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A SUPERFICIE CELULAR DE PROTOZOARIOS" A presente invencio
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Relatorio Descritivo

CONSTRUCAO QUIMERICA DE DNA, COMPOSICAO, E PROCESSO PARA
PROVOCAR LISE CELULAR E/QU INTERAGIR COM A SUPERFICIE CELULAR
DE PROTOZOARIOS

CAMPO DA INVENCAQ
A presente invengéo se refere ao uso de quitinases, mais especificamente

ao uso de quitinases oriundas de plantas. Tais quitinases sao capazes de
provocar lise celular efou interagir com a superficie celular de protozoarios, os
quais sdo capazes de produzir patogenias. Mais especificamente a presente
invencdo se refere ao uso de quitinases em composigoes contendo as referidas
quitinases e a processos de controle de patogenias, mais especificamente em

plantas cujo cultivo é voltado para colheita.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ
Pragas e pestes afetam a produgio de cultivares e podem causar perda

total da colheita quando a planta atacada ndo apresenta mecanismos de defesa
eficientes. Em plantas resistentes a determinadas pragas e patdgenos, inimeros
processos celulares capacitam estas a resistir a invasdo e previnem contra o
desenvolvimento de doengas.

Entre os diversos microrganismos que' atacam plantas os protozoarios do
género Phyfomonas pertencem a um grupo pouco estudado quanto ag seu modo
de agao. Diversas doengas em plantas sao causadas por estes protozoarios.
Quatro podem ser destacadas por causarem prejuizos a culturas de interesse
econdmico em paises da América Latina e Africa, dentre eles o Brasil: o
“chocamento” das raizes do aipim ou mandioca {(Manihof esculenta), causada
pela Phytomonas frangai; a necrose do floema do café (Coffea liberica), a
“marchitez sdrpressiva" do dendezeiro (Elaeis guineensis) e a murcha fatal ou
“hartrot” do coqueiro (Cocos nucifera), causadas pela espécie Phytomonas staheli
(Agrios, G. N. (1997). Plant Diaseases Caused By Flagellate Protozoa. In: Plant
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Pathology. 4 Ed. 16: 599-606; Kitajima, E.W., Vainstein, M.H. and Silveira, J.5.M.
(1986) Flagellate protozoan associated with poor development of the root system
of cassava in the Espirito Santo State, Brazil. Phytopathol. 76, 638-642).

O controle dessas doengas, limitado somente & eliminagao dos espécimes
doentes e controle do vetor, é feito principalmente com o uso de organoclorados
que, em longo prazo, provocam efeitos cumulativos e perigosos, pois se
concentra ao longo das cadeias alimentares. Portanto, € necessario o
desenvolvimento de novos métodos de controle que ndo apresentem tantos
danos ao ambiente.

A quitina € um importante componente estrutural da parede celular de
fungos e do exoesqueleto de vérios invertebrados, como insetos e nematddeos.
Mais recentemente a quitina foi identificada como componente estrutural da
membrana celular de Phytomonas frangai, espécie de um género de protozoarios
que esta envolvida com o desenvolvimento de uma série de doengas em cultivos
de importancia econémica. Além do género Phytomonas, a quitina também foi
identificada como componente estrutural da membrana celular em outros
protozoarios, tais como: Trichomonas vaginalis, Trichomonas foetus (Kneipp, L.F.,
Andrade, A .F.B., de Souza, W., Angluster, J., Alviano, C.S. and Travassos, L.R.
(1998) Trichomonas vaginallis and Tritrichomonas foetus: Expression of Chitin at
the Cell Surface. Exp Parasitol. 89, 195-204) e Entamoeba sp. {Arroyo-Begovich,
A. and Carabez-Trejo, A. (1982) Location of chitin in the cyst wall of Entamoeba
invadens with colloidal gold tracers. J. Parasitol. 68, 253-258). No trabalho de
indentificagao de quitina em Phytormonas frangai foi observado que quitinases de
origem fungica (S. griseus) sao capazes nao sé de interagir como tambem de
provocar lise celular no protozoario (Nakamura, C.V., Esteves, M.J.G., Andrade,
A.F.B., Alviano, C.S., Souza, W. and Angluster, J. (1993) Chitin: a cell-surface
component of Phytomonas frangai. Parasitol. Res. 79, 523-526). A quitina pode
ser importante na manutengdo da integridade celular, provendo protegédo do
estresse ambiental mecanico ou quimico.

