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Andrade, Samara. Expressdao e purificacao de proteinas ribossomais da
Leishmania spp.2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
Biomedicina) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2024.

RESUMO

Os tripanosomatideos sao uma familia de protozoarios responsaveis por causar
doencas que infectam tanto animais como seres humanos. Essa familia inclui o
género Leishmania, parasita com formas de vida tanto intracelular como extracelular
com morfologia dependendo do seu ciclo de vida. Essas variagbes morfologicas
costumam ser reguladas pela producdo de proteinas que podem ser usadas como
marcadores especificos do parasita. Esse trabalho tem como objetivo a produgéo e
purificacdo de duas proteinas responsaveis pelo crescimento celular. Essas
proteinas, S6 e L23A, sao proteinas ribossomais presentes nas subunidades 40s e
60s do ribossomo, respectivamente, estando associadas ao crescimento
exponencial do parasita e podendo ser avaliadas como promissores marcadores.
Como objetivos, buscou-se realizar a clonagem, expressdo e purificagdo das
proteinas S6 e L23A de L. infantum. Os genes codificantes das proteinas de
interesse foram amplificados por PCR a partir do genoma de L. Infantum e clonados
no vetor pGEM-T Easy em etapa prévia. Neste trabalho, estas construgdes foram
utilizadas para subclonagem no vetor de expressdo pET21A e tiveram sua
integridade confirmada pelo sequenciamento genético. Foram realizadas
otimizagdes das expressdes das proteinas S6 e L23A em diferentes temperaturas.
Também foram realizados testes de solubilidade em ureia das proteinas, importante
passo na purificagdo que se seguiu. Esta foi realizada através de cromatografia de
afinidade. A eficiéncia da purificagao foi comprovada por ensaio de fracionamento
no qual as proteinas purificadas foram visualizadas. A partir deste trabalho de
purificagdo das duas proteinas aqui estudadas, estudos futuros utilizardo essas
proteinas para realizar a imunizagdo em coelhos com o objetivo final de obtencéo de
anticorpos contra as proteinas alvos que serao entio utilizados na avaliacdo da sua
expressado em diferentes fases de Leishmania spp.

Palavras-chave: Tripanosomatideos. Tradug&o. Soros policlonais. Diferenciagao.
Proteinas.
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ABSTRACT

Trypanosomatids are a family of protozoa responsible for diseases that infect both
animals and humans. This family includes the Leishmania genus, parasites with both
intracellular and extracellular life forms and morphology depending on its life cycle.
These morphological variations are usually regulated by the production of proteins
that can be used as specific markers of the parasite. This work aims to produce and
purify two proteins responsible for cell growth. These proteins, S6 and L23A, are
ribosomal proteins found within the 40S and 60S ribosomal subunits, respectively,
which are associated with the exponential growth of the parasite. The objectives here
were to clone, express and purify the L. infantum S6 and L23A proteins. Their genes
were previously amplified by PCR from the L. infantum genome and cloned into the
pGEM-T Easy vector. Here, these constructs were used for subcloning into the
pET21A expression vector with the integrity of the resulting plasmids confirmed by
genetic sequencing. Optimizations were made for the expression of the S6 and L23A
proteins at different temperatures. Urea solubility tests were also carried out, an
important step for the following purification. This was carried out using
immobilized metal affinity. The efficiency of the purification was verified by
fractionation, in which the purified proteins were visualized. Based on the purification
results for both proteins studied here, future studies will use these proteins to
immunize rabbits with the ultimate aim of obtaining antibodies against them that will
then be used to evaluate their expression in different stages of Leishmania spp.

Key words: Trypanosomatids. Translation. Polyclonal sera. Differentiation. Proteins.
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1 INTRODUGAO

Os tripanosomatideos, protozoarios da familia Trypanosomatidae, sao
responsaveis por diversos tipos de doencgas, tanto em animais como em seres
humanos, que fazem parte do grupo de doengas tropicais negligenciadas. Dentro
dessa familia, destacam-se as espécies do género Leishmania sp, responsaveis
pelas leishmanioses, tanto visceral como tegumentar (KAUFER; STARK; ELLIS,
2019). A prevaléncia e caracteristicas especificas dos tripanosomatideos se da pela
separacao dos tracos eucariontes, apresentando diferengas no controle génico e
sua expressao (CLAYTON, 2019a). Entretanto, apesar da grande incidéncia na
populagao, principalmente no Brasil, ainda ha poucos estudos sobre os mecanismos
moleculares de resisténcia deste parasita, impedindo o desenvolvimento de
farmacos que possam prevenir o crescimento do parasita no organismo humano.

