do ensaio, curva de diluicdes seriadas das
proteinas recombinantes humanas, HLA-G e GAL-1, nas concentragbes 2,4 ug/mL,
1,2 yg/mL, 0,6 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,15 ug/mL, 0,075 pg/mL e 0,0325 pg/mL e
amostras bioldgicas de individuos controles positivos, no caso, gestante no 5° més
de gestagdo e individuo com prescrigdio de consumo diario e continuo de

dexametasona, foram utilizados como referéncias do ensaio.

Para quantificagdo proteica de Gal-1, 50uL anticorpo primario de captura na
propor¢gao 1:1.000 do soro imune anti-Gal-1 diluido em PBST com 1% BSA, foi
adsorvido em de placa de alta afinidade de fundo chato, overnight. Em seguida, foi
adicionado 150uL de 3%BSA, por intervalo de 2 horas, sob agitacdo, em
temperatura ambiente e, quatro etapas de lavagem com PBST foram realizadas.
Posteriormente, as amostras bioldgicas foram dispostas em seus respectivos pogos
sendo mantidas em agitagéo por 2 horas. Novamente, as etapas de lavagem foram
realizadas e, adicionamos 50uL de anticorpo primario, na propor¢cao 1:1.000, de
purificado de IgY anti-Gal-1 diluido em PBST com 1%BSA, por 2 horas. Seguido as
etapas de lavagem houve a incubacédo do anticorpo secundario conjugado coelho
ECL™ Anti-Galinha IgY, HPL Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare Life
Science, Little Chalfont, UK) na proporcao de 1:5000, por 1 hora. Por fim, as etapas
de lavagem se repetiram e realizamos o procedimento de revelagdo com solugao
TMB conforme descrito anteriormente, e os resultados foram obtidos com base na

leitura da densidade o6tica (D.O.) em espectrofotdmetro com filtro de 450nm.

A quantificacdo proteica de HLA-G procedeu com as mesmas etapas
descritas anteriormente, excetuando os reagentes que foram 50uL de anticorpo

primario de captura, na propor¢cado 1:1.000 do soro imune anti-HLA-G5 diluido em
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PBST com 1%BSA; 50uL de anticorpo primario, na proporc¢ao 1:1.000, de purificado
de IgY anti-HLA-G5 diluido em PBST com 1% BSA e, 50uL de anticorpo secundario
conjugado coelho ECL™ Anti-Galinha IgY, HPL Species-Specific Whole Antibody
(GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), na proporgao 1:5.000, por 1 hora.

O procedimento de revelacao, também, foi realizado como descrito anteriormente.

3.4.Analise do efeito imunorregulatério de GAL-1 e HLA-G em modelo

experimental induzido quimicamente ao DM1.
3.4.1. Animais

Para o presente ensaio foram utilizados 12 machos da linhagem C57BL/6
(LGALS™) isogénicos criados no biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sdo Paulo, campus Ribeirdo Preto e, 12 machos da
linhagem C57BL/6 knockout LGALS-1 (GAL-1"") (Protocolo CTNBio 0019/97-013),
criados no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirdo Preto. Todos com peso aproximado de
15-25g, glicemia < 200mg/dL, foram mantidos isolados em céamara isoladora
(Alesco®, S&o Paulo, Brasil) contendo poros de 0,45 mm para a filtragem do ar, em
temperatura constante de 25 °C, ciclo de iluminagdo de 12 horas, com maravalha,
agua e ragao ad libitum, divididos em grupos de 4 e 8 animais para cada uma das
linhagens.

Os procedimentos experimentais foram realizados conforme aprovacao da
Comiss&o de Etica no uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirdo Preto protocolo
n°15.1.636.60.2, no biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirdo Preto ,.

3.4.2. Inducdo quimica por estreptozotocina (STZ) ao diabetes

mellitus tipo 1 experimental.

O diabetes mellitus tipo 1foi induzido quimicamente pela administragcédo
intraperitoneal da solugdo de 40mg/dL de estreptozotocina (STZ) diluida em 0,01M
citrato de sodio, pH 4,5, enquanto, os grupos controles receberam injecédo de

tampao de solugdo 0,01M citrato de sédio, pH 4,5. A indugdo quimica ocorreu
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diariamente por cinco dias e as afericdbes dos niveis de glicose, em glucosimetro
Accu-Chek Go (Roche, Penzberg, Alemanha), ocorreram nos dias 0, 7° e 15° dia
apdés a inducao experimental. Foram considerados diabéticos os animais que
apresentaram duas determinacdes consecutivas de niveis glicémicos = 200 mg/mL
apos a inducao experimental. No 15° dia os animais foram eutanasiados conforme
descrito anteriormente e os d&rgaos pancreas, rim, timo, bago e linfonodos

pancreaticos foram coletados.

3.4.3. Imunofenotipagem das células dos linfonodos pancreaticos.

Linfonodos pancreaticos foram extraidos e macerados em peneira Tamis
Cellular, cell strainer 70um, com a utilizacdo de émbolo de seringa, nas quais as
células foram coletadas em meio RPMI 1640 e, posteriormente, centrifugadas a
300g por 10minutos, a 4°C. O botéo celular foi ressuspendido em meio RPMI 1640,
as células foram contadas em camera de Neuarbauer e, cerca de 0,5 x 108 células
dos linfonodos pancreaticos foram obtidas de cada grupo de animais.

Os anticorpos utilizados para a imunofenotipagem foram CD3¢ (145-2C11),
APC-Cy7; CD4 (RM4-5), PerCP; CD8a (53-6,7), FITC; CD19 (1D3), PE; CD49b
(HMa2), APC; CD11b (M1 / 70), FITC; F4/80 (T45-2342) PE, CD11c (HL3), Pe-Cy7;
Ly6G (1A8) APC, os quais foram incubados com as células dos linfonodos
pancreaticos, previamente lavadas em solugdo contendo PBS 1x com 0,1% BSA
para remoc¢ao do meio de cultura, durante 30 minutos, a 4°C. Todos os anticorpos
foram obtidos de BD Bioscience ou eBioscience.

Posteriormente ao periodo de incubacédo, as células foram novamente
lavadas e fixadas em solugcdo contendo 1% de formaldeido 37% em PBS 1x e
centrifugadas a 1600 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. As células foram analisadas em
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BDBioscience, New Jersey, EUA) utilizando o
software BD FACSCANTO CLINICAL (BDBioscience, New Jersey, EUA) para
aquisicdo dos dados. Os indices de fluorescéncia especifico (SFIl) foram calculados
a partir da divisdo da média de fluorescéncia do anticorpo alvo pela média de
fluorescéncia do anticorpo controle. SFI de 1,5 foi considerado como positivo. Os

dados de citometria foram analisados utilizando o software FlowJo verséo 7.6.3
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3.4.4. Anélise Histoquimica e Imunohistoquimica

Porcdo da cabeca do pancreas foi coletada, fixada em formalina a 10% por
24horas, incorporada em parafina, submetida a cortes seriados de 5 pm e fixadas

em laminas para analise histoquimica e imunohistoquimica.

a) Coloracdo de Hematoxilina e Eosina

As seccbOes pancreaticas devidamente fixadas em I|aminas foram
desparafinadas com 3 banhos de xilol por 10 minutos cada banho, hidratadas pela
sequéncia decrescente de alcool na solugdo de banho: alcool absoluto por 2
minutos, alcool absoluto por 5 minutos, alcool 95% por 2 minutos, alcool 85% por 2
minutos, alcool 70% por 2 minutos, agua corrente, acido picrico, agua corrente,
solucédo de hematoxilina por 15 minutos, agua corrente, solugdo de eosina por 2
minutos e hidratacido pela sequéncia crescente de alcool, alcool 70% por 2 minutos,
alcool 85% por 2 minutos, alcool 95% por 2 minutos, alcool absoluto por 5 minutos e
3 banhos de xilol por 10 minutos para diafanizacéo das secgdes.

As alteracbes morfolégicas das secgbes coradas foram examinadas em
microscopio Optico e classificadas quanto a insulite, conforme Anderson &
Bluestone, 2005, em 0: nao insulite, 1: peri-insulite, definida pela presenca dos
infiltrados mononucleares ao redor das ilhotas de Langerhans e, 2: insulite, definida

pelo progresso e invasao dos infiltrados mononucleares .

b) Imunodeteccao de Insulina no tecido pancreatico

As laminas das secgbes pancreaticas foram desparafinadas em 3 banhos de
xilol, sendo 10 minutos para cada banho, hidratadas em série alcodlica a 100%,
95%, 85% e 70% até agua destilada conforme descrito anteriormente e, incubadas
em banho maria em solugao tampéao citrato de sédio 10mM pH6,0, a temperatura de
90°C, por 30 minutos, para ocorréncia da recuperacao antigénica. Em seguida, os
cortes foram lavados com PBS pH7,4 e incubados com ~200uL de reagente de
bloqueio da peroxidase (Dako) por seccdo, por 15 minutos, para inibicdo da
atividade da peroxidase endoégena. As laminas foram lavadas com PBS pH7,4 e
secas, para assim, realizar o bloqueio de reacdes inespecificas as secgbes com
solucdo 3% BSA em PBS por 30 minutos. Novamente, as seccgbes foram lavadas e

foi adicionado anticorpo primario monoclonal de coelho anti-mouse de insulina
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(Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluido na proporgéo 1:200 em 3% BSA em PBS,
overnight, em camara umida. As secgdes foram lavadas e incubadas com anticorpo
secundario conjugado burro ECL™ anti-coelho, HPL Species-Specific Whole
Antibody (GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK), diluido na proporg¢ao
1:200 em 3% BSA em PBS, por 1 hora, em camara umida. As secg¢des foram
coradas com diaminobenzidina (DAB) conforme instru¢ées do fabricante, coradas
com hematoxilina por 40 segundos, hidratadas pela série alcodlica 70%, 85%, 95% e

100%, diafanizadas em xilol, montadas e analisadas em microscoépio optico.

3.4.5. Deteccédo de translocacédo bacteriana para os linfonodos

pancreaticos.

As suspensdes celulares compostas por linfonodos pancreaticos foram
obtidas de animais Lgals-1"* ou Lgals-1"", previamente tratados com STZ ou tamp&o
citrato de sédio (0,01M, pH 4,5 — veiculo). Estas suspenssées (0,5 x 10° células
totais) foram transferidas para placas de cultura contendo o meio agar BHI e
incubadas por 48 horas a 37°C para determinacao de suas cargas bacterianas. A
quantificacdo destas cargas foram feitas pela determinagdo de Unidades

Formadoras de Colénias por mL (CFU/mL).

