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RESUMO
CARVALHO, Felipe Bastos, Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2024.

Padronizacio da expressiao da Serine Arginine Protein Kinase de Leishmania braziliensis

(LbSRPK), Orientador: Raphael de Souza Vasconcellos

Leishmanioses sdo um conjunto de doencas que afetam severamente diversos paises pelo
mundo, principalmente paises tropicais subdesenvolvidos, tendo a sua transmissdo por meio
de insetos flebotomineos a partir de individuos infectados. Tal doenca possui diferentes
formas de manifestacdo, sendo as principais a Leishmaniose tegumentar, causada no Brasil
pela Leishmania braziliensis, e visceral, que € potencialmente fatal se ndo houver intervengao
médica. No entanto, mesmo os tratamentos mais avancados ainda ndo sdo totalmente
eficientes, de modo que a doenga ainda ndo possui cura. As principais intervengdes que sao
feitas atualmente utilizam-se de diferentes medicamentos que além da baixa eficacia, sao de
administracdo parenteral, de uso restrito e podem levar a reacdes adversas nos pacientes, que
muitas vezes abandonam do tratamento, podendo até mesmo criar resisténcia por parte do
parasito. Tendo isso em vista, ha uma urgéncia cada vez maior no desenvolvimento de formas
mais eficazes de intervengdo a Leishmaniose e uma das apostas promissoras € na utiliza¢ao da
proteina Serine Arginine Protein Kinase (SRPK) recombinante como um alvo farmacologico
para os tratamentos. Esta proteina ja tem sido utilizada em alguns estudos que utilizam-na
como alvo farmacoldgico no tratamento de outras doencas infecciosas como cancer,
degeneracao macular, doengas virais € outras mais. Isso se deve ao fato das SRPK’s estarem
envolvidas em processos importantes do ciclo celular, atuando em proteinas que controlam os
processos de splicing e splicing alternativo, ou trans-splicing, no caso de tripanossomatideos.
Diante disso, para que seja possivel estudar estas proteinas, realizamos a indugdo da expressao
heter6loga, um procedimento amplamente utilizado para obtencdo de proteinas
recombinantes. Neste processo, diversos fatores envolvidos na inducdo da expressdo das
proteinas precisam ser otimizados para que a expressdao seja eficiente, uma vez que estes
fatores podem afetar tanto a expressao, como a solubilidade das proteinas, tendo em vista que
buscamos expressa-las na fragdo soluvel para preservar a sua atividade biologica. Diante
disso, neste trabalho foi realizada a padronizagdo da condi¢des de expressdao da SRPK de
Leishmania braziliensis (LbSRPK) em cepas de BL21 (DE3) de Escherichia coli utilizando o
pET28a como vetor de expressdo e isopropil B-D -1 tiogalactopiranosideo (IPTG) como
indutor, onde foram testadas diferentes condi¢des de inducao com a finalidade de se ter uma

maior quantidade da proteina expressa na fracdo soltivel. Foi testado o impacto de diversos



fatores na solubilidade da proteina, dentre eles: temperatura (37°C, 30°C e 20°C),
concentragdo do indutor (0,ImM e 0,25mM), agitacdo dos frascos (180 rpm e 90 rpm) e
tempo de indugdo (3h, 4h, 5h, 6h, 18h). Os resultados apontaram diferencas consideraveis na
expressao das proteinas nas diversas condi¢des de indugdo avaliadas, de modo que a indugao
com maior expressdo da proteina na fragdo soluvel foi utilizando 20°C de temperatura, 180
rotagdes por minuto dos frascos de 50 mL de meio LB contendo as células transformadas,
uma concentragao baixa de 0,1mM de IPTG por um periodo de 18 horas de indugdo. Além
disso, andlises de bioinformatica da filogenética da SRPK de Leishmania spp. e de outros
organismo, sobretudo seres humanos, sugerem que as semelhangas entre as SRPK’s destes
organismo podem estar ligadas a fungdes criticas da proteina enquanto as diferengas entre
elas, decorrentes da adaptagdao dos organismos e que podem ser exploradas na atuagdo dos
farmacos, podem influenciar as interagdes com outros componentes celulares ou na regulagao
da atividade da proteina. Além disso, a alta semelhanga entre as SRPK’s de mamiferos
apoiam a utilizacdo de camundongos nos testes iniciais dos farmacos antes de se testar em
seres humanos ou animais domésticos. A partir disso, este trabalho realizou a padronizagdo
das condi¢des de indugdo destas expressdoes da LbSRPK, a fim de observar as melhores
condi¢des para a obtencdo das proteinas na fracdo solivel e assim servir de referéncia para
futuras indugdes em maiores escalas da LbSRPK, possibilitando entdo o estudo aprofundado

desta proteina.



ABSTRACT
CARVALHO, Felipe Bastos, Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2024.

Standardization of the expression of Leishmania braziliensis Serine Arginine Protein

Kinase (LbSRPK). Orientador: Raphael de Souza Vasconcellos

Leishmaniasis is a group of diseases that severely affects many countries worldwide,
particularly in underdeveloped tropical regions. Transmitted by sand flies from infected
individuals, these diseases manifest in various forms, with the most common being cutaneous
leishmaniasis, caused by Leishmania braziliensis in Brazil, and visceral leishmaniasis, which
can be fatal without medical intervention. Despite advanced treatments, a cure remains
elusive. Current interventions rely on various drugs that, in addition to having low efficacy,
are administered parenterally, have limited availability, and can cause adverse reactions, often
leading patients to discontinue treatment and potentially promoting drug resistance in the
parasite. Given this, there is a pressing need for more effective interventions against
leishmaniasis. One promising approach is targeting recombinant serine/arginine protein kinase
(SRPK) as a pharmacological strategy. SRPKs have been investigated as targets in other
diseases such as cancer, macular degeneration, and viral infections due to their involvement in
essential cellular processes, including splicing and alternative splicing. To study these
proteins, we used heterologous expression, a widely adopted method for obtaining
recombinant proteins. This process involves optimizing various factors to achieve efficient
expression and solubility, as our goal was to express the protein in the soluble fraction to
preserve its biological activity. In this study, we standardized the expression conditions of
Leishmania braziliensis SRPK (LbSRPK) in Escherichia coli BL21 (DE3) using the pET28a
expression vector and isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as an inducer. We tested
different induction conditions to maximize soluble protein expression. Various factors were
evaluated for their impact on protein solubility, including temperature, inducer concentration,
agitation rate, and induction time. The results showed significant differences in protein
expression under the conditions tested. Optimal expression in the soluble fraction was
achieved at 20°C, 180 rpm, in 50 mL of LB medium containing transformed cells, with a low
IPTG concentration of 0.1 mM for an 18-hour induction period. Furthermore, bioinformatic
analyses of the phylogeny of Leishmania spp. SRPKs and other organisms, particularly
humans, suggest that similarities between SRPKs may be linked to critical protein functions,
while differences due to organismal adaptation could be exploited for drug targeting. The high

similarity between mammalian SRPKs supports the use of mice for initial drug testing before



proceeding to trials in humans or domestic animals. In conclusion, this study standardized the
induction conditions for LbSRPK expression, identifying optimal conditions for obtaining the
protein in the soluble fraction. These findings provide a foundation for future large-scale

inductions of LbSRPK, enabling more detailed studies of this protein.
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1. INTRODUCAO:

Leishmanioses sdo um grupo de doencgas causadas pelo parasito Leishmania spp. e
transmitidas através de insetos flebotomineos fémeas infectadas, afetando severamente muitos
paises ao redor do mundo, especialmente os subdesenvolvidos (ASSIMINA; CHARILAOS;
FOTOULA, 2014). Apesar de existirem algumas formas de tratamento, dependendo do tipo
de manifestagdo da doenca, nenhum tratamento ¢ capaz de eliminar completamente o parasito
do hospedeiro, permitindo a reincidéncia dos sintomas em casos de imunodeficiéncia do

paciente (SARAVIA et al., 1990).

