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RESUMO

Introducao: Com o aumento da prevaléncia de doencas inflamatorias, em especial as alérgicas,
a busca por estratégias terapéuticas visando a melhoria de vida dos individuos doentes tornou-
se um vasto campo de pesquisa. Neste ambito, o uso de helmintos e derivados que possuem
potencial imunomodulatério tem se mostrado eficiente na inibi¢do da inflamacdo em modelos
experimentais dessas doencas. Objetivo: Produzir e analisar, in silico, o antigeno recombinante
do Trichuris trichiura homdélogo ao fator inibidor de migracdo de macréfagos (rTt-MIF) e
avaliar seu efeito em cultura de células monomorfonucleares de sangue periférico (CMSP) de
individuos atdpicos e ndo atopicos. Métodos: A andlise in silico da proteina foi realizada
utilizando diversas ferramentas de bioinforméatica. A sequéncia codificadora do antigeno
recombinante foi sintetizada e clonada em um plasmideo de expressdo, a partir do qual foi
realizada a expressdo heter6loga da proteina em sistema procarioto, com posterior purificacéo
por cromatografia de afinidade e determinagdo do conteddo proteico e de endotoxina. Apos
teste cutaneo e dosagem de IgE por ImunoCAP, foram selecionados 12 individuos néo atopicos
e 14 individuos atdpicos cujo sangue periférico foi coletado para realizar o cultivo de células
monomorfonucleares. As células foram cultivadas sob trés condigdes: estimulo do rTt-MIF,
meio de cultivo sem estimulo e estimuladas por Pokeweed ou LPS. Apds o cultivo, 0s
sobrenadantes foram coletados para realizagdo da dosagem das citocinas I1L-10, IFN-y, IL-5 e
IL-17A. Resultados: A molécula caracterizada como estavel e soltvel foi produzida, obtida na
quantidade de 2,4 mg/mL com 1,9 EU/mL. O rTt-MIF induziu o aumento da produgéo de IL-
10 pelas células dos individuos atépicos (P=0,0001) e dos ndo atdpicos (P=0,0005). Em relacéo
as citocinas IFN-y, IL-5 e IL-17, o rTt-MIF n&o induziu a producgéo destas pelas células dos
individuos atopicos e ndo atopicos. Conclusdo: A acdo do rTt-MIF sobre o cultivo de células
momonucleares do sangue periférico, de aumentar a producdo de IL-10 e ndo induzir a
producdo de IFN-y, IL-5 e IL-17A, mostra o potencial imunomodulador dessa molécula, com
possivel efeito de reduzir a elevacéo de eosinofilos, neutréfilos e citocinas inflamatorias.

Palavras-chave: Alergia. Imunomodulacdo. Antigeno recombinante. Trichuris trichiura. rTt-
MIF.
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ABSTRACT

Introduction: With the increasing prevalence of inflammatory diseases, in particular allergies,
the search for therapeutic strategies aiming to improve life quality of sick individuals has
become a vast field of research. In this context, the use of helminths and their derivatives that
demonstrate potential immunomodulatory effect has been effective in inhibiting inflammation
in experimental models of inflammatory diseases. Objective: To produce and analyze in silico
the recombinant antigen from Trichuris trichiura homologous to the macrophage migration
inhibitory factor (rTt-MIF) and evaluate its effect on peripheral blood mononuclear cells culture
(PBMC) of atopic and non-atopic individuals. Methods: Bioinformatics tools made the
analysis in silico. The Tt-MIF codifying sequence was synthesized and cloned into a plasmid,
allowing the heterologous expression of the protein in a prokaryotic system, with subsequent
purification by affinity chromatography and protein and endotoxin quantifications. After prick
test and IgE dosage by ImmunoCAP test, 12 non-atopic individuals and 14 atopic individuals
were selected, whose peripheral blood were collected to obtain the mononuclear cells (PBMC)
for in vitro culture. Cells were stimulated with the rTt-MIF, as negative control cells were
cultivated without stimuli and, as positive control, cells were cultivated with Pokeweed or LPS.
After the culture, the supernatants were assayed to quantify IL-10, IFN-y, IL-5 and IL-17A.
Results: The protein characterized as soluble and stable was produced and obtained in the
amount of 2,4 mg/mL with 1,9 EU/mL. The rTt-MIF induced a stimulatory effect on IL-10
production by cells from atopic individuals (P=0.0001) and by cells from non-atopic individuals
(P=0,0005). The rTt-MIF did not induce the production of IFN-y, IL-5 and IL-17A by cells
from atopic and non-atopic individuals. Conclusion: The effects of rTt-MIF increasing IL-10
production and not inducing the production of IFN-y, IL-5 and IL-17A on human PBMC
cultures are indicative of its immunomodulatory potential, with possible effect of decreasing
eosinophilic and neutrophilic presence and inducing immune regulation.

Keywords: Allergy. Immunomodulation. Recombinant antigen. Trichuris trichiura. rTt-MIF.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, as doencas alérgicas — como rinite, dermatite atopica e asma
— aumentaram drasticamente. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude,
aproximadamente, 235 milhfes de pessoas no mundo todo sdo asmaticas (WHO, 2013). Na
Ameérica Latina, hd uma tendéncia crescente de aumento da prevaléncia das doencas alérgicas
(FORNO et al., 2015). Em alguns paises, essa prevaléncia j& € maior que em paises
industrializados, como, por exemplo, nos EUA, onde atinge, aproximadamente, 9% da
populacdo (CDC, 2013), enquanto no Brasil ¢ relatada uma prevaléncia de 16% (SOLE et al.,
2015). Diversos fatores contribuiram para esse aumento, em especial, mudancas no estilo de
vida, alimentacdo e exposicdo a alérgenos concomitantemente a diminuicdo da prevaléncia de
infecgdes virais e bacterianas no inicio da vida (JULIA; MACIA; DOMBROWICZ, 2015;
PLATTS-MILLS, 2016; STRACHAN, 1989).

Os sintomas dessas doencas afetam significativamente a vida dos individuos devido as
influéncias negativas sobre a qualidade do sono, produtividade na escola e no trabalho e
aumento de hospitalizages (SZEINBACH et al., 2007). Além disso, os custos gerados para
controle das doencas alérgicas, internacfes e medicamentos séo altos e afetam ndo somente os
individuos, mas também tém impacto sobre programas de sadde publica (DOMINGUEZ-
ORTEGA et al., 2015). Dessa forma, a busca por um maior controle dessas doengas, seja pelo
uso de imunoterapia, anti-histaminicos, beta-bloqueadores ou novas drogas, mostra-se de
grande importancia e utilidade publica.

Com a compreensao de que infec¢Ges helminticas possuem um efeito imunomodulador
nas doencas inflamatdrias — alérgicas e autoimunes (FALLON; MANGAN, 2007) —, estudos
vém sendo conduzidos para aumentar o conhecimento de como os helmintos podem ser
utilizados como estratégia de tratamento de doencas alérgicas.

Em 2010, nosso grupo observou que na populacdo de estudo infec¢es helminticas por
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura estavam associadas a uma hiporresponsividade
cutanea aos testes de puntura cutdnea. A avalia¢do in vitro de uma amostra da populagéo
mostrou que esse resultado ocorreu devido a acdo da IL-10 e supressdo generalizada da
producdo de citocinas em ambiente estimulado por mitégeno (FIGUEIREDO et al., 2010).

Esses resultados incentivaram a realizagdo de um estudo mais profundo sobre o

potencial do T. trichiura como imunomodulador. Assim, foi realizado um estudo de
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estimulacdo de celulas monomorfonucleares de sangue periférico por fragbes do extrato
somatico do verme adulto deste parasito obtidas por cromatografia liquida (SANTOS et al.,
2013). Apds observar o efeito das fracdes sobre a producdo de citocinas, as fragdes foram
analisadas por espectrometria de massa para identificacdo do contetdo proteico que pode ser 0
responsavel por mediar os efeitos observados. Nas fragdes que induziram aumento significativo
dos niveis de IL-10 e reducdo das citocinas relacionadas ao perfil Th2 foi identificada a proteina
homologa ao fator inibidor de migracdo de macréfagos humano (hMIF). Outras proteinas
homdlogas ao hMIF, produzidas por outros helmintos, ja foram testadas e demonstraram
possuir efeito imunomodulatério em inflamacdes intestinais e alérgicas (CHO; LEE; YU, 2011;
PARK et al., 2009).

Portanto, buscamos com este trabalho avaliar o efeito do antigeno recombinante do
Trichuris trichiura homologo ao hMIF (rTt-MIF), em células monomorfonucleares de sangue
periférico (CMSP). Foi avaliada a producdo de citocinas pelas CMSP de individuos atopicos e
ndo atopicos, no intuito de investigar a capacidade de esta molécula ser utilizada em

imunoterapia e imunoprofilaxia de doencas alérgicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ETIOPATOGENESE DAS DOENCAS ALERGICAS

O inicio das doencas alérgicas ocorre na camada epitelial. Trata-se da primeira barreira
do sistema imune que envia os sinais que induzem o comeco de uma resposta Th2. Quando
ocorre dano tecidual, especialmente na pele, pulmdes e intestino, acontece a captura e
processamento de antigenos para apresentacdo aos linfocitos T naive nos linfonodos, pelas
celulas dendriticas que residem junto a camada epitelial (HALLSTRAND et al., 2014;
HAMMAD; LAMBRECHT, 2015; POYNTER, 2012).

Nesse momento, é a participacdo das células epiteliais que contribuem para o
direcionamento da resposta imune. As células epiteliais, apds dano e exposi¢do a antigenos, por
expressar receptores capazes de reconhecer padrdes moleculares de patdgenos e alérgenos
(TLRs), produzem citocinas (TSLP, IL-25 e IL-33) responsaveis pelo desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria tipo Th2 (BARTEMES; KITA, 2012; HEJINK; NAWIJN; HACKETT,
2014; SALAZAR; GHAEMMAGHAMI, 2013). Nesse contexto, a principal citocina produzida
é a linfopoetina do estroma timico (TSLP), que ativa células dendriticas de forma que estas
induzam linfécitos T naives a se diferenciarem em linfocitos do tipo Th2 e a produzirem IL-4.
Essa citocina suprime a producdo de 1L-12 por células dendriticas (essencial para a resposta
Th1) e induz a producdo das quimiocinas CCL17 e CCL22 por essas células, que, por sua vez,
atraem linfdcitos Th2 e ativam mastdcitos, levando a producdo de citocinas de perfil Th2
(PAUL; ZHU, 2010; SALAZAR; GHAEMMAGHAMI, 2013; ZHU et al., 2011; ZIEGLER,
2012).