3.5.Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizados com o software SPSS statistics
versao 22.0 e os dados plotados em graficos no software GraphPad Prism verséo
5.0. Todos os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de
Normalidade, Teste de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov (K-S test). Em caso
afirmativo, foram aplicados testes paramétricos de acordo com o numero dos grupos
de variaveis: (i) dois grupos: teste t-student two tailed; (ii) trés grupos: teste One-way
ANOVA Bonferroni's Multiple Comparison. Para as amostras que nao passaram pelo
teste de normalidade foi adotado testes estatisticos ndo paramétricos de acordo com
0 numero dos grupos de variaveis: (i) dois grupos: teste Mann-Whitney two-tailed; (ii)
trés ou mais grupos: teste Kruskal Wallis e Dunn’s Multiple Comparison. Com o

intuito de correlacionar as variaveis amostradas foram realizados analise de
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regressao multipla linear e estatisticas descritivas. O nivel de significancia estatistica

adotado foi definido para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1.Desenvolvimento de ferramentas experimentais

Neste topico serdo expostos os resultados cujas estratégias obtiveram éxito
ou atingiram o maior grau de refinamento possivel para obtengdo das proteinas

recombinantes humanas HLA-G5 e HLA-G6 e, seus respectivos anticorpos.

4.1.1. Obtencédo da proteina recombinante rhGST-HLA-G5

A proteina recombinante rhGST-HLA-G5 foi obtida em estado de agregados
em corpos de inclusdo e em presenca de proteina contaminante nao reativa ao
anticorpo monoclonal MEM-G1 que reconhe a cadeia pesada de todas as isoformas
de HLA-G (MENIER et al., 2003).

A expressao proteica de rhGST-HLA-G5 foi realizada em bactérias da
linhagem E. coli Rosetta(DE3)pLYS transformadas ou ndo com o plasmideo
contendo o fragmento génico do GST-HLA-G5, sob condigbes de indugao a 100uM
IPTG, a 18°C, overnight (Figura 5A, linhas 2 e 1). A presenga de corpos de incluséo
no material ndo soluvel (Figura 5A, linha 4) nos direcionou para realizagédo de
procedimento de desnaturagdo por meio das etapas de lavagem como descrito no
item 3.1.1.3 da secédo de material e métodos. A Figura 5A (linha 5) ilustra o perfil
eletroforético da solucdo obtida com resultado do processo de desnaturacdo dos

corpos de inclusao.

Para caracterizagdo bioquimica, amostra de rhGST-HLA-G5 extraida do gel
de SDS-PAGE 15% de peso molecular aparente, 64kDa, foi submetida a analise dos
digestos tripticos em espectrometria de massas LC-ESI-Q-TOF-MS / MS resultando
na homologia de 35% de cobertura de rhGST-HLA-G5 a isoforma nativa. As
sequéncias peptidicas foram K.DYLALNEDLR.S (611.3096 m/z na posicao 146 a
155), R.SWTAADTAAQISK.R (675.3474 m/z na posicado 156 a 168),
R.YLENGKEMLQR.A + Oxidation (M) (466.2474 m/z na posi¢gao 195 a 205),
KWAAVVVPSGEEQR.Y (714377 m/z na posicdo 268 a  280),
R.FIAMGYVDDTQFVR.F (8314206 m/z na posicdo 46 a 59),
R.FIAMGYVDDTQFVR.F + Oxidation (M) (839.3848 m/z na posicédo 46 a 59);
R.APWVEQEGPEYWEEETR.N (1067.9679 m/z na posigdo 73 a 89),
R.GYEQYAYDGKDYLALNEDLR.S (799.3692 m/z na posicao 136 a 155),
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R.DGEDQTQDVELVETRPAGDGTFQK.W (879.0785 m/z na posicdo 244 a 267)

conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2: Sequéncias peptidicas resultantes da anadlise dos digestos tripticos em espectrometria de
massas LC-ESI-Q-TOF-MS / MS.

Descrigao Peptideo Peptideo Peptideo  Peptideo Residuo Sequéncia Peptidica
da proteina esperado _calc_mr Score esperado  anterior ao
mr peptideo
Homologia a sequéncia HLA-G
rhGST- 1220.6046 1220.6037 0.0010 60 0.0027 K.DYLALNEDLR.S
HLA-G5
rhGST- 1348.6802 1348.6623 0.0180 55 0.0073 R.SWTAADTAAQISK.R
HLA-G5
rhGST- 1395.7204 1395.6816 0.0388 26 55 R.YLENGKEMLQR.A + Oxidation (M)
HLA-G5
rhGST- 1426.7408 1426.7206 0.0204 63 0.0012 K.WAAVVVPSGEEQR.Y
HLA-G5
rhGST- 1660.8266 1660.7919 0.0347 76 5.4e-005 R.FIAMGYVDDTQFVR.F
HLA-G5
rhGST- 1676.7550 1676.7869 -0.0318 55 0.0067 R.FIAMGYVDDTQFVR.F + Oxidation
HLA-G5 (M)
rhGST- 2133.9212 2133.9279 -0.0067 79 2e-0.05 R.APWVEQEGPEYWEEETR.N
HLA-G5
rhGST- 2395.0858 2395.0968 -0.0110 81 9.9e-0.06 R.GYEQYAYDGKDYLALNEDLR.S
HLA-G5
rhGST- 2634.2137 2634.2046 0.0091 81 8.5e-0.06 R.DGEDQTQDVELVETRPAGDGTFQ
HLA-G5 K.W
Homologia a sequéncia GST
rhGST- 1531.8118 1531.7916 0.0203 90 2.4e-006 R.AEISMLEGAVLDIR.Y + Oxidation
HLA-G5
rhGST- 1817.0041 1816.9353 0.0688 50 0.019 K.ERAEISMLEGAVLDIR.Y +
HLA-G5 Oxidation

Com o objetivo de enriquecer a preparagao de rhGST-HLA-G5 foi realizada
dialise por meio do uso de um sistema de ultradiafiltracdo (Amicon® - Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) de cut-off de 50kDa, o que nos gerou uma preparagao proteica
contendo a proteina de interesse e uma proteina contaminante (Figura 5A, linha 6,7
e 8).
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Figura 5: Obtencgéao e caracterizagdo da proteina recombinante rhGST-HLA-G5. A) Perfil proteico do
processo de obtencdo da proteina rhGST_HLA-G5. MM- Marcador de Peso Molecular
(kDa) (Lonza). 1) Extrato proteico bacteriano sem transformagéo com o vetor pGEX-6p2,
2) Extrato proteico bacteriano sem indugéo IPTG 3) Fragdo soluvel do extrato proteico
bacteriano, sobrenandante, com inducédo IPTG, 4) Fragdo insoliuvel do extrato proteico
bacteriano, botdo proteico,com indugdo IPTG 5) Corpo de Inclusdo recuperado e
solubilizado com 8mM uréia (64kDa), 6,7 e 8) Amostra ultrafiltrada em amicon cut off
50kDa (64kDa). B) Caracterizagdo imunoquimica da proteina rhGST-HLA-G5 com
anticorpor comercial MEM-G1 reativo a cadeia pesada do HLA-G desnaturado.

A) B)

rhGST_HLAGS

<« (64kDa)

< rhGST_HLAGS
3 (64kDa)

Por fim, realizamos a caracterizagdo imunoquimica de rhGST-HLA-G5, por
meio de um ensaio de Western Blotting com o uso de anticorpo comercial MEM-G1
(Abcam, Cambridge, Reino Unido), o qual resultou na detecgdo exclusiva da

proteina recombinante (Figura 5B).

4.1.2. Obtencao da proteina recombinante rhHLA-G6

Obtivemos a proteina recombinante rhHLA-G6 em condigbes soluveis e de
levado grau de homogeneidade quando expressa em vetor pET28a_Sumo
modificado.

O protocolo de expressao de rhHLA-G6 foi feito com o auxilio de bactérias
da linhagem E. coli Rosetta(DE3)pLYS como descrito no item 3.1.1.2 da secédo de
materiais € métodos. A linha 2 da figura 6A mostra que foi possivel induzir a
expressao da proteina recombinante His6-tagged SUMO-HLA-G6, entretanto, esta
proteina esta preferencialmente localizada na fragéo insoluvel (Figura 6, linha 4) e
apresentou massa molecular aparente de 44,41 kDa. O material insoluvel foi
recuperado por etapas de incubagdo e lavagem em detergente Triton X e
desnaturada em solucao contendo 3% detergente aniénico SLS, sob condigbes de

inversao, a 20°C, overnight (Figura 6, linha 5).
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Concluido o processo de desnaturagdo, a preparacdo da proteina
recombinante His6-tagged SUMO-HLA-G6 foi submetida a purificagdo em coluna de
afinidade em Ni*?, cuja afinidade da cauda de histidina ao metal promoveu a
imobilizagdo da proteina e favoreceu o processo de refolding durante a troca dos
tampdes, da solugao desnaturante 3% SLS para solugao de ligagédo da coluna. A nte
purificacdo de His6-tagged SUMO-HLA-G6 foi feita em gradiente de concentragao
de 0 a 100% de imidazol e sua eluigdo da coluna ocorreu a 32% deste reagente
(160mM) (Figura 6, linha 6).

Com o éxito da obtencdo de uma preparagdo homogénea de His6-tagged
SUMO-HLA-G6, foi realizada a caracterizagdo bioquimica por analise em
espectrometria de massas LC-ESI-Q-TOF-MS / MS que confirmou a homologia da
proteina recombinante a isoforma nativa de HLA-G6 em 42% de cobertura das
sequéncias de aminoacidos analisadas. Essas foram GYYNQSEANPPK
(684.3108m/z na posicao 107 a 118), WAAVVVPSGEEQR (714.3174 m/z na
posicao 176 a 188), FIAMGYVDDTQFVR (831.3739 m/z na posi¢cao 46 to 59),
THVTHHPVFDYEATLR  (641.6508 m/z na posigdo 119 a  134),
APWVEQEGPEYWEEETR (1067.9755 m/z na posicdo 73 a 89),
DGEDQTQDVELVETRPAGDGTFQK (879.0861 m/z na posigdo 152 a 175),
QNCYNPSYESTYR  (1625.07 m/z na posicdo 249 a 261) e
SGVYQHNFGDSIGLHAVR (1957.32 m/z na posigao 303 a 320) conforme Tabela 3.

