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RESUMO

SANTOQOS, Yaro Luciolo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2009. Utiliza¢ao
de Kluyveromyces lactis na Expressio da GDPase de Leishmania major. Orientadora:
Flavia Maria Lopes Passos. Co-orientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto e Marisa Vieira
de Queiroz.

A levedura Kluyveromyces lactis apresenta potencial aplicabilidade biotecnoldgica
como hospedeira na producdo heter6loga de proteinas recombinantes de interesse
biotecnoldgico. Neste contexto o objetivo deste trabalho foi expressar a proteina GDPase de
Leishmania major em K. lactis para fins biotecnoldgicos aplicados as leishmanioses humana e
canina. A GDPase de L. major pertence a familia das E-NTPDases ou apirases, proteinas
envolvidas na infectividade e viruléncia de parasitos. A técnica da Reagdo da Polimerase em
Cadeia (PCR) foi utilizada para amplificar uma sequéncia de 2073 pb referente a regido
codificante completa da “GDPase” de L. major, sendo este amplicon inserido no plasmideo
pKLACL1 nos sitios Sal | e Bgl 1. A construcdo pKLAC1-GDPase foi confirmada por PCR,
linearizada pela enzima Ahd | e utilizada para transformacdo da cepa selvagem de K. lactis
CBS 2359. Os transformantes foram selecionados em meio YCB contendo 5 mM de
acetamida e cultivados sob condicdes de indugdo em batelada em meio YPGal. Extrato e
sobrenadante destas culturas foram analisados por SDS-PAGE e Western Blot utilizando um
anti-soro policlonal anti-GDPase de L. major. As andlises revelaram uma Unica proteina de
cerca de 120 kDa nas cepas selvagem e transformantes de K. lactis. Pesquisa no Genbank
revelou a presenca de dois genes homdélogos a GDPase no genoma da levedura: KIGDAL e
KIYND1qgue podem explicar a reatividade cruzada. Os resultados demonstram que 0s
transformantes obtidos ndo produzem a GDPase de L. major, provavelmente devido a ndo
reconstituicdo do promotor P_acs que dirigiria a expressdo do gene da GDPase. Porém levanta
as hipoteses de que a cepa selvagem possa ser testada quanto a indugdo da producdo de
anticorpos contra espécies do género Leishmania e de sinalizar que o sistema utilizado contém

falhas que comprometem seu uso, devido & dependéncia de reconstitui¢cdo do promotor P aca.



ABSTRACT

SANTOQOS, Yaro Luciolo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August of 2009. Use of
Kluyveromyces lactis in the Expression of Leishmania major's GDPase. Adviser: Flavia
Maria Lopes Passos. Co- Advisers: Juliana Lopes Rangel Fietto and Marisa Vieira de
Queiroz.

The yeast Kluyveromyces lactis has a potential applicability as a host in
biotechnological production of heterologous recombinant proteins of biotechnological
interest. In this context the objective of this work was to express the protein of Leishmania
major GDPase for biotechnology applied to human and canine leishmaniasis. The GDPase of
L. major belongs to the family of E-NTPDases or apirases, proteins involved in infectivity
and virulence of parasites. For a system of expression and secretion of heterologous proteins
in K. lactis, the technique of polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify a sequence
of 2073 bp covering the complete coding region of the GDPase "of L. major, which is inserted
into the amplicon plasmid pKLACL sites in Sal I and Bgl 11.The construction pKLAC1-
GDPase was confirmed by PCR, linearized by the enzyme Ahd | and used for transformation
of wild strain CBS 2359. The transformants were selected in YCB medium containing 5 mM
acetamide induced in batch and in YPGal. Extract and supernatant of these cultures were
analyzed by SDS-PAGE and Western blot using a polyclonal antiserum anti-GDPase of L.
major. The analysis revealed a single protein of approximately 120 kDa in the wild strains
and transformants of K. lactis. Perform a search in GenBank are two homologous genes in the
genome of yeast: KIGDAL and KIYND1que may explain the cross-reactivity. The results
point to the failure to obtain transformants producing GDPase of L. major, probably due not
to reconstitute the promoter P_acs that would direct the expression of the gene of GDPase.
But that raises the chances of a wild strain to be tested as to induce the production of
antibodies against species of the genus Leishmania and signal that the system contains flaws

that compromise its use due to the dependence of reconstitution of the promoter Py aca.
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1. INTRODUCAO

Devido aos avangos nas pesquisas biotecnologicas e de engenharia genética, diversos
compostos bioldgicos antes somente obtidos por métodos complexos de extragdo que
apresentaram baixos rendimentos, alto grau de impurezas e ndo raramente improprios ao
consumo humano, podem hoje potencialmente serem sintetizados por microrganismos
fermentativos engenheirados geneticamente. Dentre as espécies com potencial aplicabilidade
biotecnoldgica, encontra-se a levedura Kluyveromyces lactis que, comparada a
Saccharomyces cerevisiae, exibe metabolismo mais oxidativo, com baixa repressdo por
glicose, o que favorece maior rendimento de biomassa. Essas caracteristicas aliadas a
capacidade de secretar proteinas de alta massa molecular tornam a K. lactis uma candidata
promissora para a expressao de proteinas heterélogas de interesse biotecnoldgico. Além disso,
a K. lactis tem status GRAS, uso seguro na industria alimenticia e farmacéutica e maior
diversidade metabolica, inclusive com capacidade de metabolizar agucares de subprodutos da
industria agropecudria, como pentoses da industria de celulose e lactose do residuo de queijo e
outros derivados lacteos, cujo aproveitamento ¢ altamente desejavel. Um kit comercializado
pela New England Biolabs contendo o vetor integrativo pKLAC1 para expressao e secregao
de proteinas recombinantes em K. /actis esta atualmente disponivel no mercado. Com base em
suas caracteristicas favoraveis a producao de proteinas heterdlogas ¢ justificavel a utilizagao
da K. lactis como hospedeira na produgdo de proteinas recombinantes de interesse
biotecnoldgico. Dentre estas proteinas, podemos destacar fatores de viruléncia de patégenos

que possam ser usados para desenvolvimento de drogas, imunobiologicos e diagndstico.

A Leishmaniose ¢ uma doencga parasitaria com amplo espectro de sintomas clinicos
dividida basicamente em quatro formas clinicas: visceral (kalazar), cutanea, muco-cutanea e
dérmica pods-kalazar (PKDL). Estas enfermidades sdo causadas por espécies do género
Leishmania. Atualmente, sabe-se da existéncia de 20 espécies de protozodrios patogénicos
pertencentes ao género Leishmania. Estes parasitos sdo transmitidos pela picada de insetos
vetores dos géneros Lutzomya (continente americano) ¢ Phlebotomus (velho mundo). A forma
visceral quando ndo tratada costuma ser fatal, j4 as formas cutdneas, apesar de raramente
evoluirem para a fatalidade sdo mutilantes (forma mucosa e muco-cutdnea) e desagradaveis

especialmente quando da existéncia de multiplas lesdes (formas cutdnea-difusa e cutanea).



Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais de 90% dos casos de leishmaniose
cutanea ocorrem no Ira, Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita, Brasil e Peru e mais de 90% dos
casos da forma visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, [ndia e Suddo. Atualmente a
leishmaniose estd presente em quatro continentes sendo endémica em 88 paises, 72 dos quais
sdo paises em desenvolvimento. Também, de acordo com dados da Organizagdo Mundial de
Saude, apenas 600.000 novas infecgdes sdao oficialmente notificadas por ano, porém como a
declaracdo ¢ obrigatoria em apenas 32 dos 88 paises afetados, muitos casos ndo sdo
registrados, sendo previsto que 2 milhdes de novos casos ocorram por ano (1,5 milhdes para a
LC e 500.000 para LV), com um valor estimado de 12 milhdes de pessoas infectadas
atualmente em todo o mundo. A crescente expansao da leishmaniose no mundo se deve ao
aumento de fatores como: migracdo, desmatamento, urbanizacdo e hospedeiros humanos
susceptiveis a infec¢do como imunossuprimidos e desnutridos. No intuito de encontrar uma
solugdo para esse problema de saude publica, um dos pontos a serem combatidos € o controle
da infeccao nos hospedeiros animais que servem como reservatérios do parasito, sendo o cao
a principal fonte de parasitos de relevancia epidemioldgica, que por sua presenca doméstica,

participa ativamente do processo de manutenc¢ao da leishmaniose.

Este trabalho esta focado especificamente na GDPase de L. major, enzima pertencente a
familia das E-NTPDases, capazes de hidrolisar nucleotideos di e trifosfatados e baseia-se em
dados da literatura que evidenciam a participagdo de proteinas desta familia na infectividade e
viruléncia de parasitos, sendo especificamente relatado o envolvimento na intera¢do parasito-
célula hospedeira, no controle da resposta imune do hospedeiro animal e na capitacdo de
purinas para a via de salvacdo visto que esses parasitos ndo sdo capazes de sintetizd-las na via
de novo. Além disto, esta ¢ uma proteina predita como possivelmente ecto-localizada o que a
torna facilmente disponivel para o reconhecimento pelo sistema imune ou por drogas
direcionadas. Logo, a GDPase se mostra como um bom alvo para o desenvolvimento de novas
abordagens para a quimioterapia racional, imunoprofilaxia e imunoterapia e diagnostico das
leishmanioses, com o potencial de levar a resultados que possibilitem o deposito de patentes,
derivadas do uso biotecnoldgico desta proteina recombinante. Neste contexto o objetivo deste
trabalho ¢ expressar a proteina GDPase de Leishmania major para fins biotecnoldgicos

ligados as leishmanioses humana e canina.



2. REVISAO DE LITERATURA

Desde a antiguidade, as leveduras sdo reconhecidas como protagonistas na produgdo de
alimentos e bebidas fermentaveis e, mais tarde, na obtencdo de pigmentos, co-fatores,
proteinas e outros produtos com valor agregado. Nas ultimas décadas, devido ao advento da
engenharia genética, bem como a sedimenta¢ao do conhecimento das propriedades bioldgicas
e fisiologicas das leveduras, tem-se possibilitado sua potencial aplicagdo na producdo de
proteinas heterdlogas de interesse biotecnologico, especialmente de organismos eucariotos
(Porro & Mattanovich, 2004). A K. lactis ¢ uma das espécies empregadas
biotecnologicamente devido as suas caracteristicas favoraveis, que incluem status GRAS
(Generally Recognized As Safe) reconhecida pela FDA (Food and Drug Administration),
predomindncia de metabolismo oxidativo com baixa repressdo catabdlica resultando em
maiores rendimentos de biomassa e proteinas heterdlogas e baixo niveis de glicosilagdo na via
secretoria e de processamento de proteinas, o que também estimula a secrecdo das proteinas

expressas (Barteviciute & Saskaunas, 2004; Piscitelli et al., 2005).

Embora leveduras nao sejam boas secretoras de proteinas, algumas linhagens de K. lactis
tem a capacidade natural de secretar uma proteina killer de alta massa molecular (Zimocina),
capacidade essa proporcionada pelos plasmideos lineares pGKL1 e pGKL2, que permitiram o

desenvolvimento de vetores para expressdo em K. lactis (Jeske et al., 2000).

Atualmente um kit comercializado e fornecido pela New England Biolabs (K. lactis
Protein Expression Kit) disponibiliza um vetor integrativo de expressdo e secre¢do de
proteinas recombinantes, denominado pKLACI, com expressao induzivel por galactose e cuja
integracdo ocorre na regiao promotora do gene LAC4, que codifica B-galactosidase em K.
lactis. Esta regiao promotora contém uma modificagdo na regiao “Pribnow Box” (TATA Box)
do tipo PBI que impede sua atividade em células procaridticas, assim o promotor LAC4 nao
pode promover a expressao em E. coli, possibilitando dessa forma que genes que codificam
proteinas consideradas toxicas para Escherichia coli possam ser clonados antes da sua
introducao na levedura. Além disto, o genoma da K. /actis ja foi completamente seqiienciado
e esta disponivel (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt), sendo que as relagdes filogenéticas entre

K. lactis e S. cerevisiae permitem o compartilhamento de técnicas de engenharia genética para



construg¢do de sistemas eficientes de expressao e secrecdo de proteinas (Breunig et al., 1984;
Schaffrath & Breunig, 2000; Dujon et al., 2004; Colussi & Taron, 2005; Jablonowski &
Schaffrath, 2007).

Devido ao fato das leveduras pertencentes aos géneros Kluyveromyces e Saccharomyces
descenderem de um ancestral comum, elas apresentam forte correlagdo genética, logo a
habilidade de ambas em assimilar galactose como fonte de carbono ¢ compartilhada e
determinada pelo grupo de genes que compde o regulon GAL. A principal diferenca entre o
regulon GAL de ambas, ¢ a evolucao nos sistemas de internalizag¢ao e hidrélise das diferentes
fontes de galactose presentes no ambiente (Bhat & Murthy, 2001; Kellis et al., 2004; Rubio-
Texeira., 2005). Pelo fato da K. lactis ser uma levedura isolada do leite, seu suprimento de
galactose encontra-se freqiientemente sob a forma de lactose, logo a K. lactis possui a
capacidade de assimilar lactose dependente dos genes LACI2 e LAC4, inexistentes em S.
cerevisiae, 0s quais, respectivamente codificam a permease e a [-galactosidade (lactase) de

lactose (Sreekrishna & Dickson, 1985).

No sistema K. lactis Protein Expression Kit (New England Biolabs), a expressao da
proteina recombinante de interesse € feita pela indu¢do com galactose, sendo que em K. lactis
o metabolismo da lactose e galactose ¢ regulado pelo regulon Lac/Gal. A lactose ¢
transportada para dentro da célula via permease (produto do gene LACI2) e entdo ¢
decomposta em glicose e galactose pela B-galactosidase (produto do gene LAC4) cujo
promotor Ppacs4 € um promotor forte com um nivel de inducdo de 100 vezes. A galactose entra
na via catabolica de Leloir onde ¢ metabolizada pelas enzimas galactokinase (KIGAL1),
transferase (KIGAL7) e epimerase (KIGAL10). Esses cinco genes sao co-regulados,
transcritos e induzidos quando a célula ¢ crescida na presenga de lactose ou galactose (Hsieh

etal., 1999).

O promotor Ppacapsr contido no pKLACI1 contem uma delegdo (PBI) na seqiiéncia
consenso Pribnow Box TATAAT localizada entre a regido 204-209 dentro do sitio maior de
iniciacdo da transcricdo em E. coli. Essa mutagdo leva a eliminacdo da expressdo em E. coli,
mas ndo afeta o nivel de secre¢do e expressdo em K. lactis. Isso ocorre porque os sitos
multiplos requeridos para iniciagdo da transcri¢ao estdo localizados em regides diferentes em
E. coli e K. lactis. Logo, a delegcdo em PBI nao afeta nenhum dos sitios de iniciacdo da
transcricdo em K. lactis, sendo assim possivel a clonagem de genes que sdo potencialmente

toxicos para E. coli, antes da sua insercdo na K. lactis (Colussi & Taron, 2005). O segundo

4



elemento chave do pKLACI1 ¢ a marca de selecao proporcionada pelo gene da acetamidase
(permite aos transformantes usar acetamida como unica fonte de nitrogénio) que favorece
uma alta freqiiéncia de multiplas integracdes em tandem nos transformantes que
conseqiientemente produzem mais proteinas recombinantes quando comparadas a simples
integragdes que ocorrem quando outras marcas de seleg¢@o sdo usadas (Colussi & Taron, 2005;

Read et al., 2007)

Com base na habilidade da K. lactis em assimilar lactose como fonte de carbono, ¢
possivel sua aplicacdo em processos que envolvam a biorremediacao. O aumento da producao
de derivados do leite ao redor do mundo também tem levado ao aumento do volume em larga
escala do soro proveniente de alguns produtos como o queijo. O soro de queijo (rico em
lactose) tem alta demanda quimica e bioldgica de oxigénio ¢ a falta de métodos acessiveis
para sua eliminagdo tem levado ao descarte no esgoto comum, o que pode ser perigoso em
termos ambientais (Yang & Silva, 1995; Ghaly & Kamal, 2004; Rodriguez et al., 2006).
Porém, devido as leis ambientais que forcam as industrias a dar um destino seguro a esse
material residual, a forma mais econdmica que as industrias tém encontrado para eliminagao
do soro de queijo, ¢ a sua transformacdo em produto de valor comercial através da
fermentagdo por microrganismos que assimilam lactose. Logo, apesar de muitos fungos e
bactérias possuirem a capacidade de produzir B-galactosidase, somente microrganismos com
status GRAS, como a K. lactis, sdo aprovados para bioconversao do soro de queijo em
produtos de interesse para industria farmacéutica e alimenticia (Belem & Lee, 1998; Maullu
et al., 1999; Ghaly & Kamal, 2004). Entdo, a habilidade da K. lactis em crescer em um meio
barato e abundante, juntamente com a facil manipulagdo genética e o fato de ter o genoma
totalmente seqiienciado, bem como sua tendéncia a melhor secrecdao de proteinas heterélogas
comparada a Saccharomyces, fazem da K. lactis uma excelente hospedeira para produgdo de
proteinas de interesse biotecnoldgico (Maullu et al., 1999; Schaffrath & Breunig, 2000; Hsieh
& Da Silva, 2000; Panuwatsuk & Da Silva, 2002, 2003; Bartkeviciute & Sasnauskas, 2004;
Dujon et al., 2004).

