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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica da
Ameérica Latina, com uma grande incidéncia no Brasil e com casos relatados no
Espirito Santo. Essa doenca, causada por fungos do género Paracoccidioides, afeta
os pulmdes e outros 6rgdos e pode ser fatal se o tratamento correto ndo for
empregado. O tratamento da PCM é realizado com antifungicos tradicionais, sendo
seu custo muito alto e prolongado. A proteina MIF (fator inibidor da migracdo de
macrofagos), que, em helmintos, parece facilitar o estabelecimento da infec¢ao, nao
apresenta estrutura tridimensional resolvida em Paracoccidioides e sua sequéncia
primaria diverge de outras proteinas MIF. Inicialmente, para a escolha da MIF como
objeto de estudo, os servidores XtalPred, Expasy e BlastP foram utilizados e
demonstraram ser a MIF um bom alvo para caracterizacao bioquimica-estrutural. Além
disso, a estrutura secundaria e terciaria da MIF foi predita pelos servidores ESPrit,
PsiPred e i-TASSER, demonstrando que sua estrutura global predita concorda com
MIF de outros organismos, mas apresenta diferencas importantes para a MIF de
humanos que podem ser exploradas num contexto de tratamento da PCM. Dessa
forma, a regido codificadora para MIF foi clonada no vetor pET-28aTEV. O vetor
recombinante foi inserido nas cepas de Escherichia coli BL21, ArcticExpress, Rosetta,
Lemo21 e C43. Varios testes de expressdo variando concentracdo de indutor,
temperatura e tempo de inducéo e uso de diferentes aditivos foram realizados, além
de diferentes protocolos de lise com o intuito de obter a proteina MIF na fracao soluvel.
Assim, a proteina recombinante foi expressa na fracéo solluvel somente da cepa de E.
coli Rosetta com inducéo a 18 °C por 72 horas e 1 mmol.L* de IPTG com adicédo de
etanol 1% (v.v!) e foi purificada por cromatografia de afinidade ao cobalto. Todos os
esfor¢os para purificacdo da MIF a partir da fragédo soltvel se justificam por esse passo
ser essencial para sua caracterizagcdo bioquimica-estrutural, 0 que certamente
contribuira para o desenvolvimento de farmacos mais efetivos para o tratamento,

assim como uma alternativa de diagndéstico mais eficiente.

PALAVRAS-CHAVE: Paracoccidioides, Paracoccidioidomicose, PCM, Fator Inibidor
da Migracao de Macroéfagos, MIF.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic systemic mycosis in Latin
America, with a high incidence in Brazil and with cases reported in Espirito Santo. This
disease, caused by fungi of the genus Paracoccidioides, affects the lungs and other
organs and can be lethal if the correct treatment is not used. The treatment of PCM is
carried out with traditional antifungals, and its cost is extremely high and prolonged.
The MIF protein (macrophage migration inhibiting factor), which, in helminths, seems
to facilitate the establishment of infection, does not have a three-dimensional structure
resolved in Paracoccidioides and its primary sequence differs from other MIF proteins.
Initially, to choose MIF as the object of study, the servers XtalPred, Expasy and BlastP
were used and demonstrated that MIF is a good target for biochemical-structural
characterization. In addition, the secondary and tertiary structure of the MIF was
predicted by the servers ESPrit, PsiPred and i-TASSER, demonstrating that its
predicted global structure agrees with the MIF of other organisms, but presents
important differences for the FIM of humans that can be explored in a context treatment
of PCM. Thus, the coding region for MIF was cloned into the vector pET-28aTEV. The
recombinant vector was inserted in the strains of Escherichia coli BL21, ArcticExpress,
Rosetta, Lemo21 and C43. Several expression tests varying inducer concentration,
temperature and induction time and use of different additives were carried out, in
addition to different lysis protocols in order to obtain the MIF protein in the soluble
fraction. Thus, the recombinant protein was expressed in the soluble fraction only of
the E. coli Rosetta strain with induction at 18 ° C for 72 hours and 1 mmol.L? of IPTG
with addition of 1% ethanol (v.v!) and was purified by cobalt affinity chromatography.
All efforts to purify MIF from the soluble fraction are justified because this step is
essential for its biochemical-structural characterization, which will certainly contribute
to the development of more effective drugs for treatment, as well as a more efficient

diagnostic alternative.

KEYWORDS: Paracoccidioides, Paracoccidioidomycosis, PCM, Macrophage
Migration Inhibitory Factor, MIF.
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1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose granulomatosa sistémica
causada pelos fungos dimorficos do género Paracoccidioides e que afeta diferentes

orgaos, principalmente os pulmdes (MENDES et al., 2017a).

A mudanca morfolégica em Paracoccidioides esta diretamente relacionada a
patogenicidade do fungo e é desencadeada pela mudanca na temperatura do
ambiente. No solo, em temperaturas proximas a 25 °C, o fungo estd em sua fase
micelial, onde produz conidios (esporos) que séo inalados pelo hospedeiro para que
ocorra a infeccdo. No hospedeiro, com elevacdo da temperatura para 37 °C
(temperatura corporal) ocorre a mudanca da fase de micélio para levedura, sendo a

fase de levedura responséavel pela patogenicidade do fungo (TAVARES et al., 2015a).

Apos a inalacdo dos conidios, o fungo alcanca os brénquios e alvéolos
pulmonares de onde pode se espalhar para outros Orgdos através das vias
hematogénica e linfatica (DE OLIVEIRA et al., 2015; RITA; FORTES; MIOT, 2011).

A PCM é uma doenca endémica de paises da América Latina, estendendo-se
do sul do México ao norte da Argentina, sendo mais prevalente no Brasil, Coldmbia,
Venezuela, Equador e Argentina. O Brasil € o pais mais afetado pela PCM com mais
de 12 mil casos reportados (MARTINEZ, 2017).

O tratamento da PCM é feito com sulfonamidas, anfotericina B e azois e possui
duracéo de 1 ano ou mais para casos mais brandos e de 2 anos ou mais para casos
moderados a graves. Além do longo tempo de tratamento, esses farmacos
apresentam outros problemas associados como efeitos colaterais e o alto custo. Além
disso, ja séo relatados diversos casos de resisténcia aos antifingicos tradicionais,
dessa forma, novos farmacos tém sido sugeridos na literatura, porém nenhuma delas

esta disponivel no mercado.

Sendo assim, torna-se de suma importancia a busca por novos farmacos ou
alternativas. Neste contexto uma forma para a busca de novos alvos seria o desenho
de medicamentos com base na estrutura tridimensional do alvo. Dessa forma,
conhecimentos bioquimicos-estruturais de proteinas dos fungos do género

Paracoccidioides podem contribuir para uma melhor caracterizacdo da biologia



dessas espécies e sua interacdo com o hospedeiro, assim como no desenvolvimento
de imunogenos para o diagndstico e tratamento (SRINIVASAN; LOPEZ-RIBOT,;
RAMASUBRAMANIAN, 2014a).

A proteina MIF (fator inibidor da migracdo de macrofagos) é forte candidata
para esse proposito. Esta proteina é bastante conservada, apresentando homélogos
em mamiferos, galinha, peixes mandibulados e n&o mandibulados, carrapatos,
plantas, cianobactérias e parasitas, sendo que esta conservagao pode indicar que MIF
desempenhe funcdes bioldgicas importantes (CALANDRA et al., 1995). Foi descrito,
por exemplo, que helmintos sdo capazes de secretar MIF no local da infeccao
induzindo a produc¢é&o endogena adicional de MIF do hospedeiro, criando um ambiente
anti-inflamatoério local que facilita o crescimento e sobrevivéncia do parasita
(CALANDRA et al., 1995; SHAO et al., 2008; VERMEIRE et al., 2008).

Em vista dos argumentos apresentados a respeito do tratamento contra a PCM,
a pesquisa por agentes quimioterapicos mais efetivos e especificos contra o fungo
com pouco ou nenhum efeito colateral € de suma importancia. Nesse contexto, a
proteina MIF de Paracoccidioides, que possui suas funcdes e estrutura

desconhecidas, um alvo interessante para estudos estruturais e funcionais.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Paracoccidioidomicose

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose granulomatosa sistémica
causada por fungos termicamente dimorficos do género Paracoccidioides que pode

afetar qualquer 6rgéo, sendo os pulmdes os mais afetados (MENDES et al., 2017a).

Esta doenca € exclusiva de paises da América Latina, estendendo-se do sul
do México ao norte da Argentina, sendo mais prevalente no Brasil, Colémbia,
Venezuela, Equador e Argentina. A PCM é a segunda micose mais prevalente em
toda a area endémica (MARTINEZ, 2015; MENDES et al., 2017b; TABORDA et al.,
2015), sendo as areas agricolas, Umidas, com alta pluviosidade e temperatura
moderada mais favoraveis para o0 desenvolvimento e crescimento do fungo
(MARTINEZ, 2017). Esta micose ndo possui notificacdo obrigatéria no Brasil, o que
torna uma variavel e consequentemente uma dificuldade na determinacdo de areas
endémicas, pois o0s registros de casos da doenca nem sempre ocorrem (MARTINEZ,
2017; WANKE; AIDE, 2009)

Pecanha (2012) classificou as regifes endémicas como de baixa, moderada
e alta incidéncia (Figura 1). Martinez (2017) atualizou o mapa da regiéo, classificando-
a como de alta (primeiras areas de endemia conhecidas e novas areas), moderada
crescente (novas areas) e baixa endemia (antigas e novas areas) (Figura 1). O
aumento das areas endémicas de 2012 para 2017 reflete ndo somente a progressao



da doenca, mas também, a maior preocupacao em registrar e ter controle dos casos
de PCM.
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Figura 1. Mapa das regides endémicas da PCM com o grau de incidéncia nos anos de 2012 e 2017.
O mapa de 2017 classifica as regides de acordo com o grau de alta endemia (primeiras areas de
endemia conhecidas), alta endemia (novas areas), moderada endemia, crescente endemia (novas
areas), baixa endemia (antigas e novas areas) (MARTINEZ, 2017). Pode ser observado um
aumento das areas endémicas da doenca de 2012 para 2017.

Quanto a incidéncia da PCM no estado do Espirito Santo, esse estado
apresentou 107 mortes por PCM, sendo a maior taxa de mortes por milhdo de
habitantes (2,92 mortes/milhdo) em relacdo a outras regibes endémicas da PCM
(COUTINHO, Z. F., SILVA, 2002; MENDES PECANHA, 2012).

Um estudo com 546 pacientes diagnosticados com PCM, realizado no estado
do Espirito Santo entre 1978 a 2012, mostrou que a maior prevaléncia da doenca
ocorreu nos municipios do interior do estado, com tradicdo de cultivo de café
(PECANHA, 2012). Isso salienta que os individuos mais afetados pela PCM
geralmente sdo do sexo masculino, trabalhadores de zonas rurais (geralmente a
principal populacdo em risco), fumantes, alcodlatras e pessoas com alguma outra
doenca cronica como imunodepressao (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; TAVARES et
al., 2015b).



A paracoccidioidomicose pode se manifestar de diferentes formas, porém a
classificacéo clinica da doenca é dividida em dois tipos: crénica e aguda. Franco et al.
(1987) propds um novo meio de classificar as formas clinicas da PCM, que foi
adaptada por Marques (2013). Esta forma de classificagcéo divide a doenca em quatro
grupos, sendo o grupo 1 (PCM - infeccdo) compativel com pacientes sem sinais e
sintomas da doenca, mas que possuem diagnostico positivo para teste cutaneo; o
grupo 2 (PCM - doencga), dividido em dois subgrupos, 2.1, que abrange a forma
aguda/subaguda e, geralmente, acomete pacientes com idade inferior a 30 anos, com
tropismo fangico para linfonodos, figado, baco e medula 6ssea e 2.2, forma cronica,
gue acomete adultos de maneira unifocal (acometimento de um 6rgéo ou sistema) ou
multifocal (forma mista, acometendo um ou mais érgaos e sistemas); 0 grupo 3, que
constitui pacientes com PCM associada a imunossupressao e, por ultimo, o grupo 4,
gue abrange pacientes com sequelas, especialmente DPOC (doenca pulmonar
obstrutiva crénica), estenose e obstrucdo da vias aéreas superiores e insuficiéncia

adrenal.

O diagnostico da PCM pode ser realizado de varias formas, que diferem tanto
na técnica utilizada, quanto na fonte da amostra. O teste cutaneo é o método mais
utilizado para detectar infec¢do assintomética do fungo (MARTINEZ, 2015). J&4 em
casos sintomaticos, o diagndéstico micologico € realizado através da identificacdo do
fungo (que possui uma morfologia distinta) em amostras biol6gicas como saliva fresca,
lesBes, aspirado de linfonodos ou fragmentos de bidpsias. Este teste € o mais

utilizado, sendo considerado o padréo ouro (LACAZ et al., 2002).

O teste histopatoldgico, que apresentou uma sensibilidade de 96,7 % em 239
amostras analisadas no Hospital Universitario da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Séao Paulo (MORETO et al., 2011), é feito através da coloracéo do fungo em tecidos
e esfregacos utilizando um reagente especifico (GROCOTT, 1955)

Além disso, anticorpos anti-Paracoccidioides podem ser detectados em
amostras de pacientes por técnicas sorologicas (BOTTEON et al., 2002). Varios
antigenos de fungos do género Paracoccidioides vém sendo estudados e
apresentaram bons resultados em testes de diagnéstico e como adjuvantes no
tratamento contra a PCM como, por exemplo, Gp43 (PUCCIA et al., 1986), PbHsp70
(DIEZ et al., 2003), Pb27 e Pb40 (FERNANDES et al., 2011a, 2011b). Muitos desses



antigenos resultaram em testes de imunodiagnostico com altos valores de
sensibilidade e especificidade, mesmo em relacdo a outras micoses semelhantes.
Apesar dessas altas taxas de sensibilidade e especificidade, as diferentes espécies
de Paracoccidioides causadoras da PCM podem responder de formas diferentes
guando o antigeno utilizado ndo é comum a todas as espécies. Essas proteinas
também podem ser utilizadas para avaliar o progresso do tratamento, a recorréncia
da doenca (MARQUES; LEITE; PAULO, 2012) e como adjuvante do tratamento
(FERNANDES et al., 2011b).

Uma alternativa rapida para identificacdo do fungo sem a necessidade de
cultura, sdo os métodos moleculares que sdo altamente sensiveis e especificos. A
espécie P. brasiliensis foi identificada utilizando a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), através de iniciadores para sequencias especificas codificadoras
de proteinas do fungo (GOLDANI; SUGAR, 1998; GOMES et al., 2000).

As técnicas de diagnéstico por imagem também sédo utilizadas uma vez que o
pulmdo é o 6rgdo primario da infeccdo e o envolvimento pulmonar deve ser
investigado em todos os casos. Porém, as imagens radiologicas da pneumonia podem
ser semelhantes a de PCM (MARQUES; LEITE; PAULO, 2012).

