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Desenvolvimento de uma plataforma de producao da glicoproteina fator VII de coagulacao
sanguinea por expressao heterologa em Leishmania tarentolae
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INTRODUCAO

A glicoproteina Fator VII é precursora da cascata de coagulacao
sanguinea e sua auséncia ou deficiéncia pode acarretar em hemotilia, que
atinge milhares de brasileiros. A producdo industrial de glicoproteinas é
um mercado crescente e, de modo geral, influenciada pelas limitacoes que
os organismos utilizados no processo apresentam. O Fator VII é
produzido em células de mamiferos por conta da necessidade de
glicosilacdo. Porém, esse sistema de expressao apresenta baixo
rendimento e alto custo de producdao. Por ser uma proteina poli-
glicosilada, algumas de suas fungdes podem ser comprometidas quando
produzida em organismos, como bactérias e leveduras, que ndo realizam
glicosilacao ou realizam de forma incompleta.

OBJETIVOS

O objetivo geral desse projeto é utilizar uma cepa de Leishmania tarentolae,
um protozodario nao patogénico, geneticamente otimizado para expressao
da proteina com perfil de glicosilacao semelhante ao de humanos, para
producao de fator VII com padrdo de glicosilacao de mamiteros.
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Fig2: PCR de E.coli transformantes usando primers \ i _
especificos e de vetor. A, B, C, D: colonias com primers Fig.3: Western Blot teste de indugdo de

Fig.1: PCR confirmacio especificos. Al, B1, C1, D1: colénias com primers do vetor. expressdo em E.coli. A: amostra induzida; B:
da sintese FVII+pET28a. amostra ndo induzida; C: E.coli selvagem.
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Fig.4: SDS-PAGE e Western Blot purificacdo Fig.5: Confirmacdo da clonagem em
em E. coli. pLEXSY-blecherry (liberagao do inserto). Fig.6: Linearizacio do
- vetor com Swal.
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Fig.7: PCR de recombinacdo. A: primer

especifico. Al: primer endégeno. Fig.8: Validacdo da integracdo gendmica por

microscopia eletronica de fluorescéncia.

CONCLUSAO

Posteriores testes de expressao proteica em Leishmania devem ser
procedidos, bem como testes de atividade bioldgica das amostras de FVII

LBM @CNP q @ @ BILLEMELINDA produzidas em E. coli, L. tarentolae wild type, L. tarentolae otimizada e FVII

comercial para fins de comparacdao de massa molecular e funcionalidade
adquirida pela adicdao do padrao de glicosilacao.
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