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INTRODUGAO:

Dentre as 22 doencas consideradas como Doencgas Tropicais Negligenciadas segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, a Doenga de Chagas e a Leishmaniose sao parasitoses
particularmente relevantes no cenario brasileiro [1]. Em relacido a profilaxia e tratamento, a doencga de
Chagas ainda carece de uma vacina ou de um tratamento terapéutico mais efetivo na fase crénica e
com menos efeitos colaterais. No caso da leishmaniose, os medicamentos sao formulagdes
parenterais toxicas e com muitos efeitos adversos que podem apresentar eficacia relativa em alguns

casos [2,3].

Neste contexto, estudos com metalo-composto surgiram como alternativa para o
desenvolvimento de farmacos anti-tripanossomatideos mais eficazes e menos téxicos. Os compostos
de ouro vém sendo amplamente estudados, apresentando resultados promissores por terem atividades
anti-tumoral, anti-parasitaria e anti-microbiana [3,4]. Os complexos utilizando Au' sdo altamente
tiofilicos, apresentando assim alta afinidade por grupos sulfidrilas de proteinas, inibindo principalmente
enzimas que regulam o sistema redox, como tripanotiona redutase (TR) em tripanossomatideos [4].
Portanto, o presente projeto tem por objetivo expressar e purificar a tripanotiona redutase de

Leishmania infantum (LiTR) para posterior avaliacdo da sua atividade frente a metalo-compostos.

XXXIIl Congresso de Iniciagado Cientifica da UNICAMP — 2025 1



METODOLOGIA:

1. Metalo compostos - Os compostos foram sintetizados no laboratério da Prof?. Camilla Abbehausen
por métodos previamente estabelecidos e adaptados pelo grupo de pesquisas [3,5].

2. Expressao heterdéloga e purificagdo da LiTR recombinante - O plasmideo pET23a(+) contendo o
gene da LiTR (tritryp ID: LINF_050008500) nos foi cedido pela Prof?. Dr® Ana Maria Tomas da
Universidade do Porto, Porto, Portugal [6]. A transformagdo, expressao e a purificagdo da TR foram
realizadas conforme descrito anteriormente [6,7] através de um sistema de cromatografia liquida
AKTA-Go®.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A Figura 1 esta representada a eletroforese em gel de agarose a 1,5% para confirmar o peso
molecular e a integridade do plasmideo (Figura 1).

Laddes {

pET2ai=i-TR

Figura 1: Gel de agarose 1,5% com o plasmideo
pET23a(+) contendo a sequéncia da LiTR. Lane 1 e 2

correspondem ao plasmideo.

Utilizamos um desses vetores para transformar bactérias Escherichia coli (E. coli) da linhagem
DH5a para multiplicar o plasmideo recombinante. A selecdo de transformantes por estes vetores
ocorreu por meio do gene de resisténcia a ampicilina. A eficiéncia que obtivemos na transformacgao foi
muito alta, ou seja, obtivemos um grande numero de coldnias e tivemos que ajustar as concentragdes
do vetor utilizado e o tempo de choque térmico. O vetor pUC57 foi utilizado como controle positivo das
nossas transformagdes, assegurando que nosso protocolo de transformagéo estava adequado para
nossas condi¢des (Figura 2-B) (Figura 2-A) [7].

Figura 2: (A) Transformacado da DH5a com o
pET23a(+) - LiTR. (B) Transformagéo da

DH5a com o pUC57, utilizado como controle

positivo;
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Duas colbnias transformadas foram selecionadas para o isolamento do plasmideo e seu
sequenciamento (Figura 3A). O resultado do sequenciamento indicou que o Open Reading Frame
Finder (ORF) que codifica o gene da LiTR (em laranja) tinha 1.473 pb e codificava 491 aminoacidos.
Em ambos os sequenciamentos, alcangamos uma massa molecular de 53 kDa para a TR, que esta de
acordo com o esperado (tritryp ID: LINF_050008500). Portanto, escolhnemos uma das colbdnias, no caso

a primeira, para seguir com os experimentos.

Figura 3 - (A) Sequenciamento do plasmideo isolado, onde o gene da TR esta destacado em laranja. (B)

Transformagé&o da BL21(DE3) com o plasmideo da TR de Leishmania infantum.

Apods a confirmagao da presenca da sequéncia da TR no plasmideo, utilizamos o vetor para
transformarmos a linhagem BL21(DE3) a fim de expressar nossa proteina de interesse (Figura 3B). O

protocolo de transformacgao utilizado foi o mesmo usado anteriormente [7].

A fim de identificarmos o melhor tempo para a expressdo da nossa proteina, realizamos um
teste de expressao (Figura 4A). O experimento foi repetido trés vezes, variando a concentragao de
células, devido a baixa expressdo, mas o resultado foi 0 mesmo. Deste modo, ao compararmos os
tempos TO (utilizado como controle) e T4, nota-se a presenca de uma ténue banda na regido
correspondente ao peso molecular de 52 kDa [4]. Demonstrando que a TR esta sendo um pouco

melhor expressa em T4 (Figura 4A).

A partir disso, realizamos teste de solubilidade com os melhores tempos de expressao, T3 e T4
a fim de identificarmos se a proteina estava na porgédo insoluvel (pellet) ou na fragdo soluvel
(sobrenadante) (Figura 4B). A presenca de bandas de aproximadamente 52 kDa na fragdo do
sobrenadante indicou que a proteina esta na fragdo soluvel e nao foi precipitada durante o processo,

correspondendo com o esperado [1].
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Figura 4 - (A) Teste de expressdo - SDS-PAGE 12%. Ladder: Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder;
TO: Tempo zero, utilizado como controle; T1: uma hora; T2: duas horas; T3: trés horas; T4: quatro horas. (B)

Teste de solubilidade - SDS-PAGE 12 %. TO: Tempo zero, utilizado como controle; T3: trés horas; T4: quatro

horas; P: pellet; S: sobrenadante.

Em seguida, a partir de 2L de cultura, indugdo com o IPTG por 4h, purificamos a TR

inicialmente por uma coluna His (Figura 5).

maU — UV
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Figura 5 - Cromatografia por afinidade (-His tag) e SDS-PAGE das fragdes - (A) Grafico representativo do
perfil proteico do sobrenadante obtido apds a sonicacdo. (B) SDS-PAGE das fragdes: PM - peso molecular; P -

pellet; FT - fragéo total; e demais fragoes (F).

A partir da analise do SDS-PAGE observamos que o pico maior do grafico (fragdes F11-13)
continha a nossa proteina, mas também muitos contaminantes. A fragdo mais pura da nossa proteina
correspondia a F15. Prosseguimos com a purificacdo agora através de uma coluna de gel filtragdo

(Figura 6).
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Figura 8 - Gel filtragao - (A) Grafico representativo do perfil proteico (B) SDS-PAGE das fragbes: PM - peso
molecular; FC - fracao inicial; F8-F13 correspondem as respectivas fragées no grafico.

CONCLUSOES:

O desenvolvimento deste projeto possibilitou a padronizagao da purificagdo da LiTR, o que nos
permitira analisar o efeito dos metalofarmacos na atividade da enzima comparando com a atividade da

enzima determinada nos parasitas de ambos os géneros de tripanossomatideos.
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