O tratamento da PCM é feito com a administracdo de antifingicos tradicionais
(Figura 2) e, comumente, apresenta duracéo de mais de um ano, para casos leves e
mais de dois anos para casos moderados. A terapia quimica com a utilizacdo dos
derivados de imidazol como cetoconazol, itraconazol, fluconazol e vericonazol, tem
sido mais efetiva (MENDES et al., 2017b), agindo através da inibicdo da biossintese
de ergosterol, principal componente da membrana celular dos fungos e essencial para
a mesma (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Porém, apesenta efeitos adversos como
nauseas, erupcdes cutaneas, aumento de transaminases seéricas, hipocalemia,
hipertrigliceridemia e hiperuricemia (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura quimica de antifingicos tradicionais. Sao apresentadas as moléculas de
sulfonamida e anfotericina B e, para os azéis, as moléculas de cetoconazol e itraconazol.
Todos tém sido utilizados no tratamento da PCM, sendo que a maior variabilidade de farmacos
disponiveis é da classe dos azéis (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

Da classe de sulfonamidas utilizadas para a terapia quimica de PCM, formada
por esse farmaco e seus derivados, 0 mais utilizado € a sulfodiazina, prevenindo a
utilizacao, pelo fungo, do acido p-aminobenzdico (PABA) na sintese do acido félico
(necessario para a sintese de percursores de DNA e RNA). Este tratamento possui
vantagem de ter baixo custo, ser rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e
altamente distribuido pelo corpo, porém, os efeitos adversos (sintomas
gastrontestinais, anemia hemolitica, reacdo de hipersensibilidade e outros) e a
posologia ( 2 ou 3 doses de 500 mg a cada 6 horas, ou 100 mg.kg™* por dia, com
maximo de 6g) sdo desvantagens importantes (SHIKANAI-YASUDA, 2015).

Apesar da efetividade desses tratamentos, a alta taxa de mortalidade
decorrentes de infec¢des fungicas e a crescente incidéncia de micoses podem ser
decorrentes do surgimento de resisténcia aos antifungicos tradicionais, o que explicita
a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos para este fim, além da
busca por uma nova opcdo de um farmaco mais especifico e eficiente, através de
desenhos de farmacos com base na estrutura bioquimica dos alvos (SRINIVASAN;
LOPEZ-RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014b).



2.2- Fungos do género Paracoccidioides

O agente etiolégico da Paracoccidioidomicose sao fungos termodimorficos do
género Paracoccidioides. Esse género pertence ao filo Ascomycota, da ordem
Onygenales e familia Onygenaceae e € composto por cinco espécies:
Paracoccidioides brasiliensis sensu stricto, conhecida como S1, sendo a mais
amplamente distribuida, ocorrendo no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Peru e
Venezuela; Paracoccidioides americana sp. nov., conhecida como PS2, identificada
na Venezuela e no Brasil; Paracoccidioides restrepiensis sp. nov., conhecida como
PS3, que era restrita a Colédmbia, mas também foi encontrada na Venezuela;
Paracoccidioides venezuelensis sp. nov., anteriormente conhecida como PS4, sendo
restrita apenas a Venezuela e Paracoccidioides lutzii, encontrada no Brasil
(TURISSINI et al., 2017).

Uma caracteristica em comum de todos os patdogenos dimoérficos é o
crescimento associado a alteracbes da temperatura, interferindo em seu estado
morfolégico (TAVARES et al.,, 2015a). O ciclo biolégico dos fungos do género
Paracoccidioides se inicia no solo, onde crescem como micélio saprofito a temperatura
ambiente (Figura 3.a), produzindo conidios infecciosos. Quando os propagulos
entram em contato com o epitélio alveolar, por conta do estresse fisico (temperatura
corporal do hospedeiro a 37°C), sofrem uma mudanca morfoldgica, se transformando
em levedura parasitaria (Figura 3.b) (OLIVEIRA et al., 2015; SAN-BLAS, 1977).
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Figura 3. O fungo dimérfico Paracoccidioides spp. a) Fase de micélio, encontrada em
temperaturas préximas a 25 °C. As regides como a de destaque (circulo indicado pela seta)
sdo os conidios atuantes no processo de infeccdo. b) Fase de levedura, com formato tipico
de roda de leme, encontrado em temperaturas préximas a 37 °C. Esta é a forma patogénica
do fungo. Adaptado de Corredor et al. (1999).

O contagio do hospedeiro se procede por meio da inalacdo de conidios
produzidos pela fase micelial do fungo. Ao serem aspirados, alcancam os bronquios
e alvéolos pulmonares, instalando-se assim, no epitélio alveolar pulmonar e se
manifestando, primeiramente, como uma infeccdo granulomatosa, podendo se
espalhar para outros 6rgaos através da via hematogénica e linfatica (DE OLIVEIRA et
al., 2015; RITA; FORTES; MIOT, 2011).

A mudanca morfolégica do fungo por conta da alteracdo de temperatura, é
uma etapa essencial para a patogénese do seu ciclo biolégico, representado pela

Figura 4.
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Figura 4. Ciclo de vida do fungo do género Paracoccidioides. 1- Fungo com crescimento na
forma de micélio com hifas septadas no solo em temperatura ambiente. 2- Producgéo de
esporos infectantes. 3- Aspiracao dos aerossois: esporos infectantes ou fragmentos do micélio
do fungo. 4- Esporos séo direcionados aos alvéolos pulmonares. 5- Temperatura corporal do
hospedeiro, aproximadamente 37 °C, leva o fungo a uma mudanga morfoldgica. 6- Com o
aumento da temperatura em relacdo a temperatura do solo, o fungo sofre uma mudanca
morfoldgica, tornando-se levedura parasitaria. Apés a mudanca morfoldégica o hospedeiro
pode desenvolver a doenca, acometendo érgdos e sistemas, ou o fungo pode entrar em
estado de laténcia, e em casos de queda de imunidade ou estresse imunolégico a doenca
pode se desenvolver. Imagem adaptada de Bagagli et al. (2008).

Os fungos do género Paracoccidioides podem se reproduzir por meio de
reproducao assexuada, dentro do organismo do hospedeiro até que 0 mesmo morra.
Apés a morte do hospedeiro, o fungo volta para o solo. Se o ambiente for favoravel
para sobrevivéncia e crescimento do fungo, esse sofrera a mudanca para a fase de
micélio, reiniciando o ciclo e consequentemente sofrendo reproducdo sexuada no
ambiente (BAGAGLI et al., 2008).

A mudanca morfoldgica leva a uma alteracdo na composicéo dos carboidratos
da parede celular dos fungos, além de alteracdo moleculares (SAN-BLAS, G., NINO-
VEGA, 2001). Enquanto a fase micelial apresenta (3-1,3-glucana como principal
polimero de glicose na sua parede celular, a fase leveduriforme reduz ao maximo esse
carboidrato, substituindo-o por a-1,3-glucana. Enquanto a [B-1,3-glucana é um
antigeno reconhecivel pelo sistema imune, a a-1,3-glucana ndo é, o que consiste em
uma vantagem para o fungo (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017). Véarios genes S&o
diferencialmente expressos nessa transicdo micélio-levedura, como, por exemplo,

genes para proteinas envolvidas na adaptacdo ao ambiente intracelular, onde ha
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baixa disponibilidade de glicose e aminoacidos, alta concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017).

2.3- Fator Inibidor da Migracao de Macrofagos (MIF)

Pesquisadores utilizam estruturas de proteinas e seus ligantes para melhor
entender a acdo dos farmacos ja existentes e desenvolver novos e mais poderosos
medicamentos superando, por exemplo, a resisténcia criada pelos microrganismos
alvo. Desse modo, conhecimentos bioquimicos-estruturais de proteinas dos fungos
do género Paracoccidioides contribuiriam para uma melhor caracterizagéo da biologia
dessas espécies e sua interacdo com o hospedeiro, assim como no desenvolvimento

de imundgenos para o diagndstico, tratamento e desenvolvimento de vacinas.

A vista disso, foi escolhida uma proteina ainda ndo caracterizada do fungo,
chamada Fator Inibidor da Migracdo de Macréfagos (MIF), para a realizacdo desse
trabalho. A proteina MIF foi uma das primeiras citocinas a ser descoberta e, em
humanos, inicialmente foi designada como um produto derivado de linfécitos T, que
na presenca de antigeno exibia a capacidade de prevenir o movimento de mondcitos
in vitro (BLOOM; BENNETT, 1966; DAVID, 1966), sendo conhecida como regulador
chave da imunidade inata e adquirida, importante na inducéo da resposta inflamatoria
em humanos (BERNHAGEN et al., 1995; CALANDRA et al., 1995). MIF consegue
modular a apoptose mediada por proteina supressora de tumor, possui uma
interessante convergéncia com a resposta inflamatéria de longa duracado, e assim

sendo, com a formacao de tumores (HUDSON et al., 1999).

A MIF de mamiferos € normalmente encontrada como um homotrimero, cada
subunidade possuindo duas atividades cataliticas diferentes (Figura 5): uma
atividade de tautomerase, que requer um residuo de prolina N-terminal e uma
atividade tiol-proteina oxidorredutase, baseada em um motivo tiorredoxina-like
(FLASTER et al., 2007; KLEEMANN et al., 1998).
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Figura 5. Reacado de tautomerizagdo. Estrutura do éster metilico dopacromo, um substrato
cromogénico para a medicdo da atividade enzimética do MIF, e seu produto incolor
tautomerizado. Nessa reacdo, uma dupla ligagcdo carbono-oxigénio é deslocada para o atomo
de carbono vizinho, consistindo, portanto, de uma tautomeria cetoendlica (SENTER et al.,
2002).

Sun e colaboradores (SUN et al., 1996a) elucidaram, pela primeira vez, a
estrutura da MIF humana recombinante. Cada mondmero dessa proteina contém duas
a-hélices antiparalelas que sdo compactadas contra uma folha- de quatro filamentos
(Figura 6A). O mondmero possui uma fita-B adicional que interage com as folhas-3
de subunidades adjacentes para formar a interface entre os mondémeros. As trés
folhas-B do trimero (Figura 6B) sdo dispostas para formar um barril contendo um
canal acessivel a solvente que atravessa o0 centro da proteina ao longo de um eixo
molecular de simetria trigonal (Figura 6C). Mapas de potencial eletrostatico revelaram
que o canal tem um potencial positivo, sugerindo que ele liga moléculas carregadas

negativamente.

Figura 6. Estrutura tridimensional da MIF humana. A — Estrutura monomérica mostrando a
duas a-hélices, a folha-f e a fita-p adicional. B — Arranjo dos mondmeros formando o trimero
funcional (cada monémero esta colorido com uma tonalidade de azul). C - Superficie do
trimero mostrando o canal acessivel ao solvente (Figuras produzidas pelo autor baseadas na
estrutura PDB: 1MIF - https://www.rcsb.org/).
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Em mamiferos a proteina MIF é um importante mediador das condi¢cdes
inflamatorias, sendo descrita por ser uma citocina potente (FLASTER et al., 2007). A
sequéncia de aminoacidos desta proteina apresenta alta homologia,
aproximadamente 90%, em todos os mamiferos. Dessa forma, a conservacao através
das espécies sugere importantes funcdes biolégicas do MIF. Além disso, o Fator
Inibidor da Migracdo de Macréfagos estimula a producdo de metaloproteinases da
matriz, ciclooxigenase 2 e prostaglandina E2, ressaltando a importancia do MIF na
imunidade inata (LENG; BUCALA, 2006; MITCHELL et al., 2002).

A distribuicdo de MIF no organismo € muito vasta, sendo expressa em tecidos
e 6rgaos que possuem contato direto com o ambiente, ou seja, pulméo, pele e trato
gastrointestinal. Outra caracteristica peculiar € a expressao em tecidos do sistema
enddcrino, em 6rgédos diretamente envolvidos com a resposta de estresse, tais como
glandulas pituitaria, adrenal e hipotalamo (BERNHAGEN et al., 1993; FINGERLE-
ROWSON et al., 2003). Em individuos sadios, a MIF circula em concentracdes sericas
relativamente altas (2 - 6 ng/mL) (PETROVSKY et al.,, 2003). Contudo, dados na
literatura indicam que a presenca de niveis aumentados dessa citocina pode
representar diferentes patologias inflamatoérias (MIZUE et al., 2005; POWELL et al.,
2005).

Homodlogos de MIF tém sido identificados em diferentes genomas de
bactérias, protozoarios, nematdédeos e vegetais (MISKA et al.,, 2007). Entre as
proteinas homologas de MIF estdo as enzimas DDT (D-dopacromo tautomerase),
CHMI  (5-carboximetil-2-hidroximuconato isomerase) e 4-OT (oxalocrotonato
isomerase, encontrada apenas em bactérias) que compartilham atividades similares

as encontradas em mamiferos (MISKA et al., 2007).

Em helmintos, a secrecdo de MIF no local da infeccdo pode provocar a
producdo de MIF hospedeira enddgena, criando um ambiente local provavelmente
anti-inflamatério que facilita o crescimento e a sobrevivéncia do parasita. Além de
funcionar retardando o reconhecimento imune pelos linfocitos durante a migracao do
tecido do parasita, permitindo o estabelecimento de uma infeccdo bem-sucedida,
conseguentemente, aumentando a sobrevivéncia do proprio parasita ao ataque imune
do hospedeiro (CALANDRA et al., 1995; SHAO et al., 2008; VERMEIRE et al., 2008).
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Augustijn e colaboradores (AUGUSTIJN et al.,, 2007) encontraram que a
proteina MIF é expressa em todas as formas parasitarias de Plasmodium berghei
examinadas ao longo do ciclo de vida desse parasita, sendo distribuida no citoplasma
tanto do parasita quanto do eritrécito infectado. No entanto, apesar de a MIF nédo se
mostrar essencial para nenhuma fase da vida do Plasmodium, foi observado que essa
proteina parece agir em conjunto com a MIF do hospedeiro humano para suprimir a
eritropoiese no contexto de uma infeccdo pelo parasita. Essa supressao pode levar a
manutenc¢do de um menor nivel de parasitemia, o que pode contribuir a uma infeccao

mais duradoura.

Similar a outros homadlogos, a MIF do parasita Wuchereria bancrofti, causador
da filariose linfatica, exibe atividade de tautomerase sobre substratos especificos, no
entanto, o substrato funcional no parasita e/ou no hospedeiro € desconhecido
(CHAUHAN, 2015). Nesse trabalho, Chauhan e colaboradores (2015) identificaram
trés moléculas: (S,R)-3-(4-Hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-5-isoxazole acetic acid (ISO-
1), 4-iodo-6-phenypyrimidine (4-IPP) e curcumina que inibiram significativamente a
atividade tautomerase da MIF. Como essa atividade ndo esta envolvida na regulacao
imune da MIF humana, mas, possivelmente, estd envolvida na patogénese do
parasita, tais inibidores poderiam ser utilizados para o desenvolvimento de farmacos

para a prevencao da filariose.
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3- OBJETIVOS

3.1- Geral

Caracterizar estrutural e bioquimicamente a proteina recombinante Fator Inibidor da
migracao de Macrofagos (MIF) que pode estar envolvida na viruléncia de fungos do
género Paracoccidioides.