Dentro da familia Trypanosomatidae, existem caracteristicas unicas na
expressdo dos genes, como no processamento de mRNAs e sua regulagao,
conforme os diferentes estagios que esses parasitas alcangam dentro dos
hospedeiros intermediarios e definitivos (CLAYTON, 2019a). Essas mudangas do
parasita em seu metabolismo e morfologia, em seus diferentes ciclos de vida,
revelam a chave do mecanismo de sua patologia, a partir dos diferentes genes
expressos nessas fases, sendo importante o conhecimento desses mecanismos de
funcionamento do parasita para estudos que contribuam com uma melhora na
qualidade de vida populacional (COUTINHO-ABREU et al., 2020). A expressao das
proteinas que regulam fases intracelular e extracelular da Leishmania, por exemplo,
pode ocorrer através do controle da tradugdo dos mRNAs, que por sua vez é
dividida em trés partes: iniciagdo, alongamento e término. A parte de iniciagcédo
costuma apresentar varias etapas de regulacido, que sdo administradas pelos fatores
de iniciagdo eucarioticos (elFs- eukaryotic initiation Factors) e diversas outras
proteinas regulatérias, como as proteinas ribossomais (REZENDE et al., 2014)

Este trabalho visa avancar no estudo de duas proteinas ribossomais de
Leishmania. A proteina L23a é um dos componentes da subunidade ribossomal
60S, formada por inUmeras proteinas ribossomais cuja acdo pode interferir no

crescimento celular e apoptose. Esta proteina possui um peso molecular de



13

aproximadamente 17kDa e tornou-se alvo de estudos no género Leishmania devido
a sua fungao no controle da expressao génica (DAS et al., 2013a). Ja a proteina S6
realiza a fosforilagdo de outras proteinas ribossomais na subunidade 40S de células
eucarioticas, apresentando 33kDa (GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 1998;
MEYUHAS, 2015). Ambas as proteinas podem estar envolvidas em mecanismos de
controle da expressdao génica e consequentemente do crescimento de parasitas,
tendo sido usadas como alvos de estudo que visam o entendimento exato da sua
funcao e organizacdo em Leishmania (DAS et al., 2013; MEYUHAS, 2015).

Diante do tema acima exposto, este trabalho de conclusdo de curso visa
contribuir para o estudo dessas proteinas da espécie Leishmania infantum,
utilizando-se de construgdes génicas e proteinas recombinantes para a sua
producdo em bactérias, o que ira permitir o estudo aprofundado do seu

funcionamento nos diferentes estagios do parasita.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO LEISHMANIA

Os protozoarios do género Leishmania constituem um grupo diverso de
parasitas presentes na familia dos Tripanossomatideos, responsaveis por serem
causadores de doengas que afetam animais e seres humanos. Estes parasitas sdo
transmitidos através de insetos flebotomineos fémeas dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia que se utilizam do sangue de mamiferos para realizar a nutrigdo e
producdo de seus ovos. Além do flebotomineo, outras vias de infeccdo incluem
transmissao congénita, transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos, bem como
acidentes de exposicao dentro de laboratérios (PEDERIVA et al., 2023). Entre os
mamiferos infectados, inclui-se os seres humanos, reservatorios naturais desses
parasitas que a depender do seu grau de patogenia, podem causar infec¢des
cronicas na pele e visceras (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A infecgdo por Leishmania, provocando as leishmanioses, encontra-se
espalhada nas areas tropicais e subtropicais e afeta cerca de 2 milhdes de pessoas
a cada ano, com uma incidéncia mundial estimada de 0,7 - 1,2 milhdes de casos de
Leishmaniose cutanea e 0,2 - 0,4 milhdes de casos de Leishmaniose visceral (LV)
(AKHOUNDI M, et al., 2017). Esse género pode ser dividido em dois subgéneros
dependendo da parte que é colonizada pelo parasita no intestino do flebotomineo,
sendo estes o subgénero Leishmania, em que o parasita se desenvolve nas partes
supra-piléricas, e o subgénero menos conhecido, Viannia, restrito a parte
peri-pilérica do flebotomineo (BATES, 2007).

2.2 CICLO DE VIDA DO PARASITA DO GENERO LEISHMANIA

Tanto os mamiferos como os flebotomineos sao os hospedeiros principais nos
diferentes estagios de crescimento e diferenciacdo do parasita Leishmania. Nos
hospedeiros mamiferos, ha dois estagios conhecidos que sao utilizados comumente
pela espécie Leishmania: promastigotas metaciclicas, que s&o inoculadas pela
mordida do flebotomineo, sendo a forma extracelular e infectante; e quando sao

introduzidas para dentro do macrofago, células apresentadoras de antigeno (APCs),
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seguem para o estagio intracelular conhecido como amastigotas, permanecendo
nessa forma com o objetivo de manutengdo do parasita (GOSSAGE; ROGERS;
BATES; 2003). Ja as promastigotas sao reproduzidas pela Leishmania dentro do
hospedeiro invertebrado, especificamente no seu trato digestivo, sendo células
alongadas, flageladas e altamente proliferativas.

A partir da mordida do flebotomineo em outro hospedeiro, as células
promastigotas sao internalizadas no novo organismo através do repasto sanguineo.
Estas células sao fagocitadas por neutréfilos, células dendriticas e macrofagos, e a
partir da temperatura do hospedeiro e o ambiente acido dos vacuolos onde se
encontram nas células fagociticas, elas passam para o estagio de células ovoides,
sem flagelo, nomeadas de amastigotas, apresentando nivel baixo de reproducao.
Por ultimo, as células fagociticas se rompem, liberando as células amastigotas que
sdo fagocitadas por outras células fagociticas, continuando o ciclo de vida do
parasita. Essa destruicdo das células hospedeiras gera ativacdo do sistema imune,
provocando os sintomas clinicos manifestados nesta infeccdo (GRUNEBAST et
al.,2021)

Ciclo no Flebotomineo Ciclo no Humano
(Vetor) (Hospedeiro)
Picada do Mosquito
(Injeta promastigostos na pele) o :;:::r:;?::‘m ::

Promastigotos se macréfagos ou
dividem no intestino } outros tpos de
o @ migram para a / gﬁ células
probacite mononucleares
v fagociticas \