De fato a K. lactis j4 foi utilizada com sucesso na producdo de vérias proteinas de
interesse comercial. Na industria farmacéutica, foi utilizada na producdo das proteinas de
mamiferos interleucina 1-f, interferon a A, B-lactoglobulina, lisozima, fator estimulador de
macrofago, soro albumina, bem como na industria de alimentos, foi utilizada com sucesso na

producdo da quimosina bovina, sendo esta a primeira enzima heter6loga originada de um



eucarioto superior produzida a baixo custo em um microrganismo em larga escala industrial
(Van den Berg et al., 1990; Fleer et al., 1991a; Chen et al., 1992; Hua et al., 1994; Rocha et
al., 1996; Iwata et al., 2004; Colussi & Taron, 2005). Atualmente, mais de 40 proteinas de
origem animal, vegetal, bacteriana, fingica e viral sdo produzidas a partir da K. lactis,
enfatizando sua habilidade para produzir eficientemente uma ampla extensdo de proteinas

heter6logas (Van Ooyen et al., 2006).

As Leishmanioses constituem-se em um amplo espectro de formas clinicas provocadas
por parasitos pertencentes ao género Leishmania, podendo ser apresentadas como uma lesao
cutanea simples, com tendéncia de cura espontinea a uma doenca sist€émica extremamente
grave. As principais formas da doenca sdo classificadas como formas tegumentar ou visceral.
Estas diferentes formas clinicas estdo relacionadas a espécie de Leishmania ¢ ao hospedeiro
vertebrado envolvidos. Umas das caracteristicas da leishmaniose, tal como acontece com
muitas doengas da pobreza que causam alta morbidade e baixa mortalidade, ¢ o seu
verdadeiro peso que permanece praticamente invisivel, em parte porque as pessoas mais
afetadas vivem em dreas remotas, e também devido ao estigma social referente as cicatrizes
desfigurantes e deformidades causadas por esta doenga que mantém os pacientes ocultos,
assim a leishmaniose impde um grande fardo social e prejudica a produtividade econdmica

(Who, 2004).

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma zoonose que acomete visceras, como o figado, o
baco, medula dssea e linfonodos, podendo ocasionar aumento de volume abdominal e se nao
tratada evoluir para 6bito. Esta doenca tem como agente etiologico no novo mundo a espécie
Leishmania (L.) infantum/chagasi. De acordo com o Ministério da Saude
(http://portal.saude.gov.br/saude/), no Brasil, a LV ¢ uma doenca endémica com registro de
surtos freqiientes, sendo que no periodo entre 2001 e 2005 foram registrados 15.340 casos.
Inicialmente, sua ocorréncia era limitada a areas rurais e a pequenas localidades urbanas, mas
atualmente encontra-se em franca expansao para grandes centros urbanos. Est4 distribuida em
19 estados da federagdo, atingindo quatro das 5 regides brasileiras. Sua maior incidéncia
encontra-se no Nordeste com aproximadamente 70% do total de casos, seguido pela regido
Sudeste, a regido Norte, e finalmente a regido Centro-Oeste, tendo-se registrado em média
cerca de 3.500 casos por ano no pais. As taxas de letalidade, de acordo com os registros
oficiais, chegam a 10% em alguns locais, sendo que no Brasil o inseto vetor responsavel pela

transmissao € o flebotomineo da espécie Lutzomyia longipalpis. O cdo, mesmo assintomatico,



permanece com intenso parasitismo cutdneo e tem sido apontado como o principal
reservatorio doméstico do parasito, transmitindo os parasitos ao vetor durante o repasto

sanguineo (Tesh, 1995).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ¢ uma doenga infecciosa que acomete pele e
mucosas, causada por protozoarios do género Leishmania, sendo as espécies mais importantes
no Brasil Leishmania (L.) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L.(V.) braziliensis.
Segundo dados do Ministério da Saiude, no Brasil em média, sdo registrados cerca de 28.830
casos/ano. A regido Norte apresenta o maior coeficiente de incidéncia (89 casos/100.000
habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (37,4 casos/10.000 habitantes) e Nordeste (20,4
casos/100.000 habitantes) (MSB, 2007).

O diagnostico laboratorial da LTA canina ¢ semelhante ao realizado na doenga humana
podendo ser baseado no diagndstico parasitologico (exames de observacdo de lamina,
histopatologico ou cultura) ou soroldgico (reagdo de imunofluorescéncia indireta — RIFI e
ensaio imunoenzimatico — ELISA). No entanto, como ndo sido recomendadas agodes
objetivando o controle de animais domésticos com LTA, o diagndstico para execucao da
eutandsia ¢ indicado somente quando os animais doentes evoluirem para o agravamento das
lesdes cutaneas, com surgimento de lesdes mucosas e infeccdes secundarias que poderdo
conduzir o animal ao sofrimento (MSB, 2007). J4 com relagdo a leishmaniose visceral, uma
das principais acdes empregadas pelo programa de controle brasileiro da leishmaniose
visceral canina € ainda a eliminacao de caes infectados com o intuito de diminuir a incidéncia
da doenca humana (Palatinik-de-Souza et al., 2001). Porém, apesar de nos ultimos 5 anos
mais de 160000 cies terem sido eliminados, o Ministério da Satde ndo tem sido eficiente em
reduzir os niveis de incidéncia da doenga humana, sendo que os motivos poderiam ser devido
a demora entre a coleta, anélise da amostra e sacrificio do cao (cerca de 80 dias) devido aos
métodos adotados pelo programa, bem como a possivel participagdo de outros reservatdrios
do parasito, como pessoas infectadas assintomaticas e gatos (Dantas-Torres, 2007; Lemos et
al., 2008). Na pratica clinica nos inquéritos epidemioldgicos, a leishmaniose visceral canina
vem se apresentando como problema para os servicos de saude publica devido a trés fatores:
1) variedade de sinais clinicos semelhantes as observadas em outras doencas infecciosas; 2)
alteracdes histopatologicas inespecificas e 3) inexisténcia de um teste diagnostico 100%
especifico e sensivel (MSB, 2006). O diagnoéstico parasitologico ¢ o método de certeza e se

baseia na demonstragdo do parasito obtido de material bioldgico de puncdo hepatica,



linfonodos, esplénica, de medula 6ssea e bidpsia ou escarificagdo da pele. E um método com
especificidade proxima a 100% e sensibilidade dependente do grau de parasitemia, tipo de
material bioldgico coletado e do tempo de leitura da lamina, estando em torno de 80% para
cdes sintomaticos e menor ainda para cies assintomaticos (Singh & Sivakumar, 2003). E um
método seguro de diagnostico, uma vez que o resultado positivo ¢ dado pela observacao direta
de formas amastigotas. Entretanto, alguns desses procedimentos, embora oferecam a
vantagem da simplicidade, sdo métodos invasivos, significando a ocorréncia de riscos para o
animal e também impraticdveis em programas de saude publica, em que um grande numero de
animais devam ser avaliados em curto espago de tempo (MSB, 2006). Outros diagnosticos
laboratoriais utilizados sdo a realizacdo de provas sorologicas como a reagao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimdtico (ELISA), fixa¢do do
complemento e aglutinagdo direta. Porém, atualmente para inquéritos em saude publica os
exames disponiveis para diagnostico soroldgico sdo a RIFI e o ELISA, que expressam os
niveis de anticorpos circulantes no soro sangiiineo (MSB, 2006). Sendo que a RIFI pode
apresentar reagdes cruzadas principalmente com a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
e a doenca de Chagas e o ELISA tem sua sensibilidade e especificidade grandemente
influenciada pelo antigeno utilizado (Singh & Sivakumar, 2003). Essas duas técnicas
soroldgicas sao recomendadas pelo Ministério da Satde para avaliacao da soroprevaléncia em
inquéritos caninos amostrais. O ELISA por estar em fase de implantagdo, inicialmente esta
sendo recomendado para a triagem de cdes sorologicamente negativos e a RIFI para a
confirmagdo dos caes sororreagentes ao teste de ELISA ou como uma técnica diagnostica de

rotina (MSB, 2006).

As pesquisas objetivando a obtencdo de testes diagndsticos moleculares com uma maior
especificidade baseadas na amplificagdo de regides do DNA do parasito por Reagdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) tem avancado, diversificando a utilizacdo de primes especificos
que podem amplificar regides conservadas entre as diferentes espécies de leishmania, ou
primers para regides diferenciadas com o objetivo ndo sé6 de constatar a presenga do parasito,
como também de discriminar entre as diferentes espécies de leishmania, em regides onde
ambas as formas visceral e cutanea sao prevalentes. Porém, apesar da alta especificidade e
sensibilidade, a PCR exige pessoal treinado, laboratérios devidamente equipados e ndo ¢
passivel de utilizagdo em campo (Singh, 2006; Gomes et al., 2007). Atualmente muitos
estudos tém sido feitos com o intuito de se descobrir novos métodos ou alvos no diagndstico e

novos candidatos a vacina que possam ser utilizados ndo somente em humanos mas



principalmente em caes, pois estes hoje sdo considerados o principal reservatorio de varias
espécies de Leishmania no ambiente doméstico e no peridomicilio, constituindo parte do ciclo

epidemioldgico da transmissd@o humana (Torres, 2007; Moreira et al., 2007).

Tendo em vista o nimero expressivo de casos da doenca no continente Americano, bem
como no Brasil, a morbidade causada pelas diferentes formas clinicas da doenca e a limitagao
dos tratamentos e profilaxia para humanos e animais, especialmente caes, com as drogas
atualmente disponiveis, ¢ de extrema importancia o desenvolvimento de novas abordagens de
diagnostico, tratamento e prevengdo. Neste contexto, a descoberta de moléculas envolvidas
com o processo de infec¢do presentes nas interagdes parasito-hospedeiro e o conhecimento da
funcdo destas biomoléculas tém grande potencial para ser usado em abordagens como o
desenvolvimento de métodos de diagndsticos mais acurados e futuramente no
desenvolvimento de vacinas. Deste modo, acredita-se que as E-NTPDases (ecto-nucleotidases
da familia apirase ou CD39) constituem novos alvos promissores para estes estudos (MSB,

2006; Gomes et al., 2007; Moreira et al., 2007).

As ecto-apirases da familia das E-NTPDases sdo enzimas capazes de regular a
concentragdo extracelular de nucleotideos (Zimmermann et al., 2000). Atualmente sabemos
que o ATP extracelular (ATP,), e seus produtos de degradagdo ADP., AMP, e adenosina.,
bem como outros nucleotideos e nucleosideos, sdo componentes normais do meio extracelular
e estdo envolvidos com varios efeitos bioldgicos em diferentes células, tecidos e 6rgaos
(Dombrowski et al., 1998). Como exemplos ja consolidados e bem descritos, podemos citar
que o ATP. estd envolvido em efeitos citostidticos e citotoxicos em varios tumores,
vasodilatagdo, metabolismo 6sseo, estimulagdo dos neutrofilos a degranulagdo e fagocitose
bactericida, necessarios a secre¢ao de algumas citocinas, além de participar de processos
inflamatoérios (Bours et al., 2006). O ATP esta envolvido no desenvolvimento da inflamagado
por meio da combinagdo dos seguintes eventos: liberacdo de histamina através dos mastécitos,
provocando a producdo de prostaglandinas e a produ¢do e liberagdo de citocinas a partir das
células imunes (Burnstock, 2006). O ADP extracelular contribui para propagagio da ativagio
plaquetaria (recrutamento de novas plaquetas para o tampao hemostatico via liberagao ou
secrecdo de agonistas secundarios) induzindo mudancas nas formas celulares e inibindo a
adenilato ciclase por meio de receptores especificos de membrana, mas ndo mostrando efeito
sobre os linfocitos (Woulfe et al., 2001). Por outro lado, sabe-se que a adenosina extracelular

pode ser transportada para o citoplasma e ser incorporada em vias de recuperagdo de purinas,



importantes vias presentes em parasitos como em Leishmania spp. que sao incapazes de fazer
a sintese de novo de purinas (Bours et al., 2006). Além disto, o acumulo de adenosina
extracelular contribui para a imunodeficiéncia, pois apresenta efeitos tdxicos frente ao
desenvolvimento e atividade dos linfocitos (Dombrowski et al., 1998; Bours et al., 2006). A
adenosina e seu produto de degradagdo a inosina sdo reguladores do processo inflamatdrio e
desempenham potentes efeitos imunomodulatérios. A adenosina ndo somente inibe a
agregacao plaquetaria, mas também suprime a produgdo das citocinas inflamatorias tais como
o fator de necrose tumoral (TNF)-a e IL-12, e aumenta a produg¢dao de IL-10 através dos
monoécitos e macrofagos. Ja a inosina, suprime a sintese de IL-1, IL-12, proteinas
inflamatoérias dos macréfagos (MIP)-1a, TNF-a, interferon (IFN)-y nos macrofagos, IL-8 nas
células epiteliais e inibe a ativacdo dos neutréfilos via N-formil-metionil-leucilfenilalanina
(fMLP). Logo a sinalizacdo desencadeada pela adenosina por meio dos receptores
purinérgicos (principalmente o subtipo P1A;4) leva a desativacdo dos macréfagos e supressao

da proliferacdo e fun¢do efetora dos linfocitos (Gounaris & Selkirk, 2005; Bours et al., 2006).

Atualmente sabe-se da existéncia de proteinas ligadoras de nucleotideos extracelulares,
visto que estes ndo sdo capazes de atravessarem membranas celulares, dentre elas estdo os
purinoreceptores € as ecto-nucleotidases. Os purinoreceptores sao proteinas transmembranares
agrupadas em duas grandes familias, de acordo com os efeitos farmacolédgicos de antagonistas
e agonistas dos nucleosideos e nucleotideos. Os receptores do tipo P1 ligam adenosina ou
inosina, ¢ todos os receptores P1 e seus subtipos A, Aza, Azp € As, sdo receptores acoplados a
proteina G (metabotrépicos). Os receptores do tipo P2 ligam ATP,, UTP,, ADP. e UDP.. Os
receptores P2 sdo subdivididos em duas grandes familias, a P,x familia de receptores do tipo
canais de ions, composta por 7 subtipos ¢ a familia P,y de receptores do tipo serpentina
acoplados a proteina G é composta de 8 subtipos (Ralevic & Burnstock, 1998; Burnstock,

2006; Bours et al., 2006).

