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Resumo

Algumas espécies de tripanossomatídeos possuem proteínas flagelares ligantes de cálcio alta-
mente conservadas, chamadas calflaginas. Tais proteínas são encontradas somente em organismos
patogênicos, o que indica uma possível relação entre sua presença e a patogenicidade das espécies.
Na mesma família há um gênero sabidamente não patogênico - a saber, Crithidia. O trabalho do-
ravante descrito objetivava verificar a presença e expressão de genes codificadores de calflaginas
semelhantes em Crithidia e também em Leishmania (Viannia) braziliensis, espécie patogênica.

1 Introdução

As zonas tropicais e intertropicais são assombra-
das por doenças tais como o mal de Chagas, a do-
ença do sono e leishmanioses. Essas doenças são
causadas por protozoários parasitas da família Try-
panosomatidae, cujos organismos têm a peculiar
característica de possiur apenas uma mitocôndria,
com DNAm abundante e chamada de cinetoplasto.
Essa família parasita inúmeras espécies de mamí-
feros, inclusive o homem, assim causando as do-
enças citadas e outras.

Uma vez que essas doenças freqüentemente se
tornam crônicas quando adquiridas, um método de
diagnóstico pré-sintomático se faz mais desejável.
O método ELISA pode ser usado para diagnosticar
infecções desse tipo a partir de soro dos pacientes,
mas para haver especificidade, e portanto credibi-
lidade do resultado, é preciso identificar uma pro-
teína expressa exclusivamente por patógenos.

Uma família de proteínas ligantes de cálcio,
as calflaginas, oferece candidatas a proteínas acu-
sadoras de infecção. Genes homólogos ao que
codifica calflagina em Trypanosoma cruzi foram
encontrados em Leishmania (Leishmania) major,
Trypanosoma freitasi, Trypanosoma rangeli, Try-
panosoma brucei e Trypanosoma conorhini. To-
mando essas espécies como referência, esse gene
se mostra deveras conservado na família, levando
a crer que o produto de sua expressão exerce uma
função fundamental e comum a todos os membros
da família. No entanto, todos esses organismos são
patogênicos, o que sugere uma possível relação en-
tre sua patogenicidade e a presença da proteína.

Tensionando desvendar o real papel das calfla-
ginas nas células, confirmar as suspeitas apresen-
tadas a seu respeito e produzir avanços em novas
técnicas de diagnóstico, investigamos a presença e
expressão de genes que codificam calflaginas simi-
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lares em Crithidia fasciculata, Crithidia deanei e
Leishmania (Leishmania) braziliensis.

2 Descrição Experimental

Os protocolos de todos os procedimentos expe-
rimentais aqui mencionados são encontrados na
apostila do curso[1].

As amostras que utilizamos foram culturas de
Crithidia fasciculata e Crithidia deanei, das quais
extraímos RNA e DNA totais. Posteriormente vi-
emos a utilizar, para controle, RNA de Trypa-
nosoma cruzi e DNA genômico de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leish-
mania) major e, como amostra, Leishmania (Vi-
annia) braziliensis - todos gentilmente preparados
e cedidos pela equipe do laboratório.

Fizemos PCR dos DNA’s de Crithidia fascicu-
lata, Crithidia deanei, Leishmania (Leishmania)
amazonensis e Leishmania (Leishmania) major a
partir dos seguintes primers:

5
′

CATCGAGCTTTTCAAGAAGT3
′

5
′

CATCAGCCGAAACTCAAGA3
′

Desse PCR fizemos um southern blot. Inse-
rimos os produtos de Leishmania em plasmídeos
pGEM que seriam usados para transformar Esche-
richia colli DH5α. Depois de selecionados os clo-
nes, extraímos os plasmídeos por miniprep e os
mandamos para seqüenciamento.