Promastigotos se transformam em

Amastigotos
Amastigotos se transformam em
promastigotos no intestino

\*’%@
é Qo_ha >

A se T 1pli em

[~ - & células de varios tecidos e infectam
. \ g Outras células

Ingestdo de células

parasitadas -
o Picada do Mosquito

(Ingere macréfagos infectados com amastigotos)
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Figura 01: Ciclo de vida da Leishmania.(1) O ciclo se inicia com a picada do mosquito infectado
com promastigotas no hospedeiro humano (2), a transformacao das promastigotas em amastigotas
(3), a multiplicagdo dessas amastigotas (4), a infecgdo do mosquito (5), ingerindo amastigotas do
hospedeiro (6), transformagdo de amastigotas em promastigotas (7), e, por fim, a migracdo dessas
promastigotas para a probdscide do vetor (8), iniciando o ciclo novamente.

Fonte: DPDx Laboratory Identification Of Parasites of Public Health Concern. Disponivel
em:https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. Acesso em: 13. fev. 2024

2.3 FORMAS CLINICAS E TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

As formas clinicas e desenvolvimento das espécies de Leishmania no
organismo hospedeiro sdo manifestadas de forma diferente a depender da espécie e
da leishmaniose, sendo possivel a presenca de pacientes assintomaticos e
sintomaticos, apresentando manifestagdes gerais que incluem febre, cansaco fisico,
esplenomegalia, anemia e imunossupressdo. Estudos recentes revelam que as
respostas imunes contra as leishmanioses estdo relacionadas com a producao de
Interferon-gama (IFN-y) pelas células T-helper 1 (Th1), aumentando a protecéo e
destruicdo do parasita em espécies como a L. major. As principais
doencasmanifestadas pela Leishmaniose sdo a cutédnea (LC), visceral (LV) e
mucocutanea (LMC), sendo esta ultima uma severa doenga crénica (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018). A leishmaniose visceral é causada pela espécie Leishmania
donovani no velho mundo e pela Leishmania infantum no novo mundo, causando
episodios de febre, anemia e esplenomegalia, sendo fatal em 95% dos casos nao
tratados. Por outro lado, a Leishmaniose cutanea, a forma mais comum, é
provocada por espécies pertencentes aos subgéneros Leishmania e Viannia,
gerando ulceras na pele.

A Leishmaniose Cutédnea (LC) é considerada a mais comum dentre as
leishmanioses, sendo causada pela L. major e L. tropica no Oriente Médio, e L.
braziliensis e L. mexicana, entre outras, nas Américas. Suas ulceras localizadas na
pele sao resultantes dos sitios de inoculacdo do parasita pelo flebotomineo, sendo
originalmente papulas que evoluem para ndédulos com tendéncia a ulceragdo. Esses
nodulos podem ser tanto solitarios como multiplos pelo corpo e se propagam pelos
vasos linfaticos, favorecendo o surgimento de adenopatias.

A Leishmaniose Mucocutanea (LMC) é considerada mais severa que a

Leishmaniose Cutanea, e costuma coexistir com esta em detrimento de uma


http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html
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infeccdo crbnica. As lesdes aparecem em formas de Ulceras, afetando mais
comumente mucosas, como narinas, bocas, podendo se estender para partes da
orofaringe e laringe. Essas lesdes podem ser disseminadas pelo sistema linfatico e
sanguineo, sendo fundamental o tratamento preciso e eficaz para o controle da
infecgao.

A Leishmaniose Visceral (LV) é causada por espécies como L. donovani, L.
infantum e L. chagasi, se apresentando com sintomas como febre, esplenomegalia e
perda de peso, podendo também ser identificado ulceras como hipersegmentacgao.
Essa doenga é o resultado da disseminagdo dos macrofagos infectados, afetando
orgaos como bago, medula 6ssea e figado, podendo ser fatal quando nao tratada
(ABADIAS-GRANADO et al., 2021).

Apesar de hoje em dia ainda n&o haver vacinas eficazes contra a
Leishmaniose, existem tratamentos tanto locais como sistémicos que servem de
medidas terapéuticas para diferentes espécies de Leishmania, como por exemplo o
antiménio pentavalente, agindo diretamente na base molecular do parasita e
influenciando a atividade parasiticida dos macréfagos (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). Porém, nenhum desses tratamentos sdo considerados 100% eficientes,

sendo necessarios estudos maiores da biologia molecular do parasita.

2.4 ASPECTOS MOLECULARES DE ESPECIES DE LEISHMANIA

Os parasitas do género Leishmania sao organizados de forma unicelular com
genoma dipldide, contando com 34 a 36 cromossomos (COUTINHO-ABREU et al.,
2020). Além de sua estrutura da cromatina que é formada de grande parte por
nucleossomos, baseando-se em um octamero central envolto pelo DNA gendmico.
Essa cromatina quando n&o condensada apresenta 10 nm de fibra, sendo
responsavel por deixar o DNA acessivel, enquanto que a cromatina condensada
pode apresentar fibra de 30 nm e dificulta o acesso do DNA para eventos como
transcricdo e RNA polimerases. Durante a conversao de estagio da Leishmania, a
eucromatina € responsavel por permitir a expressao genética necessaria para a
mudanca de estado do parasita, esta mudanca de estagio também é feita por
variagbes de temperatura e pH, além da sintese de proteinas especificas (CLOS;
GRUNEBAST; HOLM, 2022).