A 1L-25 € uma citocina pertencente a familia da IL-17, que amplifica a resposta Th2
induzindo o aumento da producdo de citocinas desse perfil, eosinofilia e aumento da producéo
de muco (HALLSTRAND et al., 2014; PAPPU et al.,, 2010; SAADOUN; TERRIER;
CACOUB, 2011). Além disso, as citocinas IL-25 e IL-33 sdo essenciais para a ativagao de
células linfoides inatas (ILCs) que produzem IL-5, IL-9 e IL-13 e células progenitoras
multipotentes (MPP), que, além de produzir IL-4 e IL-5, também possuem a capacidade de se
diferenciar em macrofagos, mastocitos e basofilos produtores de IL-4 e I1L-13 (LICONA-
LIMON et al., 2013; SAENZ; NOTI; ARTIS, 2010; SAENZ et al., 2013).
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A 1L-33 é uma citocina da familia da IL-1 considerada de alarme para dano tecidual
(CAYROL,; GIRARD, 2014), sendo, pois, essencial na ativacao de ILCs, que induz uma maior
producdo de IL-5 e IL-13, prolonga a sobrevivéncia e induz adesdo de mastdcitos, induz a
produgdo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 e CCL2, CCL3 e adesdo de basofilos pela expresséo
de CD11b; aumenta a sobrevivéncia de eosindfilos e sua adesao pela expressdo de CD11b, que
também passa a produzir mais IL-6, IL-8, IL-9 e CCL2, ativacdo de células dendriticas que
levam ao perfil Th2 e aumenta a polarizacdo e ativacdo alternativa de macréfagos (M2), que
passam a produzir preferencialmente 1L-10 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009;
NAKAE et al., 2013; OHNO et al., 2012; ROGALA; GLUCK, 2013).

As células Th2 ativadas secretam as citocinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 caracteristicas das
reacdes alérgicas. A IL-5 atua promovendo o desenvolvimento de eosindfilos a partir dos
progenitores, ativacdo e sobrevivéncia dos eosinofilos, que sdo células polimorfonucleares
possuidoras de um grande nimero de granulos contendo diversos mediadores inflamat6rios
(GREENFEDER et al., 2001), como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e proteinas
catidnicas, estas responsaveis pelas caracteristicas toxicas e pré-inflamatorias dessas células
(ACHARYA; ACKERMAN, 2014; DAVOINE; LACY, 2014; STONE; PRUSSIN;
METCALFE, 2010).

As citocinas IL-4 e IL-13 séo as principais responsaveis pela manutencdo da resposta
Th2, pois sé@o as citocinas que induzem o desenvolvimento desse perfil que predomina nas
doencas alérgicas (STEINKE; BORISH, 2001) e suprimem o desenvolvimento do perfil Thl.
Essas citocinas promovem a hiper-responsividade das vias aéreas, hiperplasia de células
produtoras de muco, eosinofilia e a mudanca de classe das imunoglobulinas pelas células B
para IgE, especifica para o antigeno que desencadeou essa resposta (GRUNIG et al., 1998;
MCKENZIE, 2000; MUNITZ et al., 2008; PERKINS; WILLS-KARP; FINKELMAN, 2006;
VAN DER POUW KRAAN et al., 1998; VENKAYYA et al., 2002). Essas citocinas séo
produzidas pelas células Th2 e também por basofilos e células linfoides inatas (ILCs)
auxiliando no inicio e manutencéo da resposta Th2 (LUND; WALFORD; DOHERTY, 2013;
SULLIVAN; LOCKSLEY, 2009).

Além das células Th2, diversos tipos celulares produzem a citocina IL-9: NKT,
mastocitos, ILC2, Th9 e Th17. Tem sido demonstrado que essa citocina possui papel importante
nas doencas alérgicas, ndo s6 na ativagdo e proliferacdo de mastdcitos, como também na

inducdo do aumento da producdo de muco e potencializacdo da deposicdo de colageno,
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induzindo o remodelamento epitelial das vias aéreas (JONES et al., 2012; KAPLAN, 2013;
KEARLEY etal., 2011; SEHRA et al., 2015; ZHAO et al., 2013).

A IgE € o mediador responsavel por desencadear as manifestacdes clinicas das reacdes
alérgicas. Mastocitos, basofilos, células dendriticas, eosinodfilos, neutrofilos, mondcitos e
células de musculo liso das vias aéreas apresentam em sua superficie o receptor de alta afinidade
de IgE (FceRl), enquanto o receptor de IgE de baixa afinidade (CD23 ou FceRII) é encontrado
em células B, T e NK, células dendriticas foliculares e células epiteliais das vias aéreas e
intestino (GALLI; TSAI, 2012). A ligacdo das IgEs aos receptores nessas células torna-as
sensibilizadas e propicia, apds reexposicao ao alérgeno, a ligacdo deste com duas moléculas de
IgE ligadas aos receptores (chamada ligacdo cruzada), desencadeando a degranulacdo de
mastocitos e basofilos e liberacdo dos diversos agentes responsaveis pelos sintomas
caracteristicos das doengas alérgicas (GALLI; TSAI, 2012; PAUL; ZHU, 2010; STONE;
PRUSSIN; METCALFE, 2010).

Os mastdcitos liberam mediadores pré-formados como histamina, que leva a
vasodilatacdo e, por consequéncia, a0 aumento da permeabilidade vascular; heparina, que
também aumenta a permeabilidade vascular e regula a atividade de proteases dos mastocitos
(HE et al., 2013); triptase, que promove acumulo de neutrofilos e eosindfilos e induz
remodelamento; quimase, que destréi a matriz extracelular, induz a producdo de muco e
inflamacdo (CAUGHEY, 2007). Tambem passam a produzir e liberar mediadores lipidicos
como a prostaglandina 2 (PGD2), que promove vasodilatacdo, broncoconstric¢ao e atracéo de
células inflamatorias; fator ativador de plaquetas (PAF), que induz infiltragdo de eosindfilos,
broncoconstriccdo e ativacdo de plaquetas; e leucotrienos (LTC4, LTB4), que atraem leucdcitos,
induzem broncoconstricg¢do, produgdo de muco e vasoconstricgdo (LIU; YOKOMIZO, 2015).
Sao produzidas, ainda, citocinas pro-inflamatdrias que contribuem na manutencdo da resposta
alérgica (TNF, TGF-pB, IFN-a, IFN-p, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, IL-25, SCF, MIF); e quimiocinas, que atraem
uma diversidade de células imunes (CXCL8, CCL3, CCL2, CCL4, RANTES) e fatores de
crescimento celular, de vascularizacéo e de angiogénese (CSF, GM-CSF, bFGF, VEGF, NGF)
(BROWN; WILSON; METCALFE, 2008; GALLI; TSAI, 2012; MOON et al., 2010; STONE;
PRUSSIN; METCALFE, 2010).

Os basofilos também secretam mediadores pré-formados e recém-formados, sendo que
alguns deles sdo os mesmos liberados por mastocitos — histamina, heparina, LTC4, TNF, IL-6,
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IL-4, IL-13, VEGF, GM-CSF, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL8 (HARVIMA et al., 2014;
SIRACUSA et al., 2013; STONE; PRUSSIN; METCALFE, 2010). Por isso, os basoéfilos séo
igualmente responsaveis pelos sintomas presentes nas doencas alérgicas por amplificar e manter
o perfil Th2.

O perfil celular Th17 vem sendo observado em diversas doencas inflamatorias e, no
caso das doencas alérgicas, principalmente asma e dermatite atdpica, exacerbando a resposta
imune ja existente (SONG; QIAN, 2013a; SOUWER et al., 2010). Sua principal caracteristica
é a producdo da citocina IL-172, que, em diversos estudos, induziu um grande infiltrado de
neutréfilos no tecido pulmonar (ALLEN; SUTHERLAND; RUCKERL, 2015). A IL-17A
também induziu o aumento da produc¢do de muco, contracdo da musculatura lisa durante a asma
levando ao aumento da gravidade da doenca, além de ocorrer um aumento expressivo da
producdo dessa citocina durante a fase aguda da dermatite atépica (LOUTEN; BONIFACE; DE
WAAL MALEFYT, 2009; MCALEER; KOLLS, 2014; TESMER et al., 2008). Além disso,
tem-se observado que a IL-17A pode atuar contribuindo para aumentar a producao de IgE em
individuos atopicos (MILOVANOVIC et al., 2010).

2.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA A HELMINTOS

A resposta imune estabelecida pelo organismo para eliminar helmintos é principalmente
a do tipo Th2 (ALLEN; MAIZELS, 2011; BOUCHERY et al., 2014), esta caracterizada, como
jamencionado nas doencas alérgicas, pela producéo de IgE, secrecdo dos mediadores liberados
por mastocitos, basofilos e eosindfilos e principalmente regulada pelas citocinas I1L-4 e IL-13
(ANTHONY et al., 2007; HEPWORTH et al., 2012).

Além de iniciar e manter a resposta Th2, as citocinas IL-4 e IL-13 também ativam
macrofagos alternativamente e estes auxiliam no reparo tecidual e na resisténcia contra invaséo
helmintica (FINKELMAN et al., 2004). A IL-13, que medeia o aumento da producdo de muco
e a contracdo das celulas musculares lisas do intestino, também contribui para a expulsdo do
helminto do trato gastrointestinal. Eosinofilos e baséfilos migram para o local da infeccéo e,
juntamente com o0s mastocitos residentes, degranulam secretando seus mediadores, que levam
a producdo de muco, contracdo muscular, aumento da permeabilidade vascular e epitelial e

recrutamento de mais células imunes. Essas alteragdes levam a expulsao do helminto e auxiliam
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no reparo tecidual (FINLAY; WALSH; MILLS, 2014; MOREAU; CHAUVIN, 2010;
VOEHRINGER, 2013; ZAPH; COOPER; HARRIS, 2014).

Uma parte dos parasitos consegue escapar da resposta imune e sobrevive por muito anos
no hospedeiro, levando a uma infecgédo cronica. Eles escapam do sistema imune induzindo a
ativacdo de mecanismos regulatérios, convencionais ou do tipo Th2 modificados. Um fator
importante para isso € a capacidade de permanecer no organismo por longos periodos e a
intensidade das infeccdes (FIGUEIREDO et al., 2010; VAN RIET; HARTGERS;
YAZDANBAKHSH, 2007).

Essa capacidade se deve ao fato de esses organismos recrutarem células T regulatorias,
que suprimem as respostas tipo Th2/Th1/Thl7, devido a producdo de IL-10 e TGF-B, que
suprimem células T efetoras e, no caso do TGF-B, também auxilia no reparo tecidual
(MAIZELS; YAZDANBAKHSH, 2003). Também recrutam células B regulatérias que
produzem IL-10, que também atuam suprimindo a acdo das células T efetoras (MANGAN et
al., 2004). Além disso, alguns helmintos conseguem degradar ou neutralizar moléculas do
sistema imune, capturar moléculas do hospedeiro e expressa-las em sua superficie, evitando
que sejam reconhecidas pelo sistema imune; contudo, 0 mais importante mecanismo de evasao
do sistema imune utilizado é a producéo e liberagdo de moléculas homologas a moléculas do
hospedeiro, o que permite que eles ndo sejam reconhecidos pelas células imunes e induza uma
resposta regulatéria (FINLAY; WALSH; MILLS, 2014; WAMMES et al., 2014; ZAPH,;
COOPER; HARRIS, 2014).