3.2- Especificos

- Obter a proteina recombinante MIF na sua fracdo solavel e purificada em

guantidades suficientes para os procedimentos posteriores;

- Caracterizar bioquimicamente a proteina recombinante MIF no que diz respeito a

sua estrutura secundaria, estado de agregacao, interacdo com ligantes;
- Caracterizar cineticamente a proteina MIF;

- Realizar ensaios de imunoabsor¢édo enzimatica.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Anadlises in silico e clonagem da sequéncia codificadora de
MIF de Paracoccidioides

A sequéncia codificadora da proteina Fator Inibidor da Migracdo de
Macrofagos (MIF) (cédigo de acesso -NCBI: XP_010759550.1 para nucleotideos e
PADG_ 03671 para aminoacidos) foi analisada in silico utilizando os servidores
XtalPred (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl (SLABINSKI et al., 2007) e
Expasy (http://web.expasy.org) e os bancos de dados BLASTPx
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) e Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Apbés analise, a empresa GenScript (Piscataway, EUA) sintetizou
guimicamente a sequéncia nucleotidica de acordo com a sequéncia enviada, clonou
no vetor pUC57 e, posteriormente, subclonou no vetor pET28a(TEV) utilizando as

enzimas de restricdo Ndel e Hindlll em ambas as clonagens.

A proteina MIF possui uma sequéncia de 166 aminoacidos (Quadro 1) e

massa molecular de 18,5 kDa.

Quadro 1. Sequéncia de aminoacidos da proteina MIF. Sequéncia dos 166 aminoacidos da
MIF. A sequéncia esta escrita em codigo de uma letra e da extremidade N-terminal para a
C-terminal.

1 10 20 30 40 50 60 70
MPSIELLTNV ALSREQSKEL ALSLSKASAR ILKKPESFIS VQIRSDEILT FAGTHDPCMY LIYTSAFMYH

80 90 100 110 120 130 140
MRRTNNMAPL GFQMRITSLG NLNPADNVNF SKAFTDFLKE EIGVTNDRGY VIFYDPGKLA AGPLTECEIF

150 160
SEQILTSFAD YANLGYKGTT GAKLWC

Para expressdo da proteina MIF, plasmideos pET28a(TEV) (Figura 7)

contendo o gene codificante da MIF foram inseridos em bactérias eletrocompetentes
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por eletroporacao. Diferentes cepas de E. coli foram utilizadas para a expressao da
proteina recombinante, sendo elas: BL21(DE3) (New England Biolabs, Ipswich, USA),
ArcticExpress(DE3) (Agilent, Santa Clara, USA), Rosetta™ (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha), C43(DE3)pLysS (Lucigen®, Middleton, USA) e Lemo(DE3)
(New England Biolabs, Ipswich, USA). Cada cepa possui particularidades que

permitem diferentes condicdes de expressao da proteina.

(166) Eagl - Notl HindIII (173)
(158) PaeR7I - PspXI - Xhol Sall (179)
(80) BipI MCS
(5127) Dralll EcoS3kI (188)
(4999) Psil Sacl (190)
EcoRI (192)
BamHI (158)
Nhel (231)
BmtI (235)
Ndel (238)
TEV site
6xHis
Ncol (296)
(ATG)
RBS
Xbal (335)
lacoperator
T7 promoter
BglII (401)
SgrAl (442)
SphI (598)
BStAPI (206)
Miul (1123)
BclI* (1137)
BStEII (1304)
NmeAIIl (1329)
PspOMI (1330)
Apal (1334)
BssHII (1534)
EcoRV (1573)
Hpal (1629)

(4426) AsISI - Pvul

(4300) Smal
(4298) TspMI - Xmal

(4117) BspDI - Clal
(4083) Nrul

pET28a(TEV)
5369 bp

(3772) Acul

(3640) AlwNI

(3397) BssSal PshAI (1968)

(3224) Pcil BglI (2187)

(3108) BspQI - Sapl Fspl - FspAl (2205)
(3028) Tatd PpuMI (2230)
(2995) BstZ171
(2969) PFIFI - Tth111I

Figura 7. Desenho esquematico do vetor pET28a(TEV) — 5369 pb. Observamos a cauda de
histidinas (His tag) que o vetor adiciona a proteina recombinante expressa e o sitio de
clivagem para a TEV protease que sao adicionados a sequéncia da proteina recombinante,
além do sitio multiplo de clonagem (SMC) e as enzimas de restricdo compativeis. Fonte:
https://www.genscript.com/

Além das analises realizadas para a escolha da proteina MIF como objeto de
estudo neste trabalho (XTalPred, Expasy e BlastP), a sequéncia primaria da MIF de
Paracoccidioides também foi submetida a outras analises in silico para predicao de

estruturas secundaria e terciaria.
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Para predicdo de estruturas secundarias foram utilizados os servidores
ESPript (http://espript.ibcp.fr/) e PSIPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) que
predizem estrutura secundaria a partir da estrutura tridimensional e a partir da

sequéncia primaria, respectivamente.

Posteriormente, a sequéncia também foi analisada no servidor I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) para predicdo de estrutura
tercidria a partir de uma abordagem hierarquica que combina predicdo baseada em
sequéncia com similaridade estrutural dos modelos inicialmente gerados, de forma a

otimizar o modelo final.

A producdo das imagens a partir dos modelos gerados e alinhamentos

estruturais foram realizados no programa Pymol (pymol.org).

4.2- Expressao heterdloga

4.2.1- Expresséo heterdloga em Escherichia coli BL21 (DE3)

Bactérias E. coli BL21(DE3) transformadas com o vetor de expressdo
pET28a(TEV) contendo o gene MIF clonado foram inoculadas em 20 mL de meio LB
suplementado com antibiético canamicina (concentragdo final 50 pg.mL?t). Apds
incubagéo por 18 horas a 37 °C e 250 rpm, essa cultura foi transferida para 500 mL
de meio LB/canamicina e, apos alcancar OD600 entre 0,5-0,6, foi adicionado isopropil-
B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 0,5 mmol.L! para inducgéo

da expresséo por mais 4 horas a 37 °C e 250 rpm.

Em comparacéo ao protocolo original, em testes posteriores, o tempo (4, 18 e
24 horas), a temperatura (18 a 37 °C) da inducao da expresséo, além da concentracao
de IPTG (0,5 e 1 mM) foram variados.

4.2.2- Expresséao heter6loga em Escherichia coli Arctic Express(DE3)

Bactérias E. coli Arctic Express(DES3) transformadas com o vetor de expresséo
pET28a(TEV) contendo o gene MIF clonado foram inoculadas em 20 mL de meio LB
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suplementado com antibiético canamicina (concentragdo final 50 upg.mL?) e
gentamicina (concentracao final 40 yg.mL1). Apds incubacéo por 18 horas a 37 °C e
250 rpm, essa cultura foi transferida para 500 mL de meio LB (sem antibi6tico). Apos
incubagéo por 3 horas a 30 °C e 250 rpm e depois de mais 10 minutos a 12 °C e 250
rom, foi adicionado IPTG na concentracéo final de 0,5 mmol.L! para a inducéo da

expressao por mais 24 horas a 12 °C e 250 rpm.

Alternativamente, o tempo e a temperatura de indugdo da expressao, assim

como a concentracdo de IPTG foram variados.

4.2.3- Expresséao heter6loga em Escherichia coli Rosetta(DE3)

Bactérias E. coli Rosetta(DE3) transformadas com o vetor de expressao
pET28a(TEV) contendo o gene MIF clonado foram inoculadas em 10 m L de meio LB
suplementado com antibiético canamicina (concentragcao final 50 ug.mL) e
cloranfenicol (concentragao final 34 pg.mL). Apds incubagéo por 18 horas a 37 °C e
200 rpm, essa cultura foi transferida para 1 L de meio LB/canamicina e cloranfenicol
que foi incubada a 37 °C e 200 rpm até que atingisse a OD600 ideal (entre 0,5 e 0,6).
Depois desse periodo, foi adicionado IPTG na concentracéo final de 0,5 mmol.L* para

inducado da expresséo por mais 4 horas a 37 °C e 200 rpm.

Alternativamente, o tempo e a temperatura de inducédo da expresséo, assim

como a concentracdo de IPTG foram variados.

4.2.4- Expresséao heterologa em Escherichia coli C43(DE3) pLysS

Bactérias E. coli C43(DE3)pLysS transformadas com o vetor de expressao
pET28a(TEV) contendo o gene MIF clonado foram inoculadas em 10 mL de meio LB
suplementado com antibidtico canamicina (concentragao final 50 pg.mL) e
cloranfenicol (concentragéo final 34 pg.mL). Apds incubagao por 18 horas a 37 °C e
250 rpm, essa cultura foi transferida para 500 mL de meio LB/canamicina e
cloranfenicol que foi incubada a 37 °C e 250 rpm até que atingisse a OD600 ideal
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(entre 0,8 e 1,0). Depois desse periodo, foi adicionado IPTG na concentracao final de

1 mmol.L? para indugéo da expresséo por mais 4 horas a 37 °C e 250 rpm.

Alternativamente, o tempo (4 e 18 horas) e a temperatura (30 a 37 °C) da

inducao da expresséao foram variados.

4.2.5- Expresséao heter6loga em Escherichia coli Lemo(DE3)

Bactérias E. coli Lemo(DE3) transformadas com o vetor de expressao
pET28a(TEV) contendo o gene MIF clonado foram inoculadas em 10 mL de meio LB
suplementado com antibiético canamicina (concentragdo final 30 pg.mL?) e
cloranfenicol (concentragdo final 30 ug.mL™?) e incubado por 18 horas a 37 °C e 250
rom. Um mililitro dos 10 mL do pré-inéculo foi transferido para 10 mL de meio LB,
suplementado com canamicina e cloranfenicol contendo diferentes concentracdes de
rhamnose (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,7; 1 e 2 mmol.Lt). Esse in6culo foi entédo incubado a 30
°C e 250 rpm até que atingisse a OD600 entre 0,4 e 0,8. Depois desse periodo, foi
adicionado IPTG na concentracéo final de 0,4 mmol.L! para inducédo da expresséo

por mais 4 horas a 37 °C e 250 rpm.

Alternativamente, o tempo (4 e 18 horas) e a temperatura (20 a 30 °C) da

inducao da expresséao foram variados.

4.2.6- Expresséo com adi¢cédo de etanol

Para expressao com adicdo de etanol, foi realizado em pré-in6culo padréo,
com cepas de E. coli Rosetta, contendo 20 pL de clone, 5 mL de meio LB
suplementado com canamicina e cloranfenicol. Esse pré-inéculo foi incubado por 18
horas a 37 °C e 250 rpm.

No teste inicial de expressao, 20 uL do pré inoculo foram adicionados a 5 mL
de meio LB e, a cada inoculo teste, foi adicionado etanol para as concentragdes finais
de 1, 2, e 3%, sendo que um inéculo ndo recebeu etanol para funcionar como controle.

Esses in6culos foram incubados a 37 °C e 250rpm até atingirem OD600 ideal (entre
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0,5 a 0,8). Subsequente ao tempo de crescimento, as amostras foram induzidas com

IPTG a concentracao final de 0,5 mM e incubadas por mais 4 horas a 37 °C e 250rpm.

ApG0s este primeiro teste, foi realizado um segundo com um volume maior de
meio LB, ou seja, 2 mL do pré indculo foram adicionados a 500 mL de meio LB com
etanol a uma concentracao final de 1%, e incubado a 37 °C por 4 horas a 250 rpm até
atingir a OD600 ideal. A inducéo foi feita também com IPTG a concentracgdo final de
0,5mM, incubada por 4 horas a 37 °C e 250rpm.

4.3- Lise Bacteriana

Apbs o tempo final de inducgéo, as células bacterianas foram coletadas por
meio de centrifugagéo a 5000 g por 15 minutos. Os precipitados foram resuspendidos
em uma proporgao de 5 uL de tampéao de lise (100 mmol.L* de Tris-base pH 8,5; 500
mmol.L-* de NaCl; 25 mmol.L! de sacarose; 10 mmol.Lt de MgCl,; 10% (v.v?!) de
glicerol; 1% (v.v) de Tween 20; 5 mmol.L' de sacarose; 10 mmol.L? de PB-

mercaptoetanol; 2 mmol.L* de PMSF) por cada 1 mg de precipitado.

ApGs a ressuspensdo com o tampdao de lise, as amostras foram transferidas
para tubos de 50 mL e submetidas a 3 ciclos de congelamento (-80 °C) e
descongelamento (temperatura ambiente) e, em seguida, submetidas a 5 ciclos de
sonicacdo de 1 minuto em banho de gelo com intervalos de 30 segundos. Os debris
celulares foram removidos por centrifugacéo a 4 °C durante 30 minutos a 12.000 x g.

Alternativamente, alteracdes no processo de lise celular foram realizadas.

O acompanhamento da expressao e a visualiza¢cdo da proteina MIF no extrato
soltvel ou insolavel poés a lise foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida
15%.
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4.4- Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

A andlise eletroforética de proteinas foi realizada em géis de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sodio (SDS), como descrita por Laemmli (1970), no sistema
Mini-Protean Tetra Cell da BioRad (Hercules, USA). As proteinas foram aquecidas a
100 °C por 5 minutos em tamp&o de amostra (0,2 % (p.v!) de SDS; 50 % (v.vl) de
glicerol; 0,01 % (p.v!) de azul de bromofenol e 2 % (v.v'') de B-mercaptoetanol em
0,31 mmol.L? de Tris-HCI pH 6,8) e separadas em gel contendo 15 % (p.v!) de
poliacrilamida, 0,3 % (p.v!) de bis-acrilamida e 0,1 % (p.v'') de SDS em 0,375 mmol.L"
! de Tris-HCI pH 8,8. O gel de empilhamento foi constituido de 3 % (p.v) de
poliacrilamida, 0,3 % (p.v') de bis-acrilamida e 0,1 % (p.v'') de SDS em 0,125 mmol.L"
L de Tris-HCI pH 6,8. Os géis de empilhamento e separacéo foram polimerizados na
presenca de 0,1 % (p.v!) de persulfato de amonio e (1:2000, v.v'l) de TEMED. A
corrida foi realizada em tampéo constituido de 0,192 mmol.L* de glicina, 0,1 % (p.v-
1) de SDS e 0,025 mmol.L de Tris-base pH 8,5 em uma voltagem constante de 120 V.

Para visualizar as bandas de proteinas, o gel foi incubado por pelo menos trés
horas em solucdo de 15 % (v.v!) de metanol, 7 % (v.v!) de acido acético e 0,25 %
(p.v!) “Coomassie Brilliant Blue” R250. A seguir a solugdo de 50 % (v.v!) de metanol
e 10 % (v.v) de acido acético foi utilizada para a remocéo do excesso de corante. Os

géis foram entao fotografados.

Como alternativa, foi utilizada também, para visualizar as bandas com menor
concentracdo de proteina, a coloracdo com nitrato de prata (BLUM; BEIER; GROSS,
1987). Para isso, o gel foi incubado overnight numa solucao de fixacdo (metanol 50%
(v.v1), &cido acético 12 % (v.vl)). Em seqguida, foram realizadas trés lavagens de 10
minutos, sob agitacdo, com etanol 50 % (v.v''). Apds essa etapa, o gel foi incubado
por 1 minuto na solucdo de tiossulfato de sédio 0,02 % (p.vl), seguida de trés
lavagens de 20 segundos com H20. Posteriormente, o gel foi incubado numa solugao
de nitrato de prata 0,2 % (p.v'') com formaldeido 13,7 % (v.v!). Por fim, apés trés
lavagens com H20 de 20 segundos, foi adicionada a solucéo reveladora (carbonato
de célcio 4 % (p.v1); tiossulfato de sodio 0,04 % (v.v!) e formaldeido 6,85 % (v.v?1)).
Apds o aparecimento das bandas, a revelacéo foi interrompida com &acido acético

glacial.
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Foram utilizados trés tipos de marcadores moleculares: o marcador de peso
molecular “Precision Plus Protein Unstained Standard” (BioRad) que contém 10
proteinas recombinantes (variando de 10 a 250 kDa), incluindo 3 bandas de referéncia
(25, 50 e 75 kDa); um marcador (marcador LBBMP), montado no nosso préprio
laboratorio que contém quatro proteinas com massas moleculares de 67 (Albumina),
43 (Ovoalbumina), 25 (Quimiotripsinogénio) e 13,7 (Ribonuclease A) kDa e o
marcador “Pierce™ Unstained Protein MW Marker” que contém 7 proteinas (variando
de 116 a 14,4 kDa).