A sinalizagdo purinérgica age em diversos processos fisiologicos dentre os quais podemos
citar a secre¢do enddcrina e exdcrina, agregacdo plaquetaria, vasodilatagdo mediada pelas
células vasculares endoteliais, influencia na proliferacao celular, na diferenciacao e apoptose
no desenvolvimento embriondrio, regeneracdo dermal, reabsorcdo Ossea, aterosclerose,
isquemia, alteracdes nas células epiteliais da pele e orgdos viscerais, inflamacao,
neuroprote¢do e cancer (Burnstock, 2006; Bours ef al., 2006; Burnstock, 2008; Shabbir et al.,

2008). Especificamente no sistema imune, os receptores P2X; P2Y, e P2Y; localizados nas
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células imune e inflamatérias desempenham uma fungdo primordial no processo inflamatério
e na imunomodula¢io. E por meio do receptor P2X; que o ATP induz a apoptose em
macrofagos resultando na morte das bactérias contidas dentro do mesmo, como também
desempenha um efeito bactericida nos macrofagos por meio dos receptores P2Y, (Burnstock.,

2006).

De uma maneira geral, a concentracdo extracelular dos nucleotideos e a presenca de
subtipos diferentes de receptores nas células regulam a resposta celular a estas biomoléculas,
por sua vez a presenga e concentracao dos nucleotideos sdo reguladas pela acdo de enzimas
metabolizadoras destes, presentes na membrana das células ou excretadas em formas soluveis.
Virias familias de ectonucleotidases sdo conhecidas, sendo que a nomenclatura atual
(Zimmermann et al., 2000) descreve: as ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-
NTPDases), também chamadas de ecto-ATPDases ou apirases que atuam na conversao dos
nucleotideos tri e difosfatados em seus componentes monofosfatados, as ecto-5"-nucleotidases
hidrolisam os componentes monofosfatados, usualmente AMP até adenosina que por sua vez
pode ser convertida em inosina pelas adenosina deaminases, as ecto-
pirofosfatase/fosfodiesterases que utilizam diferentes substratos e possuem atividade
fosfodiesterasica e nucleotideo pirofosfatdsica e as fosfatases alcalinas que liberam fosfato

livre a partir de uma variedade de substratos, incluindo nucleotideos.

Viarios trabalhos recentes tém sugerido uma correlagdo entre a capacidade de hidrolise de
ATP extracelular por parasitos como 7. cruzi, L.(L). amazonensis, Toxoplasma gondii,
Tricomonas vaginalis € Entamoeba histolytica e processos como viruléncia, sobrevivéncia
intracelular e adesdo celular (Fietto ef al., 2004; Berrédo-Pinho et al., 2001; Asai et al., 1995;
Asai et al., 2002; Borges et al., 2008; Matos et al., 2001; Barros et al., 2000; Santos et al.,
2009; Marques-da-Silva, et al., 2008). Especificamente em L. (L.) amazonensis, ja foi
demonstrada uma maior capacidade de hidrélise de ATP, por uma Mg”"-ecto-ATPase em
promastigotas virulentos quando comparados aos avirulentos (Bérredo-Pinho et al., 2001).
Neste trabalho os autores caracterizaram “in vivo” uma atividade ecto-ATPésica, dependente
de Mg**, ndo inibida por inibidores classicos de outras ATPases e postularam a participacio
desta enzima na via de salvacdo de purinas do meio extracelular e em mecanismos de evasao
do parasito frente aos mecanismos de defesa do sistema imune que de alguma forma
dependam ou sejam regulados por ATP e seus metabolitos extracelulares. Outro trabalho

aponta para diferencga de resposta a infec¢ao experimental em camundongos infectados por L.
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(V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, onde o decréscimo da producao de interferon-y e TNF
pelos linfonodos, com a diminuicdo da proliferacio de células do bago e dos centros
germinativos nos camundongos infectados com L. (L.) amazonensis foi relacionada ao fato de
que as células de L. (L.) amazonensis eram capazes de hidrolisar uma maior quantidade de

ecto-nucleotideos de adenina do que as células de L. (V.) braziliensis (Maioli e t al., 2004).

Mais recentemente em 2008, utilizando a infec¢do experimental em camundongos, foi
evidenciado que a infec¢do por L. amazonensis causava lesdes cronicas ndo auto-curaveis,
enquanto que as espécies L. braziliensis e L. major ndo eram eficientes no controle do
estabelecimento da infec¢do. Os resultados mostraram que a L. amazonensis era mais
virulenta que as outras espécies devido a uma maior hidrélise de nucleotideos extracelulares
proporcionada por uma alta expressdo de uma E-NTPDase de membrana, corroborando com a
idéia de que uma maior producdo de adenosina ¢ importante para o desenvolvimento da lesdo,
estabelecimento do parasitismo tecidual, tamanho da lesdo e atraso na cura, sugerindo que a
conversao do ATP (molécula pro-inflamatéria) em adenosina (molécula anti-inflamatodria)
contribui para o estabelecimento da infeccao por espécies do género Leishmania (de Almeida

Marques-da-Silva et al., 2008).

Em 2004, Fietto et al caracterizaram um gene da familia das apirases em Trypanosoma
cruzi, nomeando-o NTPDase-1. Neste mesmo trabalho, por meio de pesquisa no banco de
dados (Genbank) foram encontrados 2 genes homologos das apirases no genoma de L. major
(g1|45120584| possivel NTPDase [Leishmania major] e gi|15487213| possivel guanosina
difosfatase [Leishmania major]. Sendo este genes pertencentes a familia de fatores de
viruléncia de patogenos, neste trabalho a fim avaliarmos a utilizacdo biotecnologica, da
proteina codificada pelo gene gi|15487213| possivel guanosine diphosphatase [Leishmania
major] propde-se realizar a sua expressdo em sistema heterélogo de cultura continua
utilizando a K. lactis como hospedeira e a utilizacdo da proteina recombinante obtida em

ensaios de imunodiagnostico da leishmaniose canina por ELISA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Plasmideos e Microrganismos

O plasmideo pET21b/GDPase ¢ derivado do plasmideo pET-21b (5442 pb), que contém a
regido codificante completa do gene da GDPase de L. major, isolada e clonada previamente
(DeSouza, 2009). A construgdo pET21b/GDPase foi utilizada para amplificacdo da seqiiéncia
de nucleotideos referente a GDPase de L. major, com o niumero de acesso no banco de dados

gi|15487213.

O plasmideo pKLACI1 (Figura 1), contétm o promotor do gene que codifica a alcool
desidrogenase (Papn2) de Saccharomyces cerevisiae. Este, controla a expressao do gene de
selecdo amdS de Aspergillus nidulans, que por sua vez codifica a acetamidase, conferindo
capacidade de crescimento em acetamida como Unica fonte de nitrogénio como meio de
selecdo dos transformantes contendo o plasmideo. O pKLACI1 contém as seqiiéncias 5’ ¢ 3’
referentes ao promotor do gene LAC4, a seqiiéncia lider de secrecdo alpha mating factor de
Kluyveromyces lactis (aMF) que direciona a secre¢do das proteinas expressas, o sitio multiplo
de clonagem (MCS), o gene de resisténcia a ampicilina (APY) e o terminador (TT) da
transcri¢do do gene LAC4, que estd a downstream da seqiiéncia 3’ do promotor do gene
LAC4 (PpLacapr 3) (Manfredi et al., 1996; Colussi & Taron, 2005). A linhagem de K. lactis
CBS 2359 (linhagem referéncia utilizada no seqlienciamento pela Genolevure) foi utilizada
como hospedeira para expressio da GDPase de L. magjor utilizando o pKLACI.
Transformantes de K. lactis expressando o peptideo SBM 7462 nomeados Seq 1 e Seq 4
obtidos por Santos (2007), foram usados como controle positivo para verificacao da correta
reconstituicdo do promotor Py acs, onde de acordo com o manual do fabricante do sistema de

expressdo, em reacdo de PCR especifica deveria ser amplificada uma banda de 1.9 kb.

A cepa de Escherichia coli DH5a foi utilizada para propagagao dos plasmideos utilizados

neste trabalho (Sambrook et al., 1987).
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Figura 1: plasmideo pKLAC1 (New England Biolabs).
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3.2. Meios de cultura e condigdes de cultivo

A estirpe de E. coli DH5a foi cultivada em meio Luria-Bertani (LB) (10 g.L™' triptona, 5
gL extrato de levedura e 10 g.L™' cloreto de sodio) sob agitagio de 180 rpma 37 °C. As
células de DH50a contendo os plasmideos pKLACI e pKLAC1/GDPase foram cultivadas em
meio LB suplementado com 50 pg.mL™ de ampicilina sob as mesmas condigdes, para

manuten¢do do plasmideo e selecao dos transformantes.

Os transformantes de K. lactis foram selecionados em meio YCB agar (Yeast Carbon
Base) contendo 5 mM de acetamida como unica fonte de nitrogénio. Apds selecdo, os
transformantes foram cultivados em meio YPD (1% p/v extrato de levedura, 2% p/v peptona ¢
2% p/v dextrose) sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C e em meio YPD soélido acrescido de 1,5%
p/v de agar em estufa a 37 °C. Para indugdo da expressdo da proteina heterologa, os
transformantes foram cultivados em YPGal (1% p/v extrato de levedura, 2% p/v peptona e

2% p/v galactose) sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C.

3.3. Amplificacdo e clonagem do gene da GDPase

Inicialmente foi realizada a escolha de enzimas de restrigdo que ndo cortassem o gene
internamente, mas que apresentassem um sitio de clonagem disponivel no sistema pKLACI.
Deste modo, foi feita a analise do padrao de restricdo do gene e foram escolhidas as enzimas

Sal I e Bgl II.

A seqiiéncia de nucleotideos referente ao gene da GDPase foi amplificada a partir do
plasmideo pET21b/GDPase utilizando os primers desenhados a partir da seqiiéncia do gene
integro e foram adicionados sitios de restrigdo ao produto de PCR gerado (referentes as
enzimas Bgl Il e Sal I), bem como nucleotideos extras para ancoragem das enzimas de
restricdo, como apresentados a seguir (em azul os sitios de restricdo, em vermelho os sitios de
ancoragem € em preto a regido especifica do gene alvo, iniciando a partir do codon da
metionina no oligonucleotideo iniciador direto F e a partir do cédon de parada no

oligonucleotideo iniciador reverso R).
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GDPase F (Bgl II) - 5> GGAAGATCTATGCCAATGACTGACG 3’
GDPase R (SalI) - 5> GCGTCGACGGTAAGAGAGAGGAGTGA 3’

A reagdo de amplificagdo foi montada em um volume total de 75 pL e posteriormente
dividida em 3 tubos de 25 pL contendo: 9 pL (aproximadamente 100 ng) do DNA plasmidial
pET21b/GDPase, 5 unidades da enzima Platinum Taq DNA polimerase High Fidelity
(Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP, tampao da Taq 1x, 2 mM de MgSO4 ¢ 0,4 uM de cada
um dos primers especificos. A amplificagao foi efetuada de acordo com o seguinte protocolo:
(I) 94 °C por 3 minutos (um ciclo); (II) 94 °C por 30 segundos, 50 °C por 1 minuto e 68 °C por
4 minutos (35 ciclos); e (III) 68 °C por 7 minutos (um ciclo). O produto da amplificacdo foi
fracionado em gel de agarose 1% p/v de tampao TBE 0,5x. Um volume de 5 puL. da reacdo de
amplificacao foi aplicado no gel e o fragmento de DNA de cerca de 2073 pb esperado foi
visualizado por coloragdo com brometo de etidio, utilizando o aparelho Eagle Eye Stratagene
para captura das imagens. O volume restante da reagdo (70 pL) foi fracionado em gel de
agarose 1% e a banda de aproximadamente 2073 pb foi purificada utilizando o kit

PureLink™Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen).

O fragmento de DNA purificado e o plasmideo pKLAC1 foram diretamente digeridos
pelas enzimas Bgl Il e Sal I, fracionados em gel de agarose 1% p/v de tampao TBE 0,5x ¢
purificados a partir da banda cortada do gel utilizando o kit PureLink Quick Gel Extraction
Kit (Invitrogen). Em seguida foi feita a reacdo de ligagdo utilizando 1 unidade da enzima T4
DNA ligase (Invitrogen), de acordo com as especificagdes do fabricante, 30 ng do DNA
plasmidial e 90 ng do DNA alvo purificado. Logo apds essa etapa, as células de E. coli DH5a
foram transformadas com a reagdo de ligacao segundo método proposto por INOUE et al.

(1990).

As células transformantes foram selecionadas em meio LB agar (10 g.L™ triptona, 5 g.L”!
extrato de levedura, 10 g.L™' cloreto de sodio e 1,5% p/v agar bacteriologico) suplementado
com 50 pg.mL" de ampicilina. As coldnias isoladas foram inoculadas em 20 mL de caldo LB
seletivo (50 pg.mL™" de ampicilina) ¢ incubadas a 37 °C, sob agitagdo de 180 rpm por cerca de
16 horas. Apds incubagdo, foram retiradas aliquotas de 0,6 mL cada, seguida da adi¢do de
20 % (v/v) de glicerol e armazenamento a -80 °C. O volume restante da cultura de E. coli

DH5a contendo o plasmideo pKLACI1-GDPase foi utilizado para a extragdo do DNA

16



plasmidial. Todos os procedimentos de manipulacio de DNA foram realizados segundo

SAMBROOK et al. (1987).

3.4. Confirmacao da clonagem do gene da GDPase no pKLACL1

O plasmideo pKLAC1-GDPase foi submetido a uma reacdo de PCR realizada em um
volume total de 25 pL contendo: 1 uL. do DNA plasmidial ndo diluido (aproximadamente 100
ng), 20 pmol de cada um dos primers especificos e 12,5 uL. da GO Taq Green Master Mix
(Promega), que ja4 contém todos os outros componentes necessarios a reagdo como tampao
adequado, magnésio e dNTPs. A amplificacdo foi efetuada de acordo com o seguinte
protocolo: (I) 94 °C por 4 minutos (um ciclo); (II) 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 1 minuto e
72 °C por 3 minutos (33 ciclos); e (II) 72 °C por 7 minutos (um ciclo). O produto da
amplificacdo foi fracionado em gel de agarose 1% p/v de tampdo TBE 0,5x a 110 volts por
cerca de 60 minutos utilizando o padrdo de tamanho 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). O
volume de 0,5 pL da reacdo de amplificagdo foi aplicado no gel e o fragmento de DNA de
cerca de 2073 pb foi visualizado por coloragdo com brometo de etidio, utilizando o aparelho

Eagle Eye Stratagene para captura das imagens.