Por ser um componente presente em varios microrganismos
fitopatogénicos, a quitina se mostrou um interessante alvo no desenvolvimento de

métodos de controle desses microrganismos, e diversos estudos mostram a
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busca feita por diferentes quitinases {(Brunner ef al. {1998). Substrate Specificities
Of Tobacco Chitinases. The Plant Journal, 14 {2); 225-234).

A identificagao da quitina como componente estrutural de protozoarios
fitopatogénicas abriu a uma nova possibilidade para o controle destas pragas. O
fato destes tipos de patdgenos ndo serem agentes causadores de doengas em
plantas de importancia econdmica no hemisfério norte resultou na auséncia de
pesquisas relacionadas a utilizagdo de quitinases contra estes fitopatogenos.
Patentes que declaram a utilizagao de quitinase e outros peptideos liticos nao
abordam a sua utilizagdo contra protozoarios fitopatogénicos. A patente
americana US 5,866,788 revela o uso de quitinases no conirole de pestes. O
objeto desta patente € uma planta que expresse um gene cujo produto é uma
quitinase destinada a atuar dentro do inseto, sendo necessaria a ingestao da
planta pelo inseto. O documento europeu EP 639 642 relata o uso de peptideos
titicos, dentre estes peptideos estdo incluidas as quitinases, para serem usadas
em uma série de composigoes contra fitopatégenos. Porém, restringe seu uso a
patdgenos com maior importancia econdmica no hemisfério norte, sem considerar
protozoarios fitopatogénicos.

Apesar dos avangos feitos nesse campo, até o momento ndo foram
encontrados relatos do uso de quitinases de crigem vegetal, como a UDA e a
ATCHIA4, em composicdes capazes de interagir ou inibir o crescimento de
protozodrios possuidores de quitina em sua membrana celular, como a
Phytomonas frangai. Neste contexto, a titulo de exemplo, podemos citar como
anterioridades mais proximas os documentos WO 02/090492 e WO 99/58650,
que revelam composigoes farmacéuticas contendo quitinases como principios
ativos. As composigbes dos referidos documentos sdo destinadas a infecgdes
fingicas, sendo o termo “composi¢des farmacéuticas” relativo a composigdes com
um ou mais ingredientes ativos descritos acima, juntamente com carreadores e
excipientes fisiolégicos, tendo como propésito a administragao de um composto a
um organismo. Rotas adeqguadas para administragdo podem incluir tanto vias
sistémicas, dentre elas administracao enteral e/ou parenteral, quanto vias tdpicas,
por meic de pomadas, logbes, cremes, solugdes, emuistes ou como componente

ativo de defensivos agricolas, dentre outros.
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Por outro lado, nao foram encontrados relatos de processos destinados a
protegao da infecgao por protozoarios baseados na lise celular e/ou interagédo dos
referidos parasitas por quitinases de origem vegetal. Neste contexto, é até entéo
desconhecida a estratégia de protegio de uma planta do atague de protozoarios
pelo uso de quitinases de origem vegetal, tanto pela aplicagdo exégena da
quitinase, através da administragdo da quitinase em uma composigao,
farmacéutica ou nao, quanto pelo uso endoégeno da quitinases de origem vegetal,
baseado na introducdo, no organismo ser protegido do ataque de protozoarios,
de um gene que, quando expressado, € capaz direcionar a produgdo de
quitinases oriundas de plantas, atuando de maneira profilatica efou preventiva nas
infecgOes causadas por protozoarios, em especial fitopatogenias.

