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As leishmanioses sdo parasitoses causadas por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania que apresentam diversas manifestacdes clinicas e sdo tidas como um problema de satde
publica nas Américas. Atualmente, os fArmacos disponiveis para tratamento de leishmanioses estdo
relacionados a efeitos adversos frequentes, elevada toxicidade, teratogenicidade, dificil administracao
e alto custo. Assim, faz-se necessario o estudo de novas opgdes terapéuticas. Os mecanismos de
sinaliza¢do do Ca*" vém sendo considerados alvos interessantes para agdo de moléculas leishmanicidas,
visto que a homeostase desse ion esta envolvida em processos importantes no metabolismo do parasita
e em sua infectividade. A avaliagdo desses compostos requer ensaios funcionais nos quais o emprego
de métodos fluorimétricos baseados em indicadores fluorescentes por meio de expressdo de proteinas
geneticamente modificados representa uma abordagem promissora. Sendo assim este trabalho, este
trabalho tem desenvolvido uma Leishmania geneticamente modificada que expressa uma proteina de
forma constitutiva, visto que a expressao de genes exdgenos em Leishmania utilizando-se vetores
extracromossomais apresenta limitagdes como heterogeneidade da populagdo de necessidade de pressdo
seletiva com antibiotico, que podem ser contornadas com o uso de sistemas de expressdo constitutiva
derivados da utilizacdo do locus cromossdmico 18S rRNA para integracdo de genes, possibilitando a
expressdo de transgenes a longo prazo. OBJETIVO: O estudo visa gerar cepas transgénicas de
Leishmania amazonensis que expressam constitutivamente o indicador de Ca*" Yellow Cameleon-
nano350 (YC-nano50), almejando possibilitar sua futura aplicacdo em estudos de avaliacdo de drogas
que possam interferir na homeostase de calcio. MATERIAIS E METODOS: Os plasmideos
pLEXSYneo-2.1 e pcDNA3, que contém o gene da proteina fluorescente Yellow Cameleon-nano50,
foram submetidos a digestdo com as endonucleases de restricdo Xbal e BamHI. Os produtos foram
aplicados em eletroforese em gel de agarose 1% e as respectivas bandas de interesse foram purificadas.
Ligou-se o inserto YC-nano50 no vetor pLEXSY empregando-se a enzima T4 DNA ligase na propor¢do
5:1 (inserto:vetor). Foi realizada a transformagdo por eletroporacao utilizando a linhagem Top 10 de
Escherichia coli, selecionando os transformantes em meio LB contendo 50mg/puL de ampicilina.
Realizou-se a confirmac¢ao dos clones por digestdo com as mesmas enzimas e visualizagdo do produto
em eletroforese em gel de agarose 1%. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: Os fragmentos de interesse
dos plasmideos pLEXSYneo-2.1 e pcDNA3 foram corretamente obtidos e os transformantes
selecionados. Entretanto, ndo observou-se bandas compativeis com clones positivos na analise por
eletroforese, denotando que ndo houve éxito na constru¢do do plasmideo recombinante. Apesar disso,
os primers para confirmagaodos candidatospor sequenciamento foram desenhados. CONCLUSAO: As
técnicas empregadas permitiram a obtengdo dos respectivos fragmentos para construgdo do plasmideo
recombinante. Contudo, ainda ndo houve confirmacdo da construgdo. Assim, prentende-se efetuar
novas ensaios de ligacdo, com ajuste nas proporgdes de inserto e vetor, seguida de novas transformagdes
e selec@o, almejando a obteng@o de um clone recombinante e sua confirmacao, seguida de extracdo e
triagem para tranfeccdo em L. amazonensis.
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