Tabela 3: Lista dos digestos tripticos resultantes da caracterizacao da proteina Hise-tagged SUMO-

HLA-G6.
Descricao Peptideo Peptideo Peptideo Peptideo Residuo Sequéncia Peptidica
da proteina esperado _calc_mr Score esperado anterior ao
mr peptideo
rhHLA-G6 1366.6070 1366.6153 61.25 0.0018 R GYYNQSEANPPK
rhHLA-G6 1426.6202 1426.7205 71.88 0.00016 K WAAVVVPSGEEQR
rhHLA-G6 1660.7332 1660.7919 81.29 1.6e-005 R FIAMGYVDDTQFVR
rhHLA-G6 1921.9306 1921.9435 4524 56 K THVTHHPVFDYEATLR
rhHLA-G6 2133.9364 2133.9279 78.79 2.1e-005 R APWVEQEGPEYWEEETR
rhHLA-G6 2634.2365 2634.2046 68.92 0.00016 R DGEDQTQDVELVETRPAGDGTFQ

K

Seguindo o processo de obtengdo da isoforma recombinante, a proteina
His6-tagged SUMO-HLA-G6 foi dialisada e submetida a clivagem enzimatica pela
ULP1, cuja digestdo ocorreu nos motivos Gly-Gly na regido C-terminal de SUMO, o

que gerou a proteina rhHLA-G6 livre da fusao, a qual foi recuperada no flow throught
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da de etapa de purificagdo em coluna de afinidade em Ni*?, cujo massa molecular
aparente foi de 27,8 kDa (Figura 06, linha 7).

Figura 6: Obtengéo da proteina recombinante rhHLA-G6. Perfil proteico do processo de obtengao da
proteina rhHLA-G6 MM- Marcador de Peso Molecular (kDa) (Lonza). 1) Extrato proteico
bacteriano sem inducédo IPTG, 2) Extrato proteico bacteriano induzido com IPTG, 3)
Sobrenadante do extrato bacteriano induzido, 4) Botdo proteico do extrato bacteriano
induzido, 5) Corpo de inclusdo desnaturado, 6) Proteina His6-tagged SUMO-HLA-G6
eluida de HisTrap FF, 7) rhHLA-G6 purificada.

MM 1 2

:
by

6 7

3 4 5
’ His6-tagged SUMO-HLA-G6
. - < (44,41kDa)
-
-

< rhHLA-G6
-— (27,73kDa)

Por meio do ensaio de disperséo dinamica de luz o estado estrutural da proteina
rhHLA-G6 foi definido como soluvel e polidisperso apresentando raio hidrodinamico
de 6 £ 2 nm, indice de polidispersividade (PDI) de 24%+5 contendo um componente
majoritario correspondente a 99.95 % da preparagao (Tabela 4). Estes achados
indicam que o procedimento de solubilizacdo dos corpos de inclusao da rhHLA-G6
foi eficiente e que a preracdo obtida € homogénea e flexivel. A auséncia de
depdsitos cristalograficos referentes ao HLA-G6 inviabilizou a caracterizagdo do

padrao oligomérico do rhHLA-G6 a partir do didametro da proteina nativa de HLA-G6.

Numa préxima etapa foi determianda a massa molecular da forma recombinante do
rhHLA-G6 por espectrometria de massas por MALDI-TOF/TOF. Os resultados
indicaram a de 23.600,865 m/z (Figura 07).

Tabela 4: Analise do estado estrutural da proteina rhHLA-G6 em ensaio de dindmica de dispersao
de luz.

Raio Hidrodinanimco (nm) %oPolidispersividade % Massa Polidispersividade
62 2415 99.95 polidispersa
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Figura 7: Determinagdo da massa molecular de rhHLA-G6 por espectrometria de massas MALDI-

TOF/TOF.
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Por fim, realizamos a caraterizacdo imunoquimica, por ensaio de ELISA,

utilizando formas nativas e desnaturadas da proteina rhHLA-G6. O anticorpo

monoclonal MEM-G9 apresentou

reatividade a proteina em seu estado

conformacional nativo, enquanto, o anticorpo monoclonal MEM-G1 detectou o rHLA-

G6 em condi¢bes desnaturantes (Figura 08). Esse resultado sugere que a proteina

rhHLA-G6 pode apresentar atividade biolégica funcional semelhante a proteina

nativa, sendo necessarios a realizacao de futuros experimentos para validagcao desta

hipotese.
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Figura 8: Imunodeteccao de rhHLA-G6, nativo ou desnaturado, reativos aos anticorpos comerciais
MEM-G1 e MEM-G9.
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4.1.1. Obtencdo de anticorpos reativos as proteinas HLA-G.

A reatividade dos anticorpos anti-HLA-G5 e anti-HLA-G6 produzidos em
nosso laboratério evidencia o reconhecimento de epitopos comuns a ambas
isoformas proteicas de HLA-G5 e HLA-G6. Preparagdes de IgY anti-HLA-G5 e anti-
HLA-G6 reconheceram apenas as forma nativas destas proteinas (Figura 10)
enquanto soroimunes de camundongo ou anticorpos monoclonais anti-HLA-GS5 e
anti-HLA-G6 reconheceram estas proteinas recombinantes em condi¢cdes nativas

e/ou desnaturantes (Figuras 9 e 11).
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Figura 9: Caracterizacdo da reatividade dos soros imunes anti-HLA-G. A) Ensaio de Western
Blotting para detecgéo das estruturas conformacionais desnaturadas e reativas de HLA-G5
e HLA-G6, B) Ensaio de Slot Blotting para deteccdo das estruturas conformacionais
nativas de HLA-G5 e HLA-G6 quando soros imunes sdo desafiados aos antigenos
recombinantes: 1) fracao insolUvel da bactéria Rosetta(DE3)pLYS sem indugédo com IPTG,
2) fragdo insoluvel da bactéria Rosetta(DE3)pLYS com indugdo com IPTG, 3) fracdo
soluvel rhGST_HLA-G5, 4) fracao insoluvel rhGST_HLA-G6 e 5) fragcao soluvel de HLA-
G5.

A) Western Blotting.

Soro imune anti-HLA-G5 Soro imune anti-HLA-G6

<— 64kDa
<— 56kDa

B) Siot Blotting.
Soro imune anti-HLA-G5 Soro imune anti-HLA-G6
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

E observado que os anticorpos policlonais também apresentaram reatividade
a algumas proteinas bacterianas, contexto este esperado dado ao uso de bactérias
da linhagem Rosetta(DE3)pLYS atenuadas ou macerado proteico de extrato
bacteriano no processo de imunizagdo. Esses foram utilizados com a finalidade de
potencializar a resposta imune humoral e celular contra imunégenos co-

administrados nos animais.
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Figura 10: Caracterizagdo da reatividade dos anticorpos IgY anti-HLA-G e IgY anti-Gal-1. A) Ensaio
de Slot Blotting para detecgao das estruturas conformacionais nativas de HLA-G5 e HLA-
G6 quando soros imunes sdo desafiados aos antigenos recombinantes: 1) fragédo insoluvel
da bactéria Rosetta(DE3)pLYS sem indugdo com IPTG, 2) fracao insoluvel da bactéria
Rosetta(DE3)pLYS com indugdo com IPTG, 3) fragdo soluvel rhGST_HLA-G5, 4) fragédo
insoluvel rhGST_HLA-G6 e 5) fragcao soluvel de HLA-G5. B) Ensaio de Western Blotting
para detecgao das estruturas conformacionais desnaturadas e reativas de Ga-1.

A) Siot Blotting. B) Western Blotting.

IgY anti-HLA-GS IgY anti-HLA-G6 IgY anti-Gal-1

1 2 3 4 5 1 2 3 4 S

Gal-1
(~15kDa)

O resultado relevante nos ensaios de Slot Blotting foi o reconhecimento dos
anticorpos policlonais pela a proteina rhHLA-G5, cedida pelo Prof. Dr. Benoit Favier
do “Insitute of Emerging Diseases and Innovative Therapy — CEA/IMVA -University
Paris-Sud - Inserm — France”, a qual serviu de antigeno de referéncia, evidenciando
o espectro de reconhecimento dos anticorpos produzidos pelas isoformas de HLA-G,
nao se restrigindo apenas as proteinas recombinantes antigénicas, portanto,
comprovando a reatividade dos nossos anticorpos na detecgao das isoformas do
HLA-G (Figura 09B slot 5, 10A slot 5 e 11C slot 5).

A produgédo dos anticorpos monoclonais anti-HLA-G5 e anti-HLA-G6 resultou
na identificagdo de 2 hibridomas (4H12 e 3F6) produtores de anticorpos reativos ao
rhHLA-G5 (Figura 11 A) e 4 hibridomas (17, 21, 32 e 33) produtores de anticorpos
reativos rhHLAG6 (dados ndo mostrados). As etapas de selecdo e expansao dos
hibridomas anti-HLA-G5 foram acompanhadas por microscopia 6tica convencional,

conforme ilustrado na Figura 11B.
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Figura 11: Caracterizagdo da reatividade dos anticorpos monoclonais anti-HLA-G5. A) Ensaio de

imunodeteccdo por ELISA indireto seguido do teste estatistico One-Way Anova para
identificacdo dos potenciais hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-HLA-
G5. B) Expanséo da cultura celular do hibridoma 4H12 apés 15 dias de selecdo em meio
HAT observado em microscopia de contraste de fase em objetiva 40X. C) Ensaio de Slot
Blotting para avaliagdo da reatividade do pool de aliquotas do sobrenadante de cultura dos
hibridomas 4H12 e 3F6 nas amostras 1) extrato bacteriano de Rosetta(DE3)pLYS sem
indugao ao IPTG 2) extrato bacteriano de Rosetta(DE3)pLYS expressando rhGST-HLA-G5
3) rhGST-HLA-G5 4) rhGST-HLA-G6 e 5) rhHLA-G5.
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4.1.Deteccao do perfil de expressdao de GAL-1 e HLA-G em pacientes

diagnosticados com DM-1.

4.1.1. Perfil de expressdo génica de HLA-G e LGALS-1 no DM1

analisada por PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).

A expressao génica do HLA-G em pacientes diagnosticados com DM1 néo

apresentou diferenca quantitativa quando comparado aos individuos controles

segundo o teste estatistico Mann-Whitney two-tailed com significAncia estatistica

pvalue<0,05, que resultou em um pvalue=0,6365. Os pacientes DM1 apresentaram
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a média do 2**°" = 612157,28 + S.D = 1615094,45 enquanto nos individuos
controles a média do 2°**°" = 640638,13 + S.D. = 1338597,84. Portanto, o perfil

génico de HLA-G, neste contexto bioldgico, € praticamente ausente (Figura 12A).