Foi feito um southern blot, usando sondas pro-
duzidas pelo laboratório a partir de DNA de Try-
panosoma cruzi, com DNA’s genômicos digeridos
com as enzimas de restrição EcoR1 e Sac1. Efetu-
amos também um northern blot do RNA extraído.

3 Resultados e Discussão

3.1 PCR

No procedimento de PCR, Leishmania major foi
usada como controle positivo, uma vez que esses
organismos sabidamente têm o gene. Escolhemos
primers com seqüências de bases assaz conserva-
das nos genes codificadores de calflaginas conhe-

cidos. Suas temperaturas ideais de associação1 são
iguais a 48oC, por isso fizemos PCR de cada pre-
paração às temperaturas 45oC e 51oC nas etapas de
associação dos 30 ciclos do PCR, conseguindo as-
sim um bom controle da eficiência e especificidade
das associações.

Ao fim do procedimento, no entanto, descobri-
mos que as reações não aconteceram em algumas
amostras, o que nos impediria de tirar conclusões
frente aos nossos objetivos. Essa é a razão pela
qual repetimos o experimento, que infelizmente
teve qualidade desanimadoramente próxima à do
primeiro, de forma que alguns resultados ficaram
prejudicados, como será comentado em observa-
ções vindouras. A causa da ineficiência das rea-
ções pode ser meramente operacional, mas é pos-
sível que houvesse DNA demais nas amostras, fa-
zendo com que acontecesse competição das molé-
culas de DNA pelos primers.

Figura 1: Produtos de PCR em diferentes temperaturas marcados
com brometo de etídio em gel de agarose. Canaletas 1 e 14 - padrão
de peso molecular fago λ digerido com HindIII. 2 - 45oC L. ama-
zonensis;3 - 45oC C. fasciculata;5 - 51oC L. amazonensis;6 - 51oC
C. fasciculata;8 - 51oC L. major;9 - 51oC C. deanei;11 - 45oC L.
major;12 - 45oC C. deanei;4, 7, 10 e 13 - controles negativos.

No primeiro PCR conseguimos tênues bandas
nas canaletas 6 e 9, Chritidia fasciculata e Criti-
dia deanei, respectivamente, mas julgamos tal con-
quista insuficiente para a continuidade do trabalho.
Após o fracasso da segunda tentativa, decidimos

1segundo a fórmula Temp = 2(A + T ) + 4(G + C)
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usar a amplificação de Leishmania major para pro-
duzir uma sonda pois, apesar de a amplificação do
DNA de Chritidia não ter ocorrido, a amplificação
de alguns controles positivos foi mais intensa no
segundo PCR. A sonda assim feita foi usada para
um Southern blot desse gel (o do PCR) e para dois
blots posteriores. A canaleta 12, Chritidia deanei,
mostra uma aplificação inespecífica, o que indica
que houve competitividade das associações, como
já comentado, e não nos permite concluir nada a
respeito da presença do gene procurado. A cana-
leta 2, Leishmania amazonensis (controle), mostra
uma banda de cerca de 23,1 kb, o que provavel-
mente é DNA genômico, e a canaleta 3, Chritidia
fasciculata, não mostra nada, mas esse resultado
também é inconclusivo, uma vez que o controle
não foi amplificado. As canaletas 5 e 8, Leish-
mania amazonensis e Leishmania major (ambas
controles positivos), apresentam amplificação ra-
zoável de um fragmento com o peso esperado e
de outro fragmento, com peso de cerca de 2Kb,
que reflete a alta freqüência de repetição de genes
na família em questão. A canaleta 11, Leishma-
nia major (controle positivo), apresenta, além de
bandas de DNA genômico, forte amplificação do
fragmento de peso esperado, mas não apresenta a
banda adicional encontrada na canaleta 8, o que é
contraditório, e precisamos estudar melhor a espé-
cie para elucidar o fato. As canaletas 4, 7, 10 e 13
(controles negativos usando água) não apresenta-
ram amplificação alguma, como esperado.