As formas de manifestacdo da leishmaniose sdo classificadas pela Organizacdo
Mundial da Satde (OMS) em trés tipos: Leishmaniose visceral (LV), que é potencialmente
fatal se ndo tratado, afetando orgdos internos como baco, figado, medula oOssea e
Leishmaniose Tegumentar (LT), que causa lesdes na pele e nas mucosas, como ulceras,
podendo causar incapacidade grave ou estigmas. Esta tltima ¢ a jun¢do de duas subdivisdes
de manifestagdo: a Leishmaniose cutinea e mucocutinea. (WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2024)

Ainda de acordo com a OMS (2023), estima-se que ocorram anualmente de 700 mil a
1 milhdo de novos casos todos os anos no mundo todo, embora nem todos sejam notificados.
Se tratando da LV, estima-se que a ocorréncia gira em torno de 50 mil a 90 mil casos
anualmente em todo o mundo, sendo que os principais deles ocorrem no Brasil, no Leste da
Africa e na India. A LT, que ¢ a manifestagio mais comum da doenca, a estimativa é de 600
mil a 1 milhdo de novos casos por ano, sendo 95% dos casos ocorrendo nas Américas, na

bacia do mediteraneo, no Oriente Médio e na Asia Central.

Os principais vetores da Leishmania sp. sdo insetos fémeas da subfamilia
Phlebotominae, sendo no Brasil o principal deles a espécie Lutzomyia longipalpis, conhecido
popularmente como mosquito palha, que promove a disseminagdo da Leishmania braziliensis,
responsavel pela LT no pais (SECRETARIA DE SAUDE DO PARANA, 2018). Os estudos
nacionais a respeito destes vetores acontecem desde 1934 (AMORA, 2009) ¢ vem tendo
continuidade desde entdo, a fim de entender sua biologia € como as a¢des antropoldgicas
interferem no seu ecossistema, podendo assim propor estratégias de controle da transmissao
que, aplicados em paralelo aos tratamentos da doenca podem reduzir o nimero de casos de

Leishmaniose no pais.

Como os tratamentos existentes para esta doenca ndo levam a sua cura, o parasito

permanece no organismo do hospedeiro e pode manifestar-se novamente (RIBEIRO, 2019).



Atualmente os principais tratamentos sdo com uso de medicamentos antimoniais
pentavalentes, pentamidinas e anfotericina B lipossomal (MINISTERIO DA SAUDE, 2014;
MINISTERIO DA SAUDE, 2017), que além da ineficicia na eliminagdo completa do
parasito, podem causar reagdes adversas, como nduseas, mialgia, reagdes cutaneas, anorexia,
vOmitos, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, febre, fraqueza, perda auditiva, e
muitos outros sintomas que, somado ao fato de serem medicamentos via parenteral e/ou de
uso hospitalar restrito, muitas vezes levam ao abandono do tratamento por parte dos pacientes,
sobretudo por individuos de baixa renda que nao tem condi¢des de deslocar-se aos centros de
tratamento ou que moram em zonas rurais, podendo levar at¢ mesmo a uma resisténcia ainda
maior do parasito aos farmacos (MINUZZO, 2022; SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA,
2018).

Tudo isso resulta na urgéncia das pesquisas relacionadas as Leishmanioses para o
desenvolvimento de novas formas de intervencdao que sejam efetivas, como tem sido feitas
utilizando a proteina Serine Arginine Protein Kinase (SRPK) como um alvo farmacoldgico
para o tratamento de doengas infecciosas (LEOPOLDO, 2022), vindo de encontro ao presente
estudo, que visa padronizar a expressdo heteréloga da proteina SRPK de Leishmania
braziliensis, um processo amplamente utilizado para a obtencao de proteinas recombinantes
(RAI; PADH, 2001), ou seja, utilizando um organismo para expressar uma proteina
proveniente de outro organismo. Sabendo que este processo conta com varios parametros que
afetam a expressdo (JHAMB, 2012), o presente estudo se propde a testar varios destes
parametros que afetam a expressdo a fim de avaliar em quais condigdes obtemos a maior
eficiéncia na inducao da expressao desta proteina, permitindo que a enzima seja produzida em

maiores quantidades na sua fra¢do soluvel para sua futura utilizagdo em pesquisas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

Muitos estudos tém sido realizados pelo mundo em busca de alvos farmacoldgicos que
possibilitem novos tratamentos de doengas infecciosas que ainda ndo possuem um tratamento
efetivo. Um dos caminhos com grande potencial € ter as Serine/Arginine Proteins Kinases
(SRPK’s) como um desses alvos farmacologicos, uma quinase que tem apresentado um papel
importante no estabelecimento de doengas infecciosas por estarem envolvidas em processos
importantes no ciclo celular e no controle da produgdo de proteinas, como a maturagdo do
RNAm em proteinas responsaveis pelo controle de splicing e splicing alternativo, entre outros

processos (AUBOL & ADAMS, 2014; SHEPARD & HERTEL, 2009). Aliés, esse papel



importante das cinases do ciclo celular ja ¢ explorado por algumas pesquisas para o
tratamento de cancer, degeneragdo macular, doengas virais e outras doencas infecciosas
(FAIZO, 2019; INACIO, 2022; SATOSHI MOROOKA et al., 2015; FERGUSON & GRAY,
2018). No caso de tripanossomatideos, como as Leishmanias spp., as SRPK’s apresentaram
similaridades funcionais com as proteinas de eucariotos, abrindo possibilidades para possiveis
intervengdes para as doencas através de sua SRPK (PORTAL et al, 2003), como foi
mostrado em estudos prévios onde a inibicdo da SRPK de Leishmania braziliensis causou a
reducdo dos parasitos, contribuindo com a ideia de colocd-la como um alvo farmacoldgico

para o controle da Leishmaniose (PIMENTEL et al., 2023).

Para que seja possivel utilizar as enzimas nos estudos, ¢ necessario conhecer as suas
fungdes biologicas, estrutura, caracterizagdo e para isso € preciso expressar tais proteinas
artificialmente. As SRPK podem ser obtidas através de expressdes heterdlogas (indugdo da
expressao de produtos que nao sdo expressos naturalmente no hospedeiro). O gene desta
proteina precisa ser clonado em um vetor de expressao para que possa ser inserido em uma
célula bacteriana, por exemplo em Escherichia coli, para que assim 0s genes sejam expressos
pelo hospedeiro. Os vetores mais utilizados na expressdo de proteinas recombinantes fazem
parte do sistema pET, que sdao plasmideos desenvolvidos para diferentes tipos de expressao e
clonagem em E. coli (MIERENDOREF et al., 1998). Cada vetor do sistema pET tem
caracteristicas distintas que devem ser analisadas para adequar as necessidades de cada uso. O
pET-28a-c(+), por exemplo, ¢ um plasmideo amplamente utilizado na expressao heteréloga de
proteinas em E. coli. Nele, a expressao do gene de interesse ¢ controlada pelo promotor T7,
um promotor forte e altamente especifico para a RNA polimerase T7, que ¢ sintetizada pela
célula hospedeira. Além disso, este vetor carrega um gene para resisténcia a canamicina e
uma série de tags de afinidade, incluindo uma His-tag N-terminal, uma sequéncia de
reconhecimento para a trombina e uma T7-tag. A His-tag facilita a purificagdo da proteina por
cromatografia de afinidade em colunas de niquel, enquanto a trombina e a T7-tag podem ser
utilizadas para a remog¢do da His-tag e deteccdo da proteina, respectivamente (NOVAGEN,
2006). A inducao da expressdo das proteinas acontece devido a interacdo do promotor com o
IPTG (isopropil B-D -1 tiogalactopiranosideo), o composto sintético analogo a B-Galactose.
No sistema T7, o gene que codifica a RNA polimerase T7 ¢ colocado sob o controle do
promotor lac. Esse promotor ¢ normalmente reprimido pelo repressor lacl. O IPTG se liga ao
repressor lacl, alterando sua conformacdo e impedindo que ele se ligue ao operador lac. Com
o repressor inativado, a RNA polimerase T7 ¢ livre para se ligar ao promotor T7 ¢ iniciar a

transcricdo do gene clonado, levando a producdo da proteina recombinante. (RIGGS, 2018;



STUDIER; MOFFATT, 1986). A figura 1 ilustra o funcionamento da regido promotora do

operon lac.
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Figura 1 (pET System Manual) - Atuacdo do IPTG no sistema T7
durante a expressdo de proteinas: O esquema ilustra o mecanismo de
indugdo da expressdo de proteinas heterdlogas em E. coli utilizando o sistema
T7. A adicdo de IPTG inibe o repressor Lacl, permitindo que a RNA
polimerase T7 se ligue ao promotor T7 e inicie a transcricdo do gene de
interesse, clonado em um plasmideo pET. A RNA polimerase T7, codificada
pelo gene 10 do bacteriéfago T7, reconhece especificamente o promotor T7,

proporcionando altos niveis de expressao da proteina recombinante.