Quanto ao perfil de expressao génica de LGALS-1, também €& observado a
auséncia de diferenga quantitativa dos transcritos génicos entre os individuos DM1 e
os individuos controles conforme o teste estatistico Mann-Whitney two-tailed com
significancia estatistica pvalue<0,05, que resultou pvalue=0,6711. Os pacientes DM1
apresentaram a média do 24D =777 + S.D = 15,49 enquanto nos individuos
controles a média do 2“2 =35 23 + S.D. = 156,19. Portanto, o perfil de express&o
génica de LGALS-1, neste contexto biolégico, aproxima-se do perfil de expressao
constitutiva de GAPDH (Figura 12 B).

E observado que quanto maior o valor de 2D maior ¢ a diferenca
comparativa do gene em estudo em relagdo ao gene constitutivo, denominado como

gene calibrador.

Figura 12: Perfil da expressdo relativa dos transcritos génicos HLA-G (A) e LGALS-1 (BC)
Representagdo da Expresséo Relativa representativo da média dos valores de 2
(Valores de expresséo relativa expressos como fold change em relacdo aos vanres
do grupo controle de valor 1). O teste de Mann Whitney foi aplicado.
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4.1.1. Identificacdo, in silico, de miRNAs para LGALS-1 e HLA-G e
associados ao DM1 a partir dos miRNAS sequenciados de pacientes

e individuos controles.

A partir do sequenciamento do material biolégico dos pacientes com DM1 foi

possivel identificar 1746 miRNAs (dados fornecidos pela Dra. Juliana Massaro do
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Laboratério de Imunologia Clinica da FMRP-USP). Em seguida, foi feita uma analise
comparativa, in silico, entre estes 1746 miRNAs com os miRNAs validados e/ou
preditos, obtidos de bancos de dados, que possuem como alvos os transcritos
génicos para HLA-G (1654), LGALS-1 (1384) e DM1 (109). Como resultado, foram
identificados 1021 para HLA-G, 886 para LGALS-1 e nenhum destes miRNAs foram

previamente descritos e/ou validados para o DM1 (Figura 13).

Figura 13: Analise comparativa entre os miRNAs identificados pelo sequenciamento de nova geragao
(NGS) no contexto biolégico do DM1 e os miRNAs preditos e/ou validados para os
transcritos génicos de HLA-G, LGALS-1, comuns a ambos e validados para o DM1 nos
bancos de dados. A) Identificagdo de 1021 miRNAs alvos para o HLA-G. B) Identificagdo
de 886 miRNAs alvos para o LGALS-1. C) Identificagdo de 21 miRNAs alvos comuns para
0 HLA-G e LGALS-1. D) Auséncia de identificagcdo para o DM1.

A) HLA-G B) LGALS-1

(NGS) U (Database) (NGS) U (Database)

C) HLA-G 0\ LGALS-1

HLAG

D) DM1

LGALS1

(NGS) U (Database) com pvalue<0.01 (NGS) U (Database)

Os dados da analise comparativa ilustrada na figura 13 foram submetidos a
um tratamento estatistico, por meio do método de contagem de reads, para se
identificar os mMIRNAs que apresentaram expressdo @génica significativa
(pvalue<0,01). A Tabela 5 mostra a identificacao de 44 miRNAs para os transcritos
de HLA-G, dos quais 15 miRNAs estdo induzidos e 29 miRNAs reprimidos nos
pacientes DM1.
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Tabela 5: I|dentificacdo dos miRNAs alvos para HLA-G comuns aos miRNAs sequenciados e aos
miRNAs validados e preditos nos bancos de dados conforme método de contagem de
reads pvalue<0,01.

miRNA logFC pValue FDR  miRNA logFC pValue FDR

hsa-miR-4507 -1,177 0,005 0,607 hsa-miR-16-5p 0,334 0,000 0,000
hsa-miR-5088-5p  -1,281 0,005 0,607 hsa-miR-3942-3p 1,712 0,001 0,410
hsa-miR-4676-5p  -1,426 0,005 0,607 hsa-miR-19a-5p 1,448 0,001 0,240
hsa-miR-6734-5p  -1,157 0,005 0,607 hsa-miR-548h-3p 0,616 0,003 0,607
hsa-miR-449c-5p  -1,083 0,006 0,607 hsa-miR-548z 0,616 0,003 0,607
hsa-miR-548ap-5p -0,609 0,006 0,607 hsa-miR-3135a 1,383 0,005 0,607
hsa-miR-548j-5p -0,609 0,006 0,607 hsa-miR-193b-3p 0,530 0,006 0,607
hsa-miR-541-3p -1,346 0,007 0,607 hsa-miR-30c-1-3p 0,366 0,008 0,618
hsa-miR-1304-3p  -0,459 0,008 0,618 hsa-miR-374b-3p 0,384 0,013 0,672
hsa-miR-193a-5p  -0,565 0,008 0,634 hsa-miR-4772-3p 0,612 0,013 0,672
hsa-miR-6842-3p  -0,396 0,010 0,672 hsa-miR-6894-5p 1,204 0,015 0,672
hsa-miR-1299 -1,776 0,010 0,672 hsa-miR-4761-3p 1,033 0,014 0,672
hsa-miR-944 -0,695 0,012 0,672 hsa-miR-3941 1,290 0,004 0,607
hsa-miR-6864-5p  -1,205 0,013 0,672 hsa-miR-873-3p 0,620 0,019 0,726
hsa-miR-6825-5p  -1,046 0,014 0,672 hsa-miR-539-5p 1,198 0,009 0,668
hsa-miR-99b-3p -0,547 0,014 0,672 hsa-miR-3150b-3p -0,715 0,001 0,410
hsa-miR-5010-3p  -0,636 0,015 0,672 hsa-miR-5009-5p  -0,953 0,008 0,618

hsa-miR-4433a-5p -0,999 0,015 0,672 hsa-miR-4451 -0,746 0,019 0,746
hsa-miR-5010-3p  -0,636 0,015 0,672 hsa-miR-509-3p -1,590 0,003 0,607
hsa-miR-6839-5p -1,162 0,016 0,672 hsa-miR-508-3p -1,942 0,001 0,240
hsa-miR-4734 -0,960 0,016 0,672 hsa-miR-4741 -1,594 0,000 0,240
hsa-miR-4784 -0,931 0,017 0,683

hsa-miR-509-5p -1,139 0,020 0,746

Com o objetivo de avaliar o grau de coeréncia dos dados da Tabela 5 com
as situagdes clinicas amostradas foi realizado a Analise do Componente Principal
(Principal Component Analysis — PCA) que demonstrou a devida separacdo dos
pacientes em relagdo aos individuos controles quanto a expressdo dos miRNAs para
HLA-G (dados nao mostrados). Isto possibilitou o avango na analise estatistica por
meio da constru¢do do agrupamento hierarquico, a partir do célculo da distancia
métrica de Pearson, fato que resultou na identificagdo de 8 miRNAs (Figura 14).

Em relacdo a estes 8 miRNAs, apenas a redugao da expressao do hsa-mir-
16a-5p apresentou estatistica significativa (pvalue<0,05 e logFoldChange(FC)<2)

nos pacientes diagnosticados com DM1 em relag&o aos individuos controles.
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DM1. Neste heatmap a restringéncia estatistica foi estabelecida por pvalue < 0,01 na

Figura 14: Agrupamento Hierarquico dos miRNAs reguladores para o transcrito HLA-G contexto do
analise da distancia métrica da correlagao de Pearson.
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Desta forma, as analises estatisticas foram direcionadas a aplicagao de teste
menos estringente, considerando significativos os resultados de pvalue<0,05,
quando correlacionado o perfil de expressdo dos 8 miRNAs alvos de HLA-G as
variaveis clinicas (retinopatia, neuropatia, nefropatia e hipertensao arterial sistolica)
dos pacientes DM1 e individuos controles.

Inicialmente, os 8 miRNAs alvos de HLA-G foram classificados quanto a
padrao de expressédo, sendo regulados positivamente quatro miRNAs, hsa-mir-193a-
5p, hsa-mir-3150b-3p, hsa-mir-1304-3p e hsa-mir-548-3p, nos pacientes DM1.
Enquanto, para os individuos controles, os miRNAs induzidos foram hsa-mir-16-5p,
hsa-mir-548-3p, hsa-mir-193b-3p e hsa-mir-30c-1-3p.

Neste contexto, o diagnostico de retinopatia foi associado a indugdo do
miRNA hsa-mir-1304-3p (pvalue=0,047) no paciente DM1, a nefropatia associada a
indugao dos hsa-mir-193a-5p (pvalue=0,001) e hsa-mir-3150b-3p (pvalue=0,045) no
paciente DM1 e, a hipertensao arterial sistélica associada a indugao dos miRNAs
hsa-mir-3150b-3p (pvalue=0,001) e hsa-mir-1304-3p (pvalue=0,045) e a repressao
dos miRNAs hsa-mir-16-5p (pvalue=0,005) e hsa-mir-30c-1-3p (pvalue=0,042).

Em relagao a identificagdo de miRNAs para LGALS-1, a Tabela 6 mostra os
33 miRNAs que apresentaram estatistica significativa (pvalue<0,01) ao método de
contagem de reads. Destes 33 miRNAs, 13 estdo induzidos e 20 reprimidos nos

pacientes DM1.
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Tabela 6: ldentificagdo dos miRNAs alvos para LGALS-1 comuns aos miRNAs
sequenciados e aos miRNAs validados e preditos nos bancos de dados conforme
método de contagem de reads, pvalue<0,01.

miRNAs logFC PValue FDR miRNAs logFC PValue FDR
hsa-miR-6842-3p  -0,396 0,010 0,672 hsa-miR-30c-1-3p 0,366 0,008 0,618
hsa-miR-7-5p -0,495 0,013 0,672 hsa-miR-125b-5p 0,604 0,012 0,672

hsa-miR-99b-3p -0,547 0,014 0,672 hsa-miR-4772-3p 0,612 0,013 0,672
hsa-miR-548j-5p -0,609 0,006 0,607 hsa-miR-873-3p 0,620 0,019 0,726
hsa-miR-3150b-3p -0,715 0,001 0,410 hsa-miR-99a-5p 0,693 0,016 0,672

hsa-miR-3142 -0,808 0,006 0,607 hsa-miR-141-5p 0,728 0,009 0,668
hsa-miR-6783-3p -0,825 0,033 0,826 hsa-miR-4661-3p 1,033 0,014 0,672
hsa-miR-4784 -0,931 0,017 0,683 hsa-miR-3679-3p 1,033 0,014 0,672
hsa-miR-5009-5p  -0,953 0,008 0,618 hsa-miR-539-5p 1,198 0,009 0,668
hsa-miR-4734 -0,960 0,016 0,672 hsa-miR-6894-5p 1,204 0,015 0,672
hsa-miR-4298 -0,997 0,015 0,672 hsa-miR-7109-3p 1,301 0,004 0,607

hsa-miR-7854-3p  -1,023 0,014 0,672 hsa-miR-19a-5p 1,448 0,001 0,240
hsa-miR-6753-5p  -1,031 0,014 0,672 hsa-miR-3942-3p 1,712 0,001 0,410
hsa-miR-6825-5p  -1,046 0,014 0,672
hsa-miR-6734-5p  -1,157 0,005 0,607
hsa-miR-5088-5p  -1,281 0,005 0,607
hsa-miR-541-3p -1,346 0,007 0,607
hsa-miR-4676-5p  -1,426 0,005 0,607
hsa-miR-4741 -1,594 0,000 0,240
hsa-miR-1299 -1,776 0,010 0,672

A aplicagao da analise de PCA para este grupo de miRNAs, também, indicou
a devida separacao dos pacientes em relagdo aos individuos controles (dados nao
mostrados), o que permitiu a progressdo na analise estatistica, a qual possibilitou a
construgdo do agrupamento hierarquico e, a identificagdo de 10 miRNAs que podem
exercer regulacéo ao LGALS-1 (Figura 15).