Nesse sentido, a sintese de proteinas, através da tradugdo dos mRNAs, é
uma das etapas mais importantes de desenvolvimento desses patdgenos, sendo a

traducao dividida em trés partes cruciais: iniciagdo, alongamento e término. A



18
iniciacdo da tradugédo € a etapa que mais apresenta regulagdo, com os fatores de
iniciacdo eucariodticos (elFs — eukaryotic initiation Factors) responsaveis pelos
mecanismos de iniciagdo, contribuindo na estabilizacdo estrutural do complexo
ribossomal e no posicionamento do mRNA. Outro aspecto importante a ser mais
estudado, é a participagédo de certos complexos que estdo ligados ao controle e
desenvolvimento da expressdo génica nas fases de diferenciagdo celular dos
patdogenos. Sua acdo deve ser de suma importancia na sobrevivéncia desses
organismos nos hospedeiros e em diferentes condi¢des ambientais, alterando sua
expressao génica, morfologia e patogenicidade (GARDE et al., 2018).

Diferentes espécies de Leishmania apresentam semelhantes estagios
durante seu ciclo de vida, apresentando formas promastigotas extracelulares dentro
do inseto vetor e depois formando promastigotas metaciclicas. Nos hospedeiros
mamiferos, diferentes tipos de leishmaniose podem ser gerados a partir da
diferenciagdo das espécies.(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). Em cultivos in
vitro, a diferenciagdo das formas promastigotas em outros estagios do seu ciclo de
vida costuma depender da espécie do parasita, podendo apresentar certas
dificuldades de mudanga de ciclo. Essas dificuldades ocorrem devido a multiplas
situagbes como perda da capacidade do parasita de se diferenciar apés um longo
periodo, sendo necessario a expressdao de proteinas estagio-especifico que
confirmam wuma possivel diferenciacdo. Porém, apesar da importancia de
marcadores, tanto estagio especificos como marcador de desenvolvimento do
parasita, ainda existe uma grande lacuna em trabalhos que estudem de forma
aprofundada esses marcadores que podem ser alvos de estudo de sua patogénese
(COUTINHO-ABREU et al., 2020).

2.5 ProteinAs RIBossomals S6 E L23A pe LEISHMANIA

As proteinas ribossomais sao partes estruturais importantes para o
funcionamento do ribossomo, apresentando importante papel devido sua fungao
universal em diferentes organismos, além de altamente conservadas. A funcéo
principal dos ribossomos é a sintese de proteinas a partir da informagao genética
trazida pelos RNA mensageiros. A depender das diversas fungdes dos polipeptideos
gerados, diferentes fenotipos sdo gerados em células e organismos, existindo entao
uma relacdo gendtipo-fendtipo em diversas espécies. Logo, a biogénese do

ribossomo como a tradugdo de proteinas especificas € finamente regulada e
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responsavel pelo desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacdo das células
presentes no organismo, podendo qualquer deficiéncia desse processo atingir ou
retardar o crescimento celular e perturbar o desenvolvimento da espécie
(POLYMENIS, 2020).

Nos eucariotos, quatro moléculas de RNA ribossémico e mais de 70 proteinas
ribossbmicas estdo envolvidas no processo de biogénese dos ribossomos. Estes
s&o divididos em duas subunidades funcionais, sendo a subunidade menor, 40s, e a
subunidade maior, 60s. A subunidade menor € composta por uma simples molécula
de RNA e 33 proteinas, uma delas sendo a proteina S6, muito estudada devido a
seu papel na diferenciacao celular na Leishmania. A proteina S6, que possui 33 KDa
(seu gene contendo 759 pares de base), € conhecida por ser uma proteina
evolutivamente conservada que abrange de 236 a 253 residuos de aminoacidos em
espécies distintas como plantas, leveduras, vertebrados e invertebrados. Essa
proteina é considerada indispensavel devido a sua fosforilagdo induzida por diversos
estimulos, desempenhando fungdes reguladoras essenciais em varios processos
celulares de diversos organismos como oncogénese, transporte celular, apoptose,
etc (MEYUHAS, 2008). Estudos mostraram que a proteina S6 € fosforilada por
diversas vezes em residuos de serina a partir de estimulagao de diversas células por
diferentes agentes, como virus, produtos oncogénicos, insulina etc. Durante a
transformacdo da Leishmania, sado identificadas fosforilacbes desta proteina,
interferindo em diversos processos como diferenciagcao e proliferagcao celular do
parasita (GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 1998).

Diferentemente da proteina S6, a proteina L23A esta localizada na
subunidade ribossomal maior, 60S, que contém trés moléculas de RNA (5S, 5.8S e
28S RNAs) e 46 proteinas ao todo. Antigamente acreditava-se que essas proteinas
colaboravam apenas com a facilitacdo da sintese de proteinas, porém, estudos tém
revelado que a proteina L23a esta ligada a diversas fungbes extra ribossomais,
como crescimento celular e apoptose, além de funcdo moduladora, que pode
contribuir para a resisténcia do parasita contra os tratamentos atuais (DAS et al.,
2013a). Apesar de nos seres humanos existirem mais estudos sobre esta proteina,
como sua regulagdo negativa em melanoma humano e em outros tipos de célula
tratados com interferon-b (JIANG et al., 1997), ainda ha poucos estudos que
explorem as funcdes desta proteina em Leishmania spp, sendo de suma importancia
a producéao destas proteinas em laboratério para a continuagao de investigagdes do

seu papel exato.
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Considerando que nas diferentes etapas do ciclo de vida da Leishmania, as
proteinas S6 e L23 podem ter uma expressao associada a regulagao do crescimento
celular, apoptose e regulacdo da traducdo, elas podem ser utilizadas como
marcadores para confirmar o tipo de crescimento celular (DAS et al., 2013b) e,

dessa forma, foram selecionadas neste trabalho para uma maior investigacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OsJeTivo GERAL

Clonar e expressar os genes das proteinas ribossomais L23A e S6 de

Leishmania infantum em sistema de expressao por Escherichia coli.