Dessa forma, a cronicidade de infecgdes helminticas e evasdo dos helmintos do sistema
imune podem suprimir respostas imunes responsaveis por diversas doencas, nas quais a resposta
imune esta exacerbada, devido & imunossupressao induzida. Doencas inflamatorias alérgicas e
autoimunes podem, portanto, ser atenuadas, quando o individuo possui infeccdo helmintica

cronica.

2.3 HIPOTESE DA HIGIENE

Em 1989, Strachan formulou a hipdtese da higiene, hoje mundialmente conhecida, ao
indicar que a ocorréncia de infec¢bes durante a primeira infancia, provenientes do contato com
irm&os mais velhos ou pré-natais e infecgdes mais tardias, poderia conferir uma protecdo extra

a esses individuos contra doencas alérgicas. Neste trabalho, Strachan sugere que mudancas no
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estilo de vida da sociedade ao longo dos anos, como a diminuicdo do tamanho da familia,
melhorias nas instalacdes domiciliares e aumento nos padrdes de higiene pessoal, levaram a
diminuicdo da prevaléncia de infecgdes, 0 que estaria resultando no aumento da expressao de
doencas alérgicas (STRACHAN, 1989).

A partir da formulacdo dessa hipotese, varios estudos surgiram buscando avaliar a
associacdo entre a prevaléncia de doencas alérgicas e a ocorréncia de infec¢bes (microbianas e
virais), o ambiente em que as familias vivem (rural ou urbano) e a exposicdo a padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) — especialmente o LPS (GARN; RENZ, 2007;
SCHAUB; LAUENER; VON MUTIUS, 2006; VON MUTIUS, 2007).

Em paises em desenvolvimento, o efeito potencial de infec¢bes helminticas sobre a
prevaléncia de doencas alérgicas vem sendo observado com maior interesse devido a relacao
da resposta imunoldgica induzida pelos helmintos, adicionando uma nova perspectiva a
hip6tese da higiene. Estudos realizados no Gab&do (VAN DEN BIGGELAAR et al., 2000), no
Brasil (ALCANTARA-NEVES et al., 2012; ARAUJO et al., 2000) e no Equador (COOPER et
al., 2003) mostram associacdo inversa entre a presenca de helmintos e reatividade alérgica.
Estudos nos quais a administragdo de anti-helminticos induziu o aumento na incidéncia de
reatividade alérgica (CAMPOLINA et al.,, 2015; ENDARA et al., 2010; VAN DEN
BIGGELAAR et al., 2004) indicam um potencial supressor de doencgas alérgicas.

A hipdtese da higiene e o conhecimento imunoldgico da resposta promovida por
helmintos contra doencas alérgica vém sendo traduzidos pelo do uso de helmintos e seus
derivados como tratamento para suprimir essas doencas, ou pelo menos melhorar seus sintomas
(AMOAH et al., 2014; MAIZELS; MCSORLEY; SMYTH, 2014).

2.4 USO DE HELMINTOS E DERIVADOS EM DOENCAS ALERGICAS

O modelo murino de asma é bem estabelecido na literatura e tem permitido avancos no
entendimento de como os helmintos e seus derivados — seja na forma de extratos, produto
excretado/secretado ou antigenos recombinantes — direcionam e regulam a resposta
imunoldgica do individuo.

A infec¢do de camundongos com larvas de Schistosoma mansoni e posterior inducdo de
anafilaxia sisttmica, modelo utilizado por Mangan e colaboradores em 2004, mostrou que a

infeccdo pelos vermes levou a completa resisténcia a anafilaxia sistémica induzida por
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penicilina V (Pen V), ou mediada de forma passiva pela administracdo de IgE e IgG1. Foram
depletadas células T CD4" CD25" e macréfagos dos animais infectados com os vermes e a
protecdo foi mantida. A transferéncia passiva de células B de camundongos multi Knock-out
para IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 infectados com vermes de S. mansoni protegeu completamente os
animais da anafilaxia e houve um aumento de 32% de células B produtoras de IL-10 no cultivo
de esplendcitos (MANGAN et al., 2004).

Em outro estudo, larvas de Heligmosomoides polygyrus foram utilizadas para infectar
camundongos BALB/C e C57BL/6, posteriormente sensibilizados com ovalbumina (OVA) ou
alérgeno 1 do Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1), respectivamente. A expressao de IL-
5 e eotaxina foi diminuida em ambas linhagens, mas a proeminéncia das citocinas regulatorias
variou, sendo IL-10 maior em C57BL/6 e TGF- em BALB/C. Foi identificado um nivel
elevado de células T CD4" CD25" expressando Foxp3. A transferéncia de células de linfonodos
mesentéricos (MLNC) de animais infectados para animais ndo infectados levou a redugdo do
infiltrado celular total, eosinofilia e da proliferacdo de células caliciformes (WILSON et al.,
2005).

Outros estagios do ciclo de vida dos helmintos também foram testados, como no
trabalho de Pacifico e colaboradores (2009), no qual camundongos infectados com cercarias ou
inoculados com ovos do Schistosoma mansoni, em modelo de asma induzida por OVA,
apresentaram uma queda no namero de eosinofilos, da atividade da peroxidase eosinofilica
(EPO), da producdo de IL-4 e IL-5 e da expressdo de IgE anti-OVA, com aumento do nimero
de células T CD4" CD25*. Porém, somente nos camundongos tratados com os ovos do S.
mansoni foi detectado aumento de IL-10 e presenca de células T CD4* CD25" expressando
Foxp3 e diminuig&o de quimiocinas (PACIFICO et al., 2009).

Também foi observado que, ao utilizar ovos mortos de Schistosoma japonicum e o
antigeno soluvel dos ovos do S. japonicum (SEA) como tratamento em modelo de asma
induzida por OVA, somente a administracdo dos ovos + SEA foi capaz de induzir o aumento
do nimero de células T CD4" CD25" com alta expressao de Foxp3 e, também, a producgdo de
IL-10 por essas celulas. Por outro lado, foi observada a diminuicéo da producéo de IL-4 e IL-5
no soro e no BAL, menor infiltrado celular inflamatdrio e redugdo da resposta inflamatoria
peribronquica nos pulmdes. Quando células CD25" foram depletadas, houve aumento no

namero de células inflamatdrias e da concentragdo de citocinas Th2, indicando o possivel papel
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das células T CD4" CD25* na modulacédo da ativacdo excessiva do perfil Th2 (YANG et al.,
2007).

Outras formas de apresentar os antigenos dos helmintos também foram analisadas, por
exemplo, Lima e colaboradores (2002) utilizaram o extrato de Ascaris suum em camundongos
em modelo de asma induzido por OVA. Os autores relataram supresséo da eosinofilia nas vias
aéreas, inibicdo da producdo de IL-4 e IL-5 no lavado broncoalveolar (BAL), aumento da
expressdo de eotaxina no BAL e no tecido pulmonar e da producéo de IgG1 no BAL e no soro
(LIMA et al., 2002).

Antigenos secretados e excretados por helmintos sdo reconhecidos pelas células do
hospedeiro e sdo possivelmente os mais relacionados a imunomodulacdo observada, como se
pode observar no estudo de Trujillo-Vargas e colaboradores (2007), no qual foi utilizado o
produto excretado-secretado de Nippostrongylus brasiliensis (NES) em modelo de asma
induzida por OVA em camundongos. O NES foi capaz de reduzir a eosinofilia, a resposta
inflamatdria nas vias aéreas, 0s niveis séricos de IgE e 1gG1 especificas para OVA e a expressao
de IL-4, IL-5, RANTES, MCP-1 e eotaxina no BAL. Apds novo experimento utilizando
camundongos deficientes para IL-10 ou o bloqueio da IL-10 pela administracéo de anticorpos
anti-IL-10 (TRUJILLO-VARGAS et al., 2007), estes pesquisadores mostraram que tal
supressdo se devia a um mecanismo independente de IL-10. Em outro modelo de asma induzida
por OVA, a utilizagcdo do produto excretado-secretado de H. polygyrus (HES) + extrato do
fungo Alternaria alternata levou a significativa reducdo da inflamagdo e do nimero de
eosinofilos, supressdo da producdo de IL-4, IL-5 e IL-13 e reducdo do namero de células T
CD4" e ILCs produtoras dessas citocinas (MCSORLEY et al., 2014).

O avanco das tecnicas de Biologia Molecular possibilitou o reconhecimento de
moléculas com efeito imunomodulatério e viabilizou sua producdo em quantidade e qualidade
para serem testadas nos mais diversos modelos de doencas inflamatorias.

O antigeno recombinante da cistatina de Acanthocheilonema vitaea (AvCystatin),
utilizado em modelo de asma em camundongos induzida por OVA, quando utilizado de forma
preventiva ou no pré-desafio, levou a reducdo do ndmero total de células e de eosinéfilos no
BAL, reducdo dos niveis séricos de IgE total e IgE especifica para OVA e menor expressdo de
IL-4 no BAL. Macrdéfagos foram depletados dos animais tratados e foi observada a reversao
dos resultados anteriores e a reducgdo da producéo de IL-10. Quando as células T CD4" CD25*

foram depletadas, também foi observada o retorno da inflamacdo, contudo, ndo houve reducgéo
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de IL-10, indicando o papel essencial dos macrofagos na producdo de IL-10 e modulacédo da
inflamacdo alérgica (SCHNOELLER et al., 2008). Em um modelo murino de inflamacéo e
hiper-reatividade das vias aéreas induzidas pelo recombinante do alérgeno V isoforma b do
polen de Phleum pratense (rPhl p 5b), a AvCystatin foi capaz de diminuir o numero de
eosindfilos e mastdcitos e a producdo de IL-5 e IL-13 e aumentar a expressao de IL-10, no
BAL. Induziu também a diminuicédo da expressdo de IgE e 1gG1 especificas para rPhl p 5b e
IgE total. Foi detectado aumento no nimero de células T CD4" CD25" Foxp3* no baco dos
animais tratados. Testes em CMSP humano mostraram que a AvCystatin induziu a diminuicdo
da producdo de IL-13, concomitantemente ao aumento da producéo de I1L-10 e IFN-y pelas
CMSP de individuos atopicos, quando administrada antes da estimulacdo com o extrato do
polen de Phleum pratense (DANILOWICZ-LUEBERT et al., 2013).

Em modelo de asma induzida por OVA em ratos foi utilizada a cistatina recombinante
do Angiostrongylus cantonensis (AcCystatin), esta levou a reducdo do nimero de linfdcitos,
monocitos, eosindfilos e neutrofilos no sangue periférico, de eosinofilos no BAL, quando
utilizada antes da sensibilizacdo com OVA. Também foi observada a diminuicdo da expressado
de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-17 e aumento da expressédo de IL-10, quando a AcCystatin foi utilizada
antes ou depois da sensibilizacdo por OVA (JI et al., 2015).