Destes 10 miRNAs, nenhum miRNA apresentou significancia estatistica
(pvalue<0,05 e log(FoldChange)<2) ao diagndstico da doenga do DM1.

Como procedido anteriormente, reduzimos a estringéncia do teste estatistico
(pvalue<0,05) e, foram associados os perfis de expressdo dos 10 miRNAs alvos de
LGALS-1 as variaveis clinicas (retinopatia, neuropatia, nefropatia e hipertenséo
arterial sistolica) dos pacientes DM1 e individuos controles.

A classificagdo destes 10 miRNAs indicou a prevaléncia da regulagéo
positiva de cinco miRNAs, hsa-mir-6842-3p, hsa-mir-3150b-3p, hsa-mir-30c-1-3p,

hsa-mir-99b-3p e hsa-mir-548j-5p nos pacientes DM1, enquanto, os hsa-mir-99a-5p,
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hsa-mir-125b-5p, hsa-mir-541-3p, hsa-mir-7-5p e hsa-mir-539-5p estdo regulados
positivamente nos individuos controles.

A presenca da neuropatia foi associada a indugdao do hsa-mir-7-5p
(pvalue=0,004) em pacientes DM1; a nefropatia associada a indugdo do hsa-mir-
3150b-3p (pvalue=0,045), hsa-mir-99b-3p (pvalue=0,001) em pacientes DM1 e, a
hipertensdo arterial sistdlica associada a inducdo do hsa-mir-3150b-3p
(pvalue=0,001) e a repressao dos hsa-mir-125b-5p (pvalue=0,040), hsa-mir-30c-1-3p
(pvalue=0,042) e hsa-mir-99a-5p (pvalue=0,021) em pacientes DM1.
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Figura 15: Agrupamento Hierarquico dos miRNAs reguladores para o transcrito LGALS-1 no contexto
do DM1. Neste heatmap a restringéncia estatistica foi estabelecida por pvalue < 0,01 na
analise da distancia métrica da correlagao de Pearson.
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Para finalizar essas analises, a Tabela 7 indica os 22 miRNAs com
significancia estatistica (pvalue<0,01) para HLA-G e LGALS-1, dos quais 7 miRNAs

estdo induzidos e 14 miRNAs estédo reprimidos nos pacientes DM1.

Tabela 7: l|dentificagcdo dos miRNAs alvos comuns para HLA-G e LGALS-1 comuns aos miRNAs
sequenciados e aos miRNAs validados e preditos nos bancos de dados.

miRNA logFC PValue FDR
hsa-miR-3942-3p 1,712 0,001 0,410
hsa-miR-4741 -1,594 0,000 0,240

hsa-miR-5088-5p -1,281 0,005 0,607
hsa-miR-3150b-3p -0,715 0,001 0,410
hsa-miR-6734-5p -1,157 0,005 0,607
hsa-miR-4676-5p  -1,426 0,005 0,607
hsa-miR-4772-3p 0,612 0,013 0,672
hsa-miR-99b-3p -0,547 0,014 0,672
hsa-miR-6842-3p  -0,396 0,010 0,672
hsa-miR-873-3p 0,620 0,019 0,726
hsa-miR-4734 -0,960 0,016 0,672
hsa-miR-4784 -0,931 0,017 0,683
hsa-miR-548j-5p -0,609 0,006 0,607
hsa-miR-30c-1-3p 0,366 0,008 0,618
hsa-miR-1299 -1,776 0,010 0,672
hsa-miR-6894-5p 1,204 0,015 0,672
hsa-miR-19a-5p 1,448 0,001 0,240
hsa-miR-5009-5p  -0,953 0,008 0,618
hsa-miR-541-3p -1,346 0,007 0,607
hsa-miR-6825-5p  -1,046 0,014 0,672
hsa-miR-539-5p 1,198 0,009 0,668

A analise do PCA demonstrou a devida dispersdo dos grupos amostrados
(dados nao mostrados), fato esse que direcionou a constru¢do do agrupamento
hierarquico, por meio do calculo da distancia métrica de Pearson. Contexto que
identificou 8 miRNAs comuns para os transcritos HLA-G e LGALS-1 (Figura 16).

A analise estatisticas relativa a estes 8 miRNAs demonstrou que suas
identificacbes nao foram apresetaram significancia estatistica em relagdo ao DM1
(pvalue<0,05 e log(FoldChange)=<2).

Sendo assim, as analises estatisticas foram aplicadas de modo a
correlacionar o perfil de expressdo dos 8 miRNAs comuns para HLA-G e LGALS-1

em relagcdo as variaveis clinicas (retinopatia, neuropatia, nefropatia e hipertensao
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arterial sistélica) dos pacientes DM1 e individuos controles, considerando com
menor estringéncia significativa, pvalue<0,05.

Os miRNAs hsa-mir-99b-3p, hsa-mir-6734-5p, hsa-mir-6842-3p, hsa-mir-
3150b-3p e hsa-mir-541-3p apresentaram perfil de regulagdo positiva nos pacientes
DM1, enquanto, os miRNAs hsa-mir-873-3p, hsa-mir-30c-1-3p, hsa-mir-4772-3p
estdo regulados positivamente nos individuos controles.

Destes miRNAs, a nefropatia foi associada a indugédo do hsa-mir-3150b-3p
(pvalue=0,045), hsa-mir-99b-3p (pvalue=0,001), hsa-mir-6842-3p (pvalue=0,041) e
hsa-mir-6842-3p (pvalue=0,041) em pacientes DM1 e a hipertensao arterial sistdlica
associada a indugao do hsa-mir-3150b-3p (pvalue=0,001) e do hsa-mir-6734-5p
(pvalue=0,007) e, a repressdao do hsa-mir-30c-1-3p (pvalue=0,042) em pacientes
DM1.
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no contexto do DM1. Neste heatmap a restringéncia estatistica foi estabelecida por pvalue

Figura 16:Agrupamento Hierarquico dos miRNAs reguladores para os transcritos HLA-G e LGALS-1
< 0,01 na analise da distancia métrica da correlagéo de Pearson.
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4.1.1. Quantificacdo proteica de HLA-G e GAL-1 pelo método de
ELISA.

Nao houve diferenca entre as concentragdes plasmaticas de HLA-G e GAL-1
detectdas nos pacientes DM1 e nos individuos controles, conforme a aplicagdo do
teste estatistico Mann-Whitney two-tailed com significancia estatistica pvalue<0,05, o
qual resultou para o HLA-G pvalue=0,0983 e para LGALS-1 pvalue = 0,2205 (Figura
17).

Figura 17: Niveis proteicos de HLA-G (A) e GAL-1 (B) em plasma de pacientes DM1 e
individuos controles.
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4.1.1. Andlise comparativa, parcial e preliminar, dos padrdes de

expresséo das moléculas HLA-G e LGALS-1 no DM1 humano.

Com o objetivo de avaliar uma possivel associagao entre os padrdoes de
expressdo das moléculas HLA-G e GAL-1 no DM1 foi realizado a analise de
regressao multipla linear dos resultados das quantificagcdes relativas do RNAm de
HLA-G e LGALS-1, dos miRNAs reguladores de HLA-G e LGALS-1 e das
concentragdes plasmaticas de GAL-1 e HLA-G. Com base nesta analise estatistica
foi possivel sugerir uma correlagdo entre a presengca de miRNAs reguladores
comuns ao HLA-G e a GAL-1 [hsa-mir-541-3p (pvalue=0,001) e hsa-mir-99a-5p
(pvalue=0,034)] e a redugao da GAL-1 no plasma dos pacientes (pvalue=0,018) em

relacdo aos individuos controles (Tabela 8).
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Tabela 8: Analise da informagéo genética de HLA-G e LGALS-1 no DM1.

DM1 mRNA mRNA hsa-miR- hsa-miR- hsa-mir- hsa-mir- hsa-mir- hsa-mir-
(pvalue) HLA-G LGALS1 193a-5p 3150b-3p 1304-3p 508-3p 16-5p 548h-3p
HLA-G 0,452 0,093 0,201 0,255 0,270 0,416 0,068
GAL-1 0,452 - 0,447 0,168 0,370 0,486 0,493 0,386
DM1 hsa- hsa- hsa- hsa- hsa- hsa-miR-539- hsa-mir-541- hsa-mir-7-
(pvalue) mir- mir- mir- mir- mir- 5p 3p 5p
193b- 30c-1- 99b-3p 6842- 548j-5p
3p 3p 3p
HLA-G 0,455 0,488 0,460 0,068 0,258 0,448 0,001 0,403
GAL-1 0,272 0,370 0,450 0,235 0,387 0,294 0,490 0,434
DM1 hsa-mir- hsa-mir- hsa-mir- hsa-mir- hsa- HLA-G GAL-1
125b-5p 99a-5p 6734-5p 873-3p miR-
4772-3p

HLA-G 0,292 0,034 0,429 0,357 0,116 0,382 0,018
GAL-1 0,422 0,389 0,479 0,290 0,161 0,454 0,418

4.1.GAL-1 e HLA-G no modelo experimental do DML1.

4.1.1. Impacto da deficiéncia do gene da Gal-1 na evolu¢cao do DM-

1 experimental.