3.5. Transformacdo da linhagem de K. lactis CBS 2359 com a construcdo pKLACI1-
GDPase

Células de K. lactis CBS 2359 foram transformadas com cerca de 4 pg do plasmideo
pKLACI1-GDPase previamente linearizado com a endonuclease de restrigdo Ahd I (New
England Biolabs), utilizando o tampao NEB 4 (10 mM Tris-acetato, 50 mM acetato de
potassio, 10 mM acetato de magnésio e 1 mM ditiotreitol) adicionado de 100 pg.mL" de
BSA. O processo de transformacdo de leveduras K. lactis foi realizado segundo Hill et al.
(1991). Inicialmente as linhagens de K. lactis foram inoculadas em 10 mL de meio YPD e
incubadas a 30 °C e 200 rpm. Ao atingir a fase estaciondria, as culturas foram transferidas
para Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio YPD e incubadas sob as mesmas
condigdes. Apds atingir uma DOgy = 0.5, que corresponde aproximadamente a 1-4 x 10’
UFC/mL, a cultura foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi suspenso em

10 mL de uma solugdo de acetato de litio (LiAc 0,1 M, Tris-HCIl 10 mM pH 8,0 ¢ EDTA 1
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mM). Em seguida, essa suspensao foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 1 mL de solucdo acetato de litio. Uma aliquota de 100 pL dessa
suspensdo de células foi adicionada de 4 pg do plasmideo pKLACI1-GDPase previamente
linearizado e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 280
pL de uma solucdo de PEG 4.000 [solucdo de PEG (polietilenoglicol) 4.000 a 50% (p/v)
diluido em acetato de litio] e homogeneizado 4-6 vezes por inversao. A mistura foi incubada a
30 °C por 45 minutos sem agitagdo. Apos incubacdo, foram adicionados 43 pL de DMSO
(dimetilsulfoxido) que corresponde aproximadamente a 10% (v/v), seguida da mesma
homogeneizagdo. A mistura foi submetida a um choque térmico a 42 °C por 5 minutos e
centrifugada a 12.000 g por 3-5 segundos. O pellet foi lavado com agua ultra pura estéril e
centrifugado novamente sob as mesmas condi¢cdes. Uma aliquota de 100 pL das células foram
plaqueadas em meio YCB agar seletivo contendo 5 mM de acetamida como tnica fonte de
nitrogénio para a sele¢do dos transformantes. Cada transformante foi cultivado em YPD
liquido e solido e apos incubagdo foram retiradas aliquotas de 0,6 mL seguida da adicao de

20% (v/v) de glicerol e armazenamento a -80 °C.

3.6. Confirmacdo da correta integracdo do cassete de expressdo no genoma dos

transformantes

3.6.1. PCR para amplificacdo do gene da GDPase intregrado no genoma da K.

lactis

Para confirmagdo da inser¢ao do gene de interesse no genoma da levedura foram feitas
reacoes de PCR usando primers especificos (descritos anteriormente) para amplificagao da
GDPase. A reagdo de amplificacdo foi realizada em um volume total de 25 pL contendo: 1 pL
(aproximadamentel pg) do DNA total ndo diluido dos transformantes  N° 1, N° 5 e cepa
selvagem (WT), 2,5 unidades da enzima Dream Taq DNA Polymerase (Fermentas), 0,2 mM
de cada dANTP, tampao 1x da Taq e 20 pmol de cada um dos primers especificos. A
amplificagdo foi efetuada de acordo com o seguinte protocolo: (I) 94 °C por 4 minutos (um
ciclo); (I) 94 °C por 1 minuto, 55, 57, 58 e 60 °C por 1 minuto (anelamento) e 72 °C por 3
minutos (35 ciclos); e (III) 72 °C por 7 minutos (um ciclo). Os produtos de amplificacio

foram fracionados em gel de agarose 1% p/v de tampao TBE 0,5x. O volume de 5 pL das
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reagoes de amplificagdo foi aplicado em gel e os fragmentos de DNA foram visualizados por
coloragao em brometo de etidio utilizando o aparelho Eagle Eye Stratagene para captura das
imagens. Os primers internos iGDPase Lm FW e iGDPase Lm RV desenhados
posteriormente, foram utilizados para amplificar o gene da GDPase a partir do DNA total dos
transformantes N° 1, N° 2, N° 3, N° 5 ¢ N° 8 e WT, seguindo o protocolo anteriormente
descrito, sendo que as temperaturas de anelamento foram 57, 60 e 65 °C. A reacao de PCR foi
realizada em um volume total de 25 pL contendo: 1 pL do DNA total (aproximadamente 1
ug), 20 pmol de cada um dos primers especificos e 12,5 pL. da GO Taq Green Master Mix
(Promega), que ja contém todos os outros componentes necessarios a reagdo como tampao
adequado, magnésio e ANTPs. O produto da amplificacdo foi fracionado em gel de agarose
1% p/v de tampao TBE 0,5x a 110 volts por cerca de 60 minutos utilizando o padrdo de
tamanho 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen). O volume de 20 pL da reagdo de amplificacao
foi aplicado no gel e o fragmento de DNA de 967 pb foi visualizado por coloragdo com
brometo de etidio sob luz UV, utilizando o aparelho Eagle Eye Stratagene para captura das

imagens.

iGDPase Lm FW 5’AACACTTGGAGGGTTTGCAC3
IGDPase Lm RV 5’CTCAGAGCCTTCCAA ACAGG 3’

3.6.2. PCR para amplificacdo do fragmento de 1.9 kb referente ao produto de
amplificagcdo do promotor P ac4 reconstituido

A reacao de amplificagdo foi realizada em um volume total de 25 pL contendo: 1 pL do
DNA total ndo diluido (aproximadamente 1 pg) dos transformantes N° 1, N° 2, N° 3 e N° 5,
cepa selvagem (WT) e cepas Seq 1 e Seq 4, 2,5 unidades da enzima Dream Taq DNA
Polymerase (Fermentas), 0,2 mM de cada dNTP, tampao 1x da Taq e 20 pmol de cada um dos
primers especificos. A amplificagdo foi efetuada de acordo com o seguinte protocolo: (I) 94
°C por 4 minutos (um ciclo); (II) 94 °C por 30 segundos, 65, 65.2, 65.4, 65.5 ¢ 65.7 °C por 30
segundos (anelamento) e 72 °C por 2 minutos (35 ciclos); e (IIT) 72 °C por 7 minutos (um
ciclo). Os produtos de amplificagdo foram fracionados em gel de agarose 1% p/v de tampao

TBE 0,5x. Um volume de 10 pL das reagdes de amplificacdo foi aplicado em gel e os
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fragmentos de DNA foram visualizados por coloracdo em brometo de etidio sob luz UV

utilizando o aparelho Eagle Eye Stratagene para captura das imagens.

3.7. Inducéo da expressdo da GDPase

Para indugdo da expressdo da proteina heterdloga, os transformantes foram cultivados em
15 mL de YPGal liquido (1% p/v extrato de levedura, 2% p/v peptona e 2% p/v galactose)
sob 200 rpm e 30 °C por 96 horas, sendo que a cada 24 horas uma aliquota da cultura era
retirada e centrifugada a 12.000 g por 1 minuto. O sobrenadante e o extrato foram entdo
armazenados a -20 °C para avaliagdo da expressdo por SDS-PAGE e Western blotting. Cada
aliquota foi adicionada de um coquetel de inibidores de proteases contendo: pepstatin A

1 pg.mL"", aprotinin 2 pg.mL™", leupeptins 2 pg.mL™' ¢ EDTA 1 mM.

3.8. Preparacao do extrato protéico

Aliquotas da cultura de K. lactis sob inducdo foram coletadas e centrifugadas a 12.000 g
por 1 minuto, o sobrenadante foi armazenado como anteriormente descrito e o pellet foi
suspenso em tampao imidazol 200 mM 1x gelado. A suspensdo foi novamente centrifugada
(12.000 xg por 1 minuto) e o pellet foi suspenso em 500 puL de tampao imidazol 200 mM 1x
gelado e adicionado dos inibidores de proteases pepstatin A 1 pg/mL, aprotinin 2 pg/mL,
leupeptins 2 pg/mL e EDTA 1 mM. A esta suspensdo foram adicionadas pérolas de vidro, que
romperam as células ap6s 2 minutos de agitagdo vigorosa. Apos a decantacdo das pérolas de

vidro, 400 pL do extrato foi recuperado e armazenado a -20 °C para posteriores analises.
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3.9. Analise da expressdo da proteina recombinante

3.9.1. Anélise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para cada 15 pL de amostra (sobrenadante e extrato) foram adicionados 5 puL do tampao
de amostra 4x [125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% B-mercaptoetanol, 10% (p/v) SDS, 10% (v/v)
glicerol e 0,05 (p/v) azul de bromofenol] para SDS-PAGE. As amostras foram aquecidas a
100 °C por 5 minutos ¢ fracionadas por eletroforese seguida de coloragdo por azul de
Coomassie. A eletroforese foi realizada a 110 volts durante aproximadamente 1 hora em
tampado de corrida (25 mM de Tris, 250 mM de glicina e 0,1% m/v de SDS), utilizando o
sistema Mini Protean III (Bio-Rad) e o sistema de maxgel GiBco BRL modelo V16-2, em gel
de poliacrilamida 10% (v/v), conforme descrito por Sambrook et al. (1987). A visualizagao
das proteinas foi feita por coloragdo com Azul de Comassie. Os géis foram preparados a partir
de uma solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida (Bis) 30%, tampao
Tris/HCI 1,5 mol.L"', pH 8,8 para o gel de separagio, ¢ tampdo Tris/HCI 1 mol.L", pH 6,8
para o gel de empilhamento, persulfato de amonio 10% (p/v), dodecil sulfato de s6dio (SDS)
10% (p/v), e N,N,N,N,-tetrametil-etilenodiamino (TEMED). A corrida eletroforética foi
realizada a temperatura ambiente na presenga do marcador de massa molecular PageRuler

Unstained Protein Ladder SM0661 (Fermentas).

3.9.2. Coloracéo por Comassie Blue

Os géis de poliacrilamida foram colocados em solu¢do corante (0,1% p/v de azul de
Comassie, 9% v/v de acido acético e 45% v/v de etanol), sob agitagdo por pelo menos 3 horas.
Decorrido esse tempo, a solugcdo corante foi retirada e adicionou-se a solu¢ao descorante
(75% v/v de é&cido acético e 25% v/v de etanol), que foi trocada até adequada visualizacdo das
amostras. Os géis resultantes foram digitalizados em aparelho scaner (Multifuncional

Photosmart C5580 — HP).

3.9.3. Anélise protéica por Western Blotting.

Para avaliagdo da expressdao protéica foram realizados ensaios de Western Blotting
usando antisoro-policlonal anti-GDPase de L. major recombinante expressa em sistema

bacteriano (DeSouza, 2009). Para cada andlise por Western Blotting foram feitas duas
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separagdes por SDS-PAGE 10%, sendo uma utilizada para visualiza¢do das bandas protéicas
por coloragdo com Comassie, como descrito anteriormente, e outra utilizada para a
transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose. A transferéncia foi feita de
acordo com o manual do fabricante, em tampado de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina
192 mM e 20% v/v de metanol, pH 8,5), a 4 °C por 2 horas, em corrente de 210 mA,

utilizando o sistema Mini trans-blot electrophoretic transfer cell Bio-Rad.

Apos a transferéncia das proteinas do gel para a membrana, esta foi colocada em uma
placa de Petri e lavada com 15 ml de PBS-T (NaCl 8 g.L”!, KCI 0,2 gL', Na,HPO, 1,44
g.L'l, KH;PO4 0,24 g.L'l, 0,1% v/v tween 20, pH 7.4). Entdo, foi adicionado Ponceau (0,1%
p/v de Ponceau S em acido acético glacial 10% v/v) e a membrana foi incubada até o
aparecimento das bandas referentes as proteinas e do padrao de massa molecular (Page Ruler
Unstained Protein Ladder SM 0661). A membrana foi entdo lavada com agua destilada e
adicionado o reagente de bloqueio (BSA 3% p/v em PBS-T 1x), com incubagdo de 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo constante. Posteriormente, a membrana passou por 3
lavagens com PBS-T 1x de 5 minutos cada, sendo o soro policlonal de coelho anti-NTPDase
recombiante de 7. cruzi e anti-GDPase recombinante de Leishmania major, usados como
anticorpos primarios, adicionados nas propor¢des 1:1000 e 1:2000 respectivamente, e
incubados over night a temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida foram feitas 3
lavagens de 5 minutos cada com PBS-T, sob agita¢do constante em temperatura ambiente € o
anticorpo secundario Anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase produzido em cabras
(Sigma-Aldrich) foi adicionado na propor¢do 1:20000, diluido em PBS-T e incubado sob
agitacdo constante por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, 3 lavagens de 5 minutos
com PBS-T cada foram feitas como descrito anteriormente. No passo seguinte, foi realizada a
revelagdo. Foi adicionada uma solugdo contendo o substrato para a peroxidase [10 mL de
Tris-HC1 50 mM, pH 7,6; 10 mg de DAB (3,3-tetraclorido de diaminobenzidina) e 10 ul de
H,0, 30%]. A placa contendo a membrana de nitrocelulose e o substrato para a peroxidase foi
agitada manualmente no escuro até o aparecimento das bandas referentes a proteina. Apds o
aparecimento das bandas, a membrana de nitrocelulose foi colocada em um recipiente
contendo agua destilada para paralisar a reagdo de revelagdo. Por fim a membrana foi
digitalizada apos secagem parcial em papel absorvente (Multifuncional Photosmart C5580 —

HP).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Amplificacdo e clonagem do gene da GDPase

Para isolamento da regido codificante da GDPase de L. major a ser expressa no sistema
eucariotico K. lactis , foi feita a amplificagdo da regido codificante do gene da GDPase de L.
major inserido no plasmideo bacteriano pET21b. A amplificagdo com os primers especificos
levou a formagao de um amplicon de DNA de aproximadamente 2073 pb, como era esperado.
Estes resultados podem ser vistos na Figura 2 Painel A. O restante da reagdo de PCR (cerca de
70 pL) foi aplicado em gel de agarose 1%, sendo o fragmento de 2073 pb referente ao gene da
GDPase cortado do gel e purificado (Figura 2 Painel B). Mesmo apds uma segunda lavagem
da coluna de purificagdo, em um maior volume (50 pL), o rendimento do produto de PCR
purificado foi satisfatorio, conforme a Figura 2 Painel B, provavelmente devido a eficiéncia

da amplificacdo inicial, usando uma Taq polimerase de alta fidelidade.