3.2 OBJeTIvos EsPeciFicos

e Obter clones plasmidiais, genes codificantes das proteinas L23A e S6 de

Leishmania infantum;

e Expressar e otimizar os parametros de expressao das proteinas L23A e S6

de Leishmania em E. coli.

e Purificar as respectivas proteinas recombinantes por cromatografia de

afinidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 CLoNAGEM DOs GENES L23A, S6 Nno PGEM-T-Easy

Os genes codificantes das proteinas alvos desse estudo foram amplificados por
outros membros do grupo de pesquisa utilizando o DNA gendmico de Leishmania
infantum através de PCR utilizando primers especificos para cada gene que foram

entdo clonados em vetor plasmidial pPGEM-T-Easy.

4.2 ExTRACAO PLASMIDIAL

Apos todas as clonagens e subclonagens que foram transformadas em
Escherichia coli linhagem DH10b, foi feita a extracdo plasmidial seguindo as
seguintes etapas.

Apods o crescimento de coldnias, foram realizados os pré-indculos com meio
LB (Luria-Bertani) com ampicilina a uma concentragdo de 100 uyg/mL em agitador
por, aproximadamente, 16 horas a 37°C. As amostras foram centrifugadas a 5.000 G
por 5 minutos e foi descartado o sobrenadante. Em seguida foram adicionados
100 pL de GTE (50 mM de glicose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI pH 8),
homogeneizado e adicionado 200 yL de NaOH (0,2 N 1% SDS -dodecil sulfato de
sédio), misturado e incubado por 5 minutos no gelo. Posteriormente foram
acrescentados 150 yL de acetato de potassio e misturado por inversédo e incubado
mais uma vez no gelo por 5 minutos. Apos esses procedimentos as amostras foram
centrifugadas a 12.000 G por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e nele foi inserido 900 pL de etanol. Para otimizar a precipitacdo do DNA,
as amostras foram colocadas a temperatura de -20°C durante 30 minutos. Para
finalizar as minipreparacdes, as amostras foram centrifugadas a 12.000 G durante
10 minutos. Retirado o sobrenadante, as amostras foram postas em papel toalha
para a secagem dos tubos. Apds 15 minutos, os pellets foram ressuspendidos em
20 pyL de agua com RNase (20 pg/mL) e deixados em banho maria a 37°C por 30

minutos.
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4.3 DiGESTOES E LIGACOES

Os genes L23A e S6 ja clonados no pGEM-T-Easy foram lilberados por digestao
com as enzimas de restricdo BamHI| e Xhol de acordo com as instrugdes do
fabricante (New England Biolabs). Na purificacdo destes foi utilizado o sistema de
purificacdo GFX (Cytiva). Ja para o vetor pET21a, foi feita sua desfosforilagdo com a
enzima Phosphatase antartic (New England Biolabs) com seu respectivo tampao
10x phospatase (New England Biolabs) e depois observadas as bandas por
eletroforese em gel de agarose. Apds a purificagdo, os genes foram introduzidos no
vetor de clonagem pET21a por ligacdo com a enzima T4 Ligase (New England
Biolabs) e em seguida foi feita a transformagcao em Escherichia coli linhagem
TOP10. Posteriormente foi realizado extragao plasmidial e digestdo novamente com
enzimas de restricdo, BamHI e Xhol de acordo com as instrugdes do fabricante
(New England Biolabs). As digestdes foram confirmadas por eletroforese em gel de

agarose e, posteriormente, por sequenciamento.

4 .4 Sequenciamento be DNA

As amostras de DNAs obtidas a partir das extragdes plasmidiais foram enviadas
para o sequenciamento e foram analisadas através do sequenciador automatico de
DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®) disponivel para utilizagao no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas do IAM / FIOCRUZ. A integridade das sequéncias foi
confirmada através da ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), presente

em bancos de dados publicos.

4.5 ExPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As transformacgdes para expressao foram realizadas através de choque térmico de
E. coli das cepas BL21 star. Para expressao de proteinas recombinantes, células
transformadas com as constru¢des plasmidiais geradas, foram crescidas em meio
Luria-Bertani (LB) na presenca de ampicilina (100 pg/ml) crescidos a 37°C, sob
agitacdo. Ao atingir uma O.D (densidade) de 0,6 num comprimento de onda de 600

nm, foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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acrescentado IPTG (Isopropylthio-B-galactoside) para uma concentragao final de 0,1
mM. Apds 3 horas de agitagdo, foi retirada uma aliquota, que foi fracionada em
SDS-PAGE 20%, onde o resultado pbéde ser visualizado apos coloragéo do gel com
azul de Comassie R-250. Para o teste de solubilidade, os sedimentos celulares foram
ressuspendidos em diferentes concentragcdes molares de ureia: sem uréia, 1M, 2M,
4M e 8M, apos a lise por 10 ciclos de congelamento/descongelamento o lisado foi
centrifugado 10.000 G por 20 min e as fragbes soluvel (sobrenadante) e insoluvel
(sedimento) de cada concentragdo foram separadas e fracionadas em SDS-PAGE

20% para observagao das bandas.