A deficiéncia do gene de GAL-1 nos animais de experimentacéo (Lgals-17")
provocou uma resisténcia ao desencadeamento do DM1 induzido por STZ
(pvalue<0,001). A porcentagem de incidéncia da doenca foi menor (25%) nos
camundongos Lgals-17" em relagdo aos animais selvagens (Lgals-1*"* - Figura 18A).
O nivel glicémico dos grupos de animias nao-tratados com STZ ndo apresentou
diferenca durante o periodo de experimentacdo (0,7 e 15 dias), indicando a
deficiéncia do gene GAL-1 nado alterou a glicemia dos animais (Figura 18 B e C).
Entretanto, o tratamento com STZ induziu uma elevada glicemia apenas nos animais
selvagens (Figura 18 D e E). A analise descritiva de odds ratio indica a chance de 9

+/+

vezes do camundongo Lgals-1"" tornar-se diabético em relagdo ao camundongo

nocaute para esta proteina.
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Figura 18: Galectina-1 enddgena favorece o desencadeamento do DM1 induzido quimicamente. A)
Taxa de incidéncia do DM1 nos animais selvagens (Lgals-1+/+) e nocautes para GAL-1
(Lgals-1'/') tratados com STZ (40mg/Kg do animal). B) Registro do nivel glicémico dos
animais nao tratados no 0, 7° e 15°dia; C) Nivel glicémico dos animais nao tratados no 15°
dia; D) Registro do nivel glicémico dos animais tratados no 0, 7° e 15°dia; E) Nivel
glicémico dos animais tratados no 15° dia. O STZ foi diluido em tampé&o citrato de sddio
(0,01M, pH 4.5) o qual foi indicado como veiculo (V).
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4.1.1. Andlise histoquimica do péancreas de animais tratados ou
néo com STZ.

As analises histopatolégicas mostraram que apenas os camundongos Lgals-
1** tratdos com STZ apresentaram elevadas taxas de insulite (infiltrado leucocitario)
em relagdo os demais grupos de experimentagcdo (Figura 19 A e B). Isto pode
sugerir que a ocorréncia desse infiltrado leucocitario nos animais selvagens trados
com STZ pode ter provocado uma acentuada perda das células betas das ilhotas
pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina. A quantificagcao relativa do
infiltrado leucocitario nas ilhotas pancreaticas mostrou que nos camundongos Lgals-
1" ou Lgals-1", nao-tratados com STZ, uma auséncia de leucdcitos
intrapancreaticos em 92,3% ou 74,3% das ilhotas pancreaticas analisadas,
respectivamente. Enquanto que o tratamento com STZ provocou a ocorréncia de
insulite em 97,5% dos camundongos Lgals-1"* e em 52% dos animais Lgals-1""
.(Figura 19B). O elevado comprometimento da capacidade produtora de insulina dos

+/+

animais Lgals-1"" tratados com STZ foi confirmado, claramente, pela acentuada
reducao na deteccdo da insulina em suas ilhotas (Figura 19A). Esse conjunto de
resultados sugere que a presenca de GAL-1 enddgena pode favorecer a ocorréncia
de DM1 induzida por STZ apesar da presenga de um moderado infiltrado nas ilhotas,
nao associado com a perda da capacidade de producido de insulina, em animais

deficientes de GAL-1 enddgena.
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Andlise da insulite e da taxa de produgéo insulina no pancreas de animais tratados ou néo
com STZ. A) Analise histopatoldgica de tecido pancreatico de animais selvagens (Lgals-
1+/+) ou nocautes para o gene da GAL-1 tratados ou ndo com STZ. A detecgao de insulina
pancredtica foi feita com anticorpo anti-insulina como descrito na se¢cao de materiais e
meétodos. B) Analise semi-quantitativa da presenga ou auséncia de insulite nas ilhotas
pancreaticas dos animais ensaiados. Auséncia de insulite foi indicada por zero, a presenca
de leucécitos ao redor das ilhotas com o valor um e a presenga de leucéticos no interior
das ilhotas com o valor 2.

& Lgals™+V Lgals”™+STZ Lgals™+V Lgals”™+STZ
w
o3
Iy
©
=
3
(2]
_C' X
B
100 -
2
E 80 -
3 m2- Insulite
§ #1- Peri-Insulite
% ol Dﬂ 0 - Sem insulite
g
20
Lgals_ 4V Lgals +STz Lgals +V  Lgals +STZ
4.1.1. Identificacdo dos tipos celulares presentes nos linfonodos

pancreaticos.

O perfi imunofenotipico avaliado indica significancia estatistica nas
populagbes de linfocitos T CD4" (pvalue=0,027) e de linfocitos T° CD8

(pvalue=0,037), as quais apresentaram uma maior prevaléncia nos animais Lgals-
1** tratados com STZ (Figura 20).
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Figura 20: Perfil imunofenotipico de células dos linfonodos pancreaticos de animais deficientes ou
nao de galectina-1, no modelo do DM1. Os leucécitos dos linfonodos pancreaticos foram
isolados e submetidos a marcagdo com anticorpos monoclonais anti-CD3, antiCD-4 e ant-
CD8, como indicado na se¢do de materiais e métodos. A imunofenotipagem foi realizada
com auxilio de um citometro de fluxo (FACSCanto Il - BDBioscience, New Jersey, EUA) e
do software BD FACSCANTO CLINICAL (BDBioscience, New Jersey, EUA). Os resultados
foram expressos em porcentagem de positividade para os marcadores que caracterizam
os leucdcitos em linfocitos T CD4 ou T CD8.
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4.1.2. Analise da ocorréncia da translocacdo bacteriana no

desencademanto do DM1.

A ocorréncia da translocagao bacteriana gastro-intestinal para os linfonodos

pancreaticos difere entre os grupos de animais amostrados (pvalue=0,0013). Sendo

+/+

esta prevalente em camundongos Lgasl-1"" tratados com STZ, o que evidencia a

importancia da microbiota no desencadeamento do DM1. A comparagao aos pares

+/+

dos grupos amostrados identificou diferenga estatistica entre Lgasl-1"" tratados com

tampao citrato de sodio (Veiculo: V) e Lgasl-1** tratados com STZ (pvalue=0,0082),
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Lgasl-1** tratados com STZ e Lgasl-17 tratados com veiculo (pvalue=0,0005) e,
Lgasl-1*""* tratados com STZ e Lgasl-17 tratados com STZ (pvalue=0,0079) (Figura
21).

Figura 21: Translocagéo bacteriana do ambiente gastro-intestinal para os linfonodos pancreaticos nos
animais submetidos ao DM1 experimental. Amostras de suspensdes celulares dos
linfonodos pancreaticos dos animais selvagens (Lgasl-1+/+) ou nocautes (Lgasl-1'/')
previamente tratados com STZ ou tampao citrato de sédio (0.01M - pH 4,5 — veiculo, V)
foram transferidas para o meio agar BHI e incubadas por 48 horas a 37°C para
determinacdo de suas cargas bacterianas. A quantificacdo desta carga foi feita pela
determinacdo de Unidades Formadoras de Colénias por mL (CFU/mL).
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5. DISCUSSAO

De modo geral, solugdes especificas de proteinas enriquecidas, a partir de
células hospedeiras naturais, sao dificiimente obtidas, o que direciona a estratégia
de obtencdo para producdo de proteinas recombinantes como procedimento
aplicavel para compreensao estrutural, bioquimica e funcional dessas proteinas e,
ainda, aplicagbes comerciais, inclusive, terapéuticas (SORENSEN et al.,, 2004 e
XIAO et al., 2014). O engenheiramento de células de bactérias, fungos, insetos e
mamiferos tem tornado promissor o processo de producao de proteinas heterdlogas,
inclusive, nas ultimas décadas, cujo aprimoramento do conhecimento da biologia
dos hospedeiros favoreceu o desenvolvimento de tecnologias de alto rendimento
(XIAO et al., 2014).

Neste contexto, a obtencdo de proteinas recombinantes de HLA-G, em
especial, as isoformas soluveis —G5 e —G6 se justificam pela expressao constitutiva
tecido-especifica, cujas maquinarias de inducado da expresséo génica e proteica sdo
pouco conhecidas. Seu potencial imunorregulatério descrito em condi¢oes
especificas, particularmente, em ambientes patogénicos o que torna relevante os
esforcos cientificos para o aprimoramento do conhecimento destas, principalmente,
da isoforma-G6 a qual € pouco descrita na literatura.

Dentre os sistemas de expressédo de proteinas recombinantes a estratégia
de expressar as isoformas —G5 e —G6 em sistema procarioto deve-se o destaque da
bactéria E. coli apresentar alta densidade do cultivo celular, suas informacdes
genéticas sao bem descritas, ha grande diversidade de ferramentas biotecnolégicas
compativeis e a relativa simplicidade de expressdao da proteina de interesse.
Segundo levantamento de dados de expressado de proteinas recombinantes, 60,9%
dessas sdo expressas em E. coli, havendo uma tendéncia para expressdo em
células eucariontes, principalmente, para proteinas de membrana (XIAO et al.,
2014). Em relacao a expressao de HLA-G, na literatura, ha também prevaléncia de
expressao em sistemas procariotos, sendo as isoformas -G1 e —-G5 as mais
descritas e, em menor propor¢ao, demais isoformas, como —-G2, -G6 e -G7.

Paul e colaboradores, 2000, realizaram a clonagem dos cDNAs das
isoformas —G5, -G6 e —G7 em vetor de expressao pcDNA3.1/hygro(-) (Invitrogen) e
em vetor pEF6/V5-His A (Invitrogen), os quais transfectaram as linhagens celulares

de mamiferos M8 e Tera-2, com kit Exgen 500 (Euromedex). Os extratos proteicos
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das células transfectadas foram avaliados em ensaios de western blotting e
imunoprecipitacdo de modo a descreverem a isoforma — G7.

Marchal-Bras-Gongalves e colaboradores, 2001, descrevem a expressao da
isoforma de HLA-G1 em linhagem celular E. coli BL21 transformada com o vetor
pGEX-4T3 (Pharmacia Biotech). A expressao da isoforma -G1 ocorreu com indugao
0,1mmol/L IPTG, a 37°C. O corpo de incluséo foi ressuspendido em tampao STE (10
mmol/L Tris, pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA) e lisado a partir da adigao
1.5% SLS (Sigma) seguido da sonicagdo. O lisado foi clarificado e, o sobrenadante
solubilizado com 2% (v/v) Triton X-100, durante incubagdo com beads de glutationa
sepharose. A solucéo proteica HLA-G1 foi eluida, dialisada e concentrada. O ensaio
demonstrou o efeito imunorregulatorio de HLA-G1 em células NK.