Figura 2: Membrana do southern blot do segundo PCR. 1 e 14
correspondem ao padrão de peso molecular (extrato de DNA total de
fago λ digerido com Hind III). 2 - 45oC L. amazonensis;3 - 45oC
C. fasciculata;5 - 51oC L. amazonensis;6 - 51oC C. fasciculata;8 -
51oC L. major;9 - 51oC C. deanei;11 - 45oC L. major;12 - 45oC C.
deanei;4, 7, 10 e 13 - controles negativos.

Na expectativa de encontrar bandas não visí-
veis no gel de agarose, resolvemos executar um
Southern blot do gel, uma vez que tal técnica é
mais sensível. Os resultados desse procedimento,
no entanto, vieram apenas ratificar os resultados
anteriores.

3.2 Southern blot

Uma outra forma que usamos para detectar o gene
foi o Southern blot dos DNA’s genômicos, que fo-
ram digeridos com as enzimas de restrição EcoR1
e Sac1, com o intuito de montar um mapa de res-
trição, caso o gene fosse encontrado.
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Figura 3: Membrana do southern blot de DNA genômico. p1 cor-
responde ao padrão de peso molecular (extrato de DNA total de fago
lambda digerida com Hind III), as bandas correspondem a (de cima
para baixo): 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 e 125bp.
1 corresponde às amostras digeridas com EcoRI. 2 corresponde às
amostras digeridas com SacI. 3 corresponde às amostras digeridas
com EcoRI e SacI. p2 corresponde a um padrão de no máximo 100bp.
C.f. corresponde a Crithidia fasciculata. C.d. corresponde a Crithi-
dia deanei. L.b. corresponde a Leishmania brasiliensis. L.a. corres-
ponde a Leishmania amazonensis.

Ambas as canaletas de Chritidia fasciculata
apresentam bandas de aproximadamente 22Kb e
5,8Kb, o que indica que o tamanho dos fragmen-
tos detectados é muito próximo, ou seja, a distân-
cia entre os sítios de uma enzima é parecida com
a distância entre os sítios da outra, e que prova-
velmente os sítios de restrição das duas enzimas
pouco distam, fazendo com que os fragmentos de
digestão dupla não sejam vizualizados.

Na canaleta de Leishmania amazonensis dige-
rida com Sac1 observamos apenas um arraste, que
também está presente na canaleta da digestão du-
pla, fazendo com que ambos os resultados sejam
inconclusivos, apesar de a última apresentar uma
banda de mesmo peso que uma das bandas encon-
tradas na canaleta da digestão com EcoR1 - 3,5Kb.
Além dessa banda, a digestão com EcoR1 apre-
senta outra com cerca de 21Kb. Podemos afirmar,
pois, que Leishmania amazonensis muito prova-
velmente possui o gene, uma vez que houve hibri-

dação.

As digestões de Chritidia deanei com cada
uma das enzimas separadas deram resultados
muito parecidos com os de Chritidia fasciculata,
mas a digestão dupla apresenta uma banda de
3,5Kb, uma de 5,8Kb e outra de 0,5Kb a 2Kb, o
que nos leva a crer que possa haver repetição do
gene, característica comum na família, como já ci-
tado, e que os sítios de restrição sejam próximos.

As canaletas de Leishmania braziliensis não
apresentam bandas, ou seja, não houve hibridação,
o que sugere que essa espécie não possua o gene
procurado.