Ap0s a purificacdo, o produto de PCR e o plasmideo pKLACI foram digeridos com as

enzimas Bgl II e Sal I, como observado na Figura 2 Painel C.
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Figura 2: AMPLIFICACAO, PURIFICACAO E DIGESTAO DO GENE DA GDPase E pKLACI1. a) Analise
eletroforética em gel de agarose 1% (p/v) do produto de amplificagdo da GDPase de L. major, usando como
molde a construgdo pET21b-GDPase. Canaletas: 1) Padrdo de tamanho molecular 1kb plus DNA ladder
(Invitrogen); 2) Produto da reagdo de PCR (5 plL) utilizando os primers GDPase F (Bgl 1I) ¢ GDPase R (Sal I)
correspondentes ao gene da GDPase de L. major (~2073 pb). b) Analise eletroforética em gel de agarose 1%
(p/v) do produto de amplificagdo do gene da GDPase de L. major purificado. Canaletas: 1) Padrao de tamanho
molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); 2) 5 pL do produto de amplificagdo purificadoe 3) 5 uL do produto
de amplificagdo purificado, eluido pela 2° vez na mesma coluna de purifica¢do. ¢) Analise eletroforética em gel
de agarose 1% (p/v) do produto de amplificacdo do gene da GDPase de L. major e do plasmideo pKLACI
digeridos. Canaletas: 1) Padrdo de tamanho molecular Lambda DNA/EcoR I/Hind III Digest (Promega); 2) 5 pL
do produto de amplificag@o clivado com as enzimas Bgl Il e Sal I; 3) 5 pL. do pKLACI clivados com as mesmas
enzimas 4) 1 pL do pKLACI ndo clivado. A visualizaggo foi feita com coloragdo por brometo de etidio sob luz

UVv.
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De acordo com a Figura 2 Painel C, constata-se que o plasmideo pKLACI1 foi
eficientemente clivado, quando comparada a forma digerida (canaleta 3) com a ndo digerida
(canaleta 4). Nao foi fracionada uma aliquota do produto de PCR nao digerido, porque a
quantidade de nucleotideos liberados durante a clivagem ndo seriam suficientes para
evidenciar uma diferenca de tamanho no gel. A estratégia de digestdo direta do produto de
PCR foi adotada devido a economia de tempo, pela ndo necessidade de clonagem em um
vetor de propagacao e passivel de execucdo devido a adi¢do de bases de ancoragem para as
enzimas utilizadas nas extremidades 5’ dos iniciadores usados. Segundo o manual do
fabricante das enzimas (FERMENTAS), a adi¢do de bases extras ao produto de PCR aumenta
a eficiéncia de clivagem em 50-100% para a Bg/ II com 3 bases extras e em 20-50% para a

Sal I com duas bases extras. Os produtos da digestao foram purificados.
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Os produtos da purificagdo foram utilizados na reacdo de ligacdo que posteriormente
foi usada para a transformacao das células de E. coli DH5a. As células transformadas foram
plaqueadas em meio LB Agar seletivo para a triagem das células transformantes, com o
objetivo de propagar a construcdo pKLACI-GDPase. As coldnias transformantes foram
cultivadas em meio liquido e submetidas a extragdo do DNA plasmidial e anélise do mesmo
por PCR para verificagdo da integracdo do gene da GDPase no plasmideo pKLACI. Pela
Figura 3 observa-se o aparecimento do fragmento de DNA referente ao produto de
amplificacao do gene da GDPase com aproximadamente 2073 pb. Apesar de a banda mostrar-
se um pouco abaixo da referéncia de 2000 pb, provavelmente devido a uma corrida

eletroforética ndo satisfatoria.
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Figura 3: VERIFICACAO DA CLONAGEM DO GENE DA GDPase NO PLASMIDEO pKLACI. Analise em
gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 0,5x do produto de amplificagdo do gene da GDPase a partir do
plasmideo pKLAC] extraido das células transformantes. 1) Padrdo de tamanho molecular 1kb plus DNA ladder

(Invitrogen). 2) 0,5 pL do produto de amplificagdo do gene da GDPase.
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As sucessivas tentativas de seqiienciamento da constru¢do pKLAC1-GDPase falharam, e
devido a baixa qualidade, os resultados foram impossiveis de serem analisados para obtengao
de uma conclusdo satisfatoria que indicasse a correta integragdo do gene da GDPase no
plasmideo pKLACI. Analisando os primers da empresa que véem junto com o kit de
expressdo, foi possivel observar que a Temperatura de melting (Tm) de ambos os primers de
seqiienciamento a-Mating Factor e pPKLACI1 Reverse eram de aproximadamente 44 °C, sendo
que as temperaturas de anelamento de 52, 48 e 55 °C utilizadas na reagdo de PCR no
procedimento de seqiienciamento, nao tiveram €xito em otimizar o Tm para obtengdo de um
resultado satisfatorio, logo creditou-se o fracasso das tentativas de seqilienciamento ao baixo
valor de Tm dos primers de seqiienciamento a-Mating Factor e pKLACI1 Reverse do kit, ja
que esses mesmos primers foram resintetizados (mais concentrados 100 pmol/uL) e a amostra

reenviada para seqiienciamento, porém os resultados continuaram nao conclusivos.

4.2.  Transformacéao das cepas de K. lactis CBS 2359

A constru¢cdo pKLACI1-GDPase foi linearizada com a enzima Ahd [ para transformagao da
linhagem CBS 2359. A linearizag¢do resultou em um cassete contendo o gene da GDPase
flanqueado pelas regides 3’Pracs € 5’Pracs, que direcionam a integracdo do cassete por
recombinagdo homologa na regido promotora do gene LAC4, como representado na Figura 4.
A recombinagdo homologa ¢ importante devido ao fato de reconstituir a seqiiéncia do

promotor para que ocorra a expressao da GDPase. Caso contrario, ndo ocorrera expressao.

Com relacao a linearizagao do cassete de expressdo, ¢ importante ressaltar que duas outras
enzimas sdo recomendadas pelo fabricante para linearizagdo: a Sac Il e a BstX I. Essas
enzimas nao puderam ser utilizadas devido ao fato de clivarem o gene de interesse. Porém,
como pode ser observado na Figura 5, o produto de linearizacdo gerado pela 4hd I ndo leva a
perda de fragmentos do pKLACI, diferentemente da Sac II, que libera um fragmento de 2827
pb, e da BstX I, que libera um fragmento 3213 pb. Além disso, o manual do pKLACI1
recomenda o uso da enzima Sac /I e relata ainda que se o gene de interesse contiver sitios para
Sac 11, esse deve ser mutado, sugerindo que ¢ imprescindivel a utilizacdo desta enzima. Pelo
fato da Ahd I gerar um cassete de expressao linearizado maior que as demais enzimas, nao se
sabe até que ponto esse fato pode interferir na correta integracao e reconstitui¢ao do promotor

Pracs.
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Figura 5: PLASMIDEO pKLAC!1 (New England Biolabs). Sitios de restrigio das enzimas de linearizagdo 4hd I,
Sac Il e BstX I.
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As leveduras transformantes foram selecionadas em placas de meio YCB contendo 5 mM
de acetamida como Unica fonte de nitrogénio. O metabolismo da acetamida ¢ dependente do
produto do gene amdS presente no cassete. As placas foram incubadas a 30 °C e apos 3 dias
pode-se observar o aparecimento dos primeiros transformantes. Como resultado da
transformagdo 5 colOnias cresceram vigorosamente apos 3 dias de incubacdo em meio
seletivo. Essas colonias foram incubadas em meio YPD liquido para posterior armazenamento
de aliquotas a -80 °C e novamente plaqueadas em meio YCB contendo 5 mM de acetamida
como unica fonte de nitrogénio, apds o pellet ter sido lavado 7 vezes com agua ultra pura
estéril, com o objetivo de verificar a sua capacidade de crescimento em meio seletivo

(Figura 6).

30



Figura 6: TRANSFORMANTE 1. Crescido em meio YCB contendo 5 mM de acetamida como unica fonte de

nitrogénio.
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4.3. Confirmacéo da transformacao das cepas de K. lactis CBS 2359

4.3.1. PCR para GDPase intregrada no genoma da K. lactis

Com o objetivo de confirmar a integracdo do cassete de expressdo contendo o gene da
GDPase no genoma das linhagens transformantes, o DNA total dos transformantes foi
utilizado nas reagdes de amplificagdo em gradiente de temperatura de anelamento, com os
primers GDPase-F ¢ GDPase-R (Figura 7). Como observado na Figura 7, o fragmento de
DNA correspondente ao gene da GDPase apareceu nas canaletas correspondentes ao
transformante N° 1 quando a temperatura de anelamento foi de 55 e 57 °C, resultado este ndo
observado para o transformante N° 5 e a cepa selvagem. Apesar de o resultado ser promissor,
a quantidade de bandas inespecificas compromete a veracidade da afirmacdo anterior. Assim

sendo, a temperatura de anelamento foi aumentada para 58 °C (Figura 8).
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Figura 7: VERIFICACAO DA INTEGRACAO DO GENE DA GDPase NO GENOMA DA K. lactis. Anélise
em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 0,5x do produto de amplificagdo do gene da GDPase com gradiente
de temperatura no anelamento, usando 1 pg de DNA gendmico extraido das células de k. lactis transformantes
como molde. Canaleta 1) Padrio de tamanho molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen). As canaletas 2, 3 e 4
representam a rea¢do de PCR utilizando DNA total do transformante N° 1 com as temperaturas de anelamento
de 55, 57 e 60 °C, respectivamente. As canaletas 5, 6 ¢ 7 representam a reagdo de PCR utilizando DNA total do
transformante N° 5 com as temperaturas de anelamento de 55, 57 ¢ 60 °C, respectivamente. As canaletas 8, 9 ¢
10 representam a reagdo de PCR utilizando DNA total da WT com as temperaturas de anelamento de 55, 57 e

60 °C, respectivamente. O gel foi corado com brometo de etidio e visualizado sob luz UV.
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Figura 8: VERIFICACAO DA INTEGRACAO DO GENE DA GDPase NO GENOMA DA K. lactis. Anélise
em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 0,5x do produto de amplifica¢do do gene da GDPase (~2073 pb), a
partir de 1 pg de DNA gendmico extraido das células WT (controle negativo) e transformantes N° 1 ¢ N° 5,
com uma temperatura de anelamento de 58 °C. PM) Padrdo de tamanho molecular 1kb plus DNA ladder

(Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.
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Como pode ser observado na analise da Figura 8, um fragmento referente ao produto de
PCR proveniente do gene da GDPase (~2073 pb) ¢ visualizado no gel na canaleta referente ao
transformante N° 1 e muito fracamente no N° 5, o que ndo ocorre quando o DNA total
utilizado foi o da cepa selvagem (WT). Mesmo com esses dados aparentemente satisfatorios
ndo ¢ possivel afirmar com certeza que uma copia do gene da GDPase encontra-se integrada
ao genoma da K. lactis. Em parte essa dificuldade de amplificacdo livre de bandas
inespecificas, deve ser devido ao fato de que os primers especificos GDPase-F ¢ GDPase-R
tenham uma baixa estringéncia e ndo sejam apropriados para amplificagdes a partir do DNA
gendmico, onde a probabilidade de anelamento com uma outra seqiiéncia ¢ maior devido a
grande quantidade de DNA, quando comparada a amostra de DNA plasmidial, a partir da qual
o gene da GDPase foi originalmente amplificado. Como os primers desenhados para
isolamento do gene completo e clonagem no vetor de expressao devem ser obrigatoriamente
direcionados as regides 5’e 3’da extremidade do gene, isto limita a possibilidade de variagao
da posi¢do dos primers em relagdo a qualidade dos mesmos para amplificagdo. Para resolver
este problema foi desenhado um novo par de primers, agora direcionados para um fragmento
interno do gene da GDPase: iGDPase Lm FW 5’AACACTTGGAGGGTTTGCAC3’e
iGDPase Lm RV 5’CTCAGAGCCTTCCAAACAGG 3’. Pare este desenho, a sequéncia de
DNA completa do gene da GDPase foi adicionada ao programa Pick Primers do NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), tendo sido escolhido o primeiro par de primers sugerido pelo
programa. A Figura 9 evidencia a regido de anelamento dos primers internos no gene da
GDPase, cujo fragmento gerado compreende um produto de 967 pb. Os primers internos
foram testados primeiramente com temperatura de anelamento de 57 °C (dados nado
mostrados) o que ndo levou ao aparecimento do produto de PCR previsto, mas ao
aparecimento de inumeras bandas inespecificas. Em seguidas as temperaturas de 60 ¢ 65 °C
foram testadas simultaneamente levando ao aparecimento do fragmento de 967 pb nos
transformantes N° 1, N°® 2, N° 3, N° 5, N° §, bem como no selvagem (Figura 10). Pela analise
da Figura 10 ¢ possivel propor que a banda referente a cepa selvagem seja devido a
contaminagdo de algum dos componentes do PCR, ja que com o aumento da estringéncia
(65 °C de anelamento) esta praticamente desapareceu. Essa evidencia reforca a hipodtese da

presenca de uma copia do gene da GDPase no genoma da K. lactis.
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ATGAGTCGCGTCGTTCTTGCCTTCTTCGCCGCTGTGCTTTTCGTCGTCTTTCTCACGGCGTA
CGAAGTCGGCGTTGGCACTGCCAACCCGCTTCAGTCTCGGCACATGCAGCTCACGCAGAACG
CCGTGAAGAAGAGTGAGGAAAATCTAGTGAACTGCCGCGAGGTCAACACGGATTTAAGAAGT
GGTGGTGACGTCAATGTCGCACGGGCGATGGCGGAGATGAGGCGGCAGAGAGAGGAGCTGAT
GAACATCGTCGCGCTGGAGCGTGAGCGTGTAGTGTCGGCGCGTAGTCTGCTGCAGGTTTGCG
AGGATGAGCTAGCGAGCGACCTCAGCGTACTCTTCGGTGTCGCTGACCATAACTTCACTGCG
CGCCTCCGGTCGTTGGAGAAAAAGCGGAAACACTTGGAGGGTTTGCACTCGATGCTCAACAC
GGACCCGTTTGGTGCAGTGCAGCTGCGCAGCAGCAGCGAAATCCGCGCGCTGCAGGCGGLTC
TCTTTCACGAGATGCGCGCCAGCAAGAAGAAAGCAGAAAACGGTGTGGCGAGCGGCGCGGCG
TGCGCGAAGTCTTCGGTCAAGTACTCCGTCGTGTTCGATATTGGCAGCACTGGAAATCGTGT
TCATGTCTACAAGTACAGAGTGGCACCTGCCACGCGTACCGCTGCCGCGGCCGGCAGTGAGC
TCAGCGACATCGACCTCGTCGAGGAGTTATTTGAGCTAAATCACAAAGCCCTTAGCGAGCTC
GAGAATTCGGTGCAGGATGCGCCGGAGGCTTTATGGGAGCTCTTCGTGAAAGCCAAGGACTT
TGTACCGGCGGAGCTGCACGCATGCACGGCGGCCGAGTTCAAGGCTACCGCGGGGCTGCGCA
TGCTGGGGATGGAGAAGGCCAACGAAATTCTTGCCGGCATTCGCGCGCGCTACCGCAACGAG
ACGTTCTGGTTGCGCGGCAACGCATCAGTTCGCATCTTGGATGCCTGCGAGGAGGGCCCAAT
GGCGTGGCTGACAGTAAACTACTTACTGGGGGCATTCTCCAGGGGTGCAACGGCAACCGACT
CGACGGTGGCCGTCATCGATCTCGGCGGCGGCTCCACGCAAATCGTCTTCGAACCCGGCGAG
AGCACTTTCCACGGGATGCGCACCGATTTCCGCTACGCGGCAACCTTGGGCAGCCGGTCAGT
GAGAGCCTACCAGCACAGCTACGAAGGCTACGGCCTGCACGCGGCCACCAAGAAGCTGCTTT
ACCACATACAAGGCAAGAGCCAAGAGAAGCCGGGCGGTGGCACCGCCACCAACACAGCAATG
ACGACCACCACGACAGCACCGGCAAACGGCGGTGACGAGGTCCTGCCTGTTTGGAAGGCTCT
GAGAAACCTGGGTGCAGACGGGAGAAGCGAGCGAGGCGACATCGTCACCAAGAGAGCGCCGC
CGATGCCACCGCCAGACGCGGAGGCGATGGAGGCGTTCCCGTGCTTCGCTGTCGGCTACGAA
GACCCACTAGGGGTGAAGAACGTCAAGAGAAACAATGCCGAGGAGCCGGTTATGCCCCCGAA
CTTCCAGGCTTGCGCGAACCTTTTCCGCGATCGGTTGCTGAAGCCAGTGGGGCTGACATGTG
AGGCAGTCAACTGCGGCATCGCTGGTGTCATGCAGCCACCGCTGACCAACTTCACCGGTGAA
ATCTACGCGTTTTCGTTCATCTTTGATCTGCTGGTTTTGGCGAACAGCTCCCTGGTGCCAGC
GGGGGCTGCTGTGTCGAAGGAAAAGTTTGAGGTGAAGCTGCCGGACCTAGCGAAGATCGCGG
AGGGTCACTGCGCCGCCTTCTCCCTCACCCGTATCGCCGAGGCGACCGCCAAGGGGGGCCTC
GGTAGCCTAAAGCCGGAGTACGAGTGTATGTATTACTCCTACGTGTACGCGCTTCTCCGCTA
CGGTTACGAGGTGCCAGAGGACCGCGTGCTGCACGTGGCGAAGAAGATCCGCGGCTACGAGA
CCGCCTGGTCCCTCGGCGCCTCACTCCTCTCTCTTACCTAA

Figura 9: LOCALIZACAO DA REGIAO DE ANELAMENTO DOS PRIMERS INTERNOS NO GENE DA
GDPase. >gi|157865274|ref]XM_001681293.1| Leishmania major guanosine diphosphatase. Em azul destaca-se
a regido de anelamento do primer iGDPase Lm FW e em vermelho destaca-se a regido de anelamento do primer
iGDPase Lm RV. A regido tracejada indica toda porg¢do a ser amplificada gerando um produto de amplificagdo

de 967 pb.
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Figura 10: INTEGRACAO DO GENE DA GDPase NO GENOMA DA K. lactis. Analise em gel de agarose 1%
(p/v) em tampao TBE 0,5x do produto de amplificagdo do gene da GDPase (967 pb), a partir de 1 ng de DNA
gendmico extraido das células WT e transformantes N° 1, N° 2, N° 3, N° 5 ¢ N° 8 com temperatura de
anelamento de 60 e 65 °C respectivamente. PM) Padrdo de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder

(Invitrogen). Neg (controle negativo). O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado sob luz UV.
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4.3.2. PCR para confirmacdo da reconstituicdo do promotor P acs N0 genoma dos

transformantes

Segundo manual do sistema K. lactis Protein Expression Kit (New England Biolabs), apos
a transformacdo da K. lactis, ¢ imprescindivel a reconstituicdo do promotor Ppacs, para que
este controle a expressdo do gene de interesse, como evidenciado na Figura 11. Para
verificagdo desse proposito, o kit contém os primers de integragdo 1 e 2, que devem gerar um
produto de PCR de 1.9 kb, confirmando a reconstituicdo do promotor Ppacs € a correta

integracao do cassete de expressdo no genoma da levedura.

