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Resumo 

 

CUNHA, E. M. F. Estudos estruturais e funcionais do Fator Inibitório da Migração dos 

Macrófagos de Leishmania major (LmMIF2) e de mutantes da região Carboxi-terminal. 2019. 

131p. Tese de Doutorado – Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão, 

Universidade de São Paulo, 2019. 

 
MIF é uma importante proteína pró-inflamatória e imunoreguladora que contribui para a 

patogenicidade de várias doenças, havendo uma correlação entre os níveis de MIF e a severidade 

dessas patologias. Ortólogos do MIF foram descritos em diversas espécies patogênicas ao homem, 

sugerindo que a produção desses ortólogos, por parasitas, tenha a função de modular a resposta imune, 

promovendo a sobrevivência dos parasitas no hospedeiro. Dessa forma, a caracterização estrutural e 

funcional de MIF2 de L. major pode contribuir para elucidar os aspectos envolvidos no mecanismo 

adotado pela Leishmania para evadir do sistema imune do hospedeiro, uma vez que já foi sugerido 

uma modulação de sistemas imunológicos de hospedeiros por outros parasitos que expressam MIF 

durante seu ciclo de vida. Neste trabalho, foi realizada caracterização estrutural em solução da MIF2 

de L. major e de mutantes com deleções de 05 e 10 aminoácidos na cauda C-terminal. MIF2 de L. 

major e as mutantes W107FΔ5, W65LΔ5 e WtΔ10 foram expressas em E. coli e purificadas do extrato 

solúvel por cromatografia de afinidade e detectada por SEC-MALS como trímero em solução (pH 7 e 

4). As análises de CD UV-distante mostram que as deleções na cauda C-terminal não ocasionaram 

alterações na estrutura secundária em relação à MIF2 e que as proteínas mantém sua estrutura 

secundária estável até extremos de pH, sugerindo comportamento de glóbulo fundido. Com relação à 

estrutura terciária, CD de UV-próximo em pH 7 mostra que a deleção na cauda C-terminal da MIF2 

ocasionou alterações no microambiente do triptofano. Esses dados foram confirmados pelas análises 

de fluorescência que mostraram que W107FΔ5, W65LΔ5 e WtΔ10 apresentaram deslocamento de 

λmáximo para a região do vermelho, indicando ambiente mais polar para este aminoácido. É possível 

observar para os mutantes W107F∆5 e Wt∆10 uma intensidade de fluorescência semelhante a da 

MIF2. O mutante W65L∆5 apresentou uma intensidade de fluorescência cerca de 50% menor do que a 

MIF2 recombinante evidenciando maior contribuição do W107 para a fluorescência da proteína. 

Espectros de fluorescência do ANS reforçam os resultados a respeito da existência de um estado de 

glóbulo fundido, umas vez que tanto MIF, quanto mutantes apresentaram mudanças na estrutura 

terciária em pHs mais ácidos (< 4,0). Os experimentos de Dicroísmo Circular utilizando concentrações 

de GdnHCl (0 – 6M) demonstram que a mutação de 10 aminoácidos na cauda C-terminal diminui a 

estabilidade da proteína. Os mutantes com 5 aminoácidos deletados na cauda C-terminal possuem 

estabilidade similar à MIF2 recombinante enquanto o mutante com 10 aminoácidos deletados na cauda 

C-terminal apresenta-se mais instável. Ensaios de migração de macrófagos in vitro mostraram que as 

deleções na cauda C-terminal não influenciaram na atividade das proteínas, mostrando que esta região 

não é essencial para esta atividade de MIF2. O nocaute gênico de MIF2 e MIFs foi obtido por 