3.3 Northern blot

Visando verificar a expressão do gene, caso sua
presença fosse confirmada, executamos o delicado
procedimento de northern blot do RNA total ex-
traído. Uma vez que essa molécula é altamente
instável, antes da transferência coramos o gel com
azul de metileno para, nesse ponto, verificar a efi-
cácia do procedimento.
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Figura 4: Gel de northern blot corado com azul de metileno. P
corresponde ao padrão de peso molecular (Invitrogen), as bandas cor-
respondem a (de baixo para cima): 0.24, 1.35, 2.37, 4.40, 7.46 e 9.4
Kb. 1 e 2 correspondem às amostras de RNA total de Crithidia fas-
ciculata. 3 e 4 correspondem às amostras de RNA total de Crithidia
deanei. C.f. corresponde a Crithidia fasciculata. C.d. corresponde
a Crithidia deanei. L.b. corresponde a Leishmania brasiliensis. L.a.
corresponde a Leishmania amazonensis. T.c. a Trypanosoma cruzi,
controle positivo do experimento. Na canaleta sem identificação não
foi aplicada nenhuma amostra e o observado deve-se a transferências
na etapa de pipetagem das amostras nos poços do gel.

O gel corado mostra resultados animadores,
apesar de algum arraste indicando degradação nas
canaletas de Trypanosoma cruzi e Leishmania bra-
ziliensis, uma vez que todas as canaletas apresen-
taram bandas características de RNA ribossômico
de tripanossomatídeos, com três pesos moleculares
diferentes. As canaletas de Chritidia deanei apre-
sentam bandas adicionais, com pesos moleculares
de RNA’s ribossômicos mais comuns, que corres-
pondem ao RNA ribossômico de uma bactéria sim-
bionte dessa espécie.

Figura 5: Membrana de northern nlot corado com azul de me-
tileno. P corresponde ao padrão de peso molecular (Invitrogen), as
bandas correspondem a (de baixo para cima): 0.24, 1.35, 2.37, 4.40,
7.46 e 9.4 Kb. 1 e 2 correspondem às amostras de RNA total de
Crithidia fasciculata. 3 e 4 correspondem às amostras de RNA total
de Crithidia deanei. C.f. corresponde a Crithidia fasciculata. C.d.
corresponde a Crithidia deanei. L.b. corresponde a Leishmania bra-
siliensis. L.a. corresponde a Leishmania amazonensis. T.c. a Try-
panosoma cruzi, controle positivo do experimento. Na canaleta sem
identificação não foi aplicada nenhuma amostra e o observado deve-
se a transferências na etapa de pipetagem das amostras nos poços do
gel.

A frustrante revelação da membrana do
northern blot não apresentou resultado algum,
nem mesmo do controle positivo (Trypanosoma
cruzi), indicando que houve falha grave no proce-
dimento, muito provavelmente na hibridação, uma
vez que o gel mostrou resultados positivos.

3.4 Transformação bacteriana e seqüenci-
amento

Usamos os produtos dos controles do já descrito
PCR para transformar bactérias Escherichia colli
DH5α, uma vez que foram os únicos fragmentos
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com aplificação satisfatória. Nesse ponto, nossos
objetivos já haviam sido mudados, devido aos ines-
perados contratempos encontrados ao longo do tra-
balho, e tensionávamos então, devido ao resultado
obtido no southern blot do DNA genômico, confir-
mar a presença do gene de calflagina em Leishma-
nia amazonensis, sendo esta então promovida de
controle a amostra.

Com o intuito de verificar a viabilidade das
basctérias, fizemos uma cultura controle sem pres-
são de seleção, ou seja, anitibiótico ampicilina. O
crescimento dessas culturas indicou que não havia
problemas quanto a essa parte do experimento.

Para verificar a competência das bactérias,
transformamos colônias com o vetor pUC, que
contém o gene codificador de β-Galactosidase, as-
sim como pGEM. Essas colônias tiveram o cres-
cimento esperado, com coloração azul, mostrando
que também nesse ponto o experimento estava li-
vre de falhas.

É possível que alguns vetores estejam fechados
e não recebam o fragmento, para verificar a signifi-
cância desses vetores em relação aos outros, culti-
vamos também colônias sem inserir os fragmentos
e com pressão de seleção, impedindo que cresces-
sem colônias com plasmídeos abertos. Nessa cul-
tura cresceu apenas uma colônia, um resultado que
pode ser considerado muito bom, no sentido de que
são poucos os plasmídeos fechados antes das liga-
ções.