Apos diversas tentativas de amplificacao utilizando como template o DNA gendmico dos
transformantes N° 1, N° 2, N° 3 e N° 5 e dos controles positivos Seq 1 e Seq 4
(transformantes com o promotor Ppsc4 reconstituido), bem como da WT (controle negativo),
os resultados mostram inimeros fragmentos inespecificos visualizados apds a amplificacdo e
0 nao aparecimento de um produto de PCR referente a 1.9 kb, nem mesmo quando da
utilizacdo do DNA genomico dos controles positivos Seq 1 e Seq 4, que sao transformantes de
K. lactis que supostamente expressam o peptideo SBM 7462, obtidos por Santos (2007)
(Figura 12).

Como na Figura 12 as reagdes de amplificagdo que resultaram em fragmentos de DNA
foram aquelas que utilizaram como template o DNA total do transformante N° 1 e da WT,
uma nova reacao foi realizada com as temperaturas de anelamento 65.2, 65.4, 65.5 ¢ 65.7 °C,

com a finalidade de aumentar a estringéncia do ensaio (Figura 13).

Mesmo ap6s o aumento da estringéncia, ndo foi observada na Figura 13 a banda de 1.9 kb
indicativa da reconstituicdo do promotor P;acs. Segundo Uccelletti et al. (2007), a K. lactis
apresenta baixa eficiéncia para alvos génicos, com alguns casos reportados onde a integragdo
homologa ocorre com uma eficiéncia de menos de 1%. Sendo assim esses resultados podem
evidenciar a possibilidade de ndo ter ocorrido a reconstituicdo do promotor Pracs, uma vez
que esse processo ¢ dependente de uma recombinacdo homologa seguida da correta

integragdo do cassete de expressao.

38



CASSETE DE EXPRESSAO LINEARIZADO

___ palaw

INTEGRAGED

LOCUS GENOMICO DO LAC4
PROMOTOR LACH Promoter LAC4

RECONSTITUICAO PROMOTORA

Primer 1w
LACA LAC4
e
Primer 2
i ————
1.9kb

Figura 11: Esquema evidenciando a correta integragdo do cassete de expressdo no genoma de K. lactis, bem
como a reconstitui¢do do promotor Py 4c4 responsavel por dirigir a expressdo do gene de interesse segundo
manual do fabricante do kit K. lactis Protein Expression Kit (New England Biolabs).
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Figura 12: VERIFICACAO DA RECONSTITUICAO DO PROMOTOR Py ¢, Fracionamento em gel de
agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 0,5x do produto de amplificagdo do promotor reconstituido Prc4 a partir de 1
pg de DNA gendmico extraido das células de K. lactis transformantes N° 1, N° 2, N° 3 e N° 5, das cepas de K.
lactis Seq 1 e Seq 4 e da cepa selvagem (WT). PM) Padrdo de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder

(Invitrogen). Temperatura de anelamento de 65 °C.
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Figura 13: VERIFICACAO DA RECONSTITUICAO DO PROMOTOR P;scs USANDO TEMPERATURA
EM GRADIENTE. Fracionamento em gel de agarose 1% (p/v) do produto de amplificagdo do promotor
reconstituido Pracs a partir do DNA gendmico extraido das células de K. lactis transformante N° 1 e cepa
selvagem (WT). As reagdes relativas as temperaturas de anelamento 65.2, 65.4, 65.5 e 65.7 °C foram aplicadas
em ordem crescente no gel. Controle negativo (Neg). O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado sob

luz UV.
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4.4. Verificacdo da presenca da GDPase de L. major no sobrenadante e extrato dos

transformantes por Western blotting

Concomitantemente as tentativas de comprovar a presenga do gene da GDPase no genoma
da K. lactis e a correta integracdo do cassete de expresssdo, foi verificado que os
transformantes obtidos cresciam vigorosamente em meio seletivo. Assim, foram realizados
ensaios preliminares de expressdo em meio liquido e inducdo por galactose de alguns dos
transformantes para avaliar a possibilidade da expressdo por Western Blot usando antisoro

policlonal anti-GDPase de L. major expressa em sistema bacteriano.

O Western Blot (Painel B, Figura 14) revelou uma tnica banda de aproximadamente
120 kDa tanto para os transformantes N° 5, N° 1 e N° 2, como para a cepa selvagem (WT) e
que parece ser uma proteina majoritaria no SDS-PAGE (Painel A, Figura 14). Este resultado
nos leva a sugerir que ndo ha expressdo da proteina heteréloga e sim o reconhecimento de
uma proteina da propria levedura que tenha epitopos em comum com a proteina de L. major

usada na imunizacao para produc¢do do soro policlonal.
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Figura 14: VERIFICACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA HETEROLOGA POR SDS-PAGE E
WESTERN BLOT DO SOBRENADANTE DAS CULTURAS INDUZIDAS POR 96 h a) Analise eletroforética
em gel de poliacrilamida 10% (p/v) SDS-PAGE b) Western blot usando antisoro policlonal anti-GDPase de
L.major, das amostras de sobrenadante dos transformantes N° 5, N° 1 e N°® 2 e da cepa selvagem (WT)
cultivadas sob condi¢des de indugdo em meio YPGal por 96H horas. Como controle foram usados 1 pg da
proteina GDPase de L. major recombinante purificada, expressa em E. coli. O antisoro primario produzido em

coelho foi usado na dilui¢ao 1:2000 e o conjugado anti IgG de coelho-peroxidase (SIGMA) foi usado 1:20000.
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Com base na Figura 14, suspeita-se que a proteina identificada seja uma proteina de K.
lactis, passivel de reconhecimento pelo anti-soro anti-GDPase de leishmania (anticorpo
primario), produzido a partir da GDPase de L. major expressa em E. coli. Esse resultado leva
a conclusdo de que nao houve a correta integracao do cassete de expressao no genoma da
levedura, o que ¢ reforcado pelo mesmo perfil de banda apresentado tanto para os
transformantes como para a célula selvagem quando da analise do Western Blot. Sabe-se que
a similaridade de aminoéacidos do dominio catalitico de diferentes apirases ¢ especificamente
alta em cinco regioes conservadas, chamadas “Apyrase Conserved Regions” (ACRs) (Yang et
al., 2001). Como o anti-soro produzido em coelho a partir da GDPase de L. major reconheceu
muito bem uma proteina de aproximadamente 120 kDa na cepa selvagem de K. lactis,
resolveu-se pesquisar sobre a presenca de proteinas homologas em K. lactis. Segundo Lopez-
Avalos et al. (2001) e Uccelletti et al. (2007), K. lactis contém duas apirases conhecidas como
KIGDAT1 e KIYNDI1, ambas com atividade GDPase localizadas no limen do aparato de golgi,
envolvidas no processo de manosilacdo terminal de proteinas e lipidios. Logo existe a
possibilidade das proteinas KIGDA1 e KIYNDI1 estarem sendo transportadas para o meio
extracelular, levando ao reconhecimento de tais proteinas pelo anti-soro primario anti-
leishmania, em detrimento da GDPase de L. major, que pode nao estar sendo secretada,
permanecendo retida intracelularmente. Para verificar esta hipotese foram realizados novos
experimentos. Portanto andlises em Western Blot e SDS-PAGE foram realizadas usando
amostras de células selvagens (WT) e transformadas (transformante N° 5), induzidas por
diferentes tempos e avaliando amostras do sobrenadante e do extrato protéico total de células

rompidas. Estes resultados sdo apresentados nas Figuras 15 e 16.

Como pode ser observada na Figura 15, a banda supostamente referente a apirase de K.
lactis selvagem mantém o mesmo perfil eletroforético nos diferentes tempos de indugdo tanto
no extrato celular como no sobrenadante. No tempo de 24 horas a banda pode ser visualizada
no gel, mas ndo no Western Blot, devido a problemas de digitalizacdo e pelo fato de estar
muito delgada, porém na membrana original ela pode ser observada. Segundo Rodriguez et al.
(2006), a viabilidade celular da K. lactis permanece em aproximadamente 100% mesmo
depois de 80 a 100 horas de crescimento em meio completo. Levando-se em consideragdo que
em 24 horas de crescimento a cultura celular de K. lactis ainda se mantém em fase log de
crescimento (dados ndo mostrado), de alguma forma as proteinas KIGDA1 e KIYNDI

parecem estar sendo transportadas para o sobrenadante da cultura, apesar de estarem descritas
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originalmente como presentes no complexo de Golgi, sendo esse transporte aparentemente

ndo decorrente de morte celular.

A analise da figura 16 revela que o transformante N° 5 apresenta o mesmo perfil de banda
reconhecida no Western Blot da cepa selvagem. Porém quando se analisa o extrato no Western
Blot, observa-se que logo abaixo da banda de 120 kDa uma possivel outra banda parece
revelar-se. Seria o caso da banda referente 8 GDPase de L. major estar sobreposta pela banda
referente a proteina nativa de K. lactis, uma vez que o SDS-PAGE foi realizado em mini-gel,
logo ndo havendo tempo habil para a separagdao das respectivas bandas, provavelmente com
perfil eletroforético muito similar. Sendo assim um novo SDS-PAGE foi realizado em max-
gel, com o objetivo de separar as bandas devido a um maior tempo de corrida em gel de

poliacrilamida.
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Figura 15: AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS HOMOLOGAS A GDPase DE L.major NA
CEPA SELVAGEM DE K. lactis a) SDS-PAGE das amostras de sobrenadante (S) e extrato protéico (EX) da
cepa selvagem cultivada em meio YPGal B) Western blot das proteinas presentes no sobrenadante (S) e no
extrato protéico (EX) da cepa selvagem (WT) cultivada em meio YPGal. Como controle positivo foi usada uma

aliquota de 1 ng da GDPase de L. major expressa em E. coli e purificada.
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Figura 16: AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS HOMOLOGAS A GDPase DE L.major NO
TRANSFORMANTE DE K. lactis N°5 a) SDS-PAGE das amostras de sobrenadante (S) e extrato protéico (EX)
da cepa transformante N° 5 cultivada em meio YPGal b) Western Blot das proteinas presentes no sobrenadante
(S) e no extrato protéico (EX) da cepa transformante N° 5 cultivada em meio YPGal. Como controle positivo foi

usada uma aliquota de 1 ug da GDPase de L. major expressa em E. coli ¢ purificada.
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Foram realizadas novas analises por SDS-PAGE e Western Blot, agora com melhor
definicdo de separacdo de bandas em gel de tamanho médio (Figuras 17 e 18). Analisando-se
as Figuras 17 e 18, observa-se que o perfil de bandas permaneceu o mesmo, nenhuma outra
banda foi revelada no Western blot referente ao transformante N° 5 que possa diferir da banda
de aproximadamente 120 kDa. Conseqilientemente, os resultados revelaram que a hipdtese
anterior ndo procedia: ndo haviam bandas sobrepostas ¢ a banda de 120 kDa provavelmente
refere-se a uma apirase de K. lactis, provavelmente uma das proteinas KIGDA1 e KIYNDI;
descartando assim a possibilidade da expressao do gene da GDPase de L. major em K. lactis
ter sido eficiente e sugerindo que a proteina reconhecida pelo Western Blot, agora com um
pouco menos de 120 kDa deve mesmo ser relativa a alguns ou ambos os homologos nesta

levedura.
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Figura 17: PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PRESENTES NO EXTRATO DA WT COM
MAIOR TEMPO DE CORRIDA a) SDS-PAGE em max-gel das proteinas presentes no extrato protéico da cepa
selvagem (WT), cultivadas sob condi¢des de indugdo em meio YPGal nos tempos 48, 72 € 96 horas. b) Western
Blot das proteinas presentes no extrato protéico (EX) da cepa selvagem cultivada sob condi¢des de indugdo em
meio YPGal. Como controle positivo foi usada uma aliquota de 1 ug da GDPase de L. major expressa em E. coli

e purificada.
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Figura 18: PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS PRESENTES NO EXTRATO DO
TRANSFORMANTE N° 5 COM UM MAIOR TEMPO DE CORRIDA a) SDS-PAGE em max-gel das
proteinas presentes no extrato protéico do transformante N° 5 cultivado sob condigdes de indugdo em meio
YPGal nos tempos 48, 72 e 96 horas. b) Western Blot das proteinas presentes no extrato protéico (EX) do
transformante N° 5 cultivado sob condigdes de indu¢do em meio YPGal. Como controle positivo foi usada uma

aliquota de 1 pg da GDPase de L. major expressa em E. coli e purificada.
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A andlise da Figura 19 revela a presenca das “Apyrase Conserved Regions” (ACRs) nas
diferentes seqiiéncias de apirases seleciondadas e disponiveis no banco de dados GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). As ACRs estdo presentes nas apirases do complexo
de Golgi de K. lactis (KIGDA1 e KIYNDI1) e essa evidéncia reforca a possibilidade de que
tais proteinas sejam a mesma proteina de 120 kDa identificada por Wester blot nas cepas

selvagem e transformantes de K. lactis.

Apesar das evidéncias experimentais apontarem para o insucesso na tentativa de clonagem
do gene da GDPase de L. major em K. lactis, a literatura continua a apontar a K. /actis como
potencial hospedeira para producdo de proteinas heterdlogas. Assim sendo, novas estratégias
de clonagem podem ser adotadas, inclusive com a possibilidade de modificagdes no atual kit
de expressdo, uma vez que as dificuldades no processo de clonagem parecem advir desse
sistema. Além disso, nossos dados revelaram o possivel tamanho das apirases do complexo de
Golgi de K. lactis (KIGDA1 e KIYNDI) e novos experimentos podem evidenciar a dindmica

dessas proteinas.
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Figura 19: Alinhamento das seqiiéncias das apirases de K. /actis juntamente com as apirases de L. major. Em

verde estdo os aminoacido completamente conservados, em amarelo estdo os residuos idénticos, em azul estdo os

residuos similares e em branco os completamente diferentes. As caixas vermelhas identificam as regides

conservadas de apirases (ACRs- 1 a 5). Os nimeros de acesso nos bancos de dados sdo: gi|12214255|(guanosine

diphosphatase [Kluyveromyces lactis]strain MG1/2), @i|49644973 (KLLAOF16863p [Kluyveromyces lactis]

NRRL Y-1140
[Kluyveromyces lactis]

diphosphatase;

gi[49642806

gi|50311623|(unnamed  protein  product
0i|46395993 (Full=Guanosine-
locus tag="KLLAOF16863g"),
old locus tag="KLLA-

chromosome="F" Locus:KLLA-ORF1021),
chromosome="F" locus_tag="KLLAOF16863g"),
[KIGdal]STRAIN=ATCC 201343/MG1/2

strain="NRRL Y-1140"

Short=GDPase
(KLLAOD13662p [Kluyveromyces lactis]

ORF5529" chromosome="D"), gi|40644057 (apyrase K1Yndl [Kluyveromyces lactis]), gi|50307387 (unnamed

protein  product

[Kluyveromyces lactis] Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 chromosome="D"

locus_tag="KLLAOD13662g")gi|15487213|(guanosine diphosphatase [Leishmania major]) e @i|45120584|(

putative NTPDase [Leishmania major]). Alinhamento realizado no programa ClustalW dentro do programa

MEGA usandos diferentes parametros de abertura ¢ extensdo de “gap”. A divergéncia maxima foi fixada em

85% e o alinhamento direcionado de modo a alinhar corretamente as ACRs. A visualizagdo do alinhamento foi

feita pelo WorkBench (ferramenta Boxshade) usando condigdes padréo.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho a seqiiéncia de 2073 pb, relativa a regido codificante da GDPase de L.
major, foi amplificada e isolada a partir da reacdo de PCR que utilizou o plasmideo pET21b-
GDPase-L.major como DNA molde. Este amplicon foi inserido no plasmideo pKLAC1 com a
finalidade de obter um sistema de expressdo e secrecdo desta proteina em Kluyveromyces
lactis. Como o inserto clonado ndo pode ser seqiienciado, devido as dificuldades relacionadas
aos primers de seqiienciamento, para verificacao da sua identidade e integridade com a regido

codificadora do gene da GDPase, este ponto constitui uma das perspectivas deste trabalho.

