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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma patologia que apresenta diferentes manifestacdes clinicas em
humanos e animais; é causada por protozoarios flagelados e intracelulares da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS, 1903) que se
apresentam em duas formas: amastigota (células fagociticas do sistema mononuclear) e
promastigota (tubo digestério do vetor) (CHANG, 1985). A CRK3 presente no parasita
Leishmania major € uma proteina serina/treonina quinase dependente de ciclina (CDK) que
estd ativa nos dois estagios de vida do parasita Leishmania major, desempenhando um papel
importante em seu ciclo celular. Esta presente na transicao da fase G2 (fase de preparo para
mitose) para M (fase mitética) sendo responsavel por catalisar a fosforilacdo de proteinas
através da transferéncia de um grupo fosfato de ATP ou GTP para um grupo hidroxila da
cadeia lateral de aminoacidos treonina, serina ou residuos de tirosina por possuir um dominio
catalitico onde se liga uma molécula de ATP (SILVA, et al.,, 2009), logo essa ligacédo é
reversivel e responsavel por estimulos extras e intracelulares, provendo um mecanismo
eficiente para a modulacdo de sua atividade. Por ser uma CDK, se encontra inativa em sua
forma monomérica, precisando entdo estar ligada a ciclina 6 (CYC6) a fim de ser ativada,
promover a fosforilacdo dos determinados sitios procedendo com o funcionamento normal do
ciclo celular (SILVEIRA et al., 2011; WALKER, et al., 2011).

OBJETIVOS

Realizar a clonagem, co-expressao e purificacdo da enzima quinase dependente de
ciclina de Leishmania major e da enzima CYC6.

METODOLOGIA

O gene comercial da CRK3 foi transformado em bactéria E.coli DH5a, sendo em
seguida amplificado por PCR utilizando primers especificos e a enzima taq DNA polimerase
e tal produto foi purificado. O inserto e o vetor pET 28 (a+) foram digeridos com as enzimas
de restricdo Sla | e Xba | sendo posteriormente realizado o processo de ligagdo do inserto
CRK3 e o vetor utilizando a DNA T4 ligase, obtendo o clone da enzima. O material obtido foi
introduzido em bactéria E. coli BL21 (DE3) juntamente com o clone da enzima CYC6 e
posteriormente foi realizado um ensaio co-expressdo da enzima a partir de um in6culo, o
ensaio foi induzido adicionando IPTG em concentragfes de 0,25, 0,5 e 1 mM, foi realizado
eletroforese em gel de SDS-Page a fim de confirmar a co-expressao.

RESULTADOS/DISCUSSAO
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Através da PCR de coldnia observou-se a presenca de uma banda Unica em trés
coldnias com 966 pb, correspondente com inserto, indicando sucesso da reagéo (FIGURA 1).
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Figura 1. Gel de agarose 1% (m/v). PCR de colbnia positivo para colénias das colunas 5, 6 e 7.

Através da amplificacdo do cDNA por uma nova reacdo de PCR, a partir do material
extraido por lise alcalina, foi possivel observar a presenca de uma banda com 966 pb, apés
revelacdo eletroforética, demonstrando que a amplificacdo do gene foi realizada com éxito,
uma vez que o tamanho do fragmento observado € condizente com o peso molecular do gene
CRK3LMJ (FIGURA 2).
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Figura 2: Gel de agarose 1% (m/v). Amplificacdo do gene CRK3LMJ por reacéo de PCR a partir de
DNA gendmico. A coluna 1 é a regido amplificada do gene CRK3LMJ.

A digestéo do inserto e do vetor através das enzimas Sla | e Xba | foi confirmada com
gel de agarose 1% contendo bandas com ~966 pb e ~5366 pb, respectivamente, conforme o
esperado condizente com seus tamanhos, indicando sucesso da reacdo. A partir da ligagéo e
transformacao em DH5a, foi possivel obter o clone positivo através de PCR de colbnia e
posterior extracdo do material. Tal material foi entdo co-expresso em bactéria E.coli BL21
(DE3), juntamente com a enzima CYCG6, no entanto, como mostra a Figura 3, as condi¢bes
em que ocorreu a expressado nao foram ideais de acordo com a auséncia da banda esperada
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condizente com o tamanho do complexo CRK3LMJ-CYC6 — 35 - 38 kDa (WALKER et al.,
2011), necessitando de novos ensaios em diferentes condigdes.

Figura 3: SDS — page. Em 1 — BL21 vazia, 2 — BL21 com IPTG, 3 —sem IPTG, 4 — 0,25 mM de IPTG,
5-0,5mM de IPTG, 6 — 1 mM de IPTG.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel clonar com sucesso a enzima CRK3 de Leishmania major, no
entanto, obtivemos algumas complicacdes no processo de co-expressdo a fim de
posteriormente purifica-la e realizar os testes de inibicdo enzimatica com 0s compostos
calcogenoquiolinicos, sendo necessario mais ensaios de expressdo a fim de obtermos um
protocolo final com sucesso.
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