Existem duas vantagens na utilizagao de quitinases de origem vegetal para
controle de fitopatogenias. Uma das estratégias atuais para obtengéo de protegéo
a pragas e patogenos € a utilizacdo de técnicas em biotecnologia para
transformagao genética de plantas com genes de outras espécies ou a
modificacédo do padrao de expressdo de genes endogenos. Devido a diferentes
caracteristicas encontradas entre plantas e organismos de outros reinos,
principalmente no que concerne a procariotas, existe uma dificuldade intrinseca
na expressao de genes derivados de organismos distantes filogeneticamente em
plantas. Isso € bem ilustrado no caso de obtencgdo de plantas expressando o gene
cry do Bacillus turingensis, onde em varias situagdes foi necessdrio modificar
quase que completamente a segléncia codificadora do gene cry para que este
fosse expresso em niveis substanciais (Perlak F.J., Funchs R.L., Dean DA,
McPherson S.L., Fischhoff D.A., Modification of the coding sequenceenhances
plant expression of insect control protein genes, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88
{1991) 3324-3328; Gleave A.P., Mitra D.S., Markwick N.P., Mor-ris B.A.M.,
Beuning L.L., Enhanced expression of the Bacillus thuringiensis cry 9Aa 2 gene in
transgenic plants by nucle-otidesequence modification confers resistance to
potatotuber moth, Mol. Breed 4 (1998) 459472).Portanto, se usada uma
estratégia envolvendo a utilizagdo de plantas transgénicas expressando em maior
quantidade quitinases para protec@o contra protozodrios fitopatogénicos a melhor

alternativa seria a utilizacdo de quitinase de origem vegetal, como ATCHI4 e UDA,
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descritas mais detalhadamente abaixo. Atualmente plantas tambem tem sido
utilizadas como veiculo para obtengdo de proteinas de interesse para o homem
em grande quantidade, o que vem sendo chamada agricultura molecular
(Giddings, G.. Transgenic plants as protein factories. Current Opinion in
Biotechnology 12(5): (2001)450-454). Essa estratégia € baseada no baixc custo
de obtengdo destas proteinas considerando-se que nao S30 necessarios
estruturas sofisticadas como bioreatores ou fermentadores. Pelo mesmo motivo
citado acima, a utilizagao de quitinases de origem vegetal apresenta uma
vantagem quando comparadas a quitinases de outros organismos que ndo
plantas. A obtengao de plantas super expressando tais quitinases seria sem
duvida mais facil por estas apresentarem as caracteristicas de estrutura e
composigido do DNA e da respectiva proteina ideais para expressao em vegetais.
As quitinases vegetais formam um grupo diverso de enzimas,
compreendendo proteinas com peso molecular entre 20 e 40KDa, que diferem em
suas propriedades fisicas, atividades enzimaticas e localizagdo em
compartimentos celulares. O primeiro sistema de classificacac das quitinases,
cujos critérios baseiam-se na estrutura primaria das proteinas e nos dominios
existentes, foi proposto por Collinge e colaboradores em 1993(Collinge DB, Kragh
KM, Mikkelsen JD, Nielsen KK, Rasmussen U, Vad K.Plant ChitinasesPlant J.
1993 Jan;3(1):31-40). As proteinas de classe |, Il e IV apresentam um dominio
catalitico homdlogo e um peptideo sinal de direcionamento para o reticulo
endoplasmatico, presente em todas as quitinases. As proteinas de classe | sao
basicas, em sua maioria vacuolares (Neuhaus JM, Sticher L, Meins F Jr, Boller T.
A short C-terminal sequence is necessary and sufficient for the targeting of
chitinases to the piant vacuole.Proc Natl Acad Sci U S A. 1991 Nov
15;88(22):10362-6) e apresentam um dominio rico em cisteina na regiao N-
terminal que esta envolvido na ligagdo a quitina. As proteinas de classe |l sdo
acidas, extracelulares e ndo possuem o dominio rico em cisteina (Shinshi H,
Mohen D, Meins F 1890 Structure of a tobacco endochitinase gene; evidence that
different chitinase genes can arise by transposition of sequences encoding a
cysteine-rich domain Plant Mol. Bio. 14:357-368). As proteinas de classe |V, que

