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INTRODUCAO

Proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPKs, de mitogen-activated protein
kinases) sao serino/treonino-proteino-quinases que realizam a conversdo de
estimulos extracelulares em uma variedade de respostas celulares. MAPKs estao
entre os componentes de algumas das principais e mais conservadas rotas de
transducao de sinais que regulam muitos processos fisiologicos, incluindo a
progressao do ciclo celular, a migracao celular, a organizacao do citoesqueleto e o
remodelamento da cromatina. Estudos moleculares envolvendo platelmintos da
classe Cestoda tém demonstrado que as MAPKs possuem um papel fundamental no
desenvolvimento destes organismos. Analises transcritbmicas preliminares realizadas
pelo nosso grupo (Bizarro et al., 2005), evidenciaram a expressao diferencial do gene
que codifica uma proteina da familia das MAPKs chamada MAPK-proteino-quinase
ativada (MK2) entre os estagios larval e adulto do cestédeo Mesocestoides corti,
sugerindo seu possivel envolvimento na regulacado do desenvolvimento deste
parasito. M. corti é uma espécie-modelo para o estudo da classe Cestoda, utilizado
inclusive para a investigacao do processo de diferenciacao da larva (tetratirideo) no
verme adulto, chamado de estrobilizacao (Figura 1). Platelmintos cestddeos sao
agentes etiologicos de parasitoses importantes (cestodiases), tanto em seres
humanos como em animais, causando doencas como a hidatidose e a cisticercose.

Assim, o estudo de aspectos basicos da biologia destes parasitos € importante para o
desenvolvimento de estratégias de prevencao e controle de cestodiases.
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Figura 1: Representacao do provavel ciclo de vida de M.
corti
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OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi a investigacao do padrao de expressao espacial e
temporal do gene McMK2 e dos produtos codificados por ele, a fim de elucidar
outros processos moleculares envolvidos com a estrobilizacao de M. corti.

MATERIAIS E METODOS

1. Anadlise do padrao de expressao temporal do gene McMK2

Para a analise do padrao de expressao temporal da McMK2 ao longo da estrobilizacao,
foram realizados experimentos de PCR quantitativo em tempo real (qPCR). Os niveis de
expressao de McMK2 foram avaliados em quatro estagios de desenvolvimento
estrobilar de M. corti. O gene da proteina de ligacao a poli-A (PABP, do inglés poly A
binding protein) foi utilizado como controle endégeno. Esta reacao foi realizada em
duplicatas bioldgicas e triplicatas técnicas. Em uma anadlise adicional, o gene
MCcSET/TAF de M. corti (Costa et al., 2015) foi utilizado como marcador de
desenvolvimento estrobilar. Nesta nova analise, foram utilizadas triplicatas técnicas.

2. Expressao e purificacao da McMK2 recombinante

Para a expressao da McMK2 (rMcMK2) recombinante, células de Escherichia coli BL21-
CodonPlus-RP foram transformadas com o plasmideo pGEX-4T1-TEV (Figura 2)
contendo a sequéncia codificadora do gene McMK2. Apds a otimizacao das condicoes
de expressao, a proteina foi produzida em maior escala, tendo sua expressao induzida
a 18°C, durante 16h, pelo indutor isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na
concentracao de 0,1mM. A purificacdao da rMcMK?2 foi realizada por cromatografia de
afinidade, utilizando a resina de Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare). Para a
recuperacao das proteinas recombinantes livres de GST, as proteinas de fusao foram
clivadas com a protease do tabacco etch virus (TEV).
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Figura 2: Mapa do vetor pGEX-4T1-TEV.

.. APERGS

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico C APES

RESULTADOS

Analise do padrao de expressao temporal do gene McMK2

A analise inicial da expressao do gene McMK2 (Figura 3), realizada por RT-gPCR,
mostrou uma expressao significativamente aumentada deste gene na fase larval
(tetratirideo), em relacao ao verme adulto estrobilado. Em uma segunda analise, o
padrao de expressao de McMK2 seguiu o observado anteriormente (Figura 4). O gene
MCcSET/TAF, que foi incluido nesta analise como marcador de desenvolvimento de M.
corti, seguiu o padrao descrito por Costa et al., 2015, validando os dados obtidos para
o gene McMK2.
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Expressao e purificacao da McMK2 recombinante

ApoOs a padronizacao das condicoes de cultivo, células de E. coli BL21-CodonPlus-RP
transformadas com o plasmideo pGEX-McMK2 foram cultivadas, para inducao da
expressao de rMcMK2-GST em maior escala. A analise das fracoes eluidas feita por
SDS-PAGE, mostra que houve eluicao parcial da rMcMK2 apods a clivagem com TEV
(Figura 5 — E1-3). Entretanto, grande parte da rMcMK2 produzida permaneceu retida
na resina, sugerindo uma possivel ligacao de carater inespecifico da rMcMK2 com a
resina (Figura 5 - Ma).

A B
MT P S NR M E1 E2 E3 E4 E5 Ma EGST
= !
75 kDa 75kDa &8 ;
50 kDa 50kDa W —
25kDa 25kDa

. — —

m‘ i

Figura 5: Avaliacao da expressao e purificagdo da McMK2 recombinante, em SDS-PAGE 12%. (M) Marcador de
massa molecular (kDa). A: (T) extrato total; (P) pellet; (S) sobrenadante; (NR) fracdo nao retida. A banda em
destaque corresponde a rMcMK2-GST. B: (E1-5) eluido apds clivagem com TEV; (Ma) matriz apds clivagem
com TEV; (EGST) eluicdo de GST. A banda em destaque corresponde a rMcMK2.

PERSPECTIVAS

1. A McMK2 recombinante purificada sera inicialmente utilizada na imunizacao de
coelhos, para a producao de anticorpos policlonais especificos contra a proteina
nativa.
2. Os anticorpos anti-McMK2 serao posteriormente utilizados em experimentos de
imunolocalizacao, para avaliacao dos padrdes de expressao espaciais e temporais da
McMK2 em diferentes estagios do desenvolvimento estrobilar de M. corti.
3. Experimentos de RNA de interferéncia também serao realizados, para avaliacao de
modificacdes no fenodtipo de M. corti devido a perda de funcao do gene McMK2, e
assim possivelmente inferir uma provavel funcao para este gene.
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