4.6 PRODUCAO EM LARGA ESCALA E PURIFICACAO PROTEICA

Para a purificagdo das proteinas recombinantes foi feita a sele¢cado das condigbes
de expressao mais eficientemente, onde as bactérias foram novamente inoculadas
em meio de crescimento para a indugdo em larga escala, nas mesmas condi¢gdoes
citadas acima, em um volume final de 500 ml. Para os passos de purificagao foi
utilizado resina de niquel através do sistema AKTA Pure (Cytiva). Apds os passos de
Inducao, foi realizado a suspenséo das culturas através de Tampao A (300mM de
NaCl, 50 mM de NaH,PO, e 10mM de Imidazol e pH 8,0) de coluna e sonicadas com
o proposito de liberacdo das proteinas citoplasmaticas e o sobrenadante contendo o
extrato proteico total. Apds sucessivas lavagens com tampao A, as proteinas
recombinantes foram eluidas com tamp&o B (300mM de NaCl, 50mM de NaH2PO4
e 300 mM de Imidazol, UREIA 4M pH 8,0). Essas amostras foram por fim coletadas
e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 20% e visualizadas por

coloragao com azul de Coomassie.
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5 RESULTADOS

5.1 DIGESTOES PLASMIDIAIS

Os genes codificantes das proteinas L23A e S6 de L. infantum ja haviam sido
amplificados e clonados em pGEM-T Easy. Posteriormente foi realizada extracéo
plasmidial (mini prepara¢gées manuais) dos plasmideos contendo ambos os genes
L23A, S6 e do vetor de expressdo pET21a com o intuito de obter mais DNA para os
préximos passos. Apds a recuperagao dos DNAs plasmidiais, foram feitas digestoes
confirmatdérias em pequena escala com as enzimas de restricdo BamHI e Xhol (New
England Biolabs) a fim de confirmar os tamanhos dos genes de interesse, como

observado nas Figuras 2a e 2b. A 123a apresenta cerca de 447 pb,enquanto que a

S6 apresenta 759 pb.
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Figura 02: Digestdes das extragdes plasmidiais com os genes codificantes das proteinas L23A
e S6 clonados. a) L23A (447pb) Areas em vermelho destacam os fragmentos liberados de
aproximadamente 500 pb das col6nias C4,C5 e C6 do gene L23A apods a digestdo b) S6 (759pb) e
vetor pET21A (5336 pb)os fragmentos de interesse liberados apds a digestdo, de aproximadamente
800pb das coldnias C4 e C6 do S6 e de 5000pb do pET21a usado para obtencao do vetor. Gel de
agarose 1% com sybr safe.

Depois da primeira digestdo dos genes L23A, S6 e pET21a, foram escolhidas as
colénias que liberaram os fragmentos nos tamanhos esperados, sendo
respectivamente 447pb, 759pb e 5000pb. As coldnias escolhidas foram as L23A C5,
S6 C4 e pET C1. Foram realizadas digestdes em larga escala com as enzimas de
restricdo BamHI e Xhol (New England Biolabs) para obtengdo dos genes e vetor
(Figura 3).
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Figura 03: Digestdo dos genes L23A (447 pb), S6 (759 pb) e pET21A (5336 pb). Gel agarose 1%
com sybr safe. Areas em vermelho destacam os fragmentos de interesse apds a digestdo, de
aproximadamente 500 pb do L23A, 800 pb do S6 e 5336 pb do pET21a.

5.2 PURIFICACAO E LIGAGAO DOS FRAGMENTOS

Apo6s a liberagdo no tamanho esperado dos genes L23a e S6 pela digestao,
foi realizada a purificacdo destes em gel de agarose e sistema de purificagcado
(Cytiva) (Figura 04). Ja para o vetor, foi feita a desfosforilagdo do pET21a com a

enzima Phosphatase antartic (New England Biolabs) com seu respectivo tampao 710x
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phospatase (New England Biolabs). A purificagéo revelou os fragmentos da L23a e

S6 com seus respectivos tamanhos esperados.
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Figura 04: Purificagdes dos fragmentos utilizados para subclonagem. L23A e S6. Areas em
vermelho destacam os fragmentos purificados com seus respectivos pesos moleculares, de
aproximadamente 500 pb do L23A e 800 pb do S6..

5.3 ExtracA0 bos DNAS PLASMIDIAIS NO VETOR DE EXPRESSAO

Apods a clonagem dos genes L23A e S6 no vetor pET21a com proporgdes de
1:1 e 1:3 no L23A e S6, foram realizadas diluicdes das extracdes plasmidiais com
propor¢cao de 1:10 com o objetivo de uma melhor visualizagdo das bandas das
colonias dos genes S6 e L23a (Figura 5). As Mini Preparagbes escolhidas para a
digestdo da L23a foram as col6nias C1, C7 e C9 e para a S6 foi a minipreparagao

C8. O vetor pET21a utilizado para clonagem foi utilizado como controle.
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Figura 05: Extragdes plasmidiais de L23A e S6 diluidas (1:10). Gel de agarose 1% com
GelRed. Areas em vermelho destacam as colénias escolhidas de cada gene.