Os antigenos recombinantes Sm29, Sm22.6 e PIll do Schistosoma mansoni utilizados
em modelo murino de asma induzida por OVA levaram a redugdo do nimero de células totais
e de eosindfilos no BAL, do nivel sérico de IgE especifica para OVA e da expressdo da EPO
no pulmao. Os niveis de IL-4 e IL-5 foram reduzidos nos animais tratados com Sm22.6 e PIIl,
também nesses animais foi observado o aumento do nimero de células T CD4* Foxp3*. A maior
producdo de IL-10 e frequéncia de células T CD4" Foxp3* produtoras de IL-10 somente foram
observadas nos animais tratados com a Sm22.6 (CARDOSO et al., 2010).

Buscando avaliar o efeito de infec¢bes helminticas humanas sobre a asma, Araujo e
colaboradores, em 2004, compararam o perfil das citocinas produzidas pelas CMSP de
pacientes com asma infectados com S. mansoni antes e ap06s o tratamento anti-helmintico, em
resposta a estimulagdo ao antigeno 1 do D. pteronyssinus in vitro. Foi observado que as CMSP
dos pacientes infectados produziam menos IL-5, expressavam menos mRNA de IL-4 e
produziram mais IL-10, comparado a individuos asmaticos ndo infectados. Trés meses ap0s

receber tratamento anti-helmintico, 47% dos pacientes reportaram aumento dos sintomas da
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asma ¢ do uso de B-agonistas e corticosteroides, também foi observada reducédo da producéo de
IL-10 pelas CMSP desses individuos (ARAUJO et al., 2004).

2.5 FATOR INIBIDOR DE MIGRACAO DE MACROFAGOS (MIF)

O fator inibidor de migracdo de macrdéfagos (MIF) é uma citocina chave na resposta
imune, atua na regulacdo da funcdo de macréfagos, na imunidade de linfdcitos e funcdes
endocrinas e é expressa por células imunes e ndo imunes. O MIF tem demonstrado possuir duas
atividades cataliticas distintas: tautomerase e oxiredutase e, por isso, é chamado de “citozima”,
“enzima secretada” e “redoxina” (LUE et al., 2002).

Devido as suas propriedades, o MIF é um mediador critico para diversas doencas
infecciosas e imunomediadas, como cancer (CONROY; MAWHINNEY; DONNELLY, 2010),
artrite reumatoide (GU et al., 2015), choque séptico (EMONTS et al., 2007), dengue
(CHUANG; CHEN; YEH, 2015), asma (AMANO; NISHIHIRA; MIKI, 2007), doengas do
figado (BRUCHFELD, 2016), ldpus eritematoso (LANG et al., 2015), diabetes (SANCHES-
ZAMORA; RODRIGUEZ-SOSA, 2014), obesidade (KIM et al., 2015), e também atua
indiretamente sobre a maior parte dessas doencas por inibir a acdo de glicocorticoides
(FLASTER; CALANDRA; BUCALA, 2016).

Em 1998, dois grupos de pesquisa publicaram quase simultaneamente descoberta da
producdo de uma proteina no produto excretado-secretado de helmintos como sendo homoéloga
ao MIF humanao, possivelmente sendo utilizada para modificar a resposta do hospedeiro, o que
contribuiria, assim, para aumentar a capacidade do helminto de escapar da resposta imune
(PASTRANA et al., 1998; PENNOCK et al., 1998).

Homodlogos do MIF ja foram identificados em diversos metazoarios, em especial
helmintos, nos quais parecem possuir func¢des similares ao MIF humano (hMIF). Apos analises
gendmicas e transcriptobmicas, os homoélogos do hMIF identificados em 26 espécies de
helmintos foram separados em quatro clados por semelhangas no alinhamento das sequéncias.
No nematoda Caenorhabditis elegans, foram identificados quatro genes distintos homélogos
ao hMIF (CeMIF-1, 2, 3 e 4), um novo alinhamento das sequéncias analisadas anteriormente
baseado, agora, na homologia com o CeMIF-1 e CeMIF-2, revelando dois tipos distintos de
MIF chamados entéo de MIF tipo 1 e MIF tipo 2. Quando o alinhamento foi realizado incluindo
a sequéncia do hMIF, este foi incluido no cluster do MIF tipo 1, no qual é observado que todos
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0S genes possuem o sitio ativo responsavel pela atividade de oxiredutase (VERMEIRE et al.,
2008).

Apesar de muitos dos MIFs homdlogos terem demonstrado possuir atividade
semelhante as do hMIF, como a de tautomerase e influéncia sobre a migracdo de macréfagos
(NISBET et al., 2010; TAN et al., 2001), alguns homélogos ndo demonstram possuir tais
atividades (AJONINA-EKOTI et al., 2013; QU et al., 2013) e outros tém atuado de forma
completamente diversa como imunomodulador na contencdo ou supressdo de respostas
inflamatdrias exacerbadas (CHO; LEE; YU, 2011).

A utilizacdo do recombinante do MIF de Anisakis simplex (As-MIF) em modelo murino
de asma induzida por OVA levou a reducéo do infiltrado de células inflamatorias (eosindéfilos,
neutréfilos e linfocitos), da producéo de IL-4, IL-5 e IL-13 e aumentou a producdo de TGF-f ¢
IL-10. O tratamento com o As-MIF aumentou significativamente o nimero de células T CD4*
CD25" no baco, no pulméo e nos linfonodos no pulméo (PARK et al., 2009). Em 2015, este
grupo demonstrou que essa supressdo da inflamacgédo € mediada por TLR2, pois foi observado
que a supressao da inflamacao por As-MIF foi revertida com o blogueio do TLR2. A supresséo
da inflamagé&o sequer foi observada em camundongos knockout para o TLR2 tratados com o
As-MIF (CHO et al., 2015).

O mesmo recombinante (As-MIF) foi utilizado em modelo murino de colite induzida
por dextran sulfato de sodio, no qual conseguiu diminuir o score clinico avaliado, reduzir a
producéo de TNF, IL-6, IL-13 e IFN-y e aumentar a producdo de TGF-B e IL-10 no bago e
linfonodos mesentéricos, com aumento do nimero de células T CD4* CD25". Ao testar células
epiteliais do intestino apos tratamento com o As-MIF, foi observado aumento significativo da
expressdao do mRNA da IL-10 e do TLR2 por essas células (CHO; LEE; YU, 2011).

Paark e colaboradores mostraram que em cultivo de células monomorfonucleares de
sangue periféerico de individuos asmaticos atopicos o As-MIF reduziu a producéo das citocinas
tipicas do perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) e aumentou a producdo de IFN-y. Em individuos
asmaticos atopicos, asmaticos ndo atépicos e controles, ocorreu 0 aumento significativo da
producéo de IL-10 em resposta ao estimulo do As-MIF (PAARK et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Producdo e analise in silico do antigeno recombinante do Trichuris trichiura homdlogo
ao fator inibidor de migracdo de macréfagos (rTt-MIF) e avaliacdo do seu efeito em cultura de
células monomorfonucleares de sangue periférico (CMSP) de individuos atopicos e ndo

atopicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacéo in silico do Tt-MIF;
2. Expressar e purificar o antigeno recombinante Tt-MIF;
3. Avaliar o efeito do rTt-MIF sobre a producéo de citocinas IL-10, IFN-y, IL-5 e IL-

17A por CMSP de individuos atdpicos e ndo atopicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA SEQUENCIA CODIFICADORA DO Tt-MIF

A partir de uma biblioteca de cDNA do Trichuris trichiura, o cDNA que codifica o MIF
foi amplificado utilizando iniciadores especificos, clonado no plasmideo pGEM T easy em XL-
1blue e purificado utilizando o kit Illustra GFX (GE, Little Chalfont, Reino Unido), segundo
manual do fabricante. O produto purificado foi analisado em gel de agarose 1%, a concentracao
dosada no microdrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e sequenciado em empresa

especializada do ramo (Myleus, Minas Gerais, Brasil).

4.2 ANALISE IN SILICO DO Tt-MIF

Para a avaliacdo da estrutura primaria e secundaria da proteina codificada pelo gene do
Tt-MIF, foram utilizadas ferramentas de bioinformatica. Utilizando a sequéncia do cDNA do
Tt-MIF, obteve-se sua sequéncia peptidica com a ferramenta Translate tool
(http://web.expasy.org/translate/). A partir dessa sequéncia, foram avaliados alguns parametros
na estrutura primaria, como a existéncia de peptideo sinal com o uso do SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), avaliacdo das propriedades fisico-quimicos da
molécula pelo ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/), busca de dominios proteicos
conservados com o Pfam (http://pfam.xfam.org/) e avaliagdo da existéncia de epitopos
reconhecidos por células B com o BCPREDS (http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/). A estrutura
secundaria foi avaliada com o programa SOSUI (http://harrier.nagahama-i-
bio.ac.jp/sosui/sosui_submit.ntml) e a modelagem molecular por homologia realizada
utilizando o programa SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/).

4.3 SINTESE DA SEQUENCIA CODIFICADORA DO rTt-MIF
A sintese e clonagem do cDNA do Tt-MIF foram realizadas pela empresa DNA 2.0

(Newark, CA, EUA). A sequéncia do DNA sintetizado foi otimizada para a realizacdo da

expressdo em Escherichia coli utilizando algoritmo de otimizacgao de codons padronizado pela


http://web.expasy.org/translate/
http://pfam.xfam.org/
http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/
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prépria empresa. A sequéncia codificadora foi sintetizada e clonada no vetor de expressao

pD444-NH, que possui promotor T5, resisténcia a ampicilina e his-tag N-terminal.

4.4 TRANSFORMACAO DO PLASMIDEO DE EXPRESSAO

O plasmideo pD444-NH/ Tt-MIF foi transformado em bactérias E. coli da linhagem
BL21 (DE3) utilizando o protocolo de choque térmico — adaptado de Sambrook e Russel
(2000). Resumidamente, 50 uL de bactérias quimiocompetentes foram mantidas em gelo por 5
minutos para descongelar, sendo entdo adicionado 50 ng do plasmideo as bactérias e incubadas
em gelo por 10 minutos. Apos esse periodo, as bactérias foram aquecidas a 42° C, por 45
segundos, e depois incubadas em gelo por 2 minutos. Apos adi¢do de 1 mL de meio LB sem
antibiotico, o tubo foi colocado no agitador orbital por 1 hora a 37° C. A esse produto, foi
adicionado mais 9 mL de meio LB com 100 pg/mL de ampicilina (NovaFarma, Goiés, Brasil)

e incubados a 37° C por, aproximadamente, 16 horas, com rotacao de 130 rpm.