A construgdo pKLACI1-GDPase, confirmada por PCR, foi usada para transformar a cepa
de Kluyveromyces lactis CBS 2359. Foram obtidos 5 transformantes com capacidade de
crescimento em acetamida como Unica fonte de nitrogénio (caracteristica conferida pelo
pKLACI). Os transformantes analisados por PCR quanto a reconstituicdo do promotor Pracs
ndo apresentaram a banda de 1.9 kb referente a correta remontagem do promotor, porém nao
existe no kit de expressao um procedimento para mostrar que esta reagdo de PCR funcione
com os primers que sdo disponibilizados no kit, por exemplo com algum controle positivo
para esta reacdo. Por isto, foi feita uma reconstitui¢do in silico do que seria a regido
promotora reconstituida (Anexo 1) e foram desenhados novos primers para verificacdo da
reconstituicdo do promotor e estes deverdo ser testados em transformantes de K. lactis que
foram citados anteriormente como capazes de expressar proteinas heterdlogas (Santos, 2007;
Rosa, 2007). Uma vez que se obtenha um controle positivo para verificacdo da reconstituicao
do promotor Ppac4 utilizando os novos primers e as amostras controle positivo, esses novos
primers serdo utilizados para verificar se houve ou ndo a correta integracdo nos

transformantes contendo o gene da GDPase de L. major.

A verificagdo da presenga do gene da GDPase no genoma dos transformante ndo pdde ser
constatada devido ao grande niimero de bandas inespecificas geradas pela amplificagao
utilizando os primers GDPase F (Bgl 1I) e GDPase R (Sal I) e pela possivel contaminagao da
rea¢do que utilizou os primers internos levando ao aparecimento do fragmento referente a
GDPase no genoma da cepa selvagem. Apesar disso, os dados indicam uma possivel copia do

gene da GDPase no genoma dos transformante N° 1, N° 2, N° 3, N° 5 e N° 8.
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Cinco transformantes apresentaram ampla capacidade de crescimento no meio seletivo
YCB com 5 mM de acetamida como unica fonte de nitrogénio, mas ndo expressaram a
GDPase de L. major, quando analisados por Western Blot. Esse dado revela uma deficiéncia
do sistema K. lactis Protein Expression Kit (New England Biolabs), uma vez que o gene de
selecdo amdS ¢ dirigido por um promotor constitutivo (Papm2) € a K. lactis apresenta uma alta
tendéncia a recombinacdo ectdpica, sendo a integracdo de moléculas ndo homologas no
genoma cerca de 1000 vezes mais freqliente do que em S. cerevisiae (Kegel et al., 2006).
Assim, muitos transformantes que cresceram no meio de selecdo (pela expressao do amdS)

ndo irdo expressar o gene de interesse, devido a uma incorreta integragao.

Outra caracteristica desfavoravel ao kit ¢ que o éxito na expressdo do gene de interesse
depende de uma recombinagdo homologa que conduza a correta integracdo do cassete de
expressao para proporcionar a reconstitui¢ao do promotor Py acs. Porém, segundo Uccelletti et
al. (2007), a K. lactis apresenta baixa eficiéncia para alvos génicos, com casos reportados
onde a integracdo homologa ocorreu com uma eficiéncia de menos de 1%. Sendo assim, essa

caracteristica foi mais um ponto desfavoravel para o sucesso do experimento.

As andlises por Western blot que foram feitas concomitantemente as tentativas de
comprova¢do da correta insercdo do cassete de expressdo, revelaram que o anti-soro
produzido contra a GDPase de L. major reconhece muito bem uma proteina de
aproximadamente 120 kDa natural na cepa selvagem de K. lactis. Sendo que essa proteina
provavelmente deve ser relativa as apirases do complexo de Golgi: KIGDAT1 e KIYNDI, que
ja foram descritas (Lopez-Avalos ef al., 2001; Uccelletti et al., 2007). O alinhamento reforgou
essa possibilidade, mostrando a presenca das “Apyrase Conserved Regions” (ACRs) nas
apirases KIGDA1 e KIYNDI. Para comprovar melhor este dado e gerar dados para uma
publicacdo iremos como perpectiva deste trabalho mostrar a secrecdo da atividade ecto-

nucleotidasica e mostras a ecto-localizagcdo por microscopia confocal.

Apesar do anti-soro primario nao ser composto por anticorpos monoclonais e das
seqiiéncias conservadas entre apirases de diferentes espécies, o reconhecimento cruzado foi
muito especifico e acentuado. Esse resultado pode levantar a hipotese de que a cepa selvagem
possa ser testada quanto a indugdo da producdo de anticorpos contra a leishmania. Logo
estudos sdo necessarios para verificar o potencial uso da apirase nativa da K. lactis em
interesses biotecnologicos. Porém € possivel também que sendo os epitopos reconhecidos no

Western Blot direcionados somente as regioes conservadas entre as apirases (ACRs) estes ndao
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gerem resposta imune nos hospedeiros vertebrados que também possuem proteinas

homologas desta familia.

Como perspectivas futuras, o plasmideo pKALC1 deve ser remodelado, tendo parte da
porcao do promotor Pyacappr 3> substituida pelo promotor constitutivo Papp2, onde o Papmo
sera amplificado a partir do pKLACI e clonado no sitio entre as enzimas Hind III e SnaB I no
proprio pKLACI, evitando assim a necessidade de reconstitui¢do correta do promotor Pracs.
Sendo também estudada a troca do gene de selecdo, por exemplo por geneticina , bem como a
diminui¢do do tamanho do plasmidio, que atualmente ¢ de 9091 pb, o que pode acarretar em

problemas como recombinagdes no processo de transformacgao das células de E. coli.

A troca do gene de expressao da GDPase de L. major para NTPDase de Leishmania
braziliensis também ¢ outra possibilidade, j4 que as apirases de L. braziliensis sao mais
apropriada para formula¢do de uma vacina e sua seqiiéncia nucleotidica ndo contém sitios de
restricdo para a enzima Sac II utilizada para linearizagdo do plasmideo e recomendada pelo

manual do kit de expressdo do pKLACI.

Assim a principal conclusdo deste trabalho esta relacionada com o fato de o sistema de
expressdo em K. lactis baseado no pKLACI conter falhas que tornam seu uso comprometido,
porém o trabalho aponta também as principais modificagcdes que podem ser feitas no vetor de

expressao para que o sistema seja melhor adaptado ao papel biotecnoloégico que propoe.
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8. ANEXO

AAGCTTGAAAAAAATGAAATTCTCTACTATATTAGCCGCATCTACTGCTTTAATTTCCGTTGTTATGGCT
GCTCCAGTTTCTACCGAAACTGACATCGACGATCTTCCAATATCGGTTCCAGAAGAAGCCTTGATTGGAT
TCATTGACTTAACCGGGGATGAAGTTTCCTTGTTGCCTGTTAATAACGGAACCCACACTGGTATTCTATT
CTTAAACACCACCATCGCTGAAGCTGCTTTCGCTGACAAGGATGATCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT
AGAAGAGCTAGATCTCCTAGGGGTACCGTCGACGGCGCGCCTGCGGCCGCTTAATTAAGGCCTTGAATCG
AGAATTTATACTTAGATAAGTATGTACTTACAGGTATATTTCTATGAGATACTGATGTATACATGCATGA
TAATATTTAAACGGTTATTAGTGCCGATTGTCTTGTGCGATAATGACGTTCCTATCAAAGCAATACACTT
ACCACCTATTACATGGGCCAAGAAAATATTTTCGAACTTGTTTAGAATATTAGCACAGAGTATATGATGA
TATCCGTTAGATTATGCATGATTCATTCCTACAACTTTTTCGTAGCATAAGGATTAATTACTTGGATGCC
AATAAAAAAAAAAAACATCGAGAAAATTTCAGCATGCTCAGAAACAATTGCAGTGTATCAAAGTAAAAAA
AAGATTTTCACTACATGTTCCTTTTGAAGAAAGAAAATCATGGAACATTAGATTTACAAAAATTTAACCA
CCGCTGATTAACGATTAGACCGTTAAGCGCACAACAGGTTATTAGTACAGAGAAAGCATTCTGTGGTGTT
GCCCCGGACTTTCTTTTGCGACATAGGTAAATCGAATACCATCATACTATCTTTTCCAATGACTCCCTAA
AGAAAGACTCTTCTTCGATGTTGTATACGTTGGAGCATAGGGCAAGAATTGTGGCTTGAGATCATCCTTT
TGTTGTTTCCGGGTGTACAATATGGACTTCCTCTTTTCTGGCAACCAAACCCATACATCGGGATTCCTAT
AATACCTTCGTTGGTCTCCCTAACATGTAGGTGGCGGAGGGGAGATATACAATAGAACAGATACCAGACA
AGACATAATGGGCTAAACAAGACTACACCAATTACACTGCCTCATTGATGGTGGTACATAACGAACTAAT
ACTGTAGCCCTAGACTTGATAGCCATCATCATATCGAAGTTTCACTACCCTTTTTCCATTTGCCATCTAT
TGAAGTAATAATAGGCGCATGCAACTTCTTTTCTTTTTTTTTCTTTTCTCTCTCCCCCGTTGTTGTCTCA
CCATATCCGCAATGACAAAAAAATGATGGAAGACACTAAAGGAAAAAATTAACGACAAAGACAGCACCAA
CAGATGTCGTTGTTCCAGAGCTGATGAGGGGTATCTCGAAGCACACGAAACTTTTTCCTTCCTTCATTCA
CGCACACTACTCTCTAATGAGCAACGGTATACGGCCTTCCTTCCAGTTACTTGAATTTGAAATAAAAAAA
AGTTTGCTGTCTTGCTATCAAGTATAAATAGACCTGCAATTATTAATCTTTTGTTTCCTCGTCATTGTTC
TCGTTCCCTTTCTTCCTTGTTTCTTTTTCTGCACAATATTTCAAGCTATACCAAGCATACAATCAAGGAA
TTCCGGATCCGCCACCATGCCTCAATCCTGGGAAGAACTGGCCGCTGATAAGCGCGCCCGCCTCGCAAAA
ACCATCCCTGATGAATGGAAAGTCCAGACGCTGCCTGCGGAAGACAGCGTTATTGATTTCCCAAAGAAAT
CGGGGATCCTTTCAGAGGCCGAACTGAAGATCACAGAGGCTTCCGCTGCGGATCTTGTGTCCAAGCTGGC
GGCCGGAGAGTTGACCTCGGTGGAAGTTACGCTAGCATTCTGTAAACGGGCAGCAATCGCCCAGCAGTTA
ACAAACTGCGCCCACGAGTTCTTCCCTGACGCCGCTCTCGCGCAGGCAAGGGAACTCGATGAATACTACG
CAAAGCACAAGAGACCCGTTGGTCCACTCCATGGCCTCCCCATCTCTCTCAAAGACCAGCTTCGAGTCAA
GGGCTACGAAACATCAATGGGCTACATCTCATGGCTAAACAAGTACGACGAAGGGGACTCGGTTCTGACA
ACCATGCTCCGCAAAGCCGGTGCCGTCTTCTACGTCAAGACCTCTGTCCCGCAGACCCTGATGGTCTGCG
AGACAGTCAACAACATCATCGGGCGCACCGTCAACCCACGCAACAAGAACTGGTCGTGCGGCGGCAGTTC
TGGTGGTGAGGGTGCGATCGTTGGGATTCGTGGTGGCGTCATCGGTGTAGGAACGGATATCGGTGGCTCG
ATTCGAGTGCCGGCCGCGTTCAACTTCCTGTACGGTCTAAGGCCGAGTCATGGGCGGCTGCCGTATGCAA
AGATGGCGAACAGCATGGAGGGTCAGGAGACGGTGCACAGCGTTGTCGGGCCGATTACGCACTCTGTTGA
GGACCTCCGCCTCTTCACCAAATCCGTCCTCGGTCAGGAGCCATGGAAATACGACTCCAAGGTCATCCCC
ATGCCCTGGCGCCAGTCCGAGTCGGACATTATTGCCTCCAAGATCAAGAACGGCGGGCTCAATATCGGCT
ACTACAACTTCGACGGCAATGTCCTTCCACACCCTCCTATCCTGCGCGGCGTGGAAACTACCGTCGCCGC
ACTCGCCAAAGCCGGTCACACCGTGACCCCGTGGACGCCATACAAGCACGATTTCGGCCACGATCTCATC
TCCCATATCTACGCGGCTGACGGCAGCGCCGACGTAATGCGCGATATCAGTGCATCCGGCGAGCCGGCGA
TTCCAAATATCAAAGACCTACTGAACCCGAACATCAAAGCTGTTAACATGAACGAGCTCTGGGACACGCA
TCTCCAGAAGTGGAATTACCAGATGGAGTACCTTGAGAAATGGCGGGAGGCTGAAGAAAAGGCCGGGAAG
GAACTGGACGCCATCATCGCGCCGATTACGCCTACCGCTGCGGTACGGCATGACCAGTTCCGGTACTATG
GGTATGCCTCTGTGATCAACCTGCTGGATTTCACGAGCGTGGTTGTTCCGGTTACCTTTGCGGATAAGAA
CATCGATAAGAAGAATGAGAGTTTCAAGGCGGTTAGTGAGCTTGATGCCCTCGTGCAGGAAGAGTATGAT
CCGGAGGCGTACCATGGGGCACCGGTTGCAGTGCAGGTTATCGGACGGAGACTCAGTGAAGAGAGGACGT
TGGCGATTGCAGAGGAAGTGGGGAAGTTGCTGGGAAATGTGGTGACTCCATAGCCCGGGGGGGGCTCGAT
CCCCTCGCGAGTTGGTTCAGCTGCTGCCTGAGGCTGGACGACCTCGCGGAGTTCTACCGGCAGTGCAAAT
CCGTCGGCATCCAGGAAACCAGCAGCGGCTATCCGCGCATCCATGCCCCCGAACTGCAGGAGTGGGGAGG
CACGATGGCCGCTTTGGTCGATCTAGATTACGTGGAAGAAAGGTAGTAAAAGTAGTAGTATAAGTAGTAA
AAAGAGGTAAAAAGAGAAAACCGGCTACATACTAGAGAAGCACGTACACAAAAACTCATAGGCACTTCAT
CATACGACAGTTTCTTGATGCATTATAATAGTGTATTAGATATTTTCAGAAATATGCATAGAACCTCCTC
TTGCCTTTACTTTTTATACATAGAACATTGGCAGATTTACTTACACTACTTTGTTTCTACGCCATTTCTT
TTGTTTTCAACACTTAGACAAGTTGTTGAGAACCGGACTACTAAAAAGCAATGTTCCCACTGAAAATCAT
GTACCTGCAGGATAATAACCCCCTAATTCTGCATCGATCCAGTATGTTTTTTTTTCTCTACTCATTTTTA
CCTGAAGATAGAGCTTCTAAAACAAAAAAAATCAGTGATTACATGCATATTGTGTGTTCTAGTAACCAAA
GGAAAGGAACAGATAGATAAAATTCCGAGACTGTCAAATTAGGTTTTTTTCTTTTTTTTTGGCGGGAGTC
AGTGGGCCGAAATATGTTCTTGGCCTAGAACTTAATCTGGTTTGATCATGCCAATACTTGCCTGAGTGCC
CGACTTTTTGCCCACCCTCTTGCCTTCTGTCATCCTTCAAAACCCACCTGTTTTCCAGCCGTATCTTCGC
TCGCATCTACACATACTGTGCCATATCTTGTGTGTAGCCGGACGTGACTATGACCAAAAACAAACAAGGA
GAACTGTTCGCCGATTTGTAACACTCCTGCATCCATCCAAGTGGGTATGCGCTATGCAATGTTAAGCTAG
GTCAGGTCAGACCAGGTCCAAGGACAGCAACTTGACTGTATGCAACCTTTACCATCTTTGCACAGAACAT
ACTTGTAGCTAGCTAGTTACACTTATGGACCGAAAAGGCACCCCACCATGTCTGTCCGGCTTTAGAGTAC
GGCCGCAGACCGCTGATTTGCCTTGCCAAGCAGTAGTCACAATGCATCGCATGAGCACACGGGCACGGGC
ACGGGCACAGGAACCATTGGCAAAAATACCAGATACACTATACCGACGTATATCAAGCCCAAGTTTAAAA
TTCCTAAATTT CTACTTTTCAATTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAATTCGTAATCATGTCATAG
CTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTA
AAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTC
GGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG
CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTC
ACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGG
CCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGAC
GAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGT
TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTT
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TCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT
CGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATC
GTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAG
AGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACA
GTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCA
AACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATC
TCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT
TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAA
TCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGC
GATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGC
TTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAA
TAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTAT
TAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCT
ACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGC
GAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAG
TAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCC
GTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGA
GTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCAT
TGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCC
ACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAA
GGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCA
ATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAAT
AAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAA
GCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
CGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCT
TTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTA
GTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACT
CTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCG
ATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAA
CGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCG
CTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCC
AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTCCCGCGGGGATCGACTCATAAAATAGTAACCTT
CTAATGCGTATCTATTGACTACCAACCATTAGTGTGGTTGCAGAAGGCGGAATTCTCCCTTCTTCGAATT
CAGCTTGCTTTTTCATTTTTTATTTTCCATTTTTCAGTTTTTGTTTGTGTCGAATTTAGCCAGTTGCTTC
TCCAAGATGAAAAAAACCCCTGCGCAGTTTCTGTGCTGCAAGATCCTAATCGACTTTTCCACCCCCCACA
AAAGTAAATGTTCTTTTGTTACATTCGCGTGGGTAGCTAGCTCCCCGAATCTTCAAAGGACTTAGGGACT
GCACTACATCAGAGTGTGTTCACCTGGTTTGCTGCCTGGTTTGAAAGAAAAGAGCAGGGAACTCGCGGGT
TCCCGGCGAATAATCATGCGATAGTCCTTTGGCCTTCCAAGTCGCATGTAGAGTAGACAACAGACAGGGA
GGGCAGGAAGGATCTTTCACTGAGATCCTGTATCTTGTTGGGTAAGTCGGATGAAAGGGGAATCGTATGA
GATTGGAGAGGATGCGGAAGAGGTAACGCCTTTTGTTAACTTGTTTAATTATTATGGGGCAGGCGAGAGG
GGGAGGAATGTATGTGTGTGAGGCGGGCGAGACGGAGCCATCCAGGCCAGGTAGAAATAGAGAAAGCCGA
ATGTTAGACAATATGGCAGCGTAGTAGAGTAGGTAGGTAGGCAAGTACTGCTAGCAAAGAGGAGAAGGGT
AAGCTCACTCTTCGCATTCCACACCGTTAGTGTGTCAGTTTGAACAAAAAAACAATCATCATACCAATTG
ATGGACTGTGGACTGGCTTTTGGAACGGCTTTTCGGACTGCGATTATTCGTGAGGAATCAAGGTAGGAAT
TTGGTCATATTTACGGACAACAGTGGGTGATTCCCATATGGAGTAGGAAAACGAGATCATGGTATCCTCA
GATATGTTGCGGAATTCTGTTCACCGCAAAGTTCAGGGTGCTCTGGTGGGTTTCGGTTGGTCTTTGCTTT
GCTTCTCCCTTGTCTTGCATGTTAATAATAGCCTAGCCTGTGAGCCGAAACTTAGGGTAGGCTTAGTGTT
GGAACGTACATATGTATCACGTTGACTTGGTTTAACCAGGCGACCTGGTAGCCAGCCATACCCACACACG
TTTTTTGTATCTTCAGTATAGTTGTGAAAAGTGTAGCGGAAATTTGTGGTCCGAGCAACAGCGTCTTTTT
CTAGTAGTGCGGTCGGTTACTTGGTTGACATTGGTATTTGGACTTTGTTGCTACACCATTCACTACTTGA
AGTCGAGTGTGAAGGGTATGATTTCTAGTGGTGAACACCTTTAGTTACGTAATGTTTTCATTGCTGTTTT
ACTTGAGATTTCGATTGAGAAAAAGGTATTTAATAGCTCGAATCAATGTGAGAACAGAGAGAAGATGTTC
TTCCCTAACTCGAAAGGTATATGAGGCTTGTGTTTCTTAGGAGAATTATTATTCTTTTGTTATGTTGCGC
TTGTAGTTGGAAAAGGTGAAGAGACAAAAGCTGGAATTGTGAGCGGATAACAAGCTCAACACTTGAAATT
TAGGAAAGAGCAGAATTTGGCAAAAAAAATAAAAAAAAAATAAACACACATACTCATCGAG
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Reconstituicéo virtual do promotor P acs-pKLAC1