Para organizacao dos resultados de purificacdo representados pelas imagens
de géis de SDS-PAGE o seguinte padrdo de apresentacdo e organizacdo do gel foi
seguido: AP — aplicacdo da amostra na coluna cromatogréafica, LV — lavagem da
coluna cromatografica antes e depois da aplicacdo da amostra, E — eluicdo da

amostra, H20 - ultima lavagem da coluna cromatografica com agua destilada.

4.5- Purificacao da proteina recombinante por cromatografia por
afinidade a partir do extrato insoluvel

Para purificar a proteina de interesse, a fracao insoltvel solubilizada em ureia
8 mol.Lt e 6 mol.L?, foi submetida a cromatografia por afinidade para posterior

renaturacao.

A cromatografia por afinidade foi realizada utilizando duas resinas, uma de
Ni2* (HiTrap HP - GE Healthcare Biosciences) e outra de Co?* (TALON - Sigma
Aldrich).

Para a purificacao por afinidade ao niquel, 7 mL da resina foi pré-equilibrada
com 5 volumes de tampéao de equilibrio (100 mmol.L* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L de
NaCl; 30 mmol.L! de imidazol; 8 mol.L de ureia).

A fase insollivel, obtida apdés lise celular e solubilizada em 8 mol.L de ureia,
foi adicionada de 30 mmol.L* de imidazol (concentracao final) e aplicada na coluna.
ApOs a passagem da amostra, a coluna foi lavada com o mesmo tampé&o de equilibrio
e a proteina recombinante foi eluida pela passagem de 5 mL do tampé&o de eluicao

com gradiente de imidazol (100 mmol.L* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L* de NaCl;
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diferentes concentracdes de imidazol 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mmol.L! e ureia 8

mol.L1).

A cromatografia por afinidade também foi realizada em “batch” com as resinas
de Ni’* e Co?" que foram pré-equilibradas em um tubo Falcon com 3 volumes de
tampéao de equilibrio (100 mmol.L* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L de NaCl; 30 mmol.L*
de imidazol; 6 mol.L't de ureia), sendo lavadas por inverséo 3 vezes, centrifugando a
5000g por 5 minutos e descartando o sobrenadante. As fra¢des insollveis, obtidas
apos lise celular e remocédo dos debris, ja solubilizado em 6 mol.Lt de ureia, foi
adicionado 30 mmol.L! de imidazol (concentragéo final) e esses materiais foram entéo
adicionados nas resinas equilibradas e deixados sob agitagcéo leve por 45 minutos a
4 °C. Passado o tempo de agitacéo a resina foi centrifugada a 5000 x g por 20 minutos
a 4 °C e o sobrenadante foi armazenado refrigerado para analise em SDS-PAGE. A
proteina recombinante foi eluida pela lavagem de 5 mL do tamp&o de elui¢do, por
inversdo, com gradiente de ureia (100 mmol.L* de Tris pH 8,0; 500 mmol.L* de NaCl;
diferentes concentragdes de ureia 4, 2, 1, 0,5 e 0 mmol.L! e imidazol 500 mmol.L™?).

As fracdes obtidas apos cada etapa da purificacdo foram analisadas por SDS-
PAGE 15 %.

4.6- Purificacdo da proteina recombinante por cromatografia por
afinidade a partir do extrato soluvel

A fracao sollvel obtida apés lise celular foi também submetida a purificacdo
por afinidade ao niquel ou cobalto seguindo os mesmos protocolos apresentados no
item 4.5, com excec¢do de que ndo houve a adi¢cao de ureia nem na amostra nem nos

tampades.

Alternativamente, a purificagao por afinidade ao cobalto foi realizada utilizando
0 seguinte protocolo: a resina foi pré-equilibrada com 20 mL do tampéo de ligacao (50
mM fosfato de sodio, 300 mM NacCl, pH 7,4). A amostra (sem adi¢cdo de imidazol) foi
entdo adicionada a resina sob agitacao leve por 60 minutos a 4°C. Ap0s esse tempo,
a mistura foi adicionada a uma coluna vazia e, ap0s a passagem da amostra, a coluna
foi lavada com 20 mL do tampéao de lavagem (50 mM fosfato de sédio, 300 mM NacCl,

5 mM imidazol, pH 7,4). Por fim, as proteinas ligadas a coluna foram eluidas pela
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passagem de 20 mL do tampéao de eluicdo (50 mM fosfato de sddio, 300 mM NacCl,
150 mM imidazol, pH 7,4).

As fragcBes obtidas ap0s cada etapa da purificacdo foram analisadas por SDS-
PAGE 15 %.

4.7- Dialise e concentracdo da proteinarecombinante

Apoés a cromatografia por afinidade, a amostra contendo as fragdes obtidas
apos a eluicdo foram submetidas a dialise. Para isso, 20 mL de amostra foram
adicionados a um saco de dialise utilizando uma membrana de celulose de Cut off de
12 a 14 kDa e colocando em contato com 2 L de tamp&o com concentracdes
decrescentes de imidazol (50 mmol.L de Tris-HCI pH 8,0; 100 mmol.L de NaCl e
diferentes concentracées de imidazol 300, 150, 50 e 0 mmol.LY) para retirada do
mesmo, e para amostras com ureia foi feito um tampé&o com gradiente de ureia (100
mmol.L de Tris-HCI pH 8,0; 500 mmol.L de NaCl e diferentes concentracdes de ureia
4,2,1,05e 0molL?Y) por 18 horas a 4 °C com leve agitacdo. Foram realizadas 5
trocas de tampéao.

Depois de dialisada a amostra foi concentrada utilizando protocolo Vivaspin®
Turbo 15 (Sartorius), Cut off 10 kDa, e centrifugacao refrigerada por 30 minutos a 4
°C e 6500 g.

Também foram avaliadas diferentes formas de concentracdo da amostra
dialisada: liofilizacdo por 24 h seguida de ressuspensao no mesmo tampéo da ultima
etapa de dialise (50 mmol.L de Tris-HCI pH 8,0; 100 mmol.L de NaCl); concentracao
utilizando Vivaspin 3 kDa e, por fim, concentracdo com membrana de dialise coberta
com p6 de PEG 12000 (COITINHO et al., 2012).

4.8- Western Blot

O gel de SDS-PAGE apo6s a corrida eletroforética foi colocado sobre uma
membrana de PVDF, ambos embebidos em tampé&o 48 mmol.L* de Tris pH 9,2; 39
mmol.L? de glicina e 20 % metanol. O sistema foi colocado em uma cuba especifica

para transferéncia semi-dry sendo submetido a uma voltagem constante de 25 V
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durante 40 minutos. O marcador de massa molecular utilizado foi o Pierce™
“Prestained Protein MW Marker” (ThermoFisher Scientific), com 6 proteinas
abrangendo de 20 a 120 kDa.

Apos a retirada do sistema, a membrana foi bloqueada por 30 minutos com
leite desnatado 10 % em tampé&o TBS-T (20 mmol.L* de Tris-base pH 7,6; 500 mmol.L"
1 de NaCl e 0,1 % Tween). Apos trés lavagens em tampéo TBS-T, a membrana foi
incubada overnight sob agitacéo a 4 °C com anticorpo primario especifico anti-histidina
(Sigma, St. Louis, USA) diluido 1:3000 em tampé&o TBS-T-leite desnatado 5 %. Depois
de 5 lavagens com tampdo TBS-T, o anticorpo secundario anti-imunoglobulina
conjugado com peroxidase (Anti-mouse IgG — whole molecule -peroxidase conjugate,
Sigma, St. Louis, USA) na diluicdo de 1:5000 em TBS-T-leite desnatado 5 % foi

adicionado e incubado por 1 hora sob agitacdo a temperatura ambiente.

A membrana foi revelada por quimiluminescéncia (técnica ECL — “Enhanced

Chemiluminescence”) e a marcagao visualizada no equipamento Chemidoc (BioRad).

Os ensaios de Western blot foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia
Molecular e Comportamental (LNMC) da UFES, coordenado pelas professoras Dra.
Cristina Martins e Silva e Dra Rita Gomes Wanderley Pires e no Laboratério de
Biologia Estrutural (BIOEST) coordenado pelo Prof. Dr. Ronaldo Nagem, na

Universidade Federal de Minas Gerais.

4.9- Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Para avaliar a reatividade dos soros humanos contra a proteina de interesse,
placas de microtitulacdo de fundo chato foram sensibilizadas overnight com 100 uL de
uma solucédo de 10 pg/mL da proteina em 0,5 mol.L* tampé&o carbonato, pH 9,6 a 4°
C. As placas foram lavadas 5 vezes com tampéao de lavagem (0,05 mol.L"t PBS
contendo 0,05% Tween 20 - PBS-T) e bloqueadas com 150 pL de solugcao de bloqueio
(1,6% caseina em 0,15 mol.L'! PBS, pH 7,4), a 37° C. Depois de 1 h de incubacéo,
as placas foram lavadas novamente e preenchidas com 100 uL de uma diluicdo de
1/50, 1/100, 1/200 e 1/400 dos soros humanos, infectados ou ndo, em 0,25% caseina
em 0,15 M PBS, pH 7,4, e incubados novamente por 1 h a 37° C.
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As placas foram lavadas 10 vezes com PBS-T e incubados por mais uma hora
com 100 pL de uma diluicdo de 1/50.000 e de 1/40.000 de anticorpo de cabra anti-
humano IgG conjugado a peroxidase (Sigma) em 0,25% caseina em 0,15 M PBS, pH
7,4. As placas foram entéo lavadas dez vezes com PBS-T e a atividade da peroxidase
foi determinada com 100 pL de solucéo de tetrametilbenzidina (TMB) pré-corado. A
revelacao foi parada nos dois casos com 50 pL de H2SOa4 2N. A densidade otica de

450 nm foi entdo registrada em um leitor de ELISA automatico.

Os testes de ELISA foram realizados no Laboratorio de Imunologia Celular e
Molecular da Universidade Federal de Minas Gerais, com a coordenacéo do Prof. Dr.
Alfredo Miranda de Goes, e supervisionado pela Dra. Viviane Cristina Fernandes dos
Santos.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Andlises in silico da proteina MIF

No trabalho de Desjardins e colaboradores (DESJARDINS et al., 2011) foram
identificados, nas espécies P. brasiliensis (antiga PS1 ou Pb18), P. americana (antiga
PS2 ou Pb03) e P. lutzii (Pb01), véarios alvos potenciais para farmacos e vacinas. Uma
dessas proteinas foi o fator inibidor de migracdo de macréfago (MIF).

Com vistas a uma posterior determinacdo da estrutura tridimensional da
proteina MIF de Paracoccidioides sp. por cristalografia de raios-X, a sequéncia de
aminoacidos de MIF (acesso PADG_03671) foi analisada utilizando o servidor
XtalPred. Esse servidor faz uma predicdo da facilidade de cristalizacdo de proteina
combinando, em uma Unica pontuacéo, caracteristicas diferentes que influenciam a
cristalizacao (tamanho, ponto isoelétrico, indice de hidropatia— GRAVY index, regides
desordenadas, indice de instabilidade, porcentagem de estruturas coil, coiled coil e

indice de insercdo em membrana).

O XtalPred ainda fornece a classificacdo das proteinas de acordo com dois
métodos: o método EP, que é feito pela combinacéo individual das probabilidades de
cristalizacdo calculadas para as caracteristicas proteicas mencionadas anteriormente
e 0 método RF, que adiciona outras quatro caracteristicas preditas - razdo entre a
area de superficie (soma das acessibilidades ao solvente dos residuos
individualmente) e a area total estimada da proteina, hidrofobicidade da superficie,
entropia da cadeia lateral de residuos da superficie e composi¢do de aminoacidos da
superficie predita da proteina. Assim, a combinacdo desses dois métodos pode

fornecer uma previsao da facilidade com que a proteina analisada ira cristalizar.

A figura 8 apresenta o resultado simplificado apresentado pelo servidor
XtalPred para a MIF, mostrando as oito caracteristicas avaliadas pelo método EP,
além da presenca de hélice transmembrana e peptideo sinal (preditas pelos
servidores TMHMM 2.0 - http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM/ e RPSB -
http://rpsp.bioinfo.pl/, respectivamente, que séo utilizados dentro do préprio XtalPred).

Para a MIF, o indice EP foi 1 (numa escala de 1 a 5, sendo 1 o mais promissor) e o
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indice RF foi 7 (numa escala de 1 a 10, onde 1 é o mais promissor). O indice

combinado EP + RF foi 3.

1E rEd?RF Job id: webdb/1568291424.42519 GOdZik L j"i I

# Target EP- RF- Length Gravy Instability Isoelectric Coiled Longest Percentage Transmembrane Signal Insertions Homologs Homologs

id class class index index (II) point (pI) coils disorder of coil helices (TM) peptides score in NR in PDB
(link to region structure (SP) (clustered
target to 60%
details) seq.
ident.)
1 MIE A0 -0.1835.17 5.78 0 0 32 No No 0.01 205 120

EP crystallization classes 2)

L Most promising

[ PEY ]

1 Least promising

RF crystallization classes 3

| Most promising

| PERR ] | o)

Least promising 1

Figura 8. Resultado apresentado pelo servidor XtalPred para a proteina MIF. Nessa andlise,
as proteinas sao classificadas de acordo com sua “facilidade de cristalizacdo” por meio do
método EP e RF. O indice combinado EP + RF foi 3.

A sequéncia primaria de MIF também foi analisada no servidor “Expasy
ProtParam” (http://web.expasy.org/protparam/), para determinar o tamanho da
proteina a ser expressa, coeficiente de extingdo molar e outras caracteristicas

relevantes (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros da proteina MIF obtidos pelo servidor Expasy.

Parametros MIF
Tamanho (kDa)* 18,5
Tamanho (kDa) com cauda de His 20,5
Numero de aminoacidos 166

£ (Mtcm?) a 280 nm** 15930
pl tedrico 6,11

*Sem a cauda de histidinas e sitio TEV adicionada pelo vetor pET28a(TEV)
** Assumindo todos os residuos de Cys reduzidos

Além da facilidade de cristalizacao predita pelo servidor XtalPred, também

foram avaliadas, manualmente, as seguintes caracteristicas da proteina MIF:
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1- Similaridade de estrutura primaria com outras proteinas (utilizando o banco de
dados BLASTX (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins);

2- Disponibilidade de ensaio funcional relativamente mais simples (ensaio
enzimatico, por exemplo);

3- Estrutura tridimensional ja resolvida em fungos do género Paracoccidioides

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do);

MIF foi analisada quanto a sua similaridade com outras proteinas, incluindo
as espécies do género Paracoccidioides: P. brasiliensis (antiga PS1 ou Pb18), P.
americana (antiga PS2 ou Pb03) e P. lutzii (Pb01). Para isso, a sequéncia codificadora
de MIF foi pesquisada no servidor Blastx. Esse servidor busca por similaridades em
banco de dados de proteinas a partir de uma sequéncia nucleotidica. Assim, foi
possivel observar que a proteina MIF desse trabalho apresenta alta similaridade entre
as trés espécies do fungo Paracoccidioides analisadas: 100% para P. brasiliensis,

99,17% para P. americana e 94,17 % para P. lutzii (Figura 9).