4.5 EXPRESSAOQ DO rTt-MIF

No dia seguinte ao pré-indculo, os 10 mL de cultura foram adicionados a 990 mL de
meio TB contendo 100 pg/mL de ampicilina, dividido em Erlenmeyers e incubados em agitador
a 130 rpm, 37° C. A densidade o6tica (DOsoo) foi observada em intervalos de 30 minutos até
alcancar a DOsoo de 0,500. A inducdo da expressao proteica na cultura foi realizada pela adigéo
de 1 mM de IPTG (Amresco, Solon, EUA). A inducéo da expressao da proteina foi realizada
por 24 horas em agitador com rotagdo de 130 rpm, 37° C. Apds o término da inducgéo, a cultura

foi centrifugada por 20 minutos a 8.000 rpm e a 4° C, para sedimentacao das bactérias.

4.6 LISE E PURIFICACAO DAS BACTERIAS CONTENDO O rTt-MIF

O sedimento da cultura foi ressuspenso com tampéo de lise — 20 mM de NaP pH 8,0, 15
mM de Imidazol (Sigma-Aldrich, Inc., Saint. Louis, EUA), 2 M de ureia (Sigma-Aldrich, Inc.,
Saint. Louis, EUA) e sonicado quatro vezes por 30 segundos com poténcia de 40 kHz, com
intervalos de 30 segundos, sempre mantido no gelo. Apds sonicagdo, foi adicionado DNase
(1:1000) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e colocado em agitacdo por 30 minutos a
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temperatura ambiente. O sonicado foi centrifugado por 20 minutos a 8.000 rpme a4°C, e o0
sobrenadante no qual a proteina se encontrava foi coletado e adicionado Triton X-100 na
concentracgéo final de 1% (Amresco, Solon, EUA) e homogeneizado.

Um volume de 1 mL de resina de agarose carregada com niquel (Qiagen, Hilden,
Alemanha) que possui afinidade pela his-tag da proteina foi adicionada a amostra, que foi
homogeneizada a 4° C por duas horas. Toda a amostra foi colocada em uma coluna de vidro
para realizacdo da purificacdo. A amostra que passou pela coluna foi coletada e uma aliquota
separada para analise em SDS-PAGE. Apds isso, espera-se que toda a proteina esteja ligada a
resina retida no fundo da coluna. Foi adicionado o tampéo de lavagem (20 mM de NaP, 50 mM
de Imidazol, 1% de Triton X-100), que, ap0s passar pela resina, foi coletado e uma aliquota
separada para analise em SDS-PAGE. A eluicdo da proteina foi realizada com quatro tampdes
de eluicdo: tampédo B (20 mM de NaP, 50 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl), tampéo C (20
mM de NaP, 100 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl), tampéo D (20 mM de NaP, 200 mM de
Imidazol, 300 mM de NaCl) e o tampéo E (20 mM de NaP, 500 mM de Imidazol, 300 mM de
NaCl). O eluato de cada tampéo foi coletado e armazenado a -20° C, de todos foi retirada uma

aliquota para analise em SDS-PAGE.

4.7 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO E PURIFICACAO DO rTt-MIF

As amostras da cultura, antes e apés adicdo do IPTG, foram analisadas em gel de
poliacrilamida a 15% corado com Comassie Blue (Sigma-Aldrich, Inc., Saint. Louis, EUA).
Todas as amostras da purificacdo também foram analisadas em gel de poliacrilamida a 15%
corado com Comassie Blue. Um Western blot foi realizado para confirmar a presenca da
proteina, utilizando como anticorpo primario um mouse anti-his-tag 1:3000 (GE, Little
Chalfont, Reino Unido) e como anticorpo secundario uma IgG anti-mouse conjugado a
fosfatase alcalina 1:3000 (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

4.8 DIALISE DO rTt-MIF
Para eliminacédo de excesso de reagentes dos tampdes de eluicao, foi realizada a dialise

do conteudo da eluigdo contendo a proteina purificada. A amostra foi colocada em membranas
de dialise de 3,5 kDa (Spectrum Inc., Califérnia, EUA), em solucdo tampdo contendo PBS 1X
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em agitacao por quatro horas, a 4° C. Repetiu-se este passo mais uma vez, totalizando oito horas

de dialise.

4.9 QUANTIFICACAO DO CONTEUDO PROTEICO

A dosagem da proteina dialisada foi realizada pelo método de Lowry modificado.
Resumidamente, foi feita uma curva padrdo com BSA (Sigma-Aldrich, Inc., Saint. Louis, EUA)
de 40 a 0,3125 mg/mL e a diluicdo da proteina até oito vezes. Foi adicionado, em cada pogo,
25 uL do reagente A (Bio-Rad, Califérnia, EUA), depois mais 200 pL do reagente B (Bio-Rad,
Califérnia, EUA). A reacdo foi mantida no escuro por 15 minutos e, entdo, foi realizada a leitura

em espectrofotbmetro em 750 nm.

4.10 DOSAGEM DE ENDOTOXINA

Uma aliquota da proteina dialisada foi utilizada para dosagem de endotoxina com o kit

QCL-1000 (Lonza, Basel, Suiga), seguindo as instru¢des do fabricante.

4.11 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO rTt-MIF PARA ENSAIOS IN VITRO

Foi realizado o cultivo de CMSP de seis individuos (trés atopicos e trés ndo atdpicos),
no qual foram testadas trés concentracdes do rTt-MIF: 12,5, 25 e 50 pug/mL. No sobrenadante
desse cultivo foram dosadas as citocinas IL-10, IFN-y ¢ IL-5 e, a partir do observado nesses

resultados, determinada a melhor concentracdo do rTt-MIF para os demais ensaios.

4.12 SELECAO DOS INDIVIDUOS ESTUDADOS

Um total de 35 individuos voluntarios se submeteram a teste de puntura cutanea com
extrato de Blomia tropicalis, Dermatophagoides pteronyssinus, epitélio de céo, epitélio de gato,
Blatella germanica, Periplaneta americana, solugdo de NaCl 0,9% e histamina (controle
positivo) utilizando kits de alérgenos da ALERGOTINA (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os

voluntarios se submeteram, também, a coleta de sangue para obtencdo de soro para
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determinacdo de anticorpos IgE especificos para Blomia tropicalis e Phadiatop (pool de
aeroalérgenos) pela técnica de ImmunoCAP (Phadia Diagnostics AB, Uppsala, Suécia).

Foram considerados positivos ao teste cutaneo os individuos com papula igual ou maior
do que 3 mm para qualquer um dos antigenos testados. No ImmunoCAP foram considerados
positivos os individuos com valores superiores a 0,70 KU/L.

Para serem incluidos nos ensaios, os individuos deveriam ser maiores de 18 anos e terem
obtidos ambos os resultados do teste de puntura e do ImmunoCAP positivos, para serem
classificados como atdpicos, ou negativos para serem classificados como ndo atopicos. Os
individuos que obtiveram resultado negativo para um teste e positivo para o outro foram
excluidos dos ensaios.

A partir desses resultados foram selecionados 14 individuos considerados atopicos e 12

individuos considerados ndo atopicos.

4.13 CULTIVO DE CELULAS MONOMORFONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(CMSP)

Sangue periférico foi coletado dos 26 doadores voluntarios em tubo de coleta com
EDTA (Vaculplast, Sdo Paulo, Brasil). Todo o sangue coletado de cada individuo foi diluido
1:2 em PBS 1x contendo 0,02 M de EDTA (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e entéo adicionado,
lentamente, a tubos contendo Ficoll-paque (GE, Little Chalfont, Reino Unido). As células
monomorfonucleares foram separadas das demais células brancas e hemacias por centrifugacéo
de 2.500 rpm por 10 minutos na presenca de Ficoll-paque. As células foram coletadas em um
novo tubo contendo meio RPMI (Gibco, Auckland, Nova Zelandia) e lavadas duas vezes, cada
vez por 30 minutos centrifugadas a 1.200 g. Apés a ultima lavagem, as células foram
ressuspensas em meio RPMI suplementado com 25 mM de HEPES (Sigma-Aldrich, Inc., Saint.
Louis, EUA), 42 mM de L-glutamina (Gibco, Auckland, Nova Zeléandia), 1:50 de Penicilina-
streptomicina (Sigma-Aldrich, Inc., Saint. Louis, EUA) e 2% de soro AB (Sigma-Aldrich, Inc.,
Saint. Louis, EUA) e contadas utilizando azul de Trypan (Sigma-Aldrich, Inc., Saint. Louis,
EUA) na diluicdo 1:100. Em cada poco da placa foram cultivadas 1x10® células no volume
final de 200 L.

Foram realizados cultivos das células por 24 e 120 h em incubadora com 5% de COz2, a
37° C, para todos os individuos, cada um possuia po¢os em duplicata contendo: meio de cultivo
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sem estimulo (controle negativo), 12,5 pug/mL de rTt-MIF, 2,5 pg/mL de PWM (controle
positivo para IFN-y, IL-5 e IL-17A) e 10 ng/mL de LPS (controle positivo para IL-10). Nos
po¢os em que ndo havia o mitdégeno LPS foi adicionada 20 pg/mL de Polimixina B (Gibco,

Auckland, Nova Zeléandia) para inativar endotoxinas presentes no cultivo.

4.14 DOSAGEM DE CITOCINAS

Apbs o tempo estabelecido de cada cultivo, as células foram centrifugadas e os
sobrenadantes coletados e armazenados a -20° C até o momento da dosagem de citocinas. Foram
dosadas por kits comerciais IL-10, IFN- vy, IL-5 (BD Pharmingen, San Diego, EUA) e IL-17A
(Affymetrix eBioscience, San Diego, EUA) seguindo as orientacdes do fabricante. As citocinas
IL-10 e IFN- y foram dosadas nos sobrenadantes dos cultivos de 24 h, enquanto as citocinas IL-

5 e IL-17A foram dosadas nos sobrenadantes dos cultivos de 120 h.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

O conjunto de dados obtido de cada citocina foi analisado separadamente, pelo
programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, EUA), sendo todos
submetidos aos testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino-Pearson
(recomendado pelo programa utilizado), considerados normais quando o p valor do teste foi
maior que 0,05, e ndo normais quando o p valor foi menor que 0,05. Com base nos resultados
dos testes de normalidade, utilizamos o teste t pareado para comparar condi¢cbes que se
apresentavam com distribuicdo normal, e o teste de Wilcoxon para as condic¢des pareadas que
ndo se apresentavam com distribuicdo normal. Para comparar condigdes independentes foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

As condi¢bes comparadas foram entre a producdo das citocinas sem estimulo e
estimuladas pelo rTt-MIF pelas CMSP de individuos atdpicos e de individuos ndo atopicos.