Para manipular e estudar as SRPK’s apds induzir a expressdo, a solubilidade ¢ um
fator muito importante, uma vez que afeta diretamente a sua atividade biologica. De modo
geral, apds a indugdo ¢ possivel obter a proteina na fracao solavel ou a formagao de corpos de
inclusdo, que sao agregados insoluveis de proteinas que se formam no citoplasma bacteriano
quando a taxa de produgdo de uma proteina recombinante excede a capacidade da célula de
dobréa-la corretamente. Sabendo-se que as condi¢des de inducdo, como temperatura,
concentracdo de IPTG, pH, tempo de inducado, etc, podem alterar direta ou indiretamente a
solubilidade da proteina (JHAMB, 2012; GOMES; MONTEIRO; MERGULHAO, 2020), ¢
altamente importante que essas condi¢des sejam controladas para que obtenhamos a proteina

na fracdo soluvel, pois dessa forma temos uma maior preservacao da atividade biologica



devido ao fato da proteina estar na sua forma nativa e com isso uma maior facilidade de
purificagcdo por métodos cromatograficos, como utilizando uma coluna de niquel ligando-se a
cauda de histidina que foi adicionada pelo vetor de expressdo a proteina, por exemplo. As
proteinas do corpo de inclusdo (fragdo insolivel), embora também possuam diversas
vantagens comerciais, como o alto grau de pureza, maior prote¢do contra acdo proteolitica,
maior nivel de expressdo, etc (SINGH, 2005; VALLEJO, 2004), normalmente perdem sua
atividade bioldgica e acabam necessitando de uma série de procedimentos muito mais

complexos para sua restauracao e purificagao.

O presente trabalho visa testar diferentes varidveis na inducdo da expressdao da
LbSRPK a fim de definir as condigdes ideais para se obter a maior produ¢ao da proteina na

fracdo soluvel.

3. OBJETIVOS:
3.1. OBJETIVO GERAL:

o Padronizagdo da expressio da SRPK de L. braziliensis (LbSRPK)
recombinante em BL21 DE3

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
o Cultivar a cepas de E. coli BL21 DE3 e DH5¢;

o Inserir e multiplicar em E. coli DH5a o plasmideo contendo gene clonado de
LbSRPK por choque térmico;

o Cultivar as células em meio Luria Bertani (LB) utilizando os antibioticos
adequados;

o Inserir e expressar em E. coli BL21 DE3 o plasmideo contendo gene clonado
de LbSRPK por choque térmico;

o Padronizar condi¢des de expressdo que favorecam a solubilidade da proteina;

o Utilizar SDS-PAGE e Western Blotting para levantar e avaliar o dados obtidos
das diferentes condi¢des de expressio;

o Purificar a proteina por meio de cromatografia por afinidade.

o Analise da relagdo filogenética das SRPKs de Leishmania spp. com outros

organismos.



4. MATERIAIS E METODOS:

Tendo em vista que este trabalho ¢ dotado de vérias etapas, a figura 2 mostra uma

visdo geral dos procedimentos executados:

VISAO GERAL DAS

. o qe ~ .
ETAPAS: Multiplicagdo dos plasmideos:

@ ®— @ @ o5

7
Recuperagao Tornar as células Insergéo do Incubagédo Lise das células e
das células competentes plasmideo overnight para o obtengédo dos
DH5a retiradas para receber o contendo o crescimento da plasmideos
do estoque vetor gene de cultura
-80°C interesse

Indugdo da expressdo heterdloga:

Recuperagao Insergdo do Adigdo de IPTG Centrifugagéo Centrifugagao Definigéo do

das células plasmideo para induzir a para obtengao para separagao tamanho da

BL21DE3 contendo o expressdo das células das fragoes proteina por

retiradas do gene de soluveis dos Western Blot
estoque -80°C interesse corpos de
inclusdo.

Tornar as células Incubagao para Coletas das Adicdo de Purificagéo Eletroforese
competentes o crescimento amostras nos tampéo de lise e da proteina em gel de
para receber o da cultura até tempos de sonicag&o de interesse poliacrilamida

vetor D0 0,8 indug&o previstos por FPLC

Figura 2 - Visdo geral de cada etapa do trabalho: Na parte superior ¢ descrito os
experimentos realizados para a multiplicagdo e clonagem dos plasmideos. Na parte inferior

sdo descritas as etapas da inducdo da expressao heter6loga de proteinas recombinantes.

4.1. ANALISE FILOGENETICA DA SRPK

Para avaliar a viabilidade da proteina LbSRPK como um possivel alvo farmacoldgico,
obtivemos as sequéncias dos genes para SRPK de outros organismos, especialmente de Homo
sapiens ¢ Rattus norvegicus através das plataformas Tritryp e UniProt e usamos o software
Mega para fazer o alinhamento das sequéncias de bases das SRPK’s de todos os organismos,
incluindo a sequéncia da proteina de interesse (codigo de acesso do Trytrip: LbrM.30.3610).
Com o alinhamento das bases concluido, foi construida uma arvore filogenética com base nas
regides conservadas e ndo conservadas, separando assim os diferentes clados. Também foi
realizado um segundo alinhamento de multiplas sequéncias (MSA) utilizando o Clustal
Omega e o Jalview para obter uma visdo geral destas regides conservadas e distintas, onde

também foi obtida a matriz de percentual de identidade das sequéncias.



4.2 CONSTRUCAO DO VETOR

Tendo a sequéncia para o gene da proteina de SRPK de Leishmania braziliensis apos
avaliar sua sua viabilidade como possivel alvo farmacoldgico, o gene foi sintetizado

comercialmente pela Synbio e inserido no vetor de expressao.

Para a construcdo do vetor de expressdo, a sequéncia nucleotidica da quinase SRPK de
Leishmania braziliensis (LbSRPK) foi alinhada com a da SRPKI humana utilizando o
software Clustal. Com base nesse alinhamento, os dominios cinases foram identificados e
selecionados para clonagem. O vetor utilizado foi o pET28a-c(+), que possui como marcador
de selecdo a resisténcia a ampicilina (AMP) e canamicina (KAN). Sua regido promotora ¢ T7
induzivel com IPTG e também possui gene que confere a proteina uma cauda de histidina
(Tag His) que auxilia na purificagdo das proteinas utilizando cromatografia por afinidade, o
que torna este vetor bastante interessante para este trabalho. No presente trabalho foi utilizado
a canamicina como marcador de selecdo a uma concentragdo de 0,6uL/mL nos meios de
cultura LB (Triptona: 10 g/L; Extrato de levedura 5 g/L; NaCl: 10 g/L; Agar: 15 g/L em

meios solidos).

4.3 MULTIPLICACAO DOS PLASMIDEOS

Antes de partir para a expressao propriamente dita foi feita a clonagem e multiplicacao
do gene para a LbSRPK presente no vetor de expressdo. Para isso foi utilizada a cepa de E.
coli DH5a, uma vez que ela nao possui o gene da RNA polimerase T7, o que a torna
ineficiente para a expressdo de proteinas sob o controle do promotor T7. Por outro lado, esta

cepa possui varias mutagdes que a tornam eficiente na recombinagdo e replicagdo de DNA.

As cé¢lulas foram recuperadas a partir do estoque a -80 °C, inoculadas em placas
contendo meio de cultura LB so6lido e incubadas overnight a 37 °C. A partir de uma colonia
isolada, que foi novamente multiplicada desta mesma forma, foram utilizados dois métodos
para tornar as células competentes para poderem receber os plasmideos e cultivadas overnight

a37°C.