CCCGGGGGGGGCTCGATCCCCTCGCGAGTTGGTTCAGCTGCTGCCTGAGGCTGGACGACCTCGCGGAGTT
CTACCGGCAGTGCAAATCCGTCGGCATCCAGGAAACCAGCAGCGGCTATCCGCGCATCCATGCCCCCGAA
CTGCAGGAGTGGGGAGGCACGATGGCCGCTTTGGTCGATCTAGATTACGTGGAAGAAAGGTAGTAAAAGT
AGTAGTATAAGTAGTAAAAAGAGGTAAAAAGAGAAAACCGGCTACATACTAGAGAAGCACGTACACAAAA
ACTCATAGGCACTTCATCATACGACAGTTTCTTGATGCATTATAATAGTGTATTAGATATTTTCAGAAAT
ATGCATAGAACCTCCTCTTGCCTTTACTTTTTATACATAGAACATTGGCAGATTTACTTACACTACTTTG
TTTCTACGCCATTTCTTTTGTTTTCAACACTTAGACAAGTTGTTGAGAACCGGACTACTAAAAAGCAATG
TTCCCACTGAAAATCATGTACCTGCAGGATAATAACCCCCTAATTCTGCATCGATCCAGTATGTTTTTTT
TTCTCTACTCATTTTTACCTGAAGATAGAGCTTCTAAAACAAAAAAAATCAGTGATTACATGCATATTGT
GTGTTCTAGTAACCAAAGGAAAGGAACAGATAGATAAAATTCCGAGACTGTCAAATTAGGTTTTTTTCTT
TTTTTTTGGCGGGAGTCAGTGGGCCGAAATATGTTCTTGGCCTAGAACTTAATCTGGTTTGATCATGCCA
ATACTTGCCTGAGTGCCCGACTTTTTGCCCACCCTCTTGCCTTCTGTCATCCTTCAAAACCCACCTGTTT
TCCAGCCGTATCTTCGCTCGCATCTACACATACTGTGCCATATCTTGTGTGTAGCCGGACGTGACTATGA
CCAAAAACAAACAAGGAGAACTGTTCGCCGATTTGTAACACTCCTGCATCCATCCAAGTGGGTATGCGCT
ATGCAATGTTAAGCTAGGTCAGGTCAGACCAGGTCCAAGGACAGCAACTTGACTGTATGCAACCTTTACC
ATCTTTGCACAGAACATACTTGTAGCTAGCTAGTTACACTTATGGACCGAAAAGGCACCCCACCATGTCT
GTCCGGCTTTAGAGTACGGCCGCAGACCGCTGATTTGCCTTGCCAAGCAGTAGTCACAATGCATCGCATG
AGCACACGGGCACGGGCACGGGCACAGGAACCATTGGCAAAAATACCAGATACACTATACCGACGTATAT
CAAGCCCAAGTTTAAAATTCCTAAATTT GGATCGACTCATAAAATAGTAACCTTCTAA
TGCGTATCTATTGACTACCAACCATTAGTGTGGTTGCAGAAGGCGGAATTCTCCCTTCTTCGAATTCAGC
TTGCTTTTTCATTTTTTATTTTCCATTTTTCAGTTTTTGTTTGTGTCGAATTTAGCCAGTTGCTTCTCCA
AGATGAAAAAAACCCCTGCGCAGTTTCTGTGCTGCAAGATCCTAATCGACTTTTCCACCCCCCACAAAAG
TAAATGTTCTTTTGTTACATTCGCGTGGGTAGCTAGCTCCCCGAATCTTCAAAGGACTTAGGGACTGCAC
TACATCAGAGTGTGTTCACCTGGTTTGCTGCCTGGTTTGAAAGAAAAGAGCAGGGAACTCGCGGGTTCCC
GGCGAATAATCATGCGATAGTCCTTTGGCCTTCCAAGTCGCATGTAGAGTAGACAACAGACAGGGAGGGC
AGGAAGGATCTTTCACTGAGATCCTGTATCTTGTTGGGTAAGTCGGATGAAAGGGGAATCGTATGAGATT
GGAGAGGATGCGGAAGAGGTAACGCCTTTTGTTAACTTGTTTAATTATTATGGGGCAGGCGAGAGGGGGA
GGAATGTATGTGTGTGAGGCGGGCGAGACGGAGCCATCCAGGCCAGGTAGAAATAGAGAAAGCCGAATGT
TAGACAATATGGCAGCGTAGTAGAGTAGGTAGGTAGGCAAGTACTGCTAGCAAAGAGGAGAAGGGTAAGC
TCACTCTTCGCATTCCACACCGTTAGTGTGTCAGTTTGAACAAAAAAACAATCATCATACCAATTGATGG
ACTGTGGACTGGCTTTTGGAACGGCTTTTCGGACTGCGATTATTCGTGAGGAATCAAGGTAGGAATTTGG
TCATATTTACGGACAACAGTGGGTGATTCCCATATGGAGTAGGAAAACGAGATCATGGTATCCTCAGATA
TGTTGCGGAATTCTGTTCACCGCAAAGTTCAGGGTGCTCTGGTGGGTTTCGGTTGGTCTTTGCTTTGCTT
CTCCCTTGTCTTGCATGTTAATAATAGCCTAGCCTGTGAGCCGAAACTTAGGGTAGGCTTAGTGTTGGAA
CGTACATATGTATCACGTTGACTTGGTTTAACCAGGCGACCTGGTAGCCAGCCATACCCACACACGTTTT
TTGTATCTTCAGTATAGTTGTGAAAAGTGTAGCGGAAATTTGTGGTCCGAGCAACAGCGTCTTTTTCTAG
TAGTGCGGTCGGTTACTTGGTTGACATTGGTATTTGGACTTTGTTGCTACACCATTCACTACTTGAAGTC
GAGTGTGAAGGGTATGATTTCTAGTGGTGAACACCTTTAGTTACGTAATGTTTTCATTGCTGTTTTACTT
GAGATTTCGATTGAGAAAAAGGTATTTAATAGCTCGAATCAATGTGAGAACAGAGAGAAGATGTTCTTCC
CTAACTCGAAAGGTATATGAGGCTTGTGTTTCTTAGGAGAATTATTATTCTTTTGTTATGTTGCGCTTGT
AGTTGGAAAAGGTGAAGAGACAAAAGCTGGAATTGTGAGCGGATAACAAGCTCAACACTTGAAATTTAGG
AAAGAGCAGAATTTGGCAAAAAAAATAAAAAAAAAATAAACACACATACTCATCGAGAAGCTTGAAAAAA
ATGAAATTCTCTACTATATTAGCCGCATCTACTGCTTTAATTTCCGTTGTTATGGCTGCTCCAGTTTCTA
CCGAAACTGACATCGACGATCTTCCAATATCGGTTCCAGAAGAAGCCTTGATTGGATTCATTGACTTAAC
CGGGGATGAAGTTTCCTTGTTGCCTGTTAATAACGGAACCCACACTGGTATTCTATTCTTAAACACCACC
ATCGCTGAAGCTGCTTTCGCTGACAAGGATGATCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTAGAAGAGCTAGAT
CTGTCGACGGCGCGCCTGCGGCCGCTTAATTAAGGCCTTGAATCGAGAATTTATACTTAGATAAGTATGT
ACTTACAGGTATATTTCTATGAGATACTGATGTATACATGCATGATAATATTTAAACGGTTATTAGTGCC
GATTGTCTTGTGCGATAATGACGTTCCTATCAAAGCAATACACTTACCACCTATTACATGGGCCAAGAAA
ATATTTTCGAACTTGTTTAGAATATTAGCACAGAGTATATGATGATATCCGTTAGATTATGCATGATTCA
TTCCTACAACTTTTTCGTAGCATAAGGATTAATTACTTGGATGCCAATAAAAAAAAAAAACATCGAGAAA
ATTTCAGCATGCTCAGAAACAATTGCAGTGTATCAAAGTAAAAAAAAGATTTTCACTACATGTTCCTTTT
GAAGAAAGAAAATCATGGAACATTAGATTTACAAAAATTTAACCACCGCTGATTAACGATTAGACCGTTA
AGCGCACAACAGGTTATTAGTACAGAGAAAGCATTCTGTGGTGTTGCCCCGGACTTTCTTTTGCGACATA
GGTAAATCGAATACCATCATACTATCTTTTCCAATGACTCCCTAAAGAAAGACTCTTCTTCGATGTTGTA
TACGTTGGAGCATAGGGCAAGAATTGTGGCTTGAGATCATCCTTTTGTTGTTTCCGGGTGTACAATATGG

Anexo 1: Esquema evidenciando os sitios presentes no vetor pKLACI, bem com a reconstituicdo do promotor
PrLacs apOs a transformacgdo. Em laranja as regides de anelamento dos primers 1 e 2 fornecidos pelo kit para
verificacdo da correta reconstituicdo do promotor Ppacs gerando um produto de 1900 pb, o sublinhado
corresponde as regides 5’ e 3’ do promotor Ppacs bem como o promotor completo reconstituido, verde
corresponde aos sitios de restricdo da enzima Sac II, em vermelho a regido excisada pelo processo de
recombinagdo ou por restricdo com a Sac I, em azul a regido de anelamentos dos novos primer desenhados para
verifica¢do da correta reconstitui¢do do promotor Py sc4 gerando um produto de 1546 pb e em amarelo o sitio de
inser¢do do gene da GDPase entre os sitios das enzimas Sal I e Bgl II. >gi|62467025|gb|AY968582.1| Expression
vector pKLACI.
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