Também foi comparada a producgéo das citocinas entre os individuos atépicos e ndo atdpicos.


http://stats.stackexchange.com/questions/138711/dagostino-pearson-vs-shapiro-wilk-for-normality
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4.16 COMITE DE ETICA

Este trabalho possui aprovacio do Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Bahia
da UFBA (CEP/FMB/UFBA), sob o numero de parecer 1.217.086. O parecer consubstanciado
do CEP encontra-se anexado ao final desta dissertagéo.
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5 RESULTADOS

5.1 SEQUENCIA CODIFICADORA DO Tt-MIF

A partir da biblioteca de cDNA do Trchuris trichiura, obtivemos a seguinte sequéncia
codificadora do MIF:

Figura 1 — Sequéncia codificadora resultante de sequenciamento do cDNA do Tt-MIF. A sequéncia
possui um total de 342 pares de base

5 ATGCCTATCTTTACTTTTAATACGAACGTTCCTTCCGAGAACATTTCCGTCGATTTCCT
GAAGAGCACAAGCAAGTTGATAGCCGGTATGCTCGGCAAACCAGAATCGTACGTCGCA
GTTCATATAAACGGTGGACAAAAGATAACGTTCGGTGGTACCGACGCCCCAGCTGGCTT
CGGGCAGTTGTTGTCGCTTGGCGGAGTTGGTGGCGAAAAGAACCGTAGTCACTCCGCCA
AACTATTCAAGCATTTAACTGACGGTCTCGGCATACCTGGCAACCGCATGTACATCAATT
TCGTCGACATGCGTGGCAGCGATGTTGGATACAATGGGTCGACTTAA S

Fonte: elaborada pela autora

O sequenciamento possibilitou o conhecimento da sequéncia completa da molécula,
visto que o banco de dados comumente utilizado ndo a possui, como se pode ver abaixo pelo
alinhamento entre a sequéncia obtida e a depositada no banco de dados, utilizando a ferramenta
de bioinformatica MUSCLE.



36

Figura 2 — Comparacdo entre as sequéncias de cODNA do Tt-MIF do banco de dados (NCBI) e a obtida
pelo sequenciamento (Tt-MIF do LAA). Destacadas, em vermelho, as bases que, na sequéncia
depositada no banco de dados, ndo eram conhecidas
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ARGLGCACRR AR TTATAGC G TATGCTCGECAR L CCAGRATCETACGTCECRAGTT
ARG GCACRR AR TTGATAGC G TATGCTCGECARL CCAGRA TCGTRACGTCECAGTT

FEEEF A EREFF I FEEI I FFI A I ERII I T FFI A E T RE I I A A A TR I I IS E T I R E AR

TATARACGETGGACAR AR AT R COTTCGET GETACCGRACGICCCAGCTGECTTCGE:
TATARACGETGEACAR LR AATARCGTTTGET GETACCGRACGOCCCAGCTGECTTCGEE

FEEFFFETFFIFIFEETIIIFTFIFIFFERIIITFY FERFEFF A A EERE I IS A AR A AR

CAGTTGTTGICGCTIGLCGEAGT TGO TGECCRARL A CARCCCTAGTCACTCCGCCAARCTR
CAGTTIGTTGICOCTIGLCGEAGTTGETGECaRALL A AR CCGTAGT CACTCCGCCAARCTR

EFEAFERERF IR LI R RS IR A S IR RS I TR A A A E R RS AT A A E R F AT A A E R AR kN

TTCARRGCATTTRARCTGRACGEICTCGECATACCTGECARCCGCAT ETACATCARTTTCGTC
TTCRRGCATTTARCTCACGETCTOGECATTCCTGECARCCECAT G TACATCARCTTCOGTC

FEEEFFFFETFIFIETFFFFIETFIFIFEETRFFFETFTS T FFRETFIFIFETEFF RIS FERTE KRk EEE

GACARTGCEIGECAGCCATGTTGGATACARTGEEICGACT ———TAR
GACATGCETGECAGCCATGTTGRATACALTGGETCGACTTTCTAR

e e &k E

Fonte: elaborada pela autora

5.2 ANALISE IN SILICO DO Tt-MIF

A sequéncia proteica obtida ap6s a traducdo da sequéncia codificadora do Tt-MIF

utilizando a ferramenta Translate Tool foi:

Figura 3 — Sequéncia proteica do rTt-MIF

MPIFTEFNTNVPSENISVDFLKSTSKLIAGMLGKPESYVAVHINGGQ
KITFGGTDAPAGFGQLLSLGGVGGEKNRSHSAKLFKHLTDGLGIPG
NRMYINFVDMRGSDVGYNGST Stop

Fonte: obtida pela ferramenta Translate Tool

Apols submissdo dessa sequéncia a analise pelo programa ProtParam, diversas

caracteristicas fisico-quimicas da proteina foram obtidas, como se pode observar na tabela

abaixo.


http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.16225,1,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.16225,1,30
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.16225,1,95
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.16225,1,102
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do rTt-MIF obtidas in silico com o programa ProtParam (kDa
= kilodaltons)

Caracteristicas rTt-MIF
Numero de aminoacidos 113
Peso molecular ~12KDa
Ponto isoelétrico tedrico 9.05
Estimativa de meia-vida (in vivo em E. coli) >10 horas
indice de instabilidade 23.88 (estavel)
Indice alifatico 77.61

Fonte: elaborada pela autora

Ao utilizar outras ferramentas de analise da sequéncia proteica foram obtidas as
seguintes caracteristicas: com o Psort, que prediz a localizacdo celular da proteina, foi indicada
a localizacdo do rTt-MIF como sendo citoplasmatica com confiabilidade de 94.1%; com o
SignalP, que identifica a presenca e a localizacdo de peptideo sinal, foi mostrado que a proteina
ndo possui peptideo sinal; com o SOSUI, que determina se a proteina é solGvel ou
transmembrana, foi observada que a proteina é soluvel. Para confirmar que a proteina,
realmente, € homdloga ao MIF humano, foi utilizada a ferramenta Pfam, que identifica
dominios conservados em familias e reconheceu na sequéncia o dominio da familia MIF. O
BCPREDS, que identifica epitopos reconhecidos por células B, identificou dois possiveis
epitopos reconhecidos por essas células na sequéncia do rTt-MIF (Figura 4).

Figura 4 — Epitopos do rTt-MIF reconhecidos por células B. O score > 0,9 indica grande confiabilidade
(CHEN et al., 2007)

Position Epitope
| Position | Epitope | Score

41 ’ HINGGQKIT FGSTDAPE&GFGI 0.998 ]

84 ||LTDGLGIPGNRMYINFVIMR|| 0976 |

Fonte: obtida pelo programa BCPREDS
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Também foi possivel realizar a modelagem da proteina em 3D por homologia de
sequéncias semelhantes, neste caso a do MIF de Trichinela spiralis, que possui sua estrutura
cristalogréafica depositada no PDB (Protein Data Bank), pelo Swiss-Model. O modelo
produzido indica que a estrutura secundaria da proteina forma uma estrutura em trimero

semelhante aos demais MIFs e possui seis alfa-hélices e nove folhas beta.

Figura 5 — Estrutura 3D do Tt-MIF obtida por modelagem por homologia com o Swiss-Model. O
modelo construido se baseia em estruturas de proteinas semelhantes depositadas do PBD (Protein Data
Bank). Em A, a visdo superior; em B, a visdo lateral. Em azul, os pares de base iguais a sequéncia do
banco de dados; e, em vermelho, os pares de base que diferem entre as sequéncias

A B

Fonte: elaborada pela autora

5.3 SINTESE DA SEQUENCIA CODIFICADORA DO rTt-MIF

Apds o sequenciamento e analise, foi possivel obter a sequéncia de cDNA do Tt-MIF,
A sequéncia obtida foi enviada para sintese e clonagem na empresa DNA 2.0 (Newark,
Califérnia, EUA). A sequéncia foi otimizada para expressao proteica em organismo procarioto
(Codon usage), substituindo codons na sequéncia original do cDNA por c6dons mais utilizados
pelo hospedeiro no qual foi realizada a expressdo, sem modificar a sequéncia proteica. O

plasmideo de expressdo contendo a sequéncia otimizada pode ser visualizado na Figura 6.
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Figura 6 — Desenho do plasmideo pD444-NH. O plasmideo pD444-NH possui gene de resisténcia a
ampicilina (Ampicilin_r), origem de replicacdo que permite producdo maior que 500 cépias do
plasmideo por célula (Ori_pUC), promotor T5 flanqueado por operadores lac que permite a expressdo
induzida por IPTG (P_T5_inducible; lacO1, lacO); local de ligacéo forte de ribossomo (Strong RBS);
uma his-tag N-terminal

BabEL] Hpal

Alwdl

BapEl

rTt-MIF

1200

,,;é) '?.% ‘sa-"' Term_rpoC

Fonte: elaborada pela empresa DNA 2.0

5.4 EXPRESSAO, PURIFICACAO E DOSAGEM DE ENDOTOXINA

Apbs transformacdo das bactérias BL21(DE3), crescimento do indculo e indugdo com
1 mM de IPTG por 24 horas, foi realizado um teste de solubilidade em quatro aliquotas da

cultura, sendo testada em cada aliquota um tampdo de lise com diferente concentragdo de ureia.
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Foi observado que a proteina foi solubilizada utilizando 2 M de ureia durante a lise das

bactérias.

Figura 7 — SDS-PAGE do rTt-MIF incubado com diferentes concentracfes de ureia no tampao de lise.
A proteina fica solivel com 2 M de ureia. PM = Padrdo molecular
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Fonte: elaborada pela autora

ApoOs a expressdo da proteina, a mesma foi purificada utilizando diferentes
concentracdes de Imidazol, que compete com a his-tag expressa na proteina pela ligacdo com

0 niquel da resina, para obter a proteina pura. A purificacdo levou a obtencéo do rTt-MIF livre

de proteinas das bactérias.
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Figura 8 — SDS-PAGE da purificacdo do rTt-MIF. PM = padrdo molecular. AL = antes da lise. SL =
sobrenadante do lisado. Tampdes: B (20 mM de NaP, 50 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl), C (20
mM de NaP, 100 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl), D (20 mM de NaP, 200 mM de Imidazol, 300
mM de NaCl) e E (20 mM de NaP, 500 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl)
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Fonte: elaborada pela autora

Foi confirmado que a banda visualizada é realmente a proteina de interesse, pela
realizacdo do Western-blot com anticorpo primério anti-his-tag, que marcou somente a banda

que, no SDS-PAGE, ja era visualizada como sendo o rTt-MIF.
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Figura 9 — Western-blot de confirmacdo da expressdo e purificacdo do rTt-MIF. PM = padrdo
molecular. Bnt = bactéria ndo transformada; 24 h = 24 horas de cultivo; B = tamp&o B (20 mM de NaP,
50 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl); E = tampéo E (20 mM de NaP, 500 mM de Imidazol, 300 mM
de NaCl)
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Fonte: elaborada pela autora

Ap0s dosagem de proteina, foi determinada a concentracdo de 2,4 mg/mL do rTt-MIF
purificado e dialisado. Pelo teste de dosagem de endotoxina foi detectada uma concentracao de
1,9 EU/mL na proteina purificada e dialisada. Sendo assim, ao utilizar 12,5ug/mL do rTt-MIF

cada pogo do cultivo celular também contém 0,009 unidades de endotoxina (EU).