CRISPR/Cas9. As cepas superexpressoras de MIF2 e mutantes MIF2Δ5 e MIF2Δ10 apresentaram 

crescimento similar à linhagem L. major Friedlin Cas9/T7 e da linhagem parental com o vetor 

pX63NEO vazio, mostrando que a reinserção de MIF2 e MIF mutada, mesmo que epissomal, 

restabeleceu a capacidade de replicar-se em cultura. O superexpressor de MIF2 epissomal teve 

virulência diminuída quando comparada a linhagem parental pX63NEO vazio e a expressão dos 

mutantes  MIF2Δ5 e MIF2Δ10 epissomal reverteram esse efeito. O nocaute de MIF2 e MIFs afetou o 

crescimento do parasito em cultura, diminuiu cerca de 70% da virulência durante a infecção in vitro e 

in vivo e mostrou que e a região C-terminal está envolvida na modulação desta virulência. 

  



Abstract 

 
CUNHA, E. M. F. Structural and functional studies of Macrophage Migration Inhibitory Factor of 

Leishmania major (LmMIF2) and mutants of the Carboxy-terminal residues. 2019. 131p. Tese de 

Doutorado – Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão, Universidade de São Paulo, 2019. 

 

MIF is an important pro-inflammatory and immunoregulatory protein that contributes to the 

pathogenicity of several diseases, with a correlation between MIF levels and the severity of these 

pathologies. MIF orthologues were described in several pathogenic species to human, suggesting that 

its production by parasites is related with immune response modulation, promoting parasite survival. 

Thus, the structural and functional characterization of L. major MIF2 may contribute to elucidate the 

aspects involved in the mechanism adopted by Leishmania to evade the host immune system, since it 

has been suggested modulation of host immune systems by other parasites which express MIF during 

its life cycle. In this work, structural characterization of MIF2 mutants with single tryptophan and Δ5 

and Δ10 C-terminal deletions was performed. L. major MIF2 and W107FΔ5, W65LΔ5, WtΔ10 

mutants were expressed in E. coli and purified from the soluble extract by affinity chromatography 

and detected by SEC-MALS as a trimer in solution (pH 7 and 4). Far UV CD analyzes show that C-

terminal deletion did not cause changes in secondary structure related to MIF2 and that the proteins 

maintain their secondary structure stable until pH 3, suggesting molten globule state. Regarding the 

tertiary structure, Near UV CD at pH 7 shows that MIF2 C-terminal deletions caused changes in 

tryptophan microenvironment. These data were confirmed by fluorescence analyzes that showed 

λmaximum red shift for W107FΔ5, W65LΔ5 and WtΔ10, indicating a more polar environment for this 

amino acid. W108FΔ5 and WtΔ10 showed fluorescence intensity similar to MIF2. W65LΔ5 showed 

fluorescence intensity about 50% lower than the recombinant MIF2, evidentiating a greater 

contribution of W107 to the fluorescence of the protein. ANS fluorescence spectra reinforce the results 

regarding the existence of a molten globule state, since both MIF and mutants present changes in the 

tertiary structure in more acidic pHs (<4.0). Circular Dichroism experiments using concentrations of 

GdnHCl (0-6M) demonstrate that the Δ10 C-terminal decreases the protein stability. C-terminal Δ5 

mutants have similar stability to recombinant MIF2 while the C-terminal Δ10 is more unstable. In 

vitro, macrophage migration assays showed that C-terminal deletions did not influence protein 

activity, showing that this region is not essential for MIF2 activity. Genetic knockout of MIF2 and 

MIFs were obtained using CRISPR/Cas9. MIF2, MIF2Δ5 and MIF2Δ10 overexpressor strains showed 

similar growth curve to L. major Friedlin Cas9/T7 and parental lineage with pX63NEO vector, 

showing that episomal reinsertion of mutated MIF2 and mutant MIF2, reestablished the ability to 

replicate in culture. Episomal MIF2 overexpressor had decreased virulence increased when compared 

to pX63NEO vector overexpressor and MIFΔ5 and MIF2Δ10 mutants reserved thie effect. KOMIF2 

and KOMIFs affected growth of the parasite in culture, decreased about 70% of virulence during in 

vitro and in vivo infection and showed that the C-terminal region is envolved in the modulation this 

virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1  O parasito Leishmania e as Leishmanioses 
 

Os agentes causadores das leishmanioses são os parasitos protozoários classificados 

taxonomicamente no gênero Leishmania, família Trypanossomatidae e classe Kinetoplastea. 