Sequences producing significant alignments Download Manage Col v Show e
select all 100 sequences selected GenPept  Graphics
Description M (il cuery = tor Accession
Score Score Cover value ldent
hypothetical protein PADG 03671 [Paracoccidioides brasiliensis Pb18] 213 213 99% 4e-69 100.00% XP 010759550.1
hypothetical protein GX48 05376 [Paracoccidioides brasiliensis] 213 213 99% 2e-68 99.17% O 8509.1
hypothetical protein PAAG 01158 [Paracoccidioides lutzii Pb01 202 202 99% 4e-65 9417% 9
TVEOmenCa protem EMCe TEmmone'a Crescens DA 3008 TS 105 O0%  Ze5d Iooo% RRZeuTe!
phenylpyruvate tautomerase [Emmonsi 172 172 98% 2e-53 78.15% PGH33406.1
hypothetical protein EMPG 12194 [Bla: verae] 172 172 98% 3e-53 77.31% KLJ128261
hypothetical protein GX51 05084 [Blastomyce: s] 170 170 98% 2e-52 77.31% PGHO01642.1
conserved hypothetical protein [Blastomyces gilchristii S 081] 170 170 98% 3e-52 75.63% XP 0026261951
hypothetical protein AC 00: 154 154 98% 5e-46 6555% QJD2
predicted protein [Histt 149 149 98% 5e-44 69.75% EEH05802.1
ed protein [Hist NAm1] 146 146 98% 5e-43 6891% XP 001538298.1
hypothetical protein AJ79 068 s griseus UAMH5409] 128 128 85% 5e-36 69.90% PGH05009.1
hypothetical proteit ODRAFT 2 Schizophyllum commune H4-8 104 104 70% 4e-26 50.00% XP 003036242.1
Tautomerase/MIF [Pluteus cervinus] 100 100 98% 6e-25 46.22% TFK72217.1

Figura 9. Alinhamento da sequéncia de amino&cidos da proteina MIF utilizando o servidor
BLASTx. A MIF deste trabalho apresenta grande similaridade entre as diferentes espécies do
género Paracoccidioides.

Essa similaridade € importante porque as diferentes espécies de
Paracoccidioides causadoras da PCM podem responder de forma diferente ao
tratamento ou a um ensaio diagndstico, caso a proteina MIF mostre, no futuro,

promissora para testes de diagnéstico ou como alvo de medicamentos.
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Por exemplo, anticorpos anti-Gp43, uma glicoproteina de 43 kDa (Gp43)
reconhecida como o principal antigeno em testes de diagndéstico da PCM, néo foram
detectados no soro de um paciente com PCM disseminada (VIDAL et al., 2005).
Também foi observado, por exemplo, que antigenos das espécies de P. brasiliensis e
P. lutzii levaram a diferentes respostas humorais em PCM crénica (LENHARD-VIDAL
et al., 2013).

Lehnhard-Vidal e colaboradores (LENHARD-VIDAL et al., 2013) sugerem
gue mais pesquisas sejam realizadas utilizando soros de pacientes de diferentes
regides endémicas para identificar se uma espécie pode ser utilizada com uma fonte
principal de antigenos para o sorodiagndstico da PCM ou, se uma mistura de
antigenos de diferentes espécies seria mais adequado.

Assim, o ideal seria utilizar antigenos com baixa variabilidade genética nas
espécies de Paracoccidioides que sejam expressos em todos os isolados. Esses
aspectos, juntos com outras caracteristicas, seriam determinantes para classificar
uma proteina como de alto potencial para uso como ferramenta de diagndstico
(GARCIA BLANCO et al., 2011).

Além da similaridade, a pesquisa no BLASTx também identificou a MIF
como pertencente a superfamilia da oxalocrotonato tautomerase (Figura 10)
condizente com a fun¢éo enzimética desempenhada por MIF, o que garante que, uma
vez obtida a proteina, ela poderd ser caracterizada tanto em relacdo as suas

caracteristicas cinéticas quanto em relacdo a possiveis inibidores.
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Descriptions Alignments Taxonomy

Q hover to see the title R click to show alignments Show Conserved Domains AlignmentScores [ll<40 [40-50 [@50-80 [80-200 [>=200 @
100 sequences selected @ Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 s 1 150 200 2% ape 90 %
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RF +1 e
Superfanilies 40xalocrotonate_Tautomerase superfamily

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

1 70 140 210 280 350

Figura 10. Alinhamento no Blastx mostrando a identificacdo de um dominio conservado. A
proteina MIF foi classificada como pertencente a superfamilia da oxalocrotonato tautomerase.

Além de comprovar a similaridade entre as diferentes espécies do fungo
que foram analisadas, esse alinhamento também mostrou que a MIF de
Paracoccidioides apresenta baixa similaridade (30 % de identidade) com a MIF
humana (Figura 11).

Alignmentview| Pairwise v | 2

1 sequences selected 0

& Download v GenPept Graphics

macrophage migration inhibitory factor [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_002406.1 Length: 115 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 115 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

67.0 bits(162) 6e-15 Compositional matrix adjust. 35/116(30%) 63/116(54%) 1/116(0%)

Query 1 MPSIELLTNVALSREQSKELALSLSKASARILKKPESFISVQIRSDEILTFAGTHDPCFQ 60
MP + TNV + L+ L++ A+ KP +I+V + D+++ F G+ +PC

Sbject 1 MPMFIVNTNVPRASVPDGFLS-ELTQQLAQATGKPPQYIAVHVVPDQLMAFGGSSEPCAL 59

Query 61 MRITSLGNLNPADNVNFSKAFTDFLKEEIGVTNDRGYVIFYDPDYANLGYKGTTGA 116

+ S+G + A N ++SK L E+ ++ DR Y+ +YD + AN+G+ +T A
Sbjct 60 CSLHSIGKIGGAQNRSYSKLLCGLLAERLRISPDRVYINYYDMNAANVGWNNSTFA 115

Figura 11. Alinhamento da sequéncia primaria de MIF de Paracoccidioides brasiliensis
e humana. As sequéncias apresentam 30 % de identidade.

A sequéncia de aminoacidos de MIF também foi submetida a pesquisa por
similaridade com proteinas que apresentam estrutura tridimensional conhecida

utilizando o Protein Data Bank - PDB (https://www.rcsb.org/) mostrando que néo existe

estrutura resolvida para a MIF de Paracoccidioides sp. e nem de outros fungos.


https://www.rcsb.org/
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Também foram analisadas as similaridades de estrutura secundaria entre
a MIF humana e a MIF de Paracoccidiodies utilizando os servidores ESPript

(http://espript.ibcp.fr/) e PSIPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

Nessa analise (Figura 12), o ESPript realizou o alinhamento entre a
sequéncia primaria das duas proteinas e a marcacdo de elementos de estrutura
secundéria a partir da estrutura tridimensional j& resolvida da MIF humana disponivel
no PDB sob o cédigo 1GCZ. J4 o PSlpred realizou uma predicdo de estruturas
secundarias da MIF de Paracoccidioides a partir da estrutura primaria (jA que sua

estrutura tridimensional € desconhecida).
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Figura 12. Andlise comparativa das estruturas secundarias da MIF humana (MIF-H) e da MIF
de Paracoccidioides (MIF-P). As analises foram realizadas utilizando os servidores ESPript e
PSIPred. A numeracdo dos residuos de aminoécidos e de estruturas secundarias esta
baseada na MIF-H. O simbolo # representa o residuo conservado de prolina e o * representa
o sitio CXXC.

Podemos observar na Figura 12 que as estruturas secundarias da MIF
humana (MIF-H) e as preditas para a MIF de Paracoccidioides (MIF-P) sé&o
sobrepostas, com duas excecdes: i) a fita-B4 da MIF-H que é substituida por uma
regido maior (entre os residuos 60 e 80 em MIF-P) predita por ser composta por uma
a-hélice e uma fita-B; e ii) a regido C-terminal da MIF-P € bem mais longa que a de

MIF-H sendo composta por duas fitas-3 e uma a-hélice.
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Como ja mencionado na revisdo bibliografica desse trabalho, a MIF
humana e de outros organismos apresenta duas funcdes cataliticas: tautomerase e

tiol-proteina oxidorredutase.

A atividade tautomerase de MIF esta relacionada ao residuo de prolina N-
terminal. Na MIF humana, esse residuo de Pro esta localizado na fita-B1 que faz parte
da folha-B central formada por outras trés fitas 3 (82, B4 e B5) que ndo é apenas um
elemento central do monbmero de MIF, mas também est4d envolvida na
oligomerizacdo por interacbes com subunidades adjacentes (SUN et al., 1996b). A
MIF-P também possui esse residuo de Pro conservado na mesma posi¢ao (Figura

11), o que indica que esta proteina também deve exercer a funcéo tautomerase.

Rosengren e colaboradores (1997) estudaram a atividade tautomerase de
MIF para os substratos fenilpiruvato e p-hidroxifenilpiruvato. Foi observado que,
apesar destes substratos estarem envolvidos no metabolismo de fenilalanina em
tirosina, os valores de Km obtidos foram altos quando comparados com as
concentracfes celulares destes compostos, e, portanto, pode ser que esse efeito
catalitico de tautomerizacdo n&do seja relacionado & funcdo biolégica de MIF. E
possivel que esta atividade enzimatica seja vestigio de uma origem ancestral comum
entre a MIF e suas proteinas homologas, como a DDT (CALANDRA; ROGER, 2003)

A atividade enzimética de oxidorredutase identificada em MIF é mediada
por seu motivo central CALC (Cys-Ala-Leu-Cys). Enzimas tiol-oxidorredutases estao
envolvidas em reagcfes de oxido-reducdo mediadas por dissulfetos e sua atividade
catalitica é baseada na formacéo ou reducédo de uma ponte disulfeto catalitica entre
duas cisteinas vizinhas no motivo CXXC e, dependendo da estrutura tridimensional
geral da proteina e dos residuos vizinhos ao motivo CXXC, as enzimas tiol-
oxidorredutases podem ter um potencial redox mais redutor ou mais oxidante
(THIELE; BERNHAGEN, 2005). Observando o alinhamento de sequéncia primaria da
Figura 12, nota-se que a MIF-P n&o apresenta o motivo CXXC que a MIF-H apresenta.
Além disso, observa-se, também, que o possivel local desse sitio em MIF-P é seguido
da longa sequéncia extra de residuos de aminoacidos que a MIF-P possui em

comparacao a MIF-H.
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A sequéncia primaria da MIF de Paracoccidioides (MIF-P) também foi
submetida ao servidor de predicdo de estrutura terciaria I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). O I-TASSER (do inglés “Iterative
Threading ASSEmbly Refinement”) € uma abordagem hierarquica para a predicdo da
estrutura da proteina e anotacdo de funcdo baseada na estrutura. Ele primeiro
identifica modelos estruturais do PDB, com modelos atdmicos completos construidos
por simulagdes interativas de montagem de fragmentos com base em modelo. O I-
TASSER também faz predi¢éo de funcdo do alvo a partir do alinhamento dos modelos

3D gerados com banco de dados de funcéo de proteina.

Assim, ap6s submissao da sequéncia primaria da MIF-P, o I-TASSER calculou
cinco modelos classificados de acordo com um C-score, que mede quantitativamente
a confianca de cada modelo. A pontuacdo C estad normalmente na faixa de [-5, 2], em
gue uma pontuacdo C de um valor mais alto significa um modelo com uma confianca

mais alta e vice-versa.

O modelo 1, apresentado abaixo, foi 0 que apresentou o maior C-score (-0.80).
Nele podemos as duas observar as duas a-hélices antiparalelas que se compactam
sobre uma folha- formada pelas fitas 1, B2 e 3. Além disso, podemos observar o
segmento C-terminal adicional presente na MIF de Paracoccidioides formado por uma

a-hélice (Figura 13).
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Figura 13. Modelo tridimensional predito para a MIF de Paracoccidioides através do servidor
I-TASSER. A figura foi gerada através do programa Pymol. As estruturas secundarias
numeradas por inspecao visual da estrutura tridimensional no Pymol. N e C correspondem as
extremidades N- e C-terminal do modelo. A seta aponta para a regido entre os residuos 60 e
80 de MIF que ndo apresenta correspondente na MIF humana. P2 — residuo de prolina na
posicéo 2; C58 — residuo de cisteina na posi¢édo 58, potencial sitio CXXC.

Comparando as estruturas secundarias apresentadas pelo modelo gerado
pelo I-TASSER e a predicéo realizada pelo PSIPRED (apresentadas na Figura 12)
observamos algumas diferencas, especialmente na regido C-terminal, onde o
PSIPRED previu uma fita-3 adicional e na regido entre os residuos 60 e 80 (seta na
Figura 12), que o PSIPRED previu como sendo constituido por uma hélice e uma fita-
B e que o modelo 3D apresenta como uma regido de voltas. De forma geral, ambas
as predicdes se correlacionam nas regides mais conservadas da sequéncia da MIF,
especialmente porque esses programas de predicdo baseiam-se em sequéncias e

estruturas homologas.

O programa I-TASSER também apresenta, como resultado, as estruturas
proteicas mais similares (do ponto de vista estrutural) ao modelo gerado, classificando
tais estruturas das mais para as menos similares através de uma pontuacdo (TM-
score), sendo 0 maior score para a proteina mais similar estruturalmente. Na tabela 2

observamos a lista das dez proteinas mais similares estruturalmente a MIF.
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Tabela 2. Resultado do alinhamento estrutural entre o modelo previsto pelo I-TASSER
para a MIF de Paracoccidioides (MIF-P) e as proteinas com estruturas conhecidas
depositadas no PDB.

. Cddigo T™- _
Posigédo® RMSD®@ | IDEN.® | Cov.® Organismo
PDB® | score®©

6lkv 0.783 2.06 0.220 0.849 | Oncomelania hupensis
3gac 0.672 1.32 0.231 0.705 | Plasmodium yoelii

luiz 0.659 1.33 0.261 0.693 | Xenopus Laevis

20s5 0.658 1.81 0.169 0.705 | Ancylostoma ceylanicum
2xcz 0.656 1.09 0.237 0.687 | Prochlorococcus marinus
1gcz 0.655 1.68 0.246 0.699 | Homo sapiens

Imff 0.653 1.34 0.272 0.687 | Mus musculus

4dh4 0.652 1.15 0.246 0.687 | Toxoplasma gondii

1hfo 0.643 1.37 0.265 0.681 | Trichinella spiralis

10 6cuq 0.640 1.24 0.195 0.681 | Entamoeba histolytica

@ A posicao refere-se a classificagdo das proteinas estruturalmente semelhantes baseada na
pontuagdo TM do alinhamento estrutural entre a estrutura de consulta (modelo previsto para
a MIF-P pelo I-TASSER) e estruturas conhecidas do bando de dados PDB.