4.3.1 TRANSFORMACAO POR CHOQUE TERMICO

A colonia isolada foi transferida para 100mL de meio LB em um

Erlenmeyer de 1L e incubada de 16h a 20h a 37°C sob agitagdo vigorosa de



230 RPM. Foi feita a medicdo periddica da densidade optica (DO) a um
comprimento de onda de 600 nm (DOy,) até alcangar a DOy, de 0,4, para
obter uma maior eficiéncia na transformacao. As células foram transferidas
para tubos tipo Falcon de 50mL e mantidas no gelo por 10 minutos. Em
seguida, foi feita a centrifugacdo a 2700g por 10 minutos a 4°C e descartado
todo o meio de cultura. O pellet foi gentilmente ressuspendido em 30mL de
solucao de 80 mM MgCl, - 20 mM CaCl,. Foi feita uma nova centrifugacdo a
2700 g por 10 minutos a 4°C e descartado totalmente o sobrenadante. Em
seguida, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de CaCl, 0,1 M gelado para cada

50 mL de cultura original.

Para a transformagdo por choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989), foram usados entre 6 ¢ 10 uL de DNA em um tubo
contendo 200 pL de células competentes e mantidas no gelo por 30 minutos.
Este foi rapidamente transferido para o banho-maria a 42°C durante 90
segundos e novamente com agilidade transferido para o gelo por cerca de 5
minutos. Foi entdo adicionado 800 pL de meio LB sem antibidtico ao tubo e
incubado por no minimo 40 minutos a 37°C. Em seguida foi transferido cerca
de 100 uL para uma placa contendo meio LB solido contendo 15 g/L de agar, o
antibiotico canamicina (0,6pL/mL) como marcador de selecdo e cultivado

overnight a 37°C.

4.3.2 TRANSFORMACAO POR ELETROPORACAO

Um pré-indculo com a DH5a em meio LB foi cultivado overnight a
37°C e 180 rpm. A partir de uma coldnia isolada, um novo inéculo em meio
LB foi incubado a 37°C com monitoramento periddico da DOy, até chegar
entre 0,35 e 0,4. As células foram colocadas no gelo por 30 minutos e
centrifugadas a 1000 g por 10 minutos a 4°C. O meio de cultura foi totalmente
descartado e o pellet ressuspendido em 500 mL de agua gelada ultrapura
autoclavada. Novamente foi feita a centrifugacdo por 20 minutos a 4°C e
ressuspendido em 250 mL de agua ultrapura com adi¢do de 10% de glicerol
gelado autoclavado. Foi feita uma nova centrifugacao a 1000 g por 20 minutos
e 4°C, seguido da ressuspensdo em 10 mL de glicerol 10%. Novamente

centrifugado, porém agora a 500 g por 20 minutos e 4°C e ressuspendido em



ImL de glicerol 10% gelado autoclavado e por fim, aliquotado em 60 pL por
tubo e estocado em -80°C.

Para a transformacdo por eletroporagdo. As células foram mantidas no
gelo por 15 minutos. Em seguida foi adicionado cerca de 10 L. de DNA e
novamente mantido no gelo por 20 minutos. As células foram transferidas para
uma cubeta de 2,5 mm compativel com o eletroporador Bio-Rad (utilizando
programa E. coli) e foi feita a eletroporacdo. Em seguida, foi adicionado
200uL de meio na cubeta, homogeneizado e transferido para um tubo de 1,5
mL, onde foi completado a quantidade de meio até 1mL e incubado por 40

minutos a 37°C e 180 rpm.

4.4 INDUCAO DA EXPRESSAO HETEROLOGA DA PROTEINA

A célula hospedeira utilizada para expressar a proteina foi a cepa de E. coli BL21 DE3, uma
vez que ela possui o gene da RNA polimerase T7 integrado em seu genoma. Essa enzima
reconhece especificamente o promotor T7 presente em vetores de expressdo como o
pET28a-c(+), proporcionando altos niveis de transcri¢do e, consequentemente, de expressao
da proteina recombinante. Além disso, esta cepa ndo possui os genes lon e ompT, que
codificam proteases. Essa delecdo aumenta a estabilidade de proteinas recombinantes,
evitando sua degradagdo e modificacdo (RIGGS, 2018). As células foram recuperadas a partir
do estoque a -80 °C, inoculadas em placas contendo meio de cultura LB so6lido e incubadas

overnight a 37 °C

A transformagao para insercdo dos plasmideos contendo os genes previamente
clonados foi realizada por meio de trés choques térmicos e mantidas no gelo pelo periodo de
15 minutos até adicionar 350 uL de meio LB, seguido da incubagdo por no minimo 40
minutos para a recuperacao das células. Em seguida, transferiu-se para placas contendo LB e

o antibiotico recomendado pelo pET e colocado para cultivo overnight.

4.4.1 DEFINICAO DOS PARAMETROS PARA A INDUCAO DA
EXPRESSAO

As indugdes foram feitas a partir de uma coldnia isolada inoculada em

50mL de meio LB contendo as BL21 DE3 contendo o gene de interesse
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previamente clonado e canamicina a 0,6 pL/mL como marcador de selegdo. As
diferentes condi¢des de cultivo testadas envolvem: concentracdo do indutor
IPTG (Sigma®) de 0,1mM e 0,25mM, ambos adicionados com a cultura a uma
DOy, de 0,8; adicao de 2% a 6% de etanol no meio de cultura; temperaturas de
incubacao de 20 °C, 30 °C e 37 °C; tempo de inducdo de 3h, 4h, 5h, 6h e 18h,
coletando amostras de 5 mL em cada um dos tempos, além de coletar uma

amostra antes da adicdo do IPTG para observar expressao sem o indutor.

As amostras coletadas das indugdes de expressdo foram centrifugadas a 4000 rpm por 10
minutos a 4 °C e os pellets foram ressuspendidos em 4 mL de tampao de lise (50mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 20 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5) contendo 1 pg/mL dos
inibidores de protease leupeptina, aprotinina e pepstatina, além de 30 pg/mL de lisozima. Para
realizar a lise das células, apds permanecer no gelo por 30 minutos, as amostras passaram pelo
processo de sonicagdo (CV18 Vibra Cell™ - Sonics) por 5 minutos (10 pulsos de 30 segundos
com amplitude 100 e 30 segundos de intervalo entre cada um dos pulsos). Apos a lise das
células, a solugdo foi centrifugada a 4 °C e 12.500 x g por 30 minutos a fim de separar-se as
fracdes soluveis e o corpo de inclusdo. A fracdo solivel foi coletada e a insoluvel foi
ressuspendida com tampao de lise contendo 8 M de ureia e novamente centrifugadas nas
mesmas condicdes da ultima centrifugagdo a fim de coletar e armazenar também a fracao

insolavel.

4.5 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS

Para ter a confirmagdo das proteinas e identificar se estavam presentes na porgao
solivel ou nao soluvel foi utilizado uma eletroforese em gel de SDS-PAGE. As amostras
foram preparadas com 15puL da solugdo com as células e 5 uL de tampao de amostra com
B-mercapto, fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida a 12%.
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Também foi aplicado no gel o marcador
Sinapse TrueColor High Range Protein Marker s2600, que esta mostrado na figura 3.
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Figura 3 - Marcador de proteinas: Sinapse TrueColor High Range Protein

Marker S2600 (9-245 kDa)

A corrida foi realizada a tensdes de 90V, 120V e 140V e em seguida corado utilizando uma
solucao de Coomassie brilliant blue R-250 em constante agitagdo por 30 minutos, seguido da
utilizagdo de um tampao descolorante contendo etanol e acido acético até evidenciar as

bandas no gel.

4.6 PURIFICACAO DAS PROTEINAS

Para purificar a LbSRPK as fracdes soluvel e insoluvel foram filtradas e
adicionadas em colunas de Niquel (HisTrap™ Crude FF) no FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography), de modelo AKTA PURIFIER UPC10 (GE Healtcare). O fluxo no aparelho
foi de 0,5 mL/min e as fragdes correspondem ao volume nao ligado, lavagem (que foi feita
utilizando 50mM de Tris-HCl; 100mM de NaCl, 20mM de Imidazol e 5% de glicerol) e

eluicdo foram coletadas para serem avaliadas em gel de SDS-PAGE.