(Vickerman, 2000). Cerca de 20 espécies do gênero Leishmania são os que infectam 

mamíferos, causando a leishmaniose. Dois gêneros de insetos transmitem esses protozoários 

ao homem: Phlebotomus, no velho mundo, e Lutzomyia, na América. 

Os protozoários são organismos unicelulares e considerados digenéticos, pois 

alternam entre dois hospedeiros, vertebrado e invertebrado, diferenciando-se em dois ciclos 

principais (Figura 1). No primeiro, o parasito é flagelado, móvel (promastigota procíclico) e 

adere-se às células epiteliais no trato digestivo do inseto hospedeiro. Os parasitos encontrados 

na região apical do aparelho digestório do inseto secretam uma substânciagelatinosa composto 

principalemente por proteofosfoglicanas, única de Leishmania que leva ao acúmulo de 

promastigotas metacíclicas nessa região e à obstrução mecânica da porção apical do aparelho 

digestório do inseto, dificultando a ingestão do sangue (Rogers et al., 2004). Nesse estágio, 

além da multiplicação do protozoário, há a metaciclogênese: termo utilizado para descrever a 

diferenciação da forma promastigota procíclica (não infectiva) para a forma promastigota 

metacíclica (infectiva). 

O segundo estágio do ciclo de vida do protozoário inicia-se com a injeção 

intradérmica das formas metacíclicas pela picada do inseto no hospedeiro vertebrado. O 

flebotomíneo (Figura 2 A) possui um aparelho bucal muito curto, sendo assim o inseto não 

consegue aprofundar a picada a mais de 2 a 3 mm na pele do hospedeiro vertebrado durante o 

repasto. Enquanto as fêmeas infectadas por Leishmania se alimentam de sangua para a 

maturação dos ovócitos, as promastigotas (Figura 2B) metacíclicas são regurgitadas no local 

da picada (Abdeladhim et al., 2014). 

Após a picada do inseto ocorre um estímulo para a migração de células fagocíticas 

para a região, principalmente neutrófilos, células dendídricas e macrófagos, que reconhecem 

elementos de superfície e fagocitam os parasitos que foram regurgitados (Sharma e Singh, 

2008). 
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Figura 1. Ciclo de Vida da Leishmania 

 

 
Figura 2. Inseto vetor da leishmaniose e as principais formas do parasito Leishmania. A) Flebotomíneo; B) 

Macrófagos, distinguidos dos pelos núcleos, contendo formas amastigotas (indicado pelas setas) em seu 

citoplasma; C) Formas promastigotas de Leishmania sp encontradas no intestino do vetor. FONTE: a) WHO, 

(2019) B) FONTE: Bruno Tavares Biagi C) FONTE: http://www.faperj.br/?id=816.2.2 

A

B C

http://www.faperj.br/?id=816.2.2
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As seguintes etapas são necessárias para dar continuidade ao ciclo de vida do 

protozoário: i) a adesão do parasito na superfície do macrófago atraído para o local, (ii) a 

fagocitose, (iii) a sobrevivência dentro do fagossomo no macrófago, (iv) a diferenciação da 

forma promastigota para a amastigota com flagelo recolhido na bolsa flagelar e (v) a 

multiplicação da forma amastigota.  