5.4 DIGESTOES PLASMIDIAIS no pET21A

ApOs a recuperagao dos DNAs plasmidiais, foram realizadas digestdes com
as enzimas de restricdo, BamHI e Xhol a fim de liberar os fragmentos nos tamanhos
esperados (Figura 6a e 6b). As col6nias escolhidas para o sequenciamento da L23A
foram C1, C7 e C9 (a). A colbénia escolhida do S6 para o sequenciamento foi a C8
(b). Por conta de erros na composigdao do gel de agarose, a colénia C8 néao
apresentou o tamanho esperado, porém foi confirmado sua clonagem no

sequenciamento, seguindo para 0s proximos passos

L23AC1DIG
L23A C1 MINI
L23AC7 DIG
L23A C7 MINI
L23A C9DIG
L23A CS MINI

5,000

1,500 S 1,500

200

(a)
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56 CB DIG
56 CB MINI

s -

b)

Figura 06: Digestoes dos genes no pET21. a) L23A areas em vermelho destacam fragmentos
do L23A em aproximadamente 500 pb b) S6 fragmentos do S6 em aproximadamente 700 pb.Gel
de agarose 1% com GelRed

5.5 SEQUENCIAMENTO

Apos a digestdo dos genes L23A e S6, as amostras que apresentaram a
liberacdo dos fragmentos nos tamanhos corretos foram encaminhadas para o
sequenciamento para confirmagédo das clonagens. O sequenciamento revelou que
tanto os genes L23a como S6 haviam sido clonados com éxito, sendo possivel os
proximos passos de inducéo.

5.6 Expressodes

ApoOs a analise do sequenciamento, foi realizada uma mini indugéo com IPTG
referente aos genes L23A e S6 em trés diferentes temperaturas: 37°C, 30°C e 18°C.
Na figura 07 podemos observar a expressdo das proteinas de interesse apds a
adicao do IPTG nas trés temperaturas testadas. A L23a, apesar do tamanho predito
ser aproximadamente 17 kDa, apareceu num tamanho de 22kDa e a S6 proximo de
35kDa, porém ambas as proteinas induziram melhor a uma temperatura de 30°C



devido a largura da banda, sendo esta utilizada nas proximas etapas de indugéo.
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L23A POSIPTG 30C
L23A PREIPTG 18C
L23A POS IPTG 18C

L23A POSIPTG 37C
L23A PREIPTG 30C

-

S6 PRE IPTG 37C
S6 PRE IPTG 30C

S6 PRE IPTG 18C

56 POS IPTG 37C

{ 56 POS IPTG 30C

L23A PRE IPTG 37C
. S6POS IPTG 18C

)
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Figura 07: Mini Indugao das proteinas L23A (17 kDa) e S6 (33 kDa). Gel SDS 20%. As areas
destacadas em vermelho representam as proteinas mais expressas apoés a adicdo do IPTG
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Apos a confirmagdo das bandas expressas pela mini indugao, foram

PRE-IPTG L23A
POS-IPTG L23A
SE6 PRE-IPTG
S6 POS-IPTG

l PRE-IPTG L23A
POS-IPTG L23A

- 116

66.2

45.0

35.0

25.0

184
144

(a) b) .

Figura 08: Max Indugdo. a) L23A. b) S6. Gel de poliacrilamida 20%. A area destacada

revela as bandas expressas apoés adigao do indutor IPTG.

realizadas max indugéo dos genes S6 e L23A na temperatura escolhida de 30°C,
expressando com éxito estas proteinas no seu peso esperado.
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5.7 TeSTES DE SOLUBILIDADE

Apds a produgao dessas proteinas em larga escala, foi realizado o teste de
solubilidade com o objetivo de descobrir a concentragcdo necessaria. O resultado do
experimento provou que a molaridade de ureia indicada é a de concentragao 4M,
onde foi visto a presenca da proteina no sobrenadante.

SEM UREIA SOBRE

L23A PRE IPTG
L23A POS IPTG
4M SEDIMENTO

1M SOBRE
2M SOBRE

4M SOBRE
%B MSEDIMENTO

. 2M SEDIMENTO
| 8 M SOBRE

1 SEM UREIA
1 ‘ 1M SEDIMENTO

116 1l

66.2

25

14

Figura 09: Teste de solubilidade da proteina L23A. Gel de poliacrilamida 20%. As areas em
vermelho destacadas revelam a concentragdo em que houve solubilidade da proteina.
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1M SOBRE
4M SOBRE
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35
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Figura 10: Teste de solubilidade da proteina S6. Gel de poliacrilamida 20%. As areas em
vermelho destacadas revelam a concentragdo em que houve solubilidade da proteina.