podem ser acidas ou basicas, também sdo extracelulares, possuem um dominio
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rico em cisteina e apresentam 2 delegdes caracteristicas no dominio catalitico. A
classe Il de Quitinases inclui enzimas bifuncionais com atividade de lisozima e
quitinase (Jekel P A, Hatmann J B, Beintema J J 1991 The primary structure of
hevamine na enzyme with lysozime/chitinase activity from Hevea brasiliensis latex
Eur. J. Biochemn 200:123-130) que ndo apresentam similaridade de sequéncia
com as quitinases de outras classes. A classe V sendo representada pela lectina
de urtiga (Urtica dioica) UDAI, a qual apresenta dois gominios de ligagao a quitina
e um dominio catalitico de quitinase separados por uma regido de espagamento.
A classe VI compreende as endoquitinases descritas em tabaco, que
compartiham alguma similaridade com exoquitinases bacterianas (Meins Jr F,
Fritig B, Linthorst H J M, Mikkelsen J D, Neuhaus J M, Ryals J .1994Plant
Chitinase genes Plant Mol. Biol. Reporter 12: 522-528).

Em 1996 uma nova classificagac para as quitinases vegetais (Neuhaus
JM, Friti B, Linthrst H j, Meins jr F, Mikkelsen J D, Ryals J 1996 A revised
nomenclature for chitinase genes. Plant Mol. Biol. Reporter 14. 102-104) foi
aprovada pela Comissao de Nomenclatura de Gene de Planta. De acordo com o
novo sistema, existem atualmente 4 familias de quitinases “Chia” “Chib” “Chic” e
“Chid”. A familia génica Chia engloba as antigas classes |, I, IV e V, que
receberam a denominagao de Chial, Chia2, Chia4 e Chiab respectivamente, e
uma nova classe denominada Chia6, que além de possuir o peptideo sinal,
apresenta um dominio truncado de ligagdo a quitina, uma regido de espagamento
longa rica em prolina e um dominio catalitico de quitinase. As antigas classes lll e
VI fazem parte das novas familias génicas Chib1 e Chic1, respectivamente. A
familia Chid inclui as quitinases que nao possuem homologia com as familias
descritas anteriormente, sendo divididas em fungao da presenga ou ndao de um
dominio rico em cisteina, em Chid? e Chid2 respectivamente.

O isolamento e a caracterizagdo do gene AtfChia4, o qual codifica uma
quitinase Chia4 de Arabidopsis thaliana (Gerhardt, L.B. de A., Sachetto-Martins,
G., Contarini, M.G., Sandroni, M., Ferreira, R.P., Lima, V.M., Cordeiro, M.C.,
Oliveira, D.E. and Margis-Pinheiro, M. (1997) Arabidopsis thaliana class |V
chitinase is early induced during the interaction with Xanthomonas campestris.

FEBS Lett. 419, 69-75), revelaram que esta quitinase € expressa rapidamente nas
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folhas das plantas em resposta a infecgdo pela bactéria fitopatogénica
Xanthomonas campestris bem como a diferentes formas de estresses abidticos.
Recentemente, o padrdo de expressao da quitinase AtEP3 isolada de Arabidopsis
utilizando o cDNA da quitinase de cenoura EP3 como sonda foi também descrito.
Analises das sequéncias revelaram que AtEP3 e ATCHIA4 correspondem ao
mesmo gene. Estudos de expressdo génica demonstraram que ATCHIA4/AIEP3 ¢
expressa nas celulas que envolvem o embrido durante a embriogénese somatrica
(Passarinho, P.A., Van Hengel, A.J., Fransz, P.F. and de Vries S.C. (2001)
Expression pattern of the Arabidopsis thaliana AtEP3/AtchitlV endochitinase gene.
Planta 212:556-567). Em plantas adultas, a expressdo de ATCHIA4/AtEP3 foi
detectada em grdos de pdlen e no tubo polinico em crescimento. A expressio
desse gene foi também detectada em hidatddios, estipulas, epiderme das raizes e
nos pélos radiculares (Passarinho, P.A., Van Hengel, A.J., Fransz, P.F. and de
Vries S.C. (2001) Expression pattern of the Arabidopsis thaliana AtEP3/AtchitiVv
endochitinase gene. Planta 212:556-567;.; GERHARDT, L. B. de A. Isolamento e
caracterizagdo de um gene que codifica uma quitinase Chia4 de Arabidopsis