A adesão na superfície do macrófago é mediada pelo LPG e pela metalo-protease 

gp63 da promastigota, interagindo com receptores CR3 do macrófago (Chang et al., 1990; 

Blackwell et al., 1985; Bogdan & Röllinghoff, 1998; Russell e Wilhelm, 1986; Wanderley et 

al., 2005).  A endocitose é mediada por receptores do complemento, preferencialmente do 

tipo CR1, formando o fagossomo.  Com a fusão do fagossomo e do lisossomo, há a 

diferenciação e proliferação da forma amastigota nas condições hostis da organela, seguidas 

da lise e liberação das formas diferenciadas (Peters, et al., 1995).  O inseto, ao picar o 

vertebrado infectado, ingere monócitos e macrófagos contendo formas amastigotas do 

parasito (Figura 2C), que no trato digestivo do inseto se diferenciam em promastigotas 

procíclicas, completando o ciclo de vida do parasito. 

Populações humanas de 80 países são afetadas pela leishmaniose, que é endêmica em 

regiões subtropicais e tropicais do globo, sendo a grande maioria dos países atingidos pela 

doença classificada como subdesenvolvida ou em desenvolvimento (Desjeux, 2004; WHO, 

2019). Segundo a Organização Mundial de Saúde (2019) em 2017 dos 20.792 mil novos casos 

registrados, 20.145 mil ocorreram em 07 países: Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, 

Sudão do Sul e Sudão. 

Doenças causadas por parasitos protozoários são responsáveis por inúmeros casos de 

morbidade e mortalidade em vários países, o que retrata um sério problema de saúde pública 

mundial (Tiuman et al, 2005).  

A leishmaniose pode ser classificada em cutânea, mucocutânea, visceral (ou calazar) 

e cutânea difusa (Figura 3), dependendo do quadro clínico e epidemiológico apresentado.  Na 

forma cutânea de leishmaniose, que pode evoluir para cura espontânea, as lesões cutâneas 

aparecem em número grande e variável.  A mucocutânea causa erupções na mucosa 

nasobucofaríngea.  A forma visceral é a mais grave, atingindo órgãos como o baço e o fígado, 

podendo ser letal. Indivíduos anérgicos especificamente à Leishmania desenvolvem lesões 

que não ulceram, caracterizando a forma cutânea difusa (WHO, 2019). 
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Figura 3. Imagens de pacientes diagnosticados com leishmaniose. A) Lesão ulcerosa típica de leishmaniose 

tegumentar (Leihmaniose cutânea). B) Doente com emagrecimento acentuado e hepatoesplenomegalia 

(Leishmaniose Visceral). C) Ulceração na porção cartilaginosa do septo nasal (Leishmaniose Mucocutânea). D) 

Múltiplas lesões ulcerosas (Leishmaniose Cutânea Difusa).  

 

Após a transmissão dos parasitos de Leishmania por flebotomíneos, a manifestação 

da infecção pela doença requer mecanismos que permitam a replicação dos parasitos no 

hospedeiro vertebrado e que resista, pelo menos inicialmente, à defesa antileishmanicida inata 

e adquirida (Bogdan & Röllinghoff, 1997). O parasito evita o desencadeamento de respostas 

antimicrobianas, mesmo tendo sido fagocitados pelos macrófagos do sistema imune do 

hospedeiro, embora possam ser eliminados com o tempo, a partir do desenvolvimento de uma 

resposta imune adaptativa efetiva (Olivier, Gregory & Forget, 2005). 

Como todos os parasitos, os protozoários de Leishmania desenvolveram estratégias 

especializadas para evitar a destruição imune e completar seu ciclo de vida (Bogdan & 

Röllinghoff, 1997). Vários fatores específicos do hospedeiro e do parasito desempenham um 

papel na persistência da Leishmania nas células infectadas e na influência das manifestações 

clínicas da doença, que incluem úlceras cutâneas não cicatrizantes e envolvimento visceral. 

Entre esses fatores, a resposta da citocina do hospedeiro desempenha um papel fundamental 

ao efetuar respostas antimicrobianas inatas e promover a diferenciação de uma resposta 

protetora de células T (Schartonkersten e Scott, 1995). 