® Codigo PBD da proteina estruturalmente semelhante seguida da cadeia dessa proteina que
foi alinhada a MIF-P.

© Proteinas com a pontuacdo TM-score mais alta tém a semelhanca estrutural mais préoxima
compara com o modelo I-TASSER previsto.

@ RMSD do inglés “Root Mean Square deviation”, € o valor médio para o desvio médio dos
atomos de uma estrutura X, relativamente a uma segunda estrutura Y. Quanto maior este
valor, maior € a diferenca estrutural entre as proteinas ou estruturas que estdo sendo
comparadas.

© IDEN é a porcentagem de identidade de sequéncia na regido estruturalmente alinhada.

® Cov representa a cobertura do alinhamento realizado pelo I-TASSER e ¢ igual ao nimero
de residuos estruturalmente alinhados dividido pelo comprimento da proteina de consulta.

O 00| N| O O ~f W N|

As estruturas das duas primeiras proteinas dessa lista, 6LKV (MIF de
Oncomelania hupensis, hospedeiro intermediario de Schistosoma japonicum) e 3GAC
(MIF de Plasmodium yoelii), juntamente com a 1GCZ (MIF humana) foram alinhadas
com o modelo de MIF para observamos a sobreposicao estrutural dessas proteinas
(Figura 14).
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Figura 14. Alinhamento estrutural entre 0 modelo predito para a MIF de Paracoccidioides
(vermelho), 6LKV (azul), 3GAC (amarelo) e 1GCZ (verde). A — alinhamento estrutural entre
as quatro estruturas. As estruturas proteicas estao representadas na forma de linhas para
melhor visualizag&o do alinhamento estrutural. B — alinhamento estrutural entre o modelo para
MIF-P e a estrutura 1GCZ (MIF-humana). C representa a extremidade C-terminal de MIF-P.
A seta preta aponta para uma regido de baixo alinhamento estrutural. A regido marcada por
B representa a quarta fita-f da MIF-humana que forma a folha- central da estrutura. Figura
produzida no programa Pymol.

Pelo alinhamento estrutural apresentado na Figura 14A, observamos boa
correlacdo estrutural entre as quatro estruturas tridimensionais, com excecdo da
regido apontada pela seta (residuos 60 a 80 de MIF-P), que ndo apresenta
similaridade estrutural com as outras proteinas. No entanto, a regido C-terminal que
nao correlacionava com a MIF humana, aqui apresenta boa correlacdo com a MIF de

Oncomelania hupensis.

Observando o alinhamento de sequéncias entre as sequéncias primarias
das quatro proteinas (Figura 15), observamos que todas elas apresentam a Prolina
na posicao 2 relacionada a funcéo tautomerase. No entanto, o sitio CXXC, relacionado
a funcéo tiol-proteina oxidorredutase, representado pela sequéncia CALC na MIF-H
(1GCZ) esta ausente nas outras trés proteinas. Mais ainda, somente a MIF-P

apresenta a regido adicional ja destacada nas figuras 13 e 14.
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MIF-P PSIELLTNVALSREQSKE-LALSLSKASARILKKPESFISVQIRSDEILTFAGTHDHACM 59

6LKV PV--ITVNTNVAEKSIPVFFQAALTNMMTKALQKPKEVMFVDLRSGANIMMGGDRNACV| 58

3GAC PCCELITNISIPDD-KAQNALSEIEDAISNVLGKPVAYIMSNYDYQKNLRFSGSNEGYC| 59

1GCZ PMFI--VNTNVPRASVPDGFLSELTQQLAQATGKPPQYIAVHVVPDQLMAFGGSSERCA| 58
** Koo I ** T P L F o

_______________________ .

MIF-P YLEtt%ﬂﬁmXﬂMEﬂIﬂNﬂﬁEE@EgﬂFITSLGNLNPADNVNFSKAFTDFLKEEIGVTNDRG 119

6LKV  FAF---m e e TVECIGRLNPTSNLAMARDMEDMFIEHLNVRRERI 95

3GAC  |FV--mmmmm e RLTSIGGINRSNNSSLADKITKILSNHLGVKPRRV 96

1GCZ |LQ----=--=--mmmmm e e o SLHSIGKIGGAQNRSYSKLLCGLLAERLRISPDRV 95

. I T 3 . . P S R %k

MIF-P YVIFYDPGKLAAG---PLTECEIFSEQILTSFADYANLGYKGTTGAKLWC 166

6LKV VIRFIPVPALFCSFNGALHDVSIERDEDIISQAIAEYLHHHHHHHA---- 141

3GAC YIEFRDCSAQNFAFSGSLFGLE-------------------ccccm - 118

1GCZ YINYYDMNAANVGWNNSTFALE----------------- HHHHHH - - - - - 123

Figura 15. Alinhamento entre as sequéncias primarias das proteinas MIF de Paracoccidioides
(MIF-P), de Oncomelania hupensis (6LKV), de Plasmodium yoelii (3GAC) e humana (1GC2Z2).
@] alinhamento foi realizado utilizando o] software Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Em verde, destaque para a Pro2; em vermelho, o
potencial sitio CXXC e, pontilhado em azul, a sequéncia de residuos adicionais exclusiva de
MIF-P.

Observando especificamente o alinhamento estrutural entre o modelo da
MIF de Paracoccidioides (MIF-P) e a MIF humana (MIF-H) (Figura 13B), observamos
gue a quarta fita-B da folha-B central da estrutura da MIF humana nao apresenta
estrutura secundaria correlata em MIF-P, sendo, que em sua posi¢cdo, encontra-se
uma regido de voltas em MIF-P correspondente aos residuos 120 a 125 (GYINYYD).
E interessante notar que esta regido foi predita como sendo correspondente a uma
fita-p pelo PSIPRED (Figura 15). A folha-B formada pelas quatro fitas-B da MIF
humana é um elemento estrutural responsavel pela oligomeriza¢do das subunidades
da estrutura quaternaria dessa proteina. Resta saber se, assim como no modelo
predito pelo I-TASSER, a MIF-P realmente ndo apresenta esta quarta fita-p desta

folha-B central e qual o impacto disso na formagao de estruturas quaternarias.

Espera-se que diferencas nas estruturas tridimensionais das proteinas MIF
humana e de Paracoccidioides sp. devam ser suficientes para o desenvolvimento de
farmacos bastante especificos. Tais inibidores poderiam ser desenhados
estruturalmente a partir do sitio ativo da MIF ou do substrato ou a partir da modificagéo

de inibidores ja conhecidos como o ISO-1, 4-IPP e a curcumina (CHAUHAN;
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SHARMA; HOTI, 2015; SOMMERVILLE et al., 2013). Para isso ocorrer € necessario
o estudo bioguimico e estrutural dessa proteina a fim de identificar suas
caracteristicas particulares em Paracoccidioides sp. Antes, porém, a proteina deve

ser produzida em quantidade e qualidade para tais estudos serem possiveis.

5.2- Expresséo heterbloga
5.2.1- Expresséao heteréloga em Escherichia coli BL21(DE3)

A bactéria E. coli BL21(DE3) é a cepa mais utilizada para a expressao de
proteinas recombinantes. Ela dispde da vantagem de alta quantidade de expresséo
com um tempo reduzido de inducéo, em razao de auséncia das proteases Lon e OmpT
(ROSANO; CECCARELLI, 2014a). Para a expressao da proteina MIF por bactérias E.
coli B21(DE3), um teste padréo foi realizado utilizando indugdo com 0,5 mmol.L de
IPTG por 4 horas a 37 °C. Como pode ser observado na Figura 16, a MIF foi expressa

em grande quantidade, contudo, totalmente no extrato insolavel.
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Figura 16 . SDS-PAGE 15 % da expressao heterdloga por 4 horas e lise de MIF em E. coli
BL21(DE3). MM — marcador molecular; OH — precipitado do MIF BL21 antes da indugéo; 4H -
precipitado do MIF BL21 apos 4 horas de inducao; | - amostras da fracdo insoltvel da lise
bacteriana de MIF BL21; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.



41

Dessa forma, foram avaliadas alternativas possiveis para alteracées no

protocolo, de forma que a proteina recombinante fosse expressa na fracao soluvel.

e Inducédo — o tempo de inducdo pode levar a uma maior ou menor producdo da
proteina recombinante;

e Temperatura — as mudancas na temperatura podem interferir na taxa de
alongamento da cadeia polipeptidica. A diminuicdo da temperatura proporciona que
as chaperonas bacterianas protejam a cadeia polipeptidica crescente e auxiliem na
enovelamento correto (LEBENDIKER; DANIELI, 2014);

e Indutor — a concentracdo do IPTG afeta a producdo de mRNA e influencia a
concentracdo local de cadeias polipeptidicas nascentes. As concentracfes
reduzidas do indutor podem impossibilitar a agregacéo das cadeias em crescimento
enguanto ainda estéo no polissoma (LEBENDIKER; DANIELI, 2014);

e Lise celular — o tempo de sonicacdo, a temperatura de congelamento e
descongelamento e o tampao de lise podem influenciar na solubilidade da proteina

recombinante.

Visto que a MIF estava sendo expressa ha fracdo insolavel, foi realizado um
novo teste com a cepa BL21(DE3) utilizando inducdo com 0,5 mmol.L* de IPTG por
24 horas a 18 °C, onde a MIF foi também expressa apenas no extrato insoltuvel (Figura
17).

13,7

Figura 17. SDS-PAGE 15 % da expresséao heteréloga por 24 horas e lise de MIF em E. coli
BL21(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); INS - amostras da fracéo insoltvel da lise
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bacteriana de MIF BL21; SOL — amostras da frag&o soltvel da lise bacteriana de MIF BL21,;
Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Para que pudesse seguir com os testes de renaturacdo da proteina MIF a
partir da sua fase insolluvel, a amostra foi submetida a um Western blot utilizando
anticorpo anti-cauda de histidinas para confirmacéo da expressédo, como mostrado da
figura 18. A revelacdo da membrana de PVDF mostrou a expressao do MIF apenas

em sua fracao insolavel.

BL21 BL21
S |

Figura 18. Western blot da expressao heteréloga com indugéo por 24 horas de MIF em E. coli
BL21(DE3). M — Marcador molecular Pierce™ “Prestained Protein MW Marker” (ThermoFisher
Scientific); | - amostras da fracéo insoluvel da lise bacteriana de MIF BL21; S — amostras da
fracéo soluvel da lise bacteriana do MIF BL21; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV +
His-tag com 21,5 kDa.

Dessa forma, todas as abordagens avaliadas para a cepa BL21 resultaram na
producédo do MIF na fragéo insoluvel da lise bacteriana. Consequentemente, decidiu-
se solubilizar a fracdo insoluvel, obtida apds a expressdo em BL21 com inducdo por
4h a 37 °C, com ureia (8 mol.Lt), purificar a proteina MIF e renatura-la durante a

purificacdo (renaturacdo em coluna) a fim de obter essa proteina funcionalmente ativa.
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Assim, o extrato insolavel solubilizado em ureia foi submetido a cromatografia de
afinidade em resina de Ni?*, com um gradiente decrescente de ureia, onde as fracées

obtidas foram analisadas em SDS-PAGE 15 % como mostrado na Figura 19.
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Figura 19. SDS-PAGE 15 % da purificacéo por afinidade em resina de Ni** com renaturagdo
em coluna de MIF expressa em E. coli BL21(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH —
precipitado do MIF BL21 com O horas de induc¢éo; 4H - precipitado do MIF BL21 com 4 horas
de inducéo; | - amostras da fragdo insoltvel da lise bacteriana do MIF BL21; AP —frac&o obtida
durante a aplicacdo da fracdo insoluvel na coluna cromatografica; LV — fracao obtida durante
a lavagem da coluna de cromatografia; E1, E2, E3 e E4 — fracOes obtidas da eluicdo da fracdo
insoltvel na coluna cromatogréafica, com concentracdo de imidazol a 300 mmol.L! e gradiente
decrescente de ureia (E1 - 4 mol.L-1, E2 - 2 mol.L-1, E3 - 1 mol.L-1 e E4 - 0 mol.L-1); Banda
entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Como visto na figura 19, quando submetida a cromatografia por afinidade, a
MIF mostrou interagir com a coluna de niquel e consequentemente foi eluida apés o
gradiente de ureia e concentracao final de imidazol de 300 mmol.L-1. No entanto, a
proteina MIF apresentou-se em pequenas quantidades nessas fracbes (bandas
destacadas no gel SDS-PAGE). Para que se pudesse realizar os ensaios futuros de
confirmacgdo da expressao da proteina MIF, as fracdes foram concentradas em tubos
Vivaspin. No entanto, ao analisar a amostra que ficou retida e a que passou pela
membrana, ndo conseguimos observar qualquer banda correspondente a MIF (Figura
20).
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Figura 20. SDS-PAGE 15 % da concentracdo da fracao insolivel de MIF em E. coli
BL21(DE3) apés cromatografia de afinidade. MM — marcador molecular (LBBMP); OH —
precipitado do MIF BL21 com 0 horas de indugéo; 4H - precipitado do MIF BL21 com 4 horas
de inducao; | - amostras da fracdo insoltvel da lise bacteriana de MIF BL21; C- : Amostra que
passou pelo filtro; C+ : Amostra que ficou retida no filtro; Banda entre parénteses () — MIF +
sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Ainda assim, um novo teste, com o0 extrato insoluvel de amostras induzidas
por 72 horas a 18 °C, foi executado na tentativa de solubilizacdo com ureia (6 mol.L"
1). Assim, o extrato insoluvel solubilizado em ureia foi submetido a cromatografia de
afinidade em resina de Ni?* com concentracéo crescente de imidazol (50, 100, 200 e
300 mmol.Lt) para purificacdo e renaturacdo posterior. As fracbes obtidas foram

analisadas em SDS-PAGE 15 % como mostrado na Figura 21.
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Figura 21. SDS-PAGE 15 % da purificacdo por afinidade em resina de Ni?* de MIF em E. coli
BL21(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); AP — amostra da aplicacdo da fracdo
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insolGvel na coluna cromatografica; LV — amostra da lavagem da coluna de cromatografia; E1
- amostra da eluicdo da fragdo insolavel na coluna cromatogréfica com concentracéo final de
imidazol a 50 mmol.L?, E2- amostra da eluicdo da fracéo insolGvel na coluna cromatogréafica
com concentracao final de imidazol a 100 mmol.L?, E3 - amostra da eluicédo da fracéo insollvel
na coluna cromatografica com concentracao final de imidazol a 200 mmol.Le E4 — amostra
da eluicdo da fracdo insoltvel na coluna cromatogréafica com concentragéo final de imidazol a
300 mmol.L?; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Observamos que, quando submetida a cromatografia por afinidade, MIF
mostrou ndo interagir com a coluna de niquel e consequentemente nao foi purificada
guando analisada em gel SDS-PAGE 15 %. Assim, levando em consideragao os
resultados obtidos por testes com a cepa BL21(DE3) e as dificuldades inerentes a
renaturacao, decidiu-se alterar a cepa com o propadsito de obter expressao da proteina

recombinante em sua fracao soluvel.

5.2.2- Expressdao heteréloga em Escherichia coli ArcticExpress(DE3)

Como uma alternativa para melhorar a solubilidade da proteina MIF, a bactéria
E. coli ArcticExpress(DE3) foi utilizada. Essa cepa expressa duas chaperoninas,
Cnpl10 e Cnp60, que sao funcionais a baixas temperaturas (4 a 13 °C) (ROSANO;
CECCARELLI, 2014b).

