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Clonagem e expressao da quinase plasmodial CLK3

OLIVEIRA, Gabriela'; GODQY, Andre Schutzer de': GUIDO, Rafael Victério Carvalho!

gabrielaslvlvr@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sio Carlos - USP

A malaria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium ssp..Apesar do
sucesso significativo do combate 3 doenca nas duas altimas décadas, em 2020 houve uma estimativa
de 241 milhdes de casos e 627000 6bitos devido a malaria. O surgimento de parasitos resistentes aos
antimalaricos padrdes contribui para a persisténcia desses quadros endémicos. Dessa forma, é de extrema
importancia a descoberta de compostos potentes e com mecanismos de acdo inovadores. Para isso, a
estratégia de modulacio das vias de sinalizacdo mediada por proteinas quinases tem sido explorada para
inibir o desenvolvimento do parasito e combater a infecgdo. (1) A proteina quinase 3 ciclina-dependente
(CLK3) & um alvo validado, sendo essencial para multiplos estagios do parasito P. falciparum. incluindo
o estagio sanguineo, hepatico e sexual. Essa enzima catalisa reacdes de fosforilacdo de proteinas ricas
em serina-arginina, responsaveis na regulacdo de splicing alternativos impactando no processamento
pos-traducional do RNA do parasito. Nesse sentido, selecionamos a quinase CLK3 para a elucidagdo
estrutural e a descoberta de inibidores como candidatos a compostos lideres para a malaria. (2) Assim,
o objetivo central deste trabalho é o estudo estrutural de um alvo validado e a analise da relagdo entre
estrutura e atividade de compostos para a descoberta de novos inibidores de classes moleculares diversas.
Para isso, foi realizado o estudo da estrutura e funcdo enzimatica através dos relatos na literatura e
dos bancos de dados PlasmoDB. AlphaFoldDB.e InterPro. A partir disso, selecionamos duas partes da
sequéncia do gene Pf.CLK3 (PF3D71114700), uma referente a proteina inteira (CLK3) e outra somente
do dominio catalitico (CLK3 truncada). Para isolar a sequéncia desses genes, foi realizado o cultivo in
vitro da cepa sensivel 3D7 do parasito P. falciparum.e purificado seu RNA total para a confeccdo de uma
biblioteca de cDNA do estagio de trofozoitos. Em seguida, utilizando a técnica de biologia molecular
Reag¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), foram isolados e clonados os genes CLK3 e CLK3-truncada
em vetores para a expressdo em E. coli.(pET-M11/LIC e pET-Trx/LIC, ambas com a Histag) e em S.
cerevisiae.(pBTEV, que possui a enzima GFP fusionada no C-terminal). Posteriormente, foram realizados
diversos testes de expressdo com as cepas bacterianas BL21, Rosetta 2, Rosetta Gami Plyss. A analise da
expressdo foi feita pela identificacdo das bandas proteicas em gel de poliacrilamida e analise com Western
Blot.utilizando anticorpos Anti-His, mostrando a inexisténcia de expressdo de ambas as proteinas nesse
sistema heterdlogo. Consecutivamente, foi realizado o teste de expressdo em S. cerevisiae.selecionando
24 coldnias positivas, analisando a expressdo por meio do sinal de fluorescéncia da GFP. Nesse altimo
teste, foram identificadas colénias cuja expressdo heteréloga mostrou-se promissora. A partir disso,
sera estudada a otimizagdo da expressdo proteica, para em seguida realizar a purificagdo, cristalizacdo,
resolucdo da estrutura e estudos computacionais para encontrar possiveis inibidores dessa quinase.
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