A B

C

D
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1.2 O Fator Inibitório da Migração dos Macrófagos (MIF) 

 

Citocinas são as moléculas mensageiras do sistema imune dos vertebrados que 

coordenam as respostas sistêmicas e locais de organismos infectados. Embora tenha sido 

identificada em 1966, como uma citocina produzida por linfócitos T que é liberado após uma 

ativação imune ou inflamatória e atua para inibir a migração aleatória de macrófagos (David, 

1966; Bloom & Bennett, 1966), estudos ao longo das duas últimas décadas mostraram que o 

Fator Inibitório da Migração de Macrófagos (MIF) está envolvido em uma grande variedade 

de processos celulares, incluindo regulação transcricional de produtos gênicos inflamatórios 

(Calandra, 2003),  controle do ciclo celular (Pyle et al., 2003; Takahashi et al., 1999),  

modulação da proliferação celular e diferenciação (Kleemann et al., 2000), regulando a 

atividade de glucocorticóides (Calandra et al., 1995) e inibição de p53 (Fingerle-Rowson et 

al., 2003). 

MIF é uma importante proteína pró-inflamatória e imunoreguladora que contribui 

para a patogenicidade de várias doenças, como a sepse, artrite reumatóide, cancro, diabetes e 

a esclerose múltipla, havendo uma correlação entre os níveis de MIF e a severidade dessas 

patologias (Calandra, 2003; Calandra et al., 2000; Radstake & Bucala, 2007; Santos & 

Morand, 2006; Xu et al., 2008; Bucala e Donnelly, 2007; Yabunaka et al., 2000; Hoi et al., 

2007). 

Em camundongos, MIF atuou como principal mediador liberado pela glândula 

pituitária em resposta ao lipopolissacarídeo (LPS) e amplificou a ação fatal do Fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), causando endotoxemia letal (Bozza et al., 1999; Calandra et 

al., 2000). Foi observado em estudos prévios, que MIF poderia participar de um papel crítico 

na regulação da resistência do hospedeiro ao organismo patogênico; e por essa razão, o fator 

MIF está sendo estudado em camundongos infectados por diferentes patógenos. 

MIF de mamíferos pode participar de um papel crítico na regulação da resistência do 

hospedeiro ao organismo patogênico; e por essa razão, o fator MIF vem sendo estudado em 

camundongos infectados por diferentes patógenos como Salmonella serovar, Taenia 

crassiceps, Trypanossoma cruzi, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes 

(Koebernick et al., 2002; Rodriguez-Sosa et al., 2003; Reyes et al., 2006; Bozza et al., 1999; 

Sashinami et al., 2006). Esses estudos demonstraram que o fator MIF pode atuar 

positivamente ou negativamente nas infecções, dependendo do organismo patogênico. O MIF 

em camundongos, na presença de TNF-α endógeno, ressaltou a produção de óxido nítrico em 

macrófagos induzindo a morte de L. major in vitro. E foi observado também que em 
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camundongos infectados com L. major, tanto BALB/c suscetíveis quanto em C57BL/6 

resistentes à infecção, expressaram alto nível de mRNA do MIF em seus nodos linfáticos 

(Juttner et al., 1998). Além disso, os camundongos C57BL/6 (resistentes) deficientes de MIF 

(MIF
-/-

)
 
tornaram-se suscetíveis à infecção por L. major, desenvolvendo grandes lesões 

cutâneas, pois a atividade leishmanicida do macrófago foi prejudicada (Satoskar et al., 2001). 

Do mesmo modo, os camundongos MIF
-/-

 foram susceptíveis à infecção por T. cruzi, com a 

redução na produção de citocinas pró-inflamatórias, sugerindo que MIF participa na ativação 

do sistema imune inato, e induz o início das respostas inflamatórias contra a infecção (Reyes 

et al., 2006). Resultado similar foi relatado na infecção com Taenia crassiceps, na ausência de 

MIF em camundongos MIF
-/-

 (Rodriguez-Sosa et al., 2003). 