Clements e colaboradores, 2006, realizaram a expressao das isoformas
HLA-G1 e HLA-G1 modificada no codon Cys-42 por serina a partir do kit
QuikChange site-directed mutagenesis (Strategene) os quais foram clonados
individualmente em vetor pET30 (Pharmacia Biotech) e, expressos em E. coli BL21.
Os corpos de inclusao foram ressuspendidos em solugao contendo 20 mM Tris pH
8.0, 8 M urea, 0.5 mM EDTA e 1 mM DTT e, 30 mg do RIIPRHLQL peptideo
derivado da histona H2A foi adicionado as isoformas em tamp&o de refolding (100
mM Tris em pH 8,5, 0,4 M arginina, 0,5 mM de glutationa oxidada, 5 mM de
glutationa reduzida, 2 mM EDTA, PMSF 0,2 mM e 1 mg ml de pepstatina A a 277 K).
Por fim, as proteinas foram dialisadas, capturadas em resina DE52 e eluidas em
10mM Tris-HCI e 150mM NaCl, para ensaios de cristalizagao.

Takarashi et al., 2016, descrevem a expressdo da isoforma HLA-G2,
isoforma de membrana estruturalmente similiar a isoforma soluvel HLA-G6, a qual a
sequéncia de cDNA foi inserida em vetor pPGEMT7 (marca n&o descrita), e expressa
em E. coli BL21(DE3)pLysS sob corpos de inclusdo. Por método de diluicdo, o
agregado proteico foi solubilizado e purificado em coluna HiLoad 26/60 Superdex
75pg em tampao SEC (20 mM Tris—HCI, pH 8.0, 100 mM NaCl). A solugéo proteica
foi dialisada, as endotoxinas removidas e, utilizada para avaliar o efeito terapéutico
no desencadeamento da artrite rematoide.

Como observado, as vantagens e simplicidade de expressdao em sistema
procarioto se contrapdéem aos ineficientes: dobramento de proteinas, formacgdes de
pontes de dissulfeto, modificacbes pds-traducionais e, formagdo de corpos de
inclusdo (ROSANO & CECCARELLI 2014). De modo geral, os corpos de incluséo
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estdo localizados no citoplasma ou periplasma da bactéria, sendo formados durante
os altos niveis de expressdo das proteinas heterdlogas decorrente da mudanga na
competigao cinética entre dobramento e agregacao (BASU et al, 2011, UPADHYAY
et al., 2012). Desta forma, as estratégias de clonagem sdo direcionadas para
otimizacdo da linhagem bacteriana, da sequéncia de cDNA, das etapas de
expressao, solubilizacdo e purificagcdo das proteinas recombinantes (ROSANO &
CECCARELLI 2014).

A escolha inicial de expressar as isoformas —G5 e - G6 pelo vetor pGEX-6p2
deve-se ao conjunto de tecnologias que favorecem a homogeneidade, solubilizagdo
e purificagdo da amostra expressa, tais como, selecao por resisténcia a ampicilina;
promotor Ptac (trp/lac) cuja transcricdo é realizada por indugdo quimica; expressao
concomitante da proteina de fusdo GST na porgdo amino terminal (N-terminal) que
favorece a solubilizacdo e a purificacdo em coluna de afinidade; sitio de
reconhecimento de clivagem enzimatica para PreScission™ o qual permite a
obtencgao da proteina em sua forma livre (GE HEALTHCARE, 2017).

Os ensaios de expressao foram otimizados para ocorrerem com indugao
proteica 100uM IPTG, a 18°C, 0,3< D.O 600nm <0,6 em intervalo de 12 horas, de
modo a tornar a expressao das isoformas mais lenta e em menor producdo o que
reduziu a concentragdo do agregado proteico. Os corpos de inclusdo foram
recuperados e desnaturados com tampao uréia 8M, mas nao solubilizados durante a
etapa de dialise.

A proteina GST-HLA-G5 foi caracterizada quanto a homologia a proteina
nativa, HLA-G5, por meio do alinhamento dos digestos ftripticos resultantes do
ensaio de espectrometria de massas LC-ESI-Q-TOF-MS / MS. Em relagdo a
estrutura proteica, o ensaio de DLS indicou a formacdo de duas populagdes
proteicas representadas 83,7% da suspensao apresentou raio hidrodinamico 43,24 +
10 nm e padrdo monodisperso de luz o que sugere um arranjo estrutural proteico
uniforme, enquanto, 16,3% da amostra proteica apresentou raio hidrodinamico de
172,45 + 60,97 nm e padrao polidisperso da luz, ou seja, arranjo estrutural proteico
diversificado e/ou oligomérico. Por fim, a caractericagdo imunoquimica pelo
anticorpo comercial MEM-G1 evidencia a reatividade deste anticorpo a cadeia
pesada da proteina de HLA-G recombinante.

Em busca da obtengdo de isoformas —G5 e —G6 soluveis, a estratégia de

clonagem do presente trabalho foi direcionada para ocorrer em pET28a-SUMO
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modificado. Dentre outros fatores que afetam a taxa transcricional, e a produgao
proteica, cita-se a presenca de tag de fusdo SUMO ligada a cauda de histidina, que
favorece o processo de refolding e purificagdo da proteina de interesse em colunas
de afinidade ao Ni+2 (LIMA & MONSSESSOVA et al., 2000, BUTT et al., 2005, JIA &
JEON, 2016). Ressalta-se que o peso molecular de SUMO ¢ inferior ao GST, o que
contribui no dobramento proteico.

A obtencgao de clones pET28a-SUMO modificado —G5 e —G6 foi eficiente. As
condigdes otimizadas e padronizadas de expressao para o vetor pGEX-6p2 foram
mantidas mas, apenas , a proteina —G6 foi expressa. Dentre os fatores que
inviabilizaram a expressédo de —G5 cita-se nivel de expressao, conteudo elevado de
elevada %G+C, taxas de recombinacéao, estabilidade de RNAm, posi¢cao do codon,
comprimento do gene os quais podem influenciar codon bias (BEHURA
&SEVERSON, 2013). Desta forma, seguimos com a expressao de rhHLA-G6, cujas
etapas de recuperacdo e desnaturagao dos corpos de inclusdo foram realizadas
conforme protocolo modificado de Protein Refolding kit (Novagen), o qual possui
similaridade ao descrito por Marchal-Bras-Goncalves et al., 2001.

A caracterizacao fisico-quimica de rhHLA-G6 indicou obtencdo de uma
proteina soluvel, polidispersa, homdéloga a isoforma nativa e com peso molecular de
23603,766 Da. A mensuragao do raio hidrodindmico de 6 + 2nm indica uma estrutura
oligomérica soluvel conforme descri¢gdes Lorber e colaboradores, 2012, e Tatkiewicz
e colaboradores, 2015. Quanto a informagdo da polidispersividade conferida ao
rhHLA-G6 esta deve-se a diversidade da organizacao estrutural da proteina e/ou a
presenca multimérica da proteina em solugdo. O anexo 4 traz uma predi¢cao desses
possiveis rearranjos quando a proteina rhHLA-G6 esta dimérica, demonstrando que
as diferentes angulagcdes apresentadas implicam na diversidade de dispersdo dos
raios de luz incididos.

A analise dos digestos tripticos da proteina recombinante rhHLA-G6 por
espectrometria de massas LC-ESI-Q-TOF-MS / MS revelou a identificacdo das
sequéncias de aminoacidos da proteina expressa a proteina nativa, o que valida a
homologia entre elas. Outra semelhangca apresentada em nossos resultados € o
peso molecular estimado, em gel de SDS-PAGE15%, apresentado pela proteina
recombinante, 27,8kDa, conforme descrito na literatura (PAUL et al. 2010). A

caracterizagdo do peso molecular do monémero de rhHLA-G6 por espectrometria
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em massa MALDI-TOF/TOF indicou 23600.865 m/z, ~23,6 kDa., ndo havendo na
literatura qualquer dado anteriormente descrito.

Fizemos em adig&o, a caracterizagado imunoquimica de His6-tagged SUMO-
HLA-G6 e rhHLA-G6, a qual validou a reatividade do anticorpo MEM-G9 (Exbio) as
proteinas em estado conformacional nativo, enquanto, o MEM-G1(Abcam)
apresentou reatividade apenas as estruturas desnaturadas das mesmas. Conforme
descricao do protocolo de MEM-G1 bem como dados da literatura, o anticorpo
apresenta afinidade pela cadeia pesada da molécula em conformacao desnaturada,
desta forma, a reatividade exibida por esse em nossos experimentos deve-se a
presenca do detergente SLS nas amostras seguido da realizagdo de aquecimento,
ambos, desnaturando as proteinas recombinantes (Abcam, 2016). Em relagdo aos
dados referentes ao anticorpo MEM-G9, este possui reatividade especifica a
isoforma nativa do dominio a1, prevalentemente, em associacdo a proteina 2
microglobulina (MENIER et al., 2003, EXBIO, 2017,), portanto, apresentando
reatividade apenas as conformagdes nativas de His6-tagged SUMO-HLA-G6 e
rhHLA-G6. Desta forma, concluimos que a detecgdo do anticorpo MEM-G9 pelas
formas nativas das proteinas recombinantes, His6-tagged SUMO-HLA-G6 e rhHLA-
G6, confirma a solubilizagdo das mesmas com possivel conformacao estrutural
semelhante a conformagao nativa, sugerindo entdo, a provavel atividade bioldgica
das mesmas, a qual sera descrita em ensaios futuros.

A descricdo da expressao constitutiva do HLA-G nas ilhotas pancreaticas
sugere o papel imunorregulatério desta proteina no processo de insulite, com
possiveis implicagbes para o desencadeamento da autoimunidade (CIRULLI et al.,
2006). Ao contrario dos genes classicos de MHC de classe |, os genes néo classicos
exibem baixo polimorfimo em suas regides codificantes, sendo este prevalente nas
porcdes 3’ e 5’'UTR. Desta forma, a participagao das moléculas néo classicas como
o HLA-G a susceptibilidade ao DM1 indica a associacao destas aos haplétipos de
susceptibilidade do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), conforme
descritos por Eike e colaboradores, 2009, que identificaram variantes de risco ao
DM1 préximas ou dentro do gene de HLA-G e, dentro de uma regido demarcada
pelo gene HLA-DPB1.

