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INTRODUCAO

Leishmaniose tegumentar € uma doencga causada por parasitas intracelulares da
Familia Trypanosomatidae e do género Leishmania, tendo como subgénero (Leishmania). A
leishmaniose tegumentar também é conhecida como leishmaniose cuténea, pois esta doenca
acomete pele e mucosas com lesBes geralmente ndo ulcerosas, tanto do ser humano como
também de animais silvestres e domésticos residentes nas regifes tropicais. A espécie
Leishmania (Leishmania) mexicana é a causadora de leishmaniose cutédnea e cutanea difusa
com ocorréncias no México e na América Central (PEREIRA et al., 2013; MS, 2006). A
leishmaniose cutanea €& considerada uma doenca infecciosa negligenciada segundo a
Organizacdo das Nacbes Unidas (1990) e seu tratamento medicamentoso atual apresenta
efeitos adversos agressivos (MS, 2006; WHO, 1990). As leishmanias séo parasitas dimaorficos,
com forma promastigota (flagelada) no intestino das fémeas de artrépodes Phlebotomus e
forma amastigota nas células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) dos hospedeiros
mamiferos, sendo que os artrépodes flebotomineos fémeas séo os vetores de transmissao da
doenca, pois ao realizarem hematofagia nos hospedeiros mamiferos, que manifestam a
doenca, os infectam com o parasita, estabelecendo um ciclo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
REY, 2010). Estudos de Walker et al (2011) evidenciaram a CRK3 (Figura 1), uma enzima
quinase relacionada a CDK2 (CDK2 —related protein kinase 3), essencial para a sobrevivéncia
do parasita, sendo esta uma proteina quinase dependente de ciclina, ou seja, a CRK3 apenas
é ativa em complexo com uma proteina ciclina, no caso a CYCS6.

Figura 1 - Estrutura tridimensional da LmCRK3 a esquerda e da HsCDK2 a direita,
representando em cinza a superficie correspondente do sitio ativo. Fonte: Adaptado de
PEREIRA et al. (2013).

A CRK3 é necesséria para a transicao da fase G2 do ciclo celular (fase responsavel
pelo preparo para a mitose) para a fase M (fase mitética), seus substratos de fosforilagdo sédo
0s grupamentos hidroxila da cadeia lateral dos aminoacidos serina ou treonina da proteinas
histonas H1, que se ligam a fita de DNA entre dois cromossomos, levando a formagao de uma
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fibra em zigue-zague mais condensada, que quando fosforiladas adquirem carga negativa, e
uma vez que o grupamento fosfato do DNA confere ao mesmo carga negativa ha repulséao de
cargas, enfraquecendo a associacdo do DNA com as histonas. (HASSAN et al., 2001; SAJAN
& HAWKINS, 2012; SARAIVA et al., 2011; WALKER et al., 2011; ZENTER & HENIKOF, 2013).

OBJETIVO

Clonar e expressar a enzima CRK3 de Leishmania mexicana no microorganismo
recombinante Escherichia coli.