 

1.3 Homólogos do MIF em Leishmania 

 

Um estudo do conteúdo solúvel da fração vesicular de espécies de Leishmania 

mostrou, pela primeira vez em tripanossomatídeos, a presença do Fator Inibitório da Migração 

de Macrófagos (MIF) no extrato de Leishmania. A proteína, identificada em um único “spot”, 

possui peso molecular 12,5kDa e ponto isoelétrico em pH 8.2 (de Oliveira et al., 2006). O 

mapeamento do genoma de Leishmania major (Ivens, et al., 2005) revelou dois locus gênicos 

que apresentaram uma significativa identidade com a MIF de mamíferos, denominadas 

MIF1(LmjMIF1) e MIF2(LmjMIF2). Kamir e colaboradores (2008) descreveram a clonagem 

de ortólogos do MIF de L. major e a MIF1apresentou uma sequência com 58-99% de 

identidade em relação aos genes homólogos em outras espécies de Leishmania e 22-31% de 

identidade com relação à sequência do MIF de mamíferos. 

Por meio da análise por RT-PCR, preparados a partir do RNA total de promastigotas 

de L. major, foi confirmada a expressão dos genes MIF1 e MIF2 in vivo. As formas 

procíclicas expressaram mais MIF que as metacíclicas ou as formas amastigotas, sendo que a 

última foi observada nos gânglios linfáticos de camundongos infectados. A diferença entre os 

níveis de expressão de MIF1 e MIF2 foi quantificada mostrando que a segunda é expressa 

cerca de 2,5 vezes mais que a primeira. Funcionalmente MIF1 interage com o MIF receptor, 

CD74, e exibe uma atividade anti-apoptótica que pode facilitar a persistência intracelular de 

Leishmania em macrófagos. Assim como o seu homólogo mamífero, MIF1 induz a ativação 

da quinase ERK1/2 MAP na forma CD74-dependente e inibe a ativação da apoptose induzida 

de macrófagos. A capacidade de MIF1 em inibir apoptose pode facilitar a persistência de 
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Leishmania dentro do macrófago e contribuir para sua evasão da destruição imunológica 

(Kamir et al., 2008). 

A descrição na literatura da presença de MIF homólogas na secreção de parasitos 

como B. malayi (Pastrana, et al.,1998), Ancylostoma ceylonicum (Cho, et al., 2007), 

Amblyoma americanum (Jaworski, et al., 2001)  T. spiralis (Wu, et al., 2003), P. falciparum 

(Cordery, et al., 2007), P. berghei (Augustijn, et al., 2007) e E. acervulina (Miska, et al., 

2007), mostram a importância dessa proteína na modulação da resposta imunológica em 

humanos e a sua presença em Leishmania, indicam que a caracterização estrutural e funcional 

dessa proteína no protozoário pode contribuir para o entendimento da função da MIF 

homóloga e seu papel na relação parasito/hospedeiro. 

 

1.4 Estrutura tridimensional dos MIFs 
 

A estrutura do MIF humano (Sun et al., 1996; Kato et al., 1996; Sugimoto et al, 

1996) e de camundongos (Suzuki et al., 1996) foram resolvidas por cristalografia de raios-X, 

observou-se uma homologia estrutural entre essas proteínas com uma pequena diferença na 

região C-terminal. A parte central da estrutura monomérica do MIF humano consiste de uma 

mistura de quatro estruturas β-folha com duas α-hélices antiparalelas, as α-hélices estão 

rodeadas em um lado por uma β-folha e no outro lado por duas β-folhas (Sugimoto et 

al.,1996) (Figura 4B). 

