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Introducao

A producao de glicoproteinas terapéuticas utiliza células
dependentes de meios de cultivo complexos, caros e com
baixos rendimentos, o que eleva os custos de producao. O
protozoario tripanossomatideo Leishmania tarentolae,
parasito de lagartos, tem sido sugerido para expressao
heterdloga de glicoproteinas, visto que é nao patogénico
para mamiferos e pode ser utilizado em producao de larga
escala com custos reduzidos. Fatores como dobramento e
modificacoes poOs-traducionais de proteinas, tornam esse
protozoario ainda mais vantajoso se comparado a bactérias
e leveduras. O Fator VII de coagulacao sanguinea é uma
proteina terapéutica glicosilada cuja deficiéncia ou mau
funcionamento pode ocasionar doencas como hemofilia.

Objetivos

O objetivo do projeto € desenvolver uma plataforma de
expressao (com padrao de glicosilacio especifico de
humanos) de baixo custo para producao de Fator VII

utilizando  linhagens de  Leishmania  tarentolae
geneticamente otimizadas.
Material e Métodos
Sintese do gene Fator VII g Clonagem em pGEM-T e
otimizado e desenho de Ans:ﬂ téhfjccaocao d;CRg no vetor de expressao
primers especificos por PLEXSY
Transformacdo com o
vetor pET-28a clonado e Anadlise por SDS-PAGE e
expressdo proteica em Western Blotting
E.coli Artic Express
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Resultados e Discussao

Observa-se eficiéncia na clonagem (Figura 1) e expressao
proteica (Figura 2) em Escherichia coli e a clonagem do Fator
VII em vetor de expressao pLEXSY, caracteristico de
Leishmania tarentolae, esta em fase de confirmacao. Espera-
se padronizar a expressao proteica e a purificacao do Fator

VII em E. coli e, posteriormente, também em L. tarentolae.
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Figura 2: Western Blotting de E.coli
Arctic Express transformadas com
Oh e 24h de inducao com IPTG.

Figura 1: Amplitficacdao do FVII
clonado em pET-28a e
transtormado em E.col..

Conclusoes

Por meio da metodologia apresentada pretende-se
otimizar a expressao e purificacdo do Fator VII em
Escherichia coli e Leishmania tarentolae visando testes de
comparacao de atividade, funcionalidade e uso terapéutico,
visando a reducao dos <custos de producao e,
consequentemente, o barateamento de medicamentos que
tém como base essa proteina.
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