Silva e colaboradores, 2016, identificam polimorfismo de 14pb INS/DEL nas
regides nao traduzidas do HLA-G, cuja delecdo em homozigose, associada ao
haplétiplo DR3-DQ2/DR4-DQ8, confere susceptibilidade ao DM1. Albuquerque e
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colaboradores, 2016, complementam a informagdo genética descrevendo a
identificacdo de polimorfismo no alelo +3001 T, na regido 3'UTR do HLA-G e, a
baixa/moderada expressdao de RNAm HLA-G soluvel nos pacientes DM1 que
apresentam 0 genotipo +3010 CC no haplétipo 3'UTR
(14bpDEL/+3001C/+3003T/+3010C/+3027C/+3035C/+3142G/+3187A/+3196C)

Descricbes que indicam a regulagdo negativa do HLA-G na doenga
autoimune, como indicado no presente trabalho, em que o perfil de expressao do
HLA-G, aos niveis transcricional e proteico, nao foi representativo.

A importancia da regulacdo dos miRNAs em doengas autoimunes tem sido
discutida, principalmente, por contribuirem na regulagado de genes envolvidos com o
sistema imunologico e/ou funcado das células B (SEBASTIANI et al., 2011). Neste
contexto, o unico miRNA que apresentou significancia estatistica, com maior
estringéncia estatistica, ao DM1 foi o hsa-mir-16-5p, o qual regula negativamente o
HLA-G.

O hsa-mir-16-5p o qual se encontra regulado positivamente nos individuos
controle de modo a inibir a expressao de HLA-G, é descrito na literatura por estar
associado a faléncia cardiaca (MARQUES et al, 2016, THOMPSON et al, 2016),
cancer de prostata (YANG et al., 2016), cancer de coloretal (OSTENFELD et al,
2016), dentre outros . Ainda, foi descrito por YANG et al., 2016 a regulagdo negativa
desse miRNA no tecido do endométrio, local onde € observada alta expressao de
HLA-G, principalmente, no periodo gestacional. A descricdo desta informagao de
fato nos orienta quanto a fungdo do mir-16-5p na regulagao pds-transcricional do
HLA-G. A auséncia de relatos que o descrevam em contextos de grupos saudaveis
no impossibilita correlacionar esse miR a uma dada fungao nos individuos controle.

Assim como o HLA-G, o perfil de expresséo da galectina-1 nao diferenciou o
grupo de pacientes DM1 em relacdo aos individuos controles, no entanto, a
quantificacdo relativa de LGALS-1 é aproximada ao do gene constitutivo, o que
sugere que a presente molécula cujo nivel proteico € irrisério esteja regulado por
mMiRNAs, indicado no presente trabalho por has-mir- 541-3p, hsa-mir-3150b-3p, hsa-
mir-99b-3p e hsa-mir-6734-5p, os quais foram associados as doengas metabdlicas
secundarias ao DM1.

O hsa-mir-541-3p presente no perfil de pacientes diagnosticados com
retinopatia, € regulador transcricional de aproximadamente 99 genes, atualmente

descritos (GENECARDS, 2016). A busca por informagdes de associagcdo do mesmo
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a retinopatia na literatura € ausente, sendo suas associagdes relacionadas a
diminui¢cdo da progressao do cancer de pulmao ao regular os niveis transcricionais
TGIF2 (LU et al., 2016) e na inibicio multipla de tumores (HRDLICKOVA et al.,
2016). Ainda, ha a descrigdo de sua regulagdo positiva em células pacientes
diagnosticados com o virus tipo 1 da imunodeficiéncia humana (DEVADAS et al.,
2016). A informagédo que pode ser correlacionada ao nosso resultado encontrado
remete ao ensaio que fez uso GAL-1 em células endoteliais microvasculares da
retina de modo a regular positivamente a fosforilagdo de VEGFR2 o qual contribui
para a retinopatia proliferativa no DM1. Sendo assim, a regulagdo positiva do mir-
541-3p nos pacientes diabéticos culmina na reducdo da expressdo de GAL-1 o que
favorecera a fosforilagcao de VEGF e, consequentemente, no desencadeamento do
quadro de retinopatia (KANDA et al., 2015).

O hsa-mir-3150b-3p apresentou regulagédo positiva em pacientes DM1 com
diagndstico a neuropatia e/ou nefropatia. Esse miRNA possui cerca de 180 alvos
preditos (GENECARDS, 2016), sendo ausentes qualquer descricao literaria que
correlacione este miRNA a patogenias (NCBI, 2016). Sendo assim, o presente
trabalho sera o primeiro a descrever a associacdo do mir-3150b-3p a doencas
metabdlicas secundarias vinculadas ao DM1.

Os hsa-mir-99b-3p e o hsa-mir-6734-5p apresentam regulacdo positiva em
pacientes DM1 com diagndstico de pelo menos uma doenga secundaria associada
ao DM1. O hsa-mir-99-3p possui cerca de 47 alvos preditos (GENECARDS, 2016) e,
uma unica publicacdo a qual descreve a regulacido positiva do mesmo no
desencadeamento da degeneragéo da estenose adrtica (SHI et al., 2016). Enquanto
0 hsa-mir-6734-5p possui cerca de 96 alvos preditos (GENECARDS, 2016) e
auséncia de descricao na literatura até o momento publicado. O fato do mir-99-3p
estar associado a doenga cardiaca nos remeteu a analise dos pacientes que
apresentaram a regulacao positiva do mesmo quanto ao diagndstico de hipertensao
e, podemos verificar, que essa complicacdo esta prevalente nos pacientes
upregulated. Portanto, a regulacao positiva desses miRNAs esta também associada
a doencas cardiovasculares, corroborando com a publicagao de SHI et al., 2016.

Por fim, a correlacdo de indugdo da expressao dos transcritos de HLA-G
pela proteina Galectina-1, na analise da informagao genética de GAL-1 e HLA-G, no
contexto do DM1, foi anteriormente descrito por Tirado-Gonzalez e colaboradores,

2013, na tolerancia materno-fetal, em analise do estimulo do HLA-G em linhagem de
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células invasivas proliferativas do citotrofoblasto 65 (HIPEC65) submetidas ao
estimulo ou ao silenciamento de GAL-1. O ensaio indica que a GAL-1 exdgena
regulou positivamente as isoformas —G1 e -G2, enquanto, a GAL-1 enddgena
induziu a expressao das isoformas soluveis, -G5 e -G6. Esses resultados indicam o
envolvimento de Gal-1 na regulagao positiva do HLA-G. Sugerindo o possivel efeito
do mecanismo de splicing alternativo desempenhado pela atividade funcional de
galectina-1 conforme proposto por Voss e colaboradores, 2008, e, Patterson e
colaboradores, 2016. Futuros ensaios, in vitro, podem elucidar os possiveis efeitos
de GAL-1 na regulagao positiva do HLA-G.

A hipotese inicial sobre o impacto da deficiéncia do gene da GAL-1 no DM1
experimental induzido por STZ era a piora do quadro clinico dos animais Lgasl-1-/-.
Isto foi fundamentado em varias descricbes da literatura sobre a relevancia da
ocorréncia de um processo autoimune no desenvolvimento desta doenca
(SCHRANZ & LERNMARK, 1998; Bluestone et al., 2010) e nas fungdes
imunoregulatérias da GAL-1 associadas ao desfavoreci mento do DM-1
experimental. (PERONE et al., 2006, PERONE et al., 2009, Arthur et al., 2015).
Entrentanto, os resultados aqui apresentados mostraram que a presenca da GAL-1
endogena, ao contrario da GAL-1 exdgenna e soluvel (PERONE et al., 2009) ou da
acao de ceélulas dendriticas transgénicas para GAL-1 (PERONE et al., 2006),
favoreceu a ocorréncia dos indicadores da DM1 experimental. Esta contradicdo
entre os efeitos das formas exdégena e enddégena das galectinas ja foi descrito em
varias e isto situacdes experimentais e isto pode estar associado diferentes rotas
de transducao de sinais em funcao da localizacao celular (intra verus extracelulares)
para GAL-1 (CAMBY et al. 2006). Nessa linha, sugere-se que a auséncia de GAL-1
endoégena pode desfavorecer a sinalizagdo via NODs fundamental para o
desenvolvimento do DM1 por STZ (COSTA et al., 2016). Finalmente, sugere-se que
a auséncia da GAL-1 enddgena possa interferir negativamente com a biodistribuigao
do STZ, futuras investigagcdes serdo necessarias para investigar o impacto de tais

consideracgdes.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho trouxe a descricdo do procedimento de obtencédo da
isoforma soluvel de HLA-G6 o que permite a aplicabilidade desta para melhor
compreensao estrutural, bioquimica e funcional desta isoforma, incluindo, o uso em
ensaios terapéuticos em modelos inflamatorios.

Portanto, o conjunto de resultados sugere que possa ocorrer uma regulagao
positiva da expressédo de transcritos do HLA-G em pacientes com DM1 e que a
presenca de GAL-1 enddgena pode favorecer o DM1 experimental. Estes dados

abrem novas perspectivas para o melhor entendimento da imunopatologia do DM-1.
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ANEXOS

ANEXO 01: Documento de aprovacdo do Comité de Etica no uso de animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO T
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto A )

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Participacdo do antigeno leucocitario
humano-G (HLA-G) e da Galectina-1 (GAL-1) na ﬁsiopatolqgia do diabetes mellitus tipo 17,
protocolo n? 15.1.636.60.2, sob a responsabilidade de Flavia Porto Peld e Marcelo Dias
Baruffique envolve manuteng@o e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto 2 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) ad referendum em 30/09/2015.

Vii‘fgjc;?o“ 20/09/2015 a 20/09/2016
Espécie/Linhagem Camundongo isogénico BALB/C Gallus gallus domesticus
N2 de animais 06 03
Peso 20-25g 1,4-16kg
Sexo Fémea Fémea
Origem Biotério da FCFRP-USP c'iad°uailg§§?222:ii:s;wv da

Ribeirdo Preto, 30 de setembro de 2015.

7]

A "
Profa. Dra.z\a/Patrici Yatsuda Natsui

Presidente da CEUA-FCFRP

Avenida do Cafe S/N: - Monte Alegre — CEP 14040-903 - Ribeirao Preto — SP
Comissdo de Etica no Uso de Animais — ceua@fcfrp.usp.br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax; (16) 33152-4892
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ANEXO 02: Documento de aprovagdo do Comité de Etica no uso de animais da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto.
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ANEXO 03: Predicdo da estrutura complexa do rhHLA-Gproteina-proteina por
rearranjo multimérico a partir da sequéncia da proteina recombinante.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Modelo 4 Modelo 5

Fonte: Mukherjee S. & Zhang Y., 2011.
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