5.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO rTt-MIF PARA ENSAIOS IN VITRO

No cultivo para a determinagdo da melhor concentracdo do rTt-MIF a ser utilizada para
estimular CMSP, a producéo de IL-10 foi semelhante nas trés concentragfes (Figura 10). A
producdo de IFN-y apresentou reduc¢ao dose dependente pelas CMSP de dois individuos, mas
permaneceu praticamente inalterada nas trés concentragdes pelos outros quatro individuos
(Figura 11). A producéo de IL-5 se manteve semelhante nas trés concentragdes (Figura 12). Por
ndo ter ocorrido diferenca significante na producdo das citocinas, a concentracao de 12,5 pg/mL
foi escolhida para evitar excesso de estimulo que pudesse levar a apoptose das células e, assim,

prejudicar o cultivo celular.
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Figura 10 — Producéo de IL-10 por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com

diferentes concentra¢des do rTt-MIF (n=6)
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 11 — Producéo de IFN-y por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com

diferentes concentracdes do rTt-MIF (n=6)
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Figura 12 — Producdo de IL-5 por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com
diferentes concentra¢des do rTt-MIF (n=6)
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Fonte: elaborada pela autora
5.6 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS ESTUDADOS

Foram estudados vinte e seis individuos com média de idade de 27,35 anos (dp + 5,79),
sendo de 27,64 anos (dp + 6,8) a média de idade dos individuos atopicos e de 27 anos (dp +
4,63) a media de idade dos individuos néo atopicos.

Observando o total de individuos estudados houve uma maior quantidade de individuos
do sexo feminino (65,38%) e uma menor quantidade de individuos do sexo masculino (34,
62%). Entre os individuos atopicos a maior porcentagem (71,42%) foi de individuos do sexo
feminino, assim como entre os individuos nao atépicos (58,33%).

Nos individuos atdpicos, a média de IgE sérica especifica para B. tropicalis foi de 22,49
kU/L (dp £ 25,83) e a média de IgE especifica sérica para aeroalérgenos (Phadiatop) foi de
12,65 kU/L (dp = 21,19). Nos individuos ndo atdpicos, a média de IgE especifica para B.
tropicalis foi de 0,1017 KU/L (dp £ 0,005774) e a média de IgE especifica para aeroalérgenos
(Phadiatop) foi de 0,1517 kU/L (dp £ 0,09713).
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Tabela 2 — Caracterizacdo dos individuos estudados

Atopicos (N=14) Na&o atopicos (N=12)
Género
Feminino 10 (71,42%) 7 (58,33%)
Masculino 4 (28,57%) 5 (41,66%)
Idade 27,64 anos (dp £ 6,8) 27 anos (dp + 4,63)
IgE Blomia tropicalis 22,49 kU/L (dp + 25,83) 0,1017 KU/L (dp = 0,005774)
IgE Phadiatop* 12,65 kU/L (dp = 21,19) 0,1517 kU/L (dp = 0,09713)

*Phadiatop = pool de aeroalérgenos (poeira domiciliar, Dermatophagoides pteronyssinus e D. farinae)

Fonte: elaborada pela autora

5.7 INFLUENCIA DO rTt-MIF SOBRE A PRODUCAO DE CITOCINAS POR CMSP

O rTt-MIF induziu um efeito estimulatério significativo sobre as CMSP, tanto dos
individuos atopicos quanto dos individuos ndo atopicos, na producgéo de IL-10 (Figura 13). O
controle positivo deste ensaio (10ng/mL de LPS) induziu a produgdo média de 294 pg/mL (dp
+ 200,7) de 1L-10 pelas células dos individuos atopicos e de 370,6 pg/mL (dp £ 258,6) de IL-
10 pelas células dos individuos ndo atopicos.

No caso das citocinas IFN-y, IL-5 e IL-17, o rTt-MIF ndo obteve efeito significativo
sobre as CMSP na producdo destas citocinas (Figuras 14-16). O controle positivo deste ensaio
(2,5 pg/mL de PWM) induziu a producdo média de; 104,8 pg/mL (dp + 99,79) de IFN-y pelas
células dos individuos atopicos e de 114,7 pg/mL (dp £ 91,56) de IFN-y pelas células dos
individuos ndo atopicos; 20,42 pg/mL (dp + 21,2) de IL-5 pelas células dos individuos atopicos
e de 9,24 pg/mL (dp £ 10,85) de IL-5 pelas células dos individuos ndo atopicos; e 14,72 pg/mL
(dp = 29,54) de IL-17A pelas células dos individuos atopicos e de 7,45 pg/mL (dp + 9,07) de
IL-17A pelas células dos individuos néo atdpicos.

Na tabela 3 pode-se observar a diferenca na producdo de cada citocina em relacéo ao
estimulo pelo rTt-MIF. O efeito do rTt-MIF sobre a produgéo das citocinas variou desde ndo
induzir a producdo até reduzir ou aumentar a producao, o que pode ser observado na tabela 4.
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Tabela 3 — Efeito do rTt-MIF sobre a producdo média de citocinas por células monomorfonucleares do
sangue periferico. Resultados expressos como a diferenca na concentragdo de citocinas em pg/mL e erro
padrdo da média, entre as células estimuladas pelo rTt-MIF e as ndo estimuladas

Atépicos (N=14)

Producéo média de citocinas
Nao atopicos (N=12)

IL-10 49,15 (11,29) 46,17 (8,13)

IFN-y 0,135 (0,1679) 0,4683 (0,3634)
IL-5 -2,27 (1,468) 0,06667 (0,239)
IL-17A -0,055 (0,07725) -0,1475 (0,1475)

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 4 — Efeito do rTt-MIF sobre a producdo de citocinas por células monomorfonucleares do sangue
periférico. O ndmero apresentado representa o nimero de individuos nos quais foi observado o efeito
indicado: sem efeito, reducdo ou aumento da producéo da citocina. *Sem efeito = producéo de citocina
igual a zero, assim como pelas células néo estimuladas

Citocinas Atopia Efeito sobre a producéo das citocinas
Sem efeito* (%) Reducédo (%) Aumento (%)
IL-10 Atopicos 0 (0) 0 (0) 14 (53,84)
Né&o atopicos 0 (0) 0 (0) 12 (46,15)
IFN Atopicos 9 (34,61) 2 (7,69) 3(11,53)
Né&o Atdpicos 7 (26,92) 2 (7,69) 3(11,53)
IL-5 Atdpicos 8 (30,76) 5(19,23) 1(3,84)
N4o atépicos 7 (26,92) 3(11,53) 3(11,53)
IL-17A Atopicos 12 (46,15) 1(3,84) 1(3,84)
N&o atdpicos 11 (42,30) 1(3,84) 0 (0)

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 13 — Produc&o de IL-10 por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com o rTt-MIF. Em A, a producdo de 1L-10 pelas células dos

individuos atopicos (N=14) foi significante P=0,0001 (Wilcoxon test). Em B, a producdo de IL-10 pelas células dos individuos ndo atopicos (N=12) foi
significante P=0,0005 (Wilcoxon test)
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Fonte: elaborada pela autora
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Figura 14 — Producgdo de IFN-y por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com o rTt-MIF. Em A, a producdo de IFN-y pelas células
dos individuos atépicos (N=14) ndo foi significante P=0,8125 (Wilcoxon test). Em B, a producdo de IFN-y pelas células dos individuos ndo atopicos (N=12)

ndo foi significante P=0,4375 (Wilcoxon test)
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Figura 15 — Producdo de IL-5 por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com o rTt-MIF. Em A, a produgdo de IL-5 pelas células dos
individuos atépicos (N=14) néo foi significante P=0,1563 (Wilcoxon test). Em B, a produc¢éo de IL-5 pelas células dos individuos ndo atopicos (N=12) néo foi
significante P > 0,9999 (Wilcoxon test)
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Figura 16 — Producéo de IL-17A por células monomorfonucleares do sangue periférico estimuladas com o rTt-MIF. Em A, a produgdo de IL-17A pelas células

dos individuos atépicos (N=14) ndo foi significante P > 0,9999 (Wilcoxon test). Em B, a producgdo de IL-17A pelas células dos individuos ndo atopicos (N=12)
ndo foi significante P > 0,9999 (Wilcoxon test)
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Quando comparados 0s mesmos estimulos entre as células de individuos atopicos e ndo
atopicos, ndo houve diferencas estatisticamente significantes para qualquer uma das citocinas
dosadas (Figuras 17-20).

Figura 17 — Comparagéo da produgéo de IL-10 por células monomorfonucleares do sangue periférico
estimuladas com o rTt-MIF provenientes de individuos atépicos (N=14) e ndo atopicos (N=12). Ndo
houve diferenca estatisticamente significante (Mann Whitney test)
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 18 — Comparagdo da producgdo de IFN-y por células monomorfonucleares do sangue periférico
estimuladas com o rTt-MIF provenientes de individuos atépicos (N=14) e ndo atdpicos (N=12). Nao
houve diferenca estatisticamente significante (Mann Whitney test)
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Figura 19 — Comparacdo da producdo de IL-5 por células monomorfonucleares do sangue periférico

estimuladas com o rTt-MIF provenientes de individuos atopicos (N=14) e ndo atdpicos (N=12). Nao
houve diferenca estatisticamente significante (Mann Whitney test)
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 20 — Comparacéo da producéo de IL-17A por células monomorfonucleares do sangue periférico

estimuladas com o rTt-MIF provenientes de individuos atépicos (N=14) e ndo atdpicos (N=12). Nao
houve diferenca estatisticamente significante (Mann Whitney test)
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6 DISCUSSAO

A obtencdo da sequéncia de cDNA completa do Tt-MIF possibilitou o conhecimento de
bases que faltavam na sequéncia disponibilizada no banco de dados. Agora, a sequéncia pode
ser depositada contendo cinco timinas, nas posic¢des 6, 12, 15,18 e 21; uma citosina na posi¢do
9; duas adeninas nas posic¢des 19 e 20.

Com a avaliacdo da sequéncia, foram obtidos diversos dados importantes para
compreender o comportamento da proteina e suas possiveis funcbes (GASTEIGER et al.,
2005). Conhecer o peso molecular da proteina permite acompanhar com mais facilidade o
processo de purificacdo, pois torna possivel identificar no SDS-PAGE o que corresponde a
proteina ao comparar com o padrdo. O peso molecular tedrico calculado pela ferramenta de
bioinformatica foi de ~12 kDa; adicionando o peso molecular da his-tag de ~1 kDa torna
possivel compreender a identificacdo no SDS-PAGE da banda de ~14 kDa como sendo o rTt-
MIF, o que posteriormente foi confirmado pelo Western blot.