A diminuicdo da temperatura, como ja citado, pode conferir uma melhor
solubilidade a proteina, mas, em contrapartida, pode diminuir a atividade das
chaperonas. Contudo as chaperoninas presentes na cepa ArcticExpress(DE3)
contornam este problema, uma vez que séo ativas a baixas temperaturas, permitindo
a expressdao da proteina alvo com maior solubilidade e em temperaturas mais baixas
(BESSETTE et al., 1999; FERRER et al., 2004).

Os testes de expresséo de MIF em E. coli ArcticExpress(DE3) foram avaliados
em diferentes condi¢des de temperatura, tempo de indugéo, concentracdo do indutor
e condi¢cOes de lise celular. Um teste inicial foi feito seguindo o manual da cepa
disponibilizado pela empresa, sendo a indugéo realizada 24 horas a 12 °C e duas
concentracdes de indutor: 0,1 e 0,5 m.mol? .

A analise dos resultados da expressdo da cepa ArcticExpress(DE3) é

mostrada no gel SDS-PAGE 15 % na Figura 22, onde observamos que a proteina
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mostrou ser expressa na fracao insollivel e aparentemente uma baixa expressao na

fracdo soluvel.

IPTG 0,1 mM IPTG 0,5 mM

¥
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Figura 22. SDS-PAGE 15 % da expresséao heteréloga por 24 horas e lise de MIF em E. coli
ArcticExpress(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH - precipitado do MIF
ArcticExpress com 0 horas de indugéo; 24H - precipitado do MIF ArcticExpress com 24 horas
de inducdo; S — amostras da fracao sollvel da lise bacteriana do MIF ArcticExpress; | -
amostras da fracao insoluvel da lise bacteriana do MIF ArcticExpress; Banda entre parénteses
() — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

De acordo com analises do gel de SDS-PAGE, figura 22, a proteina MIF pode
ter aparecido na fragdo soluvel, logo esta amostra solavel foi submetida a
cromatografia de afinidade em resina de Ni?*, com gradiente crescente de imidazol, e
as fracdes obtidas foram analisadas em SDS-PAGE 15 % como mostrado na Figura
23. N&o foi possivel observar a banda correspondente a MIF nas fracdes obtidas apos

a eluigéo.
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Figura 23. SDS-PAGE 15 % da purificacdo por afinidade em resina de Ni?* de MIF em E. coli
ArcticExpress(DE3) (extrato soluvel). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado
do MIF ArcticExpress com 0 horas de inducéo; 24H - precipitado do MIF ArcticExpress com
24 horas de inducdo; AP — amostra da aplicagéo da fracéo soluvel na coluna cromatogréfica;
LV — amostra da lavagem da coluna de cromatografia; E1 - amostra da eluicdo da fragdo
soltvel na coluna cromatografica com concentracgdo final de imidazol a 50 mmol.L?, E2-
amostra da eluicdo da fracao solluvel na coluna cromatografica com concentracao final de
imidazol a 100 mmol.L%, E3 - amostra da eluicédo da fracdo sollivel na coluna cromatogréafica
com concentragao final de imidazol a 200 mmol.L'e E4 — amostra da elui¢éo da fragdo sollvel
na coluna cromatografica com concentracéo final de imidazol a 300 mmol.L?; Banda entre
parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Contudo, a auséncia de MIF nas fragGes obtidas apés a eluicdo poderia ser
devido a baixa expressao da proteina. Assim, com o intuito de aumentar a quantidade
de proteina, foram realizados novos testes de expressao da MIF, alterando o tempo
de inducdo para 72 horas e aumentando a concentracdo final do indutor para 1
mmol.Lt. O resultado de andlise das fragbes do precipitado bacteriano por meio de
gel SDS-PAGE 15 % é representado na Figura 24, onde observamos que, quando
expressa a 12 °C por 72 horas, com 1 mmol.L* de indutor, a proteina mostrou uma

maior expressao na fragdo insolluvel e nenhuma expresséo na fracao soluvel
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Figura 24. SDS-PAGE 15 % da expresséo heterdloga por 72 horas e lise do MIF em E. coli
ArcticExpress(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH - precipitado do MIF
ArcticExpress com 0 horas de inducao; 72H - precipitado do MIF ArcticExpress com 72 horas
de inducdo; S — amostras da fracdo sollvel da lise bacteriana do MIF ArcticExpress; | -
amostras da fracao insoluvel da lise bacteriana do MIF ArcticExpress; Banda entre parénteses
() — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Dessa forma, como a cepa continuava ndo expressando a proteina MIF no
extrato soluvel, as amostras soluvel e insolavel do teste de 72 horas de indugéo a 12
°C, foram submetidas a analise por meio de Western blot com anticorpo Anti-His, para
que se pudesse confirmar a expressdo da proteina heterdloga. A figura 25 traz o
resultado da revelacdo da membrana de PVDF. A membrana mostra a ligacdo do
anticorpo com a proteina especifica, comprovando que é a proteina MIF sendo
expressa no extrato insoluvel. No entanto, nenhuma marcacgéo na fracdo soltvel foi

observada.
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Figura 25. Western blot da expressdo heterdloga a 72 horas de MIF em E. coli
ArcticExpress(DE3). MM* — Marcador molecular Pierce™ “Prestained Protein MW Marker”
(ThermoFisher Scientific); 72Hs — precipitado da expressdo com 72 horas de indugéo; INS -
amostras da fragéo insoluvel da lise bacteriana do MIF BL21; SOL — amostras da fragéo
soluvel da lise bacteriana do MIF BL21; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-
tag com 21,5 kDa.

As amostras da proteina no extrato insoltvel foram entdo submetidas a um
teste com o intuito de solubilizar a fracédo insollvel com ureia (6 mol.L1), purificar o
MIF e renatura-la a fim de obter essa proteina funcionalmente ativa. A figura 26
representa o SDS-PAGE das fracdes obtidas apds a purificacdo da amostra insoltvel
de 72 horas com concentracdo final de IPTG a 1 mmol.L? (expressdo que possuia
uma quantidade adequada de proteina insollvel para se executar o protocolo) em
resina de Ni%*. Observamos que a proteina MIF ndo mostrou interacdo com a coluna
de Niquel, ou seja, nao foi eluida, estando presente apenas na aplicacdo da amostra

(AP) e na lavagem (LV).
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Figura 26. SDS-PAGE 15 % da purificacdo por afinidade em resina de Ni?* de MIF em E. coli
ArcticExpress(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF
ArcticExpress com 0 horas de inducao; 72H - precipitado do MIF ArcticExpress com 72 horas
de inducgdo; S — amostras da fragédo soluvel da lise bacteriana do MIF ArcticExpress; AP —
amostra da aplicagéo da fracao insoltvel na coluna cromatografica; LV — amostra da lavagem
da coluna de cromatografia; E1, E2, E3 e E4 — amostras da elui¢do da fragdo insolavel na
coluna cromatogréfica; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

5.2.3- Expressdao heteréloga em Escherichia coli Rosetta(DE3)

A bactéria Rosetta(DE3) € utilizada para expressar proteinas que possuem
cbdons raros. A Rosetta possui 0 plasmideo pRARE com genes extras para os tRNAs
de codons AGG/AGA (Arg), AUA (lle), CCC (Pro) e GGA (Gly). Este fato pode
influenciar na sintese e enovelamento da proteina, afetando a solubilidade (ROSANO;
CECCARELLI, 2014b).

O primeiro teste realizado em cepa E. coli Rosetta(DE3) foi com uma indugéo
com concentracdo final de 0,5 mmol.L* de IPTG por 4 horas a 37 °C. O resultado da
expresséao heteréloga de 4 horas a 37 °C, apresentado na figura 27, demonstra uma

baixa expressado da proteina no extrato insoltvel.
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Figura 27. SDS-PAGE 15 % da expressao heterdloga por 4 horas e lise de MIF em E. coli
Rosetta(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF Rosetta com 0
horas de inducéo; 4H - precipitado do MIF Rosetta com 4 horas de inducdo; S — amostras da
fracdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | - amostras da fracéo insolavel da lise
bacteriana do MIF Rosetta; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5
kDa.

Devido a n&o expressdo do MIF no extrato soluvel e baixas quantidades no
insolavel, optou-se entdo, por repetir o teste de expressao com inducao de 4 horas,
porém aumentando a concentracdo final de indutor para 1 mmol.L! . O resultado da
analise das fracdes do pellet bacteriano por meio de gel SDS-PAGE 15 % é
representado na figura 28. Assim, a concentracdo maior de IPTG contribuiu para uma

expressdo maior da proteina recombinante, porém, na fracéo insoltvel.
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Figura 28. SDS-PAGE 15 % da expressao heterdloga por 4 horas e lise de MIF em E. coli
Rosetta(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF Rosetta com 0
horas de inducéo; 4H - precipitado do MIF Rosetta com 4 horas de inducdo; S — amostras da
fracdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | - amostras da fracéo insolavel da lise
bacteriana do MIF Rosetta; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5
kDa.

Visto que a concentracéo final de indutor a 1 mmol.L* proporcionou uma maior
expressao da proteina recombinante, foram realizados novos testes utilizando esta
concentracéo final de IPTG e aumentando o tempo de inducdo para 24 horas e
diminuindo a temperatura de inducdo para 18 °C, com a finalidade de produzir maior
guantidade e conferir uma melhor solubilidade a proteina recombinante. Mesmo com
essas alteracdes, a proteina se mostrou em grande quantidade na fracédo insoluvel
(Figura 29).
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Figura 29. SDS-PAGE 15 % da expresséao heteréloga por 24 horas e lise do MIF em E. coli
Rosetta(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF Rosetta com 0
horas de inducéo; 4H - precipitado do MIF Rosetta com 4 horas de inducdo; S — amostras da
frac@o soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | - amostras da fragdo insoluvel da lise
bacteriana do MIF Rosetta; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5
kDa.

Analisando o gel da Figura 29, observa-se que poderia haver uma expressao
de MIF em sua fracdo solavel, a amostra foi submetida a uma anélise por meio de
Western blot para confirmacdo da expressdo, como mostrado da figura 30. A
revelacdo da membrana de PVDF confirmou a expressdo de MIF na fracéo insoltvel.
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Figura 30. Western blot da expresséao heterdloga a 24 horas do MIF em E. coli Rosetta(DE3).
MM* — Marcador molecular Pierce™ “Prestained Protein MW Marker” (ThermoFisher
Scientific); 4Hs — precipitado da expresséo com 4 horas de indugéo; 24Hs — precipitado da
expressao com 24 horas de inducao; INS - amostras da fracéo insoltvel da lise bacteriana do
MIF BL21; SOL — amostras da fragcdo soluvel da lise bacteriana do MIF BL21; Banda entre
parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

O aumento do tempo provocou uma expressao favoravel de proteina no
extrato insollvel, como visto na Figura 28, e uma ndo expressdo do extrato soltvel.
Sendo assim, o extrato insoluvel foi solubilizado com ureia (8 mol.L!) e submetido a
purificacdo por afinidade. Dessa vez, alterou-se o protocolo para uma purificacédo “em
batch” utilizando a resina de Co?*. As fracGes obtidas em cada etapa da purificacdo

foram analisadas em SDS-PAGE 15 % como mostrado na Figura 31.
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Figura 31. SDS-PAGE 15 % da purificacdo por afinidade em resina de Co?* do MIF em E. coli
Rosetta(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); 24H - precipitado do MIF Rosetta com 24
horas de inducéo; INS — amostras da fragéo insoluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; SOL
— amostras da fracdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; AP — amostra da aplicacdo
da fracdo insoluvel na coluna cromatogréfica; LV — amostra da lavagem da coluna de
cromatografia; E— amostras da eluicdo da frag&o insoluvel na coluna cromatografica; H —
amostra de agua destilada utilizada para limpar a coluna cromatogréfica apds a eluicao;
Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa

Como observado, a purificacdo “em batch” ndo se mostrou totalmente efetiva
porque a proteina saiu durante todas as etapas da purificacdo: aplicacdo da amostra,
lavagem, eluicdo com imidazol e lavagem final com &4gua. No entanto, a amostra da
proteina MIF eluida com imidazol foi levada ao Laborat6rio de Biologia Estrutural
(BIOEST) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para que pudesse
realizar a dialise, para a retirada do imidazol e ureia e, posteriormente, realizar testes

de ELISA com soro de pacientes acometidos por PCM.

Isto posto, a amostra de eluicdo da cepa Rosetta(DE3) quando dialisada, para
retirada de imidazol e consequentemente néo interferéncia do mesmo no teste de
ELISA, sofreu precipitacdo, como mostrado na figura 32. Assim sendo, o
sobrenadante foi utilizado para o teste de ELISA e o precipitado foi armazenado para
analise futura em SDS-PAGE 15 %.
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Figura 32. Imagem da precipitacdo da amostra insollivel da cepa Rosetta(DE3) apés dialise
para retirada do imidazol. Setas e circulo em vermelho — precipitado da amostra; Seta em
verde — sobrenadante utilizado no teste de ELISA.

Posteriormente a amostra do sobrenadante, foi retirada e utilizada como
antigeno em ensaios de ELISA com soros de pacientes com PCM néo tratados. Estes
ensaios foram realizados no Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular da
Universidade Federal de Minas Gerais e mostraram que o controle negativo
apresentou leitura comparavel ao soro de pacientes com PCM ndo-tratados (Figura
33), indicando que houve reacao cruzada, provavelmente com as proteinas de E. coli,
ainda presentes na amostra, uma vez que a amostra ndo estava efetivamente
purificada e a proporcdo entre MIF e proteinas contaminantes estava muito baixa,
devido a precipitacdo de MIF durante a dialise.
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Figura 33. Reatividade de IgG humana a MIF. Para avaliar a reatividade do soro de pacientes
com PCM a proteina MIF, esses soros foram avaliados por ELISA utilizando a proteina MIF
como antigeno. Controle negativo: soro de pacientes saudaveis; Nao-tratado: soro de
pacientes com PCM néao-tratados. Houve reatividade do controle negativo.

Com base nisso, foi feito uma andlise por meio de SDS-PAGE 15 % para
verificar se a proteina MIF estava realmente presente na amostra utilizada
(sobrenadante que foi utilizado para execuc¢do do ELISA), com a finalidade de se
entender e analisar todos os resultados obtidos. O resultado do gel SDS-PAGE 15 %,
mostrado na figura 34, mostrou que a proteina recombinante MIF estava em minimas

guantidades na amostra do sobrenadante e que grande parte da proteina precipitou.
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Figura 34. SDS-PAGE 15 % da dialise do MIF insoluvel em E. coli Rosetta(DE3). MM —
marcador molecular (LBBMP); 24H - precipitado do MIF Rosetta com 24 horas de inducao;
INS — amostras da fragdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; S — amostras do
sobrenadante do final da didlise da amostra do MIF Rosetta; P — amostra do precipitado
(pellet) do final da didlise da amostra do MIF Rosetta; Banda entre parénteses () — MIF + sitio
TEV + His-tag com 21,5 kDa

5.2.4- Expressdao heteréloga em Escherichia coli C43(DE3)pLysS

A cepa de bactérias E. coli C43(DE3)pLysS € utilizada na expressao de
proteinas toxicas a todas as classes de organismos, possuindo mutacdes genéticas

selecionadas fenotipicamente para conferir tolerancia a essas proteinas.