thaliana.. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas (Genetica)) — UFRJ ,1999),

SUMARIO DA INVENCAO
E objeto da invengao proporcionar o uso de pelo menos uma proteina

guimérica de origem vegetal capaz de provocar lise celular e/ou interagir com
protozoarios.

Qutro objeto da invengdo é proporcionar uma construcdo guimeérica de
DNA para uso na expressao das referidas proteinas quiméricas.

Um adicional objeto da presente invengdo & proporcionar composicoes
contendo pelo menos uma quitinase de origem vegetal destinadas a protegao
contra o ataque de protozoarios. As referidas composigbes séo destinadas ao
tratamento e/ou prevengdo de condigdes patologicas provocadas por esses

microrganismos. As composi¢oes da presente inven¢do podem ser administradas

ao individuo ou organismo em questdo de diversas formas, incluindo tanto vias

sistémicas, dentre elas administracdo enteral e/ou parenteral, quanto vias topicas,
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por meic de pomadas, logdes, cremes, solugdes, emulsdes ou comoe componente
ativo de defensivos agricolas, dentre outros.

As quitinases de origem vegetal da presente invengdo podem ser
administradas na forma descrita acima ou de outras formas, constituindo
diferentes processos para tratamento efou prevencdo da infecgdo por
protozoarios. E portanto um adicional objeto da presente invengao fornecer um
processo de controle efou prevengdo da infecgdo por parasitas baseado na
interagdo de quitinases de origem vegetal com a membrana dos protozoarios,
causando lise celular,

Os versados na arte apreciardo que o referido processo podera ser
conduzidoc mediante diferentes estratégias, incluindo a administragao de
quitinases de origem vegetal conforme as composi¢des da presente invengao, ou
ainda da sintese de quitinases de origem vegetal pelos organismos que se
pretende proteger das referidas infecgbes por protozoarios. Para tanto, os
versados na arte apreciardo que qualquer maneira disponivel para possibilitar a
sintese de pelo menos uma quitinase de origem vegetal nos organismos em que a
infeccdo por protozoarios € indesejada pode ser utilizada. Dentre as maneiras
conhecidas na arte estdo incluidas diversas técnicas modificagdo genética que
possibilitem a expressao transiente ou ndo do gene codificante da quitinase

vegetal em questdo.

DESCRICAQ DAS FIGURAS
A Figura 1 mostra a representacac esquematica da estratégia de clonagem

do gene uda no vetor pMAL-2c. Os sitios de reconhecimento para enzimas de
restricdo Xbal e Hindlll estdo indicados com sua localizacdo em pares de bases
{pb) entre parénteses. A confirmacgéo da clonagem foi realizada através da analise
dos clones obtidos em gel de agarose 0,8% apos digestdo com a enzima BamHl.
Os clones positivos apresentaram um fragmento de 831 pb. MBP — proteina de
ligagdo a maltose; UDA — Urtica dicica agglutinin; AMP — gene de resiténcia ao
antibidtico ampicilina; tac (—) — promotor tac.