A producdo heter6loga de proteinas soltveis em concentracdes suficientes para utilizar
em ensaios posteriores € um grande desafio devido a alta probabilidade de insolubilidade dessas
proteinas, 0 que implica muitas tentativas de solubilizacdo que podem levar a perda de
conformacdo e até de atividade bioldgica (SINGH; PANDA, 2005). Utilizando o SOSUI
(HIROKAWA; BOONCCHIENG; MITAKU, 1998), ferramenta que distingue proteinas
solUveis de proteinas de membrana, a identificagcdo do rTt-MIF como proteina soltvel auxiliou
na escolha do método de purificacdo. O ponto isoelétrico (pl) da proteina indica o pH no qual
a proteina tem carga nula, assim é o pH em que ela se apresenta com menor solubilidade. Dessa
forma, é possivel melhorar a purificacdo da proteina ao utilizar tamp8es com pH menor ou
maior que o pl tedrico. No caso do rTt-MIF, que apresenta ponto isoelétrico tedrico de 9.05,
manter o pH dos tamp®es abaixo do pl garantiu a solubilidade da mesma.

A meia-vida de uma proteina é o tempo que leva para que uma determinada quantidade
da mesma seja reduzida a metade. A meia-vida de proteinas é altamente dependente do
amino&cido N-terminal (N-end rule) (BACHMAIR; FINLEY; VARSHAVSKY, 1986), sendo
que a metionina € um dos aminoacidos que promove maior meia-vida. O rTt-MIF possui uma
metionina N-terminal que, apds sua excisdo, expde uma prolina, que também possibilita alta
meia-vida, o que explica a meia-vida > 10 horas in vivo em E. coli do rTt-MIF, identificada
pela ferramenta de bioinformética. Quando comparado a Hsp70 de Megalobrama
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amblycephala, uma proteina altamente conservada e de alta estabilidade, que também possui
meia vida > 10 horas in vivo em E. coli, é possivel entender que o rTt-MIF possui uma meia-
vida alta (TRAN; JAKOVLI; WANG, 2015).

O indice de instabilidade fornece uma estimativa da estabilidade da proteina em um tubo
de ensaio, prevendo a instabilidade pelo célculo da soma ponderada de dipeptideos, que
ocorrem mais frequentemente em proteinas instaveis quando comparadas as proteinas estaveis.
A proteina cujo indice de instabilidade é menor do que 40 ¢ prevista como estavel; e com um
valor superior a 40, é prevista como possivelmente instavel (GURUPRASAD; REDDY;
PANDIT, 1990). Esse é mais um indicador do rTt-MIF, que confirma a estabilidade da proteina
devido ao valor calculado ter sido de 23.88.

O indice alifatico (Al) de uma proteina é definido como o volume relativo ocupado por
cadeias alifaticas laterais (alanina, valina, isoleucina e leucina) e € considerado como um fator
positivo para 0 aumento da estabilidade térmica das proteinas globulares (IKAI, 1980). Assim,
qguanto maior o valor calculado do Al melhor a termoestabilidade da proteina. Quando
comparado o Al da fosfoglicerato cinase (105.3) de uma bactéria termofilica com o Al do rTt-
MIF (77.61), torna possivel supor que esta proteina possui estabilidade térmica razoavel.

Proteinas que possuem o chamado peptideo sinal tem sua passagem direcionada pela
membrana do reticulo endoplasmatico para a membrana citoplasmatica, ou para outros locais
da célula, sendo este posteriormente clivado. Assim, quando uma proteina ndo possui peptideo
sinal, e dito que esta est4d madura (PETERSEN et al., 2011). No rTt-MIF ndo foi identificado
nenhum peptideo sinal, indicando que a proteina estd madura.

A identificacdo de epitopos em proteinas é importante para o desenvolvimento de
vacinas baseadas em peptideos, testes de imunodiagndstico e producdo de anticorpos. Assim, a
identificacdo de dois epitopos na sequéncia do rTt-MIF capazes de ativar células B indica que
esta molécula pode ser utilizada na construcéo de uma vacina. Contudo, séo necessarios estudos
mais aprofundados do efeito sobre as células B do reconhecimento desses epitopos
(DAKAPPAGARI et al., 2000; NARDIN et al., 2001).

A producdo do rTt-MIF na quantidade de 2,4mg/mL e soltvel foi importante para que
fosse possivel testar seu efeito sobre a producdo de citocinas em cultivo de CMSP e, assim,
conhecer sua acdo potencial em estratégias terapéuticas de doencas inflamatdrias.

Em estudos envolvendo cultivo celular in vitro, é necessario considerar a possivel

influéncia de endotoxinas sobre as condicOes que serdo avaliadas, principalmente se tratando
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de antigenos recombinantes gerados em E. coli. Para isso, detectamos a quantidade de
endotoxina presente no rTt-MIF de 1,9UE/mL, portanto 0,009 UE por poco de cultivo, o que,
guando comparado ao aceitavel pela comunidade internacional para formulacdes de pesquisas
pré-clinicas, € uma quantidade aceitadvel (MALYALA; SINGH, 2008). Tendo em vista que a
quantidade de endotoxina necessaria para ativacdo varia de acordo com o tipo celular
(GORBET; SEFTON, 2005), foi adicionada aos pogos de cultivo que ndo continham o
mitogeno LPS a quantidade de 20ug/mL de polimixina B, que neutraliza a acao de endotoxinas
(CARDOSO et al., 2007; TSUZUKI et al., 2001).

A citocina IL-10, produzida por diversos tipos celulares, como células da imunidade
inata e da imunidade adaptativa, € uma citocina regulatoria importante capaz de imunomodular
0 hospedeiro suprimindo respostas inflamatdrias exacerbadas existentes; ela atua tanto para
garantir a homeostase, quanto na supressdo de respostas inflamatorias em doencas infecciosas
ou imunomediadas (BARNES, 2004). Dessa forma, a IL-10 possui a capacidade de inibir a acdo
das citocinas dos perfis Thl e Th2 e, como helmintos e seus derivados possuem predisposi¢do
a induzir 1L-10, a utilizacdo destes produtos, por consequéncia, reduziria a atuacdo desses
perfis, diminuindo sintomas e o avanco de doencas autoimunes e alérgicas (FALLON;
MANGAN, 2007; FIGUEIREDO et al., 2011; HAWRYLOWICZ et al., 2005; YAO et al.,
2013).

Assim, o fato do rTt-MIF ter induzido aumento da producédo de IL-10 pelas CMSP de
100% dos individuos atdpicos e ndo atopicos, quando comparado ao controle negativo, sugere
que esta proteina pode ter o efeito de imunomodular doencas inflamatorias, devido a acéo da
IL-10 produzida, como ja foi descrito com outros derivados de helmintos que também induzem
maior producédo de IL-10 (PITREZ et al., 2015; SCHNOELLER et al., 2008; VAN DEN
BIGGELAAR et al., 2000). Foi também observado, por outros autores, aumento de IL-10
induzido pelo MIF recombinante do Anisakis simplex em cultivo de CMSP de individuos
atopicos (PAARK et al., 2012).

O IFN-y é uma citocina caracteristica do perfil Thl, perfil que se contrapde ao perfil
Th2, mas também esta associada a exacerbagdo de algumas doencas inflamatorias (BAE et al.,
2016; RAMALINGAM et al., 2016). O rTt-MIF n&o ter induzido a producdo de IFN-y pelas
CMSP de 61,53% do total de individuos e ter reduzido a producdo de IFN- y pelas CMSP de
15,38% do total de individuos sugere o potencial da molécula em contribuir para a melhoria de

doencas imunomediadas caracterizadas pelo perfil Thl. Esse resultado é contrario ao observado
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por Paark e colaboradores (2012), no qual a utilizacdo do As-MIF em cultura de CMSP
estimulada com mitégeno aumentou a producdo de IFN-y, o que indica que os diferentes
homologos do hMIF podem agir de modo diferenciado.

A IL-5, uma citocina do perfil Th2, é uma das principais responsaveis pelas
manifestacdes clinicas das doencas alérgicas, por estimular a producéo e ativacdo de eosinofilos
e atrai-los para o sitio da inflamacdo (MUKHERJEE; SEHMI; NAIR, 2014). Ao analisar 0s
dados obtidos sobre o efeito do rTt-MIF de ndo ter induzido a producdo de IL-5 pelas CMSP
de 57,69% do total de individuos e ter reduzido a producao de IL-5 pelas CMSP de 30,76% do
total de individuos, pode indicar sua potencial acdo em diminuir sintomas alérgicos associados
a acdo de eosinofilos (DANILOWICZ-LUEBERT et al., 2013). A supressdo da expressdo de
IL-5 também foi observada em PBMC pelo rAs-MIF (PAARK et al., 2012; PARK et al., 2009).

A IL-17A é uma citocina envolvida com a patogénese de doencas autoimunes, alérgicas
e cancer (SONG; QIAN, 2013b) e tem especial envolvimento no aumento da gravidade da asma
pelo recrutamento e ativagdo de neutrdfilos (ALLEN; SUTHERLAND; RUCKERL, 2015). A
observacao de que o rTt-MIF nédo induziu a producdo de IL-17A pelas CMSP de 88,46% do
total de individuos e ter reduzido a producdo de IL-17A pelas CMSP de 7,69% do total de
individuos sugere o potencial da molécula para minimizar a participacdo de neutrofilos nas
doencas alérgicas. Esse efeito de supressao de I1L-17 também foi observado em modelo murino
de asma apds administracdo da AcCystatin (JI et al., 2015).

Quando observada a comparagdo entre a producdo das citocinas pelas CMSP dos
individuos atdpicos e dos individuos ndo atdpicos, ndo houve diferenca significativa entre o0s
grupos na producao de nenhuma das citocinas. Contudo, é possivel observar que as CMSP dos
individuos atopicos produziram mais IL-10 que as CMSP de individuos ndo atépicos. A
producéo de IFN-y foi menor pelas CMSP dos individuos atopicos, o que ¢ explicado devido
ao IFN- vy ser a citocina caracteristica do perfil Thl. A IL-5, citocina caracteristica do perfil

Th2, teve sua producdo maior pelas CMSP dos individuos atopicos.
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7 CONCLUSAO

A analise in silico da molécula possibilitou caracteriza-la como estavel, sollvel,
termoestavel e com meia-vida > a 10 horas. Outras caracteristicas obtidas, como o peso
molecular de ~12 kDa e o ponto isoelétrico de 9,05, auxiliaram na producéo do rTt-MIF. O rTt-
MIF foi expresso, purificado e dialisado, entdo obtido livre de proteinas da bactéria na
quantidade de 2,4 mg/mL e 1,9 EU/mL, o que permitiu sua utilizacdo nos ensaios subsequentes.

O efeito do rTt-MIF de aumentar a producdo de IL-10 pelas células
monomorfonucleares do sangue periférico de individuos atopicos e nao atépicos e ndo induzir
a producdo de IFN-y, IL-5 e IL-17A sugere que esta proteina pode possuir potencial
imunomodulador.

Diante das caracteristicas da molécula e seu efeito sobre a producéo de citocinas, mais
estudos, in vitro e em modelos experimentais, devem ser realizados visando a corroborar seu
potencial imunomudulador e aumentar o conhecimento de como essa proteina pode atuar para

a melhoria de doencas inflamatorias.
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