Três monômeros do MIF se oligomerizam formando pontes de hidrogênio, e com 

folhas-β extras da região C-terminal, a molécula trimérica adota uma estrutura mais simétrica 

(Figura 4C). A estrutura do trímero consiste de sete folhas-β rodeadas por seis α-hélices que 

se envolvem para formar um barril, contendo um canal acessível ao solvente (Sugimoto et al., 

1996). As dimensões do trímero são aproximadamente 35x50x50Å. E esse trímero é 

estabilizado pelas interações entre resíduos da α-hélice de uma das subunidades (Asn-73, Arg-

74, Ser-77, Lys-78 e Cys-81) e resíduos da região C-terminal de outra (Asn-111, Ser-112 e 

Thr-113) (Sun et al., 1996). 

A estrutura cristalina da proteína MIF1 do parasito Leishmania major foi resolvida 

com resolução de 1,03Å (Kamir et al., 2008). A estrutura consiste de um protômero por 

unidade assimétrica que forma um trímero com dois protômeros de unidades assimétricas 

adjacentes (Figura 5). 
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Figura 4. Estruturas monoméricas da MIF1 e mMIF (mamífero) com elementos da estrutura secundária folhas β 

mostrados em azul e, em vermelho, α-hélices. 

  

 

Figura 5. Estrutura conservada entre MIF1, MIF2 e mMIF, representação esquemática da forma trimérica. 

 

A sobreposição dos átomos C de cada monômero da MIF humana e da MIF1 

resultou em desvio médio de 1,8 Å (Figura 4B) (Kamir et al., 2008).  A topologia da MIF1 foi 

similar a MIF de humanos e a MIF de camundongos (Sun et al., 1996; Suzuki et al., 1996), 

mas apresentou características distintas no sítio catalítico (Kamir et al., 2008). Uma delas foi 

a nítida diferença no potencial eletrostático, relativo a proteína humana, devido a proximidade 

da Glu
65

 do protômero A com o sítio catalítico e as outras foram as três substituições de 

aminoácidos na região catalítica N-terminal (Kamir et al., 2008). 
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A forte homologia estrutural entre a MIF humana e a MIF de L. major indica que 

esta proteína pode ter um papel importante na relação parasito/hospedeiro, pois pode existir a 

possibilidade da MIF do parasito interagir com os alvos do MIF humano. 

Sendo assim, o estudo de estrutura e função da proteína MIF2 pode contribuir para 

elucidar os aspectos envolvidos no mecanismo adotado pela Leishmania para evadir do 

sistema imune do hospedeiro, uma vez que já foi sugerido uma modulação de sistemas 

imunológicos de hospedeiros por outros parasitos que expressam MIF durante seu ciclo de 

vida. 

 

1.5 Estudos do MIF2 de Leishmania 
 

 

Estudos feitos em nosso laboratório mostraram que a MIF2 apresentou-se dimérica 

em solução, diferentemente da estrutura em cristal (Cunha, 2011). Essa diferença na estrutura 

cristalina para solução já foi descrita em outras MIFs (Zerovinik et al 1999, Tan et al., 2001), 

e indica que mais estudos devem ser realizados para identificar qual estrutura do MIF é 

necessária para sua atividade de interação com o receptor no macrófago. 

Nosso grupo de pesquisa produziu os mutantes P1G, K33E, W65L, W108F e ∆104-

113 que tiveram sua caracterização molecular parcialmente realizada. Experimentos de 

dicroísmo circular (CD) e de emissão de fluorescência intrínseca de triptofanos (IFTE) foram 

realizados para acompanhar as mudanças na estrutura secundária e terciária dessas proteínas 

na variação de pH do ambiente. Análises de CD UV-distante e UV-próximo mostraram que a 

mutação de apenas um aminoácido pode influenciar na estrutura secundária e terciária da 

MIF2 recombinante e que as mutações não alteraram a formação de estado de glóbulo fundido 

em baixos pHs (Cunha, 2011). 