4.7 CONFIRMACAO DA PROTEINA DE INTERESSE

A fim de confirmar a presenca da LbSRPK nas fragdes coletadas apés a purificacdo,
realizamos a técnica de Western Blot (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Essa
técnica permite a detecgdo de proteinas especificas em uma amostra complexa. Aliquotas das

fragdes coletadas da purificagdo foram misturadas com tampao de amostra contendo SDS
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(dodecil sulfato de s6dio), f-mercaptoetanol e um corante (azul de bromofenol). Essa mistura
foi submetida a fervura para desnaturar as proteinas e quebrar as pontes dissulfeto. As
amostras desnaturadas foram carregadas em pocos de um gel de poliacrilamida de 12% e
submetidas a um campo elétrico de 400V por cerca de uma hora e meia. As proteinas
migraram pelo gel de acordo com seu tamanho molecular. Apds a eletroforese, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, que foi incubada com uma solugado
de leite em pd desnatado para bloquear os sitios ndo especificos da membrana, evitando assim
a ligagdo ndo especifica de anticorpos. Posteriormente, a membrana foi incubada com um
anticorpo primario especifico anti-His de mouse, que reconhece a sequéncia de histidina
presente na proteina (dada a ela pelo vetor de expressdo). A diluicdo do anticorpo primario foi
de 1:5000. Apds lavagens para remover o anticorpo primdrio nao ligado, a membrana foi
incubada com um anticorpo secundario anti-IgG de rato conjugado a peroxidase na dilui¢do
de 1:8000. Esse anticorpo se liga ao anticorpo primario e possui uma enzima (peroxidase) que
catalisa uma rea¢do quimiluminescente. A membrana foi incubada com um substrato
quimiluminescente, que emite luz quando a peroxidase entra em contato com ele. A emissao
de luz foi capturada em um filme radiografico ou por um sistema de quimiluminescéncia,
revelando as bandas correspondentes as proteinas que reagiram com os anticorpos. A

revelagdo utilizou 3,3’-diaminobenzidina (DAB) e perdxido de hidrogénio (H,0,).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1 ANALISE FILOGENETICA DAS SRPKs:

O alinhamento dos genes de SRPK de Leishmania braziliensis com SRPK’s de outros
organismos possibilitou uma andlise filogenética de similaridade entre elas, conforme ¢

mostrado na figura abaixo:
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[ ] Leishmania LgeSRPK LGELEM452 300042900
LWSRPK LTULEN423 300042600
LarSRPK LARLEM1108 300042500
LmaSRPK LmijF 30.3580

LirSRPK LTRL590 300042500 . tropica
LdoSRPK LDBPK 303640.1 . donovani

L. gerbilli LEM452
L
L
L
L
(i
100 — LinSRPK LINF 300041600 L. infantum
L
L
L
L
L
L

. turanica
. arabica
. major

l:l Trypanossoma
[l Magnoliopsida

El Mammalia

[] Apicompiexa — LamSRPK LAMA 000621300 . amazonensis
LmeSRPK LmxM.29.3580 . mexicana
LtaSRPK LtaPh 3036200 . tarentolae
LmrSRPK LMARLEM2494 300042200
LenSRPK LENLEM3045 300042600

LnaSRPK JIQ42 03655

[:l Saccharomycetes

. martiniquensis
. enrietti
. hamibia

100 — LorSRPK LSCM4 02290 L. orientalis
99 LghSRPK GH5 029830 L. ghana
LpaSRPK LPAL13 300040300 L. panamensis
e LbrSRPK LBRM2903 300043400 L. braziliensis MHOM
95 [Leishmania braziliensis M2904
100 I: TcrSRPK Th927.6 4970 Trypanosoma brucei
TcoSRPK TcIL3000 6 4400 T. congolense
T. theileri

a2 TthSRPK TM35 000071190
= TraSRPK TRSC58 03968 T. rangeli
- o TcrSRPK Te MARK 2104 T. cruzi marinkellei
1 TcrSRPK TcBrA4 0027280 T. cruzi brazil
TcrSRPK BCY84 01193 T. cruzi dm28c
TcrSRPK TeG 00947

100
100
59 T. cruzi strain
AtSRPK4 F4.882 Arabidopsis thaliana (SRPK)
84 FcSRPK1 M3XD27 FELCA Felis catus
el CISRPK1 ADABCOSVC4 CANLF Canis lupus familiaris
il [HsSRPK1 SRPK1 HUMAN ] [Homo sapiens]
& 2 MmSRPK1 SRPK1 MOUSE Mus musculus
——————— RnSRPK1 AOAOUIRRUO RAT Rattus norvegicus
5| 58 CISRPK2 ADABI3Q3UO CANLF Canis lupus familiaris
i|_£ FcSRPK2 ADAZIZULIJ4 FELCA Felis catus
[HsSRPK2 SRPK2 HUMAN | | Homo sapiens|
C MmSRPK2 SRPK2 MOUSE Mus musculus
62 RnSRPK2 ADADG2JX62 RAT Rattus norvegicus
[HsSRPK3 SRPK3 HUMAN | | Homo sapiens|
FcSRPK3 ADA337SEB2 FELCA Felis catus
CISRPK3 ADABIZPTMS CANLF Canis lupus familiaris
. MmSRPK3 SRPK3 MOUSE Mus musculus
9 RnSRPK3 ADADG2KAHE RAT Rattus norvegicus
PISRPK Q77306 PLAFT Plasmodium falciparum
ScSRPK SKY1 YEAST Saccharomyces cerevisiae
CIPKT Q9XIW0 Arabidopsis thaliana

Figura 4-A: Relagdo filogenética da SRPK de diferentes grupos de
organismos. Os nomes estdo acompanhados do cddigo de acesso no Tritryp
(Leishmania e Trypanosoma) e UniProt (demais grupos). O destaque em vermelho
refere-se a LbSRPK que foi utilizada neste trabalho. Os destaques em azul referem-se

as SRPK’s de humanos.

Com base nas figuras 4-B e 4-C ¢ possivel observar uma conservacao de
58.25% entre a LbSRPK e TcSRPK, que apesar de serem individuos pertencentes a mesma

familia (7rypanosomatidae), ainda sim tem uma diferenca relativamente alta entre si.

Ainda com base na matriz da figura 4-C, comparando agora com seres

humanos, vemos que hd uma distancia consideravel entre a SRPK de Leishmania braziliensis
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(LbSRPK) com as de Homo Sapiens HsSRPK1, HsSRPK2, HsSRPK3 (40.32%, 39.77% e
40% respectivamente). As regides conservadas entre elas remetem a um ancestral comum dos
organismos, podendo estar ligadas a fungdes primordiais, como a funcao da SRPK. Por outro
lado, as regides distintas entre as SRPK’s se devem justamente a adaptagao evolutiva de cada
um destes organismo, estando possivelmente ligadas a fungdes secundarias, mas que também
acabam tendo impacto na fung@o da proteina. Isso corrobora com a possibilidade de colocar
estas regioes distintas que a LbSRPK tem dos demais organismos como um alvo
farmacoldgico para o tratamento de Leishmaniose, uma vez que a chance de um farmaco

afetar a SRPK de humanos ¢ pequena, tendo em vista a baixa similaridade entre elas.

Outro detalhe importante que vemos na arvore filogenética e confirmamos na
matriz do percentual de identidade das sequéncias ¢ a alta similaridade das SRPKs de
humanos com as isoformas de camundongos RnSRPK1, RnSRPK2, RnSRPK3 (89.08%,
92.36%, 94.44% respectivamente), que sdo frequentemente utilizados em testes laboratoriais
in vivo. Por causa desta similaridade entre eles, eles podem ser um excelente pardmetro para
averiguar a eficiéncia dos farmacos que serdo testados antes de qualquer aplicacdo em seres
humanos. Essa filogenia aponta também uma grande similaridade entre SRPK’s de humanos
com os caes CISRPK1, CISPRK2, CISRPK3 (96.49%, 96.21%, 96.44% respectivamente), que
possuem um papel importante no controle e na propagacdo da Leishmaniose (TORRES, F. D.,
2024), uma vez que sdo grandes armazenadores da doenca e por serem animais domésticos,
possuem uma interagao muito alta com os seres humanos, o que resulta na maior facilidade da
propagagdo da doenca. Esta alta similaridade entre as SRPK’s de homens e cdes abre

possibilidade para que o tratamento em ambos 0s organismos seja bem parecido.