Estas células além de serem deficientes nas proteases Lon e OmpT,
transportam um plasmideo resistente ao cloranfenicol que expressa uma pequena
guantidade de lisozima T7, que suprime a expressao basal da RNA polimerase T7
antes da inducdo, estabilizando genes que codificam proteinas particularmente

toxicas.

Para a expressao da proteina MIF por bactérias E. coli C43(DE3)pLysS, um
teste padréo foi realizado utilizando indugcdo com 1 mmol.L de IPTG por 4 horas a 37
°C. Como pode ser observado na figura 35, a MIF foi expressa em quantidades néo
consideraveis, consequentemente nao apresentando a banda de peso molecular (21,5
kDa) no gel SDS-PAGE 15 %.
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Figura 35. SDS-PAGE 15 % da expresséao heterdloga por 4 horas e lise do MIF em E. coli
C43(DE3)pLysS. MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF C43 com 0
horas de inducéo; 4Hs — precipitado do MIF C43 com 4 horas de indugdo; S — amostras da
fracdo sollvel da lise bacteriana do MIF C43; | - amostras da fracdo insollvel da lise
bacteriana do MIF C43; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Contudo, decidiu-se alterar o teste padrédo aumentando o tempo de expressao
da proteina MIF por bactérias E. coli C43(DE3)pLysS, utilizando inducdo com 1
mmol.L de IPTG por 18 horas a 37 °C. Como pode ser observado na figura 36, a MIF

nao foi expressa no extrato solivel e em pouca quantidade no extrato insolavel.
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Figura 36. SDS-PAGE 15 % da expresséo heterdloga por 18 horas e lise do MIF em E. coli
C43(DE3)pLysS. MM — marcador molecular (LBBMP); 18Hs — precipitado do MIF C43 com 18
horas de indugdo; S —amostras da fracdo soltvel da lise bacteriana do MIF C43; | - amostras
da fracdo insoluvel da lise bacteriana do MIF C43; Banda entre parénteses () — MIF + sitio
TEV + His-tag com 21,5 kDa.

5.2.5- Expresséo heteréloga em Escherichia coli Lemo21(DE3)

Ainda como alternativa para expressao da proteina recombinante MIF em sua
fracdo soluvel, a bactéria E. coli Lemo21(DE3) oferece os mesmos recursos da cepa
BL21(DE3), além de permitir a expresséo ajustavel de clones dificeis. A expresséo
sintonizavel é alcancada variando o nivel de lisozima, o inibidor natural da RNA
polimerase T7. O nivel de lisozima € modulado pela adicdo de L-ramnose a cultura de
expressdo em niveis de zero a 2000 pmol.Lt. Assim, a adicdo opcional desse
desoxiacucar permite a sintonia fina da expressédo da proteina de interesse. Para
proteinas dificeis, ajustar o nivel de expressdo também pode resultar em proteinas

mais solluveis e dobradas adequadamente.

Dessa forma, foi feito um teste inicial com o intuito de identificar qual seria a
concentracéo ideal de ramnose e, para isso, foram utilizadas as concentrac¢des de O;
0,1; 0,25/ 0,5; 0,7; 1 e 2 mmol.L. As figuras 37A e 37B mostram o resultado por
meio de SDS-PAGE 15 %, onde se pode observar que a inducgéo por 18 horas a 30°C,
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com a concentragdo final de 0,4 mmol.L' de IPTG ndo proporcionou uma boa
expressado da proteina MIF, comparada as cepas utilizadas anteriormente sendo que
as concentracbes menores de ramnose levaram a expressdo ligeiramente maior,

sempre no extrato insoluvel.
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Figura 37. SDS-PAGE 15 % da expresséao heteréloga por 18 horas e lise de MIF em E. coli
Lemo21(DE3). Figura 37A — amostras apos a lise celular, com concentracdes de 0/ 0,1/ 0,25
e 0,5 mmol.L'* de ramnose. Figura 37B - amostras apds a lise celular, com concentracdes
de 0,7/ 1 e 2 mmol.L't. MM — marcador molecular (LBBMP); 18Hs — precipitado do MIF Lemo
com 18 horas de inducao; S — amostras da fracdo solluvel da lise bacteriana do MIF Lemo; |
- amostras da fracdo insoluvel da lise bacteriana do MIF Lemo; Banda entre parénteses () —
MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.
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5.2.6- Expressédo heterologa em Escherichia coli Rosetta(DE3) com adicédo de

etanol

Com o intuito de promover a expressao da proteina MIF no extrato soluvel,
também foi avaliada a adi¢do de 1,2 e 3 % (v.v!) de etanol durante a inducédo da
expressado da cepa Rosetta(DE3). A presenca do etanol pode mimetizar a resposta do
choque térmico, auxiliando o enovelamento correto das proteinas expressas, além de
permitir uma maior fluidez da membrana celular (CHHETRI; KALITA; TRIPATHI,
2015).

Como teste inicial, foi avaliada a inducdo por 4 horas a 37 °C. com trés
concentracbes de etanol (1, 2 e 3 %).. Como observado na figura 38, houve
expressdo da proteina MIF em maior quantidade na fracdo insollvel nas trés
concentracfes de etanol avaliadas. No entanto, observando a fracdo sollvel da

concentracéo de etanil 1 e 2 %, parece que hd uma pequena expressao de MIF.
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Figura 38. SDS-PAGE 15 % da expresséao heter6loga por 4 horas e lise de MIF em E. coli
Rosetta(DE3). MM — marcador molecular (LBBMP); OH — precipitado do MIF Rosetta com 0
horas de inducéo; 4H — precipitado do MIF Rosetta com 4 horas de indugdo; S — amostras da
fracdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | — amostras da fracao insolavel da lise
bacteriana do MIF Rosetta; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5
kDa.

A partir disto, como a amostra de 1 % de etanol mostrou-se mais promissora
na expressao de MIF, mostrado pela figura 38, tanto de proteina em sua fracéo

insolavel como uma possivel expressdo no extrato solavel, foi executado um novo
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teste aumentando o tempo de inducdo para 24 horas com concentracao de etanol 1
% no inoculo. O resultado foi analisado por meio de SDS-PAGE 15 % (Figura 39)
mostrou que, quando expressa a 18 °C por 24 horas, a proteina mostrou expressao

na fragéo insoluvel e uma pequena banda de expressao soluvel.
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Figura 39. SDS-PAGE 15 % da expresséo heterdloga por 24 horas e lise de MIF em E. coli
Rosetta(DE3) com etanol 1 %. MM — marcador molecular (LBBMP); 24H — precipitado do MIF
Rosetta com 24 horas de indugéo diluido 3 vezes; S* - amostras da fragdo solavel da lise
bacteriana do MIF Rosetta diluida 3 vezes; S — amostras da fragdo soluvel da lise bacteriana
do MIF Rosetta; | - amostras da fracao insoltuvel da lise bacteriana do MIF Rosetta diluida 3
vezes; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

Com o intuito de se confirmar a producao da proteina recombinante MIF em
cepas de E. coli Rosetta(DE3), as amostras dos testes de 24 horas de inducédo a 18
°C com etanol a 1 %, foram submetidas a analise por meio de Western blot com
anticorpo Anti-His, para que se pudesse confirmar a expressao da proteina
heterdloga. A figura 40 traz o resultado da revelacdo da membrana de PVDF, que
apos o inicio da saturacado da amostra insolivel, ocorreu um brando aparecimento da

banda na fracdo solavel.
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Figura 40. Western blot da expresséo heteréloga a 24 horas de MIF em E. coli Rosetta(DE?3)
com etanol 1 %. MM* — Marcador molecular Pierce™ “Prestained Protein MW Marker”
(ThermoFisher Scientific); S* - amostras da frag&o solavel da lise bacteriana do MIF Rosetta
diluida 3 vezes; S — amostras da fracé@o soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | - amostras
da fracdo insollvel da lise bacteriana do MIF Rosetta diluida 1 veze; Banda entre parénteses
() — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

A membrana apoés ser revelada, foi incubada com Ponceau, na tentativa de
confirmar a transferéncia das proteinas do gel para a membrana. De acordo com a
figura 41, a transferéncia foi bem sucedida ja que as bandas da proteina estéo
presentes, e, além disso, foi possivel observar a proteina no extrato sollvel, apesar
de em pouca quantidade, o que corresponde ao fraco aparecimento da banda soluvel

na revelacdo do gel.
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Figura 41. Imagem da membrana de PVDF, utilizada para Western blot, corada com Ponceau
da expresséo heterdloga a 24 horas do MIF em E. coli Rosetta(DE3) com etanol 1 %. MM* —
Marcador molecular Pierce™ “Prestained Protein MW Marker” (ThermoFisher Scientific); S* -
amostras da fragdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta diluida 3 vezes; S — amostras
da fracdo soluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta; | - amostras da frag&o insoluvel da lise
bacteriana do MIF Rosetta diluida 1 vez; Banda entre parénteses () — MIF + sitio TEV + His-
tag com 21,5 kDa.

Ainda com a finalidade de aumentar a quantidade de expressao da proteina
heter6loga para ensaios futuros, foram feitas cinco expressées de 2 litros com indugao
de IPTG a 1 mmol. L'? por 72 horas a 18 °C com etanol a 1 %. O resultado foi

analisado por meio de SDS-PAGE 15 % (Figura 42) corado com nitrato de prata.
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Figura 42. SDS-PAGE 15 % da expresséo heterdloga por 72 horas e lise de MIF em E. coli
Rosetta(DE3) com etanol 1 % corado com nitrato de prata. MM — Marcador molecular Pierce™
“Unstained Protein MW Marker” (ThermoFisher Scientific); SOL - amostras da fragdo soltvel
da lise bacteriana do MIF Rosetta diluida em gradiente crescente 1, 2, 3 e 5 vezes (da direita
para esquerda); INS - amostras da fracé@o insoluvel da lise bacteriana do MIF Rosetta diluida
em gradiente crescente 1, 2, 3 e 5 vezes (da esquerda para direita); Banda entre parénteses
() — MIF + sitio TEV + His-tag com 21,5 kDa.

De acordo com a Figura 42, a proteina foi expressa na fragdo soltvel em
quantidade ideal. Logo, a amostra foi submetida a cromatografia de afinidade ao
cobalto, e o resultado foi analisado por meio de SDS-PAGE 15 % (Figura 43) corado
com nitrato de prata.
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Figura 43. SDS-PAGE 15 % da purificagdo de MIF por cromatografia de afinidade ao cobalto
corado com nitrato de prata. M — Marcador molecular Pierce™ “Unstained Protein MW Marker”
(ThermoFisher Scientific); | — amostra da fracdo insoltvel da lise bacteriana de MIF Rosetta;
S - amostra da fragdo soluvel; AP — amostra obtida durante a aplicagdo da amostra na coluna
de purificacdo; L - amostra obtida durante a lavagem da coluna de purificagéo; E - amostra
obtida durante a etapa de eluicdo; H20 - amostra obtida durante lavagem final com HO; Liof.
— amostra da eluicao liofilizada; Viv. -— amostra da eluicdo concentrada com Vivaspin; PEG —
amostra da eluicdo concentrada com PEG. Bandas apontadas pela seta— MIF + sitio TEV +
His-tag com 21,5 kDa.

Assim, apdés a andlise do gel podemos concluir que a proteina MIF foi
purificada por cromatografia de afinidade ao cobalto e que tanto a liofilizagdo quanto
o Vivaspin permitiram a concentragdo da proteina. No entanto, ensaios de atividade e
de dicroismo circular poderdo determinar qual forma de concentracdo permite a
manutencao da estrutura tridimensional da proteina.

Muitos esfor¢os foram desprendidos para obtencdo da MIF na fracéo soluvel
e, também, para sua purificagdo. A tabela 3 mostra resumidamente todas os

experimentos realizados e os resultados obtidos em cada um desses testes.
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Tabela 3. Resumo dos testes de expresséao realizados neste trabalho e o resultado obtido.

Cepade | [IPTG] Temperatura | Tempo de Expressao
. de inducéo inducéo - .
E. coli mM o Aditivo soluvel?
(°C) (horas)

0,5 37 4 Nao Nao
BL21 0,5 18 24 Nao Nao
Arctic 0,5 12 24 szlo N%o
1 12 72 Nao Nao
C43 1 37 4 Nao Nao
Lemo 0,4 30 18 Ramnose 0,1 a 2 mM Nao
0,5 37 4 Nao Nao
1 37 4 Nao Nao
Rosetta 1 18 24 Nao Nao
1 37 4 Etanol 1, 2 ou 3 % Sim
1 18 24 Etanol 1% Sim
1 18 72 Etanol 1% Sim

Todos esses esforcos sdo necessarios pois, somente com uma proteina

enovelada e em quantidades adequadas € que a caracterizacéo bioquimico-estrutural

pode ser realizada. E essa caracterizacdo € passo importante para a criacdo de

conhecimentos solidos para, por exemplo, o desenvolvimento de novos tratamentos

baseados na estrutura da MIF.
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6- CONCLUSOES

Para que seja possivel realizar a caracterizacdo da proteina MIF
recombinante € necessario que a expressao se realize na fracao sollvel e em grandes
quantidades. Pela analise dos resultados da expresséo da proteina recombinante MIF,
nas diferentes cepas bacterianas utilizadas e nas diferentes condi¢des, a Unica cepa
gue se mostrou promissora foi a cepa E. coli Rosetta(DE3), produzindo a proteina MIF
em sua fracdo soluvel seguindo o protocolo de expressao com etanol 1%.

Em divergéncia a expressdo heterologa realizada em grande escala da
proteina recombinante, aparentemente favoravel para a realizacdo dos ensaios. A
proteina ndo foi eluida em quantidade suficiente no processo de purificacdo por
cromatografia de afinidade com cobalto, e ndo respondeu de forma favoravel ao ser
submetida a diversas formas de concentracdo. Visto que é de extrema importancia
gue a proteina esteja em sua fracao soltvel, em grande quantidade e purificada para

gue nédo haja interferéncias nos ensaios bioquimico e cinético.
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7- PERSPECTIVAS

A partir da caracterizacdo de MIF de Paracoccidioides sp. objetiva-se
compreender melhor a biologia desse fungo e sua interacdo com o hospedeiro,
permitindo que seja possivel o desenvolvimento de medicamentos mais especificos e
com efeitos colaterais reduzidos, e, até mesmo propiciar um diagndstico mais rapido
e com especificidade para o género Paracoccidioides. Dessa forma, apds a producao

e purificacdo da proteina MIF, serdo realizadas as seguintes metas:

- Realizar Western blot da amostra purificada para confirmar a presenca de
MIF.

- Caracterizar cineticamente a partr do ensaio enzimético por
espectrofotometria UV/UV-Vis,

- Realizar outros ensaios bioquimico-estruturais como desnaturagao térmica,
Dicroismo Circular, Espalhamento Dindmico de Luz.

Além disso, pretende-se realizar também o ensaio de Imunoabsor¢éo
enzimatico (ELISA) com soro de pacientes infectados com a PCM, para saber se a
proteina pode ser um potencial alvo de diagnéstico além de determinar a estrutura

dessa proteina por meio cristalizacéo e difracédo de raios-X.
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