METODOLOGIA

A obtencdo da enzima se da pelo processo de clonagem, que fornece um DNA
recombinante para que a enzima possa ser expressa. Este processo consiste ha obtencao de
um DNA artificialmente recombinado do gene da CRK3 com um plasmideo vetor, o escolhido
para o desenvolvimento do presente projeto foi o pET28c, com 5367 pb r contendo os genes
ori (origem de replicagdo), Kan (resisténcia ao antibiético Canamicina) e promotor e
terminador T7 (regido do sitio de clonagem). A metodologia aplicada foi fundamentada nos
estudos de Walker et al (2011), sendo realizada uma Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para amplificacdo do gene CRK3 de Leishmania mexicana, utilizando a enzima Taq
Polimerase High Fidelity, que fornece cépias do DNA alvo com alta qualidade. O material
obtido foi purificado utilizando-se o Kit llustra GFX PCR DNA and gel Band purification da
General Electric (GE) e a purificagéo foi armazenada em freezer a -20°C. O plasmideo vetor
foi obtido através de lise alcalina com o kit Wizard® Miniprep, utilizando-se células de uma
solucéo estoque 20% glicerol (v/v) de pET28 em bactéria Escherichia coli da linhagem DH5a
crescidas em meio LB-Broth suplementado com o antibiético canamicina (25 pg.mL-1) e o
material foi armazenado em freezer a -20°C. Em seguida foi feita uma digestdo com
endonucleases para que as duplas fias do gene (inserto) e do plasmideo ficassem com pontas
coesivas. As enzimas endonucleases de restricdo Slal e Xbal, adquiridas da empresa Jena
Bioscience®, foram utilizadas na reacdo. O material da digest&o foi purificado utilizando o Kit
llustra GFX PCR DNA and gel Band purification da General Electric (GE) e o material obtido
da purificacao foi armazenado em freezer a -20°C. A associacao das pontas coesivas do gene
(inserto) e do vetor e a ligacdo destas foram realizadas pela reagdo da T4 DNA ligase da
SibEnzyme®. O material foi deixado em reacédo a 4°C overnight. A transformacdo do DNA
recombinante foi realizada através da técnica do choque térmico, onde todo o contetudo
oriundo da ligacao foi inoculado em 75 uL de material contendo bactérias Escherichia coli da
linhagem DH5a competentes. A confirmagé&o foi feita através de uma PCR em 4 colbnias
crescidas na placa utilizando primers FW e RV T7 (que se ligam na regido do sitio de
clonagem).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A confirmacgéo da etapa de amplificacéo e de obtenc&o do plasmideo foi feita através
de gel de agarose 1% (m/v) para confirmacdo, este sendo preparado com tampao TAE
(solucdo de estoque concentrada 10X — 48,4g de TRIS, 12 mL de acido acético glacial e 20
mL de EDTA 0,5M pH 8,0) diluido para concentracdo 1X, sendo adicionado 0,6 g de agarose
ultrapura em 60 mL de tampado TAE 1X e adicionou-se 0,5 ug/mL de brometo de etidio. A
amostra oi preparada adicionando-se 1 uL de corante 6X Loading Buffer em 5 uL de material
oriundo da PCR. A corrida eletroforética foi realizada em uma cuba contendo tampéo TAE 1X,
sob tensdo de 80V, durante 1 hora. O gel foi visualizado em fotodocumentador Bio-Rad,
ChemiDoc™ MP Imaging System. O resultado esté representado na Figura 1.
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Figura 2 - Gel de agarose 1% (m/v). Amplificacdo do gene CRK3 de Leishmania mexicana
por reacdo de PCR a partir de DNA gendmico. A coluna 1 é o padrdo de massa molecular
High Range DNA Ladder (cellco®). A coluna 2 é a regido amplificada do gene com
aproximadamente 1000 pb.

A digestdo com endonucleases foi confirma em gel de agarose 1% (m/v), cujo o qual
ndo se obteve imagem, apenas visualizacdo em equipamento fotodocumentador Bio-Rad,
ChemiDoc™ MP Imaging System, onde foi possivel observar uma banda localizada em
aproximadamente 1000 pb, dos quais 966pb séo referentes ao gene e 0os demais séo das
regibes entre 0 gene e as sequéncias em que as enzimas de restricdo clivaram, bem como a
confirmacao da amostra da digestéo do vetor, podendo esta ser confirmada através da banda
localizada em aproximadamente 5000pb (apds a digestdo o material possui 5192 pb, pois os
demais nucleotideos foram perdidos apds a clivagem das endonucleases nas sequencias
alvo). A PCR das colbnias foi confirmada através de gel de agarose 1% (m/v) preparado da
mesma forma como citado anteriormente e esta representada na Figura 2, onde nas colunas
5, 7 e 8 observa-se bandas em aproximadamente 2000pb e 1000pb, entretanto ha algumas
bandas inespecificas e um arrasto de material também presentes, o que gerou alguns
guestionamentos sobre a origem de tais fragmentos de DNA, bem como o motivo de tais
materiais em arrasto. Uma extracdo utilizando o kit Wizard® foi realizada, entretanto n&o
houve fragmentos de DNA aparentes no gel de agarose feito para confirmacdo. Uma nova
série de estudos esta sendo efetuada a fim de averiguar possiveis causas, bem como uma
avaliacdo nos protocolos estad em andamento para que se defina os experimentos a serem
realizados para a obtengdo do DNA recombinante.

Figura 3 - Gel de agarose 1% (m/v). PCR de col6nia duvidoso nas colunas 5, 7 e 8, sendo a
coluna 1 o padrao de massa molecular High Range DNA Ladder (cellco®).

CONCLUSOES

No presente projeto foi possivel amplificar o gene da CRK3 de Leishmania mexicana,
bem como realizar a clivagem do material em pontas coesivas com endonucleases, entretanto
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foram encontradas divergéncias na obtencdo do DNA recombinante, uma vez que nao se
obteve confirmacéo da PCR com primers T7 e ndo foram obtidos clones positivos do DNA
recombinante, o que esta sendo averiguado em novos estudos.
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