A similaridade das SRPK’s e, consequentemente, a distancia filogenética entre
elas pode ser melhor evidenciada analisando o alinhamento das sequéncias dos diferentes
organismos de interesse, como é mostrado na figura 4-B. E possivel observar que ha uma
conservacdo de sequéncias de aminodcidos muito maior entre os mamiferos em relacio a
SRPK de Leishmania braziliensis. Essa conservagao ¢ mostrada nas sequéncias coloridas,
onde as cores indicam que os aminoacidos daquela regido sao semelhantes e/ou podem indicar
funcdes semelhantes. A presenca de regides altamente conservadas nos alinhamentos indica
que essas regides sdo essenciais para a fungdo catalitica da quinase. Essas regides
provavelmente correspondem aos sitios ativos e aos sitios de ligagdo para o ATP e para o

substrato. As regides mais variaveis podem estar relacionadas a fungdes reguladoras ou a

interacdes especificas com outras proteinas ou moléculas. Essas regides podem ser exploradas
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para o desenvolvimento de inibidores seletivos. Tendo em vista que muitas destas sequéncias
j& possuem fungdes conhecidas na literatura e considerando que as sequéncias de aminoacidos

possuem um papel importante na estrutura das proteinas (GHOSH; ADAMS, 2011).



16

sKKHIKQAK]\*LKRMKNDKuxnmkrlnmn\'snn\'nzsvuwzt[Enzsl.waﬂqaukAKkKRQEL\'ExEsvuksbﬂuulm1TNKLQQQEH1-|55):| .DEESND!’??TEEDYSDTA':’EESREYRKI
- KFNKKTREWC AR

MTERERER ERERQRHRQREKQAﬁEREGDVIFnﬂsﬂsnﬁmlaxﬁmﬂﬂtivs T PR\’RREIHRLHL SSLLRRSNFSFFLI Yum.s FFIFSLEL ssquLAﬁAqumulnﬁDqiHr'ruqz'r EAD:l.uLRsrnsAHR

THL

JHEKANEVYQ

T MBFSNTCSLSNNS -
JESYVLRVKFR TMNM
EREVLALQARKKR TRAKKD
ERK\’LALQARKKRTKAKKD
ST S §555-88
54 DSEBESSS- 55
Mm\ﬂuﬁ ErvvchmL]cmR 5 Al 5| CEGSSS. S8
-MRNXFCT - qzrn ers:smgzéco
M EK5S55SERBEBQQ
-EK555SERBERQQ

-Q - - - - ISE--- KN - - -
x NLNNN:TDNN:[ﬁswulsxcsnsxm{x KDSY!N NNSLTNDDUN KRED ] KF 1Y AEBI TKYDMLNIKNNI S [KEK [ NDCHSENENKNEBNENQC
TQ g st T TR T I N gl T

v x

,,,,, o ST5SS
S5TSSS
: srsss

REAEREILEENT. ... - cen QD’E E PR, - -LEFTTEEE.- TAXDNEEVEDQEEKEDTEE. - ENTEKHE - DDV
REAERKIITEENT - - - QDDE SR - -LERAAESE - PVNDNBEAEDQEEKEDTEK - - ENTEKSE - DDV
- ERKIITEENI- -+ cennann QDBEMCE! X --LEBAAEAE--- - TAKDNBEAEDQEEKEDAEK - - EN]EXRE -DDV

750 . 180 330

- ATAKT -
DN S [N ENNKNNNT qmu INDNTVNEK [ NNT SKKDMLNNT annns EKND\'\' 1 E| QL\’N[DI an(qumx(mm nz&wgnua:susn&sx LTSYSNI HALqzrunxﬁmvmwLunigzmnnmxmmﬁvmuﬂ
- INCN| \’iﬂlUNYTANS—NNNETLRLK L----HNAN.DCDERTL------ FLS-
----- EGGA - - - - - - INCN@VIEVINYTQNS - - - NNETLREKEDL - - - - HNAN- DCDVQNL --
= - VINCN VTEIINYTENS - VNKETLRLK —VVHNAN—DCDV WL S

TVMESE fiE Z N LFLLE QLEDEEDEED— ANPEEVNLDE
N

NAESDYIYSSSY.
~NAESDYTVSSSY .-
-NAESDYTYSSSY-----------

-ee WIES HIE - - FLLEQQLDDEDDEEE - DC EEYNLDE|
rrrrrrrr - - T‘VT ES| HIE e FSLE| QLDDEDDEEE—DC JEEYNLDE]

- M- - -HLIHBEEALRLHELYMRNEEN1
ERSLTLTQODI THLQER [RAHTESBRE -
QSFSEQHISQLQEsmulg
AEQEFNEQDT SQLQESIRAEIRGE
NOR- - -

SSNQR

-- - BTH- - - L I.TE E- S isRBRsRTY. - - -
EsQ- - N E— -8 = ILTEBE - e RSRTV.
EsQ- ; LTEQE- RSRTV -
1000

- IELLE K\' KLIVABKYSKEFFT]
-ALTIELL RELIVABKYSKEFFT
NRRDHIALITELL RELIVABKYSKEFFT

REDHIALIIELL) K\'gRKYAML K YSKEFFT|
NRRDHh\L'IELL KVERKYAMLGK Y SKEFF T|

-DDYE%FCF\‘SSDADREM\'EASI'EINLED SETS‘DSNDADDESKNTSL! 'K.TRC KEMDSAQF\VDE
x ’SLEE'DDMY INDESYS I NNDRMMKNNSNSMN - F IYD’HNS SENKNS SNKKKID\’NYK]'NN NAYN- DNYYNENYENNENNE

“LAREFLEKRE - Lsx.wmm.m'llcm.m}i’a CKAKSKLEVIHLLS
! rnnnvvalﬁsﬂoqvmaumwn1\>ym LyER YNSNN\’[S\'TN!NKIHKNNFDINVLQHRNDNNSNKQN[ SLUTTNDYTFNSDY 1 ANMMDHDT YREQ lxmgﬁuu[ EKLKDIKNFKA?NESquEM‘HDFQuYNEHDFEYK?N

g8t

- EEAADTREEHAADRD - ATSRV. = EELNNS1BDANSD -~
KR FEHAHF I KEMKHNDDD - - - YEEEDEDEDDDDE - - -D - - YESDVDYDD




17

Figura 4-B: Alinhamento de multiplas sequéncias (MSA) de SRPK’s conhecidas na
literatura, feita pelo Clustal Omega. As regides de mesma cor representam conservacao da
sequéncia, sendo que as cores indicam conservacao de aminoacidos. LbSRPK: Leishmania
braziliensis;  TctSRPK:  Trypanosoma  cruzi; PfSRPK:  Plasmodium  falciparum;
RnSRPK(1,2,3): Rattus novergicus; HsSRPK(1,2,3): Homo sapiens; CISRPK(1,2,3): Canis

lupus familiaris; A primeira linha destacada em vermelho ¢é referente a sequéncia de

aminoacidos da LbSRPK.

Matriz de percentual de identlidade de sequéncias
1: LorsRPk [[22088] s8.25 33.33 48.78 48.32 35.89 39.77 39.63 37.31 39.61 48.00 48.00
2: TcrSRPK 58.25 35.85 46.72 39.60 34.92 41.26 41.42 39,28 41.34 41.53 41.81
3: PFSRPK 33.33  35.85 109.89 33.78 33.17 33.68 32.82 33.13 32,21 32.87 32.67 32.31
4: RnSRPKL 40,78 40.72 33.78 1eG.@0 89.88 89.23 60.11 62.18 60.23 64.53 64.79 63.55
5: HsSRPKL 40.32 39.60 33.17 89.68 96.49 59.92 61.88 59.66 63.85 63.64 62.35
6: CLSRPK1 35,80 34,92 33,60 §9.23 06.40 100,89 61.55 S7.79 63.51 63.64 62.12
7: HsSRPK3 39.77 41.26 32.82 6@.11 59.92 59.53 96.44 94.16 65.23 65.53 65.65
g: CLSRPK3 39.63 41.42 33.13 62.10 61.88 61.55 96.44 109.00 96,62 67.95 66.92 67.24
9: RnSRPK3 37.31 39.28 32.21 60.23 G59.66 57.79 94.16 96.62 160.99 65.06 ©€5.05  65.35
18: RnSRPK2 39.61 41.34 32.87 64.53 63.85 63.51 65.23 67.85 65.96 100.88 93.12 92.36
11: CLSRPK2 40,00 41.53 32.67 64.79 63.64 63.64 65.53 66.92 65.65 03.12 190.88 96,21
12: HsSRPK2 49,80 41.81 32.31 63.55 62.35 62,12 65.65 67.24 65.35 92.36 96.21