Os experimentos de IFTE mostraram que há um efeito de supressão intrínseca de 

fluorescência que foi abolido com a substituição do triptofano da posição 107. O mutante 

W65L mostrou uma intensidade de fluorescência 60% menor enquanto o mutante W107F 

apresentou uma intensidade 25% maior do que a MIF2 recombinante. Ensaios de inibição da 

migração de macrófagos mostraram que o mutante P1G apresentou atividade de inibição da 

migração similar à MIF2 recombinante, enquanto os outros mutantes inibiram em cerca de 

50% a capacidade de inibir migração de macrófagos (Cunha, 2011). 

A caracterização da manutenção da estrutura em solução de proteínas que enfrentam 

mudanças de pH é essencial para identificar regiões da proteína essenciais para sua atividade. 
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Ainda, esses estudos possibilitam relacionar essas atividades com a da proteína homóloga do 

hospedeiro que não enfrenta essas variações de pH, mas que pode estar sujeita a uma 

competição com a proteína do parasita. Esses estudos de caracterizações em solução dessas 

proteínas, como a MIF2 de Leishmania, e de suas mudanças conformacionais, associados com 

avaliação da atividade funcional permitem a identificação de novos sítios de manutenção de 

estrutura e atividade da proteína. Esses dados, no futuro, podem ser avaliados para a 

descoberta de sítios de ligação de drogas que poderão atuar na inativação das atividades da 

proteína e combater ao parasita, durante seu ciclo de vida. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Geral 

 

Caracterizar a estrutura em solução do MIF de L. major (MIF2) e de mutantes da 

região C-terminal e investigar o efeito dessas mutações na estrutura e função desta proteína. 

 

2.2 Específicos 

 

1) Realizar mutagênese sítio-dirigida da sequência codificadora da MIF2 para obtenção de 

mutantes de triptofano único e ausência de cauda C-terminal (W107FΔ5, W65LΔ5, 

WtΔ10) e cloná-los em pET-28a(+); 

2) Expressar em E. coli a MIF2 selvagem e os mutantes e realizar purificação por 

cromatografia de afinidade; 

3) Avaliar a estrutura secundária e terciária do MIF2 e dos mutantes (W107FΔ5, W65LΔ5, 

WtΔ10) através de dicroísmo circular e fluorescência intrínseca do triptofano, usando 

desnaturação por pH e agentes desnaturantes. 

4) Avaliar a estrutura quaternária do MIF recombinante e dos mutantes através da técnica de 

filtração em gel e SEC-MALS; 

5) Realizar ensaios de inibição da migração dos macrófagos para avaliar o efeito das 

mutações na atividade funcional da proteína recombinante MIF2; 

6)  Nocautear os genes que codificam as proteínas MIF1 a MIF2 em Leishmania major 

Friedlin, utilizando a tecnologia CRISPR (Cas9/T7); 

7) Transfectar e clonar, em vetor pX63NEO, a sequência codificadora de MIF2 recombinante 

e com deleções de 05 e 10 aminoácidos na cauda C-terminal para verificar os efeitos 

desses mutantes na biologia do parasito. 

8) Realizar localização intracelular de MIF1 e MIF2 na forma promastigota e amastigota de 

L. major através de microscopia de fluorescência após a inserção de uma tag endógena 

(Myc-mNeon) na porção C-terminal dos produtos gênicos de MIF1 e MIF2. 

9) Avaliar comparativamente a virulência e a resposta inflamatória através da infecção in 

vitro e in vivo com os parasitos nocaute, superexpressores e controle; 
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3. CONCLUSÃO 

 

Os estudos desenvolvidos neste trabalho possibilitam concluir que MIF2 de 

Leishmanina major e os mutantes da região C-terminal tem estrutura trimérica em solução, 

apresentando uma estabilidade estrutural maior do que a descrita para  MIF humano e, ainda, 

que a que a região C-terminal não é essencial para essa atividade de inibição da migração de 

macrófagos, como  no MIF humano. Além disso, o nocaute da sequencia codificadora de 

MIF2 diminuiu a virulência do parasita em 70% e a região C-terminal está envolvida na 

modulação desta virulência. 
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