5.8 PuriFicacio

Apés o teste de solubilidade, foi realizada a purificagéo das proteinas L23A e
S6 por cromatografia de afinidade, seguindo de fracionamento por SDS-PAGE para
a visualizacdo das proteinas esperadas. Tanto a proteina S6 como a L23a
apareceram purificadas nas fracbes de eluicdo com seu peso esperado como
podemos observar nas figuras 11b e 12.

mAU
400 — UV 1280

30 40 50 60 70 80 a0 100 M

(a)

fragdes de eluigao

S6 PRE-IPTG

$6 POS-IPTG

$6 PELLET

S6 PRE-COLUNA
S6 POS-COLUNA
S6LAVAGEM
S6A10

$6B2

s6C1

o
]
Lr]
(7]

b)

Figura 11: Purificagdo da $6. a) Cromatograma da purificagdo da proteina S6 (33 KDa), mostrando
a purificagdo da proteina. b) Separagao por eletroforese em gel de SDS-PAGE 20%, onde observa-se
a proteina S6 nas fragdes B8, B6 e B2.
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fragoes de eluigio

L23A POS COLUNA

L23A 10%
L23A 2
L23A

L23A PRE-COLUNA

L23A PELLET

N 116

35

Figura 12: Purificagdo da L23A. Gel de poliacrilamida 20%. Areas em vermelho destacam a
purificagdo das seguintes proteinas. Devido alguns problemas técnicos durante a eluicdo da proteina
L23A, nao foi gerado cromatograma da purificagdo da mesma, porém foi possivel observar no gel de
policrilamida que a mesma foi purificada nas fragdes 20%,40% e 100%.
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6 DISCUSSAO

Os parasitas tripanosomatideos que englobam as espécies de Leishmania
sdo causadores de doengas infecciosas presentes notavelmente em paises tropicais
e subtropicais, onde normalmente ndo ha um cuidado basico de saude acessivel
para toda a populagdo (DEPLEDGE et al., 2010). Logo, a importancia de estudos
que visam entender os mecanismos da infecgdo e consequente patogénese faz-se
de extrema importancia com o intuito de entendé-la e procurar ferramentas
genéticas que possam contribuir para o combate dessas atuais doengas.

Espécies de Leishmania costumam apresentar duas formas distintas em seu
ciclo de vida: forma promastigota presente no mosquito vetor, e forma amastigota
presente nos hospedeiros mamiferos. Durante esse ciclo, fosforilacdo e
desfosforilacdo s&o eventos responsaveis por sinalizar as células de eventos
internos e externos do organismo, possibilitando respostas especificas. Essas
respostas sdo mediadas por proteinas que usam ferramentas de tradugao genética,
possibilitando o desenvolvimento do parasita dentro do organismo como sua
mudancga de ciclo, podendo servir como ponto de partida para estudos que visam
estudar diretamente essas proteinas e suas fungdes especificas
(FREITAS-MESQUITA; DOS-SANTOS; MEYER-FERNANDES, 2021).

Essa monografia teve como objetivo o estudo de duas proteinas presentes na
espécie de Leishmania infantum, presentes na unidade ribossomal: L23A e S6.
Estas duas proteinas foram escolhidas para o estudo devido sua pouca informagao
na literatura e por apresentarem importancia ligada a eventos de resisténcia contra
tratamentos atuais das Leishmanioses (L23) e por mudangas na sua fosforilagao
permitir o desenvolvimento e manutencdao do parasita nas suas diferentes fases
(S6). Sabe-se que as leishmanioses sdo doengas que afetam a populagdo na
dimenséo global, e principalmente paises tropicais e subtropicais, sendo conhecida
como uma doenga tropical negligenciada (MENDOZA-ROLDAN et al., 2022).

Através da purificagdo destas proteinas, realizada nesta monografia, sera
possivel futuros experimentos que visam realizar imunizagdes em coelhos. Estas
imunizagdes permitirdo a continuacdo de estudos com anticorpos especificos das
proteinas S6 e L23a, estudando mais afundo seus mecanismos de resisténcia e
contribuindo com informagdes que permitirdo a produgao de vacinas eficazes contra

estas leishmanioses. Ambas as proteinas, durante os experimentos realizados,
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apresentaram sucesso e facilidade na etapa de clonagem, porém a proteina S6
apresentou dificuldade no processo de expressdao em pequena € larga escala, o que
refletiu a purificagdo diminuida, se comparada a purificagdo da proteina L23a. A S6
também apresentou uma banda contaminante significativa na purificagdo em um
tamanho nao esperado. Suspeita-se que haja duas isoformas distintas da proteina
S6, sendo algo que sera mais investigado nos proximos passos. Apesar disso,
ambas apresentaram um resultado final satisfatério, revelando as proteinas
esperadas, sendo possivel entdo a continuagado das proximas etapas, que serao

realizadas em etapa posterior.
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7 CONCLUSAO

- Foi realizada a subclonagem dos insertos dos genes L23A e S6 no vetor de
expressdo pET21a, podendo assim seguir para a indugdo de proteinas apos a

confirmacéo do sequenciamento.

-Foram realizadas otimizagbes das indugdes com IPTG dos genes L23A e S6 em
diferentes temperaturas: 37°C, 30°C e 18°C. E posteriormente realizadas max

inducdes na temperatura fixa de 30°C.

- Foram realizados testes de solubilidade em ureia das proteinas de interesse,

mostrando que ambas proteinas sdo soluveis em uma concentragao de ureia de 4M.

- Foram realizadas as purificagbes das proteinas L23A e S6 por cromatografia
de afinidade, revelando as bandas esperadas fracionadas. Demonstrando a eficacia

das metodologias otimizadas para expressao e purificagado dessas proteinas.

- Por fim, trabalhos futuros poderao utilizar as proteinas aqui produzidas para
producdao de anticorpos policlonais contra essas proteinas, uma ferramenta que
podera ser utilizada para melhor compreender o papel dessas proteinas no ciclo da

Leishmania spp.
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