Figura 4-C: Matriz do percentual de identidade de sequéncias. LbSRPK: Leishmania
braziliensis;  TcrSRPK:  Trypanosoma  cruzi; PfSRPK:  Plasmodium  falciparum;
RnSRPK(1,2,3): Rattus novergicus; HsSRPK(1,2,3): Homo sapiens; CISRPK(1,2,3): Canis

lupus familiaris.
5.2 CALCULO DO PESO MOLECULAR DA PROTEINA DE INTERESSE:

As indugdes da LbSRPK foram realizadas em diferentes condi¢des de cultivo,
a fim de observar quais as condi¢cdes que melhor favorecem a obtencdo das proteinas na
fragdo soluvel. todas as condigdes para a corrida eletroforéticas foram padronizadas e o

melhor resultado foi 120V por aproximadamente 40 minutos.

A altura da proteina de interesse foi calculada a partir de uma indugdo da
expressdao em meio LB a 37 °C durante 2 horas e 180 rpm. Como a finalidade ndo era obter
uma expressao em maior escala, mas apenas ter a proteina para avaliar seu tamanho, o tempo
de indugdo de 2 horas ¢ suficiente. Em seguida, foi promovida a lise das células e separacao
da fragdo soluvel e insoluvel. Ambas foram purificadas por cromatografia por afinidade
utilizando-se coluna de niquel que se liga a cauda de histidina na proteina e posteriormente o
peso molecular da proteina pode ser calculado por Western Blotting utilizando-se anticorpos

anti-His para detectar a proteina de interesse através da Tag-His presente nela e usando um
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software para calcular o peso molecular aproximado da proteina. O resultado do Western

Blotting ¢ descrito na figura seguir:

_L FI_VNL FI_Elu

Figura 5-A - Gel espelho do Western Blotting: O retangulo preto evidencia a
deteccdo da proteina LbSRPK na membrana de Western Blotting de uma indugdo
realizada a 37°C durante 2 horas e 180 rpm. M: Marcador; C+: Controle positivo; EB:
Extrato bruto; FS SP: Fragdo soluvel sem purificacdo; FS VNL: Volume nao ligado
da fragdo soluvel; FS B: Fracdo solivel com 100% de tampao B; FI SP: Fracdo
insoltivel sem purificagdo; FI L: Lavagem da fracdo insoluvel; FI_ VNL: Volume nio

ligado da fracdo insoltivel; FI_Elu: Eluicdo da fracdo soluvel.

EB FS_SP FSVNL FS_B FI_SP FI_L FIVNL FI_Elu

Figura 5-B - Verificacdo da altura da LbSRPK apés Western Blotting: O
retangulo preto evidencia a detec¢ao da proteina LbSRPK na membrana de Western
Blotting de uma indug¢do realizada a 37°C durante 2 horas e 180 rpm. M: Marcador;
C+: Controle positivo; EB: Extrato bruto; FS_SP: Fragdo soluvel sem purificacdo;
FS_VNL: Volume nao ligado da fragdo soluvel; FS B: Fragdo soluvel com 100% de

tampao B; FI SP: Fracdo insoltivel sem purificagdo; FI L: Lavagem da fragdo
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insoluvel; FI_VNL: Volume nao ligado da fragdo insoluvel; FI_Elu: Elui¢ao da fragao

insoluvel.

Como podemos observar nas figuras 5-A e 5-B, foi identificado a presenga da
LbSRPK na ultima canaleta, contendo a fracdo insoluvel eluida (FI Elu), na altura de
aproximadamente 39 kDa. Esse resultado foi usado como parametro para a observacao das

outras expressoes da proteina.

5.3 ANALISE DA SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS:

Ao todo foram realizadas 6 indugdes testando diferentes parametros para que
fosse possivel padronizar a expressdo. A figura 6 mostra uma visdo geral dos parametros

definidos para cada expressao.

Pardmetros testados na indugdo da expressdo

30°C 20°C 20°C 20°C 20°C 20°C
0,25mM IPTG 0,25mM IPTG 0,ImM IPTG 0,ImM IPTG 0,1mM IPTG 0,ImM IPTG
180 RPM 180 RPM 180 RPM 180 RPM 180 RPM 180 RPM
3,4,5e18h 4,5 6e18h 4,5 6 e18h 18 horas 20 horas Etanol 2 a 6%

Figura 6 - Parametros das expressdes: Esquema contendo os parametros
utilizados para as 6 diferentes indugdes de expressao realizadas. As linhas destacam o

parametro que estava sendo observado em cada uma das expressoes.

A primeira expressao a ser realizada foi para verificar a solubilidade das
proteinas quando cultivadas a uma temperatura de 30 °C, conforme ¢ mostrado na figura 7 a

seguir:
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215 kDa
180 kDA e
140 kDa
100 kDa

75 kDa

60 kDa

45 kDa

PTN
29kDa
35 kDa

25kDa

15 kDA

10 kDa

30°C; 180rpm; 0,25mM IPTG; 3h, 4h, 5h, 18h: 120V

Figura 7 - Resultado da induc¢ao feita 30°C, 180 rpm, 0.25mM
IPTG, durante 3h, 4h, Sh e 18h horas de inducio: A corrida no gel de
poliacrilamida foi feita a uma tensdo de 120V. M: Marcador; E.B: Extrato

Bruto; F.S: Fragdo Soluvel; F.I: Fracao Insoluvel (corpo de inclusdo).

O crescimento em 30°C apresentou, no geral, uma presenga predominante das
proteinas nos corpos de inclusdo. Temperaturas mais elevadas conferem maior energia
cinética as proteinas, que aumenta as colisdes entre elas. Somando isso ao fato de que
temperaturas maiores podem levar a uma desnaturagdo parcial das proteinas, expondo regides
hidrofobicas, ¢ provavel que haja uma maior formacao de aglomerados e corpos de inclusdo.
A maior agregacao das proteinas em temperaturas mais elevadas j& era esperada, tendo em
vista outros trabalhos que mostram que o aumento da temperatura também aumenta a variagao
da energia de Gibbs, potencializando o surgimento de agregados (ROSA; ROBERTS;
RODRIGUES, 2017). No entanto, foi possivel observar uma banda na fracdo soluvel da
inducdo de 4 horas em tamanhos préximos aos 39 kDa, na regido da proteina de interesse, que
pode estar relacionada ao estresse celular, de modo que em 4 horas de indugao a célula esteja

melhor adaptada a superexpressdo das proteinas do que nos outros tempos.

Partindo para uma temperatura mais baixa, a concentracdo do indutor (IPTG) e
diferentes tempos de indugdo também foram testadas. As figuras 8-A e 8-B mostram o

resultado do SDS-PAGE para estas indugdes.
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B7.0kDa

66.0 kDa

H5.0 kDa PTN
39kD¢g

BO.OkDa —— |

20°C; 180rpm; 0,25mM IPTG; 4h, 5h, 6h, 18h; 140V

Figura 8-A - Resultado da induciio com 0,25mM IPTG: A indugio
foi feita a 20°C, 180 rpm, durante 4h, S5h, 6h e 18 horas de inducdo. A corrida
no gel de poliacrilamida foi feita a uma tensao de 140V. M: Marcador; S.IPTG:

Sem indutor; F.S: Fracao Soluvel; F.I: Fragdo Insoluvel (corpo de inclusao).

97.0 kDa

66.0 kDa

PTN
39kDa

45,0 kDa

30.0 kDa

20°C; 180rpm; 0,1 mM IPTG; 4h, 5h, 6h, 18h; 140V

Figura 8-B - Resultado da inducio com 0,1mM IPTG: A indugdo foi
feita a 20°C, 180 rpm, durante 4h, 5h, 6h e 18 horas de indu¢do. A corrida no
gel de poliacrilamida foi feita a uma tensdo de 140V. M: Marcador; S.I: Sem

indutor; F.S: Fracao Soluvel; F.I: Fragao Insoluvel (corpo de inclusao).

