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EXPRESSAO HETEROLOGA DO FATOR VII DE COAGULAC}AO
SANGUINEA EM Leishmania tarentolae
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RESUMO

Introducéo: A glicoproteina Fator VI, esta entre os fatores de coagulagéo dependentes
da vitamina K e € essencial na inicializacdo da série de reacGes da cascata de
coagulacdo sanguinea. Sua deficiéncia ou mau funcionamento pode acarretar em
doencas como a hemofilia que atinge cerca de 12000 brasileiros. A producéao industrial
de glicoproteinas € um mercado crescente influenciado pelas limitagdes dos organismos
utilizados no processo. O Fator VII enquadra-se neste caso por ser uma proteina
majoritariamente produzida em células de mamiferos, entretanto, esse sistema de
expressdo apresenta alto custo e é pouco adaptavel a industria. Sendo uma proteina poli-
glicosilada, suas fungbes podem ser comprometidas quando produzida em organismos
que ndo realizam modificacdes pds-traducionais, como bactérias. Objetivo: Produzir o
fator VIl ndo glicosilado em bactéria E. coli e comparar atividade com a proteina
glicosilada produzida em Leishmania tarentolae otimizada para expressao de proteinas
com padrdo de glicosilacdo semelhante ao de humanos. Material e métodos: A
sequéncia do gene correspondente ao Fator VII humano foi recuperada do banco de
dados Uniprot e teve seus cddons otimizados para o0 género Leishmania pela plataforma
“IDT codon optimization”. O gene otimizado foi sintetizado em vetor de expressdo
bacteriano pET28-a. Foram feitos desenhos e sintese dos primers especificos para
insercdo do gene no vetor de expressdo pLEXSY em leishmania utilizando enzimas de
restricdo. Fez-se a transformacéo bacteriana para a insercdao do vetor pET28-a contendo
0 gene do Fator VII em E.coli que foi confirmada por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A expressdo foi induzida por IPTG e confirmada por SDS-PAGE e Western-
Blot. Em paralelo, fez-se a clonagem do gene em vetor pGEM-T Easy e ap6s digestdo,
realizar-se-a a clonagem em vetor pLEXSY para a transfeccdo e expressdo em L.
tarentolae. Resultados: A proteina alvo foi eficientemente produzida e purificada de
bactéria e sera utilizada como controle no teste de atividade comparativa com proteina
glicosilada produzida em Leishmania. Conclusédo: O protozoario em questdo pode ser
de facil adaptacdo a producédo industrial. A principal expectativa é que aumentando o
volume de expressdo de proteinas funcionalmente otimizadas, torne-se possivel a
diminuicdo de custos de medicamentos baseados em glicoproteinas.
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