Outra falha possível aconteceria se as bacté-
rias tivessem resistência natural ao antibiótico, in-
dependente do vetor, o que nos faria perder a cer-
teza de cultivar apenas colônias que contivessem
os vetores. Para nos assegurar de que isso não
aconteceria, cultivamos bactérias não transforma-
das com plasmídeo algum e sob pressão de sele-
ção. As colônias não cresceram, sendo esse um
resultado positivo, no sentido de que as bactérias
só formarão colônias se contiverem os vetores.

Mais um ponto passível de erro é a reação de
ligação dos fragmentos aos plasmídeos, e outra fa-
lha grave aconteceria se nossos fragmentos pre-
judicassem a reprodução das bactérias. Para nos
garantir que a reação realmente aconteceu e que
os fragmentos não impedem a reprodução, cultiva-
mos bactérias com fragmentos aleatórios nas mes-

mas condições que as bactérias que carregavam
nossas amostras. Essa cultura produziu apenas três
colônias, resultado que indica que as ligações não
ocorreram em grande escala, possivelmente por-
que a enzima ligase não estava adequada.

Finalmente, o último controle que fizemos foi
uma cultura sem ligase, com o intuito de verificar
se os plasmídeos não se fechavam sem a presença
dessa, o que seria equivalente ao caso de os plas-
mídeos nunca terem sido abertos. Não houve cres-
cimento de colônias, como esperávamos, portanto
os plasmídeos não se fechavam.

Ao extraírmos os plasmídeos, fizemos diges-
tões com a enzima de restrição EcoR1 e eletro-
forese das amostras assim obtidas para novamente
verificar se os fragmentos foram de fato inseridos.

Figura 6: Fracionamento em gel de agarose do plasmídeo purifi-
cado digerido (ou não) com EcoRI λ digerido com Hind III. G2 cor-
responde a plasmídeos que supostamente contém insertos correspon-
dentes a L. amazonensis e G1 a plasmídeos que supostamente contém
insertos correspondentes a L. major. A letra ”c” maiúscula indica que
o plasmídeo foi digerido com EcoRI e minúscula indica que o plas-
mídeo não foi digerido. O índice c5 localizado na parte superior da
figura indica uma amostra de L. major transferida devido a falta de
espaço na parte inferior do gel.
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Figura 7: Fracionamento em gel de agarose do plasmídeo purifi-
cado digerido (ou não) com EcoRI λ digerido com Hind III. G3 - 1,
2 e 3: inserto correspondente a L. amazonensis. G3 - 4 e 5: inserto
correspondente a L. major. G4 - 1: inserto correspondente a L. ma-
jor. G4 - 2, 3, 4, e 5: inserto correspondente a L. amazonensis. A
letra ”c” maiúscula indica que o plasmídeo foi digerido com EcoRI e
minúscula indica que o plasmídeo não foi digerido.

Selecionamos algumas bandas do gel onde jul-
gávamos que deveria haver fragmentos para fazer
o sequenciamento, mas este infelizmente funcio-
nou apenas para duas amostras: uma de colônia
azul, que deveria conter fragmento de Leishmania
major, mas o vetor nela inserido provavelmente vi-
era fechado já antes da ligação com os fragmen-
tos, de forma que aquela colônia não os conti-
nha; o outro seqüenciamento bem sucedido conti-
nha fragmento de Leishmania amazonensis, que no
seqüenciamento mostrou ser o homólogo ao gene
codificador de calflagina.

4 Conclusões

Do trabalho até aqui descrito podemos concluir
que há uma alta probabilidade de a espécie Leish-
mania (Viannia) braziliensis não possui um gene
homólogo aos genes codificantes de calflagina co-
nhecidos. Concluímos também que Leishmania
(Leishmania) amazonensis pode possuir tal gene.

Não obstante, para resultados mais críveis, é im-
prescindível a repetição dos experimentos.
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