No geral a redugdo de 30°C para 20°C resultou numa maior solubilidade das proteinas,
tendo uma concentragdo maior e bem parecida em 6 horas e 18 horas de indugdo. Os corpos

de inclusdo permanecem em maiores quantidades em relacdo as fracdes soliveis. A segunda
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canaleta do gel foi o controle negativo, mostrando que a auséncia do indutor resultava numa
expressdo extremamente mais baixa de proteinas. Como a diferenca da concentragdo do
indutor ndo foi significativamente impactante no resultado, foi definido a concentracao de
0,ImM para os testes posteriores, indo de encontro com trabalhos que demonstraram que uma
alta concentracdo de IPTG pode reduzir bastante o rendimento da indugdo, além de ser um
composto caro e potencialmente toxico, sobretudo quando induz a producdo de proteinas

toxicas ou de proteases (LARENTIS, A. L. et al., 2014).

Um outro ponto que podemos destacar sobre estes géis ¢ a tensdo na qual foram
submetidos durante a corrida, que neste caso foi de 140V. Esse aumento na tensdo foi usado
para avaliar o impacto da tensdo no tempo da corrida (devido & maior tensdo) e se isso teria
um impacto na resolugdo do gel, como ¢ mostrado em alguns trabalhos que também avaliaram

a tensdo nas corridas em SDS-PAGE (KOSHKINA et al., 2023).

Tendo em vista que a inducdo de 6 horas e 18 horas tiveram resultados semelhantes,
optamos por seguir com 18 horas de inducdo por questdo de praticidade. Com isso, foi testada
uma inducdo para comparar este tempo de indugdo com um tempo maior, de 20 horas,
conforme mostra a figura 9. Podemos observar que a inducdo de 18 horas apresenta uma
quantidade maior de proteinas na fragdo soluvel, incluindo as proteinas proximas ao tamanho

alvo de 39 kDa.

21T KD a e—
TEO KD g —

140 kDa

100 kD g s—

TIhDa  —

A kD ——

45 EDE  —

PTN
39kDa

G DG —

2OEDa  —

20°C; 180 rpm; 0, ImM IPTG; 18h e 20h; 120V
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Figura 9 - Resultado da indug¢do a 18h e 20h: A inducdo foi feita
20°C, 180 rpm, 0.ImM IPTG. A corrida no gel de poliacrilamida foi feita a
uma tensdo de 120V. M: Marcador; E.B: Extrato Bruto; F.S: Fracao Soluvel;

F.I: Fragao Insoluvel (corpo de inclusao).

Por fim, foram realizadas novas indugdes para testar o efeito da adi¢do de Etanol junto
ao IPTG. Estudos mais recentes vém abordando essa estratégia para amplificar a expressao de
proteinas, sob o argumento de que o etanol, sendo uma molécula anfipatica, pode alterar a
estrutura e permeabilidade da membrana celular, estresse oxidativo, , conformagao de enzimas
e macromoléculas, ao passo que vdrios destes fendmenos afetam a replicacdo do DNA,
levando ao aumento de sua sintese e, consequentemente, no aumento da sua expressao com a
adicdo do indutor (BASU; PODDAR, 1994; CHHETRI; KALITA; TRIPATHI, 2015;
INGRAM; BUTTKE, 1985). No entanto, nos nossos testes o efeito do etanol foi o oposto,
levando a uma expressdo bem baixa de proteinas soluveis, conforme mostram as figuras 10-A
e 10-B. Uma possivel causa para esse contraste no resultado em relacdo a literatura esta no
protocolo do experimento, onde alguns adicionam o etanol durante a pré-expressao, enquanto
a cultura estd crescendo até atingir a DO ideal e entdo adicionar também o IPTG para dar
inicio & expressdo, enquanto outros protocolos (como o que foi utilizado no presente estudo),

realiza a adi¢do do etanol junto do IPTG no momento de dar inicio a indugao.
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215kDa
180 kDa

140 KkDa

1o kDa

75 kDa

G0 kDa

45 kDa

PTN
39kD

35 kDa

20 kDD —

20°C; 180 rpm, 0,ImM IPTG; 18h; 2% e 3% Et; 120V

Figura 10-A - Resultado da inducdo com etanol: A indugdo foi feita
a 20°C, 90 rpm, 0.1mM IPTG, durante 18 horas de inducdo e com adi¢do de
Etanol na concentracao de 2% e 3% (do volume final). A corrida no gel de
poliacrilamida foi feita a uma tensdo de 120V. M: Marcador; E.B: Extrato

Bruto; F.S: Fracao Soluvel; F.I: Fracao Insoltvel (corpo de inclusdo).
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Figura 10-B - Resultado da inducio com etanol: A inducdo foi feita
a 20°C, 90 rpm, 0.1mM IPTG, durante 18 horas de indugdo e com adig¢do de
Etanol na concentracao de 4%, 5% e 6% (do volume final). A corrida no gel de
poliacrilamida foi feita a uma tensdao de 120V. M: Marcador; E.B: Extrato

Bruto; F.S: Fragdo Soluvel; F.I: Fracao Insoluvel (corpo de inclusdo).

Uma varidvel importante que ndo foi levada em consideracdo neste trabalho foi o
controle do pH nos experimentos de inducao. A literatura aponta que culturas onde o pH nao ¢
devidamente controlado t€m um aumento na producao de corpos de inclusdao, uma vez que um
pH muito alto ou muito baixo pode levar a desnaturacdo de proteinas, expondo regides
hidrofébicas e podendo levar a agregacdo, além de afetar na atividade de chaperonas que
atuam no dobramento das proteinas ou ainda ter um efeito sobre as cargas superficiais das

proteinas, ocasionando uma interacao eletrostaticas entre as moléculas e resultando na

agregacao (STRANDBERG; ENFORS, 1991; CASTELLANOS-MENDOZA et al., 2014).

6. CONCLUSOES:

Dentre as indug¢des que foram feitas, considerando diferentes varidveis que
influenciam direta ou indiretamente na obtencdo das proteinas na sua forma soluvel,
observamos que o cultivo a 20 °C, utilizando uma rotagao de 180 rpm durante um periodo de
18 horas ¢ com a adi¢cdo de indutor a uma concentracao mais baixa, cerca de 0,1mM, foi onde
obtivemos um resultado mais satisfatorio. Infelizmente por falta de tempo habil, ndo foi
possivel otimizar a purificacdo das proteinas, que foi feita somente para o calculo do peso
molecular aproximado da proteina de interesse. O impacto da adi¢ao de etanol na cultura nao
foi coerente com outros trabalhos semelhantes encontrados na literatura, provavelmente pela
utilizacdo de um protocolo e metodologia diferente, fazendo-se necessarios novos testes, com
outros métodos, para que se possa ter uma defini¢do do impacto do etanol na inducao da
expressao. Além disso, por nao ter sido feito o controle do pH durante as indugdes € possivel
que a solubilidade geral das proteinas nas indugdes tenha sido afetada de alguma forma e este
parametro precisa ser monitorado em trabalhos futuros. Outro ponto a se destacar ¢ que
devido a falta de tempo habil, os pardmetros ndo foram testados em experimentos isolados, ou
seja, houveram indugdes onde estava sendo modificado mais de um parametro, fazendo com

que as mudancas na solubilidade ndo sejam atribuidas diretamente a um unico fator.
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Apesar destas limitagdes neste trabalho, os resultados sdo bastante satisfatorios para os
estudos que estdo em andamento no LAPEM (Laboratorio de Parasitologia e Epidemiologia
Molecular), na UFV, onde varios trabalhos envolvendo a LbSRPK como alvo farmacolégico
estdo sendo desenvolvidos. Os resultados obtidos no presente estudo servem como um
norteador para futuras indugdes, em escalas bem maiores, com a finalidade de obter uma
quantidade muito maior de proteinas na fracdo soluvel, de modo que possibilitem estudos
posteriores com esta proteina e novas estratégias de intervengdo sejam sintetizadas nesta

busca de alcangar novos farmacos eficientes para o tratamento de Leishmanioses.
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