A Figura 2A mostra a representacdo esquematica da estratégia de

clonagem do gene Afchit!V no vetor pMAL-2c¢. Os sitios de reconhecimento para
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enzimas de restricdo Xbal e Pstlll estdo indicados com sua localizagao em pares
de bases (pb) entre parénteses. A confirmagdo da clonagem foi realizada através
da analise dos clones obtidos em gel de agarose 0,8% apés digestao com a
enzima BamH|. Os clones positivos apresentaram um fragmento de 636 pb. MBP
— proteina de ligagdo a maltose; AtchitlV — quitinase Chia4 de Arabdopsis
thaliana; AMP — gene de resisténcia ao antibiético ampicilina; tac (—) — promotor

tac.

A Figura 3A mostra a analise da cinética de expresséo da proteina MBP-
UDA. As proteinas foram separadas em SDS-PAGE 7,5% e coradas com
Coomassie-blue. Os extratos protéicos de portadoras da construgao pEGR2
foram obtidos imediatamente antes da indugdo (NI) e nos tempos indicados apés
adigao de 0,3 mM IPTG. Os extratos protéicos de bactérias contendo o plasmideo
pMAL-2c¢ vazio foram obtidos antes da indugao (NI) e apds 4h de indugao com 0,3
mM IPTG também s&o mostrados. M — marcador de peso molecular. Os pesos
moleculares estao indicados na figura em kiloDaltons (kDa). A figura 3B mostra a
seqUéncia de aminoacidos de fusdo MBP-UDA superexpressa. A sequéncia
correspondente a UDA esta sublinhada.

A Figura 4A mostra a andlise da cinética de expressao da proteina MBP-
AtchitlV. As proteinas foram separadas em SDS-PAGE 7,5% e coradas com
Coomassie-blue. Os extratos protéicos de portadoras da construgdo pEGRS
foram obtidos imediatamente antes da indugéo (NI) e nos tempos indicados apos
adicdo de 0,3 mM IPTG. M — marcador de peso molecular. Os pesos moleculares
estdo indicados na figura em kiloDaltons (kDa). A figura 4B mostra a sequéncia de
aminocacidos de fusdo MBP-ATCHIA4 supreesxpressa. A  sequéncia
correspondente a ATCHIA4 esta sublinhada.

A Figura 5 mostra a andlise de solubilidade da proteina MBP-UDA. As
proteinas foram separadas em SDS-PAGE e coradas com Coomassie-blue. NI —
extrato protéico de bactérias cultivadas na auséncia de IPTG; | — extrato protéico
total de bactérias cultivadas em presencga de 0,3 mM IPTG; P — fragao insolovel

da lise celular (precipitado bacteriano); 8 — fragdo soluvel da lise celular; M —
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marcador de peso molecular. Os pesos moleculares estdo indicados na figura em
kiloDaltons (kDa).

(A) Bactérias portadoras da construgdo pEGR2 foram coletadas antes (NI}
e 4 horas apos a adi¢do de 0,3 mM IPTG (1.

(B) Extrato protéico de bactérias induzidas lisadas com lisozima e ciclos de
congelamento e descongelamento.

(C) Extrato protéico de bactérias induzidas, lisadas com lisozima, sarcosil e
ciclos de congelamento e descongelamento.

A Figura 6 mostra a andlise de solubilidade da proteina MBP-AtchitiV. As
proteinas foram separadas em SDS-PAGE e coradas com Coomassie-blue. NI —
extrato protéico de bactérias cultivadas na auséncia de IPTG; | — extrato protéico
total de bacterias cultivadas em presenca de 0,3 mM IPTG; P — frag@o insoluvel
da lise celular (precipitado bacteriano); $ - fragdo soluvel da lise celular; M —
marcador de peso molecular. Os pesos moleculares estao indicados na figura em
kiloDaltons (kDa).

(A) Bactérias portadoras da construgdo pEGRS foram coletadas antes (NI)

e 4 horas apos a adigdo de 0,3 mM IPTG (). As bactérias induzidas
foram lisadas por ciclos de congelamento e descongelamento apos a
adig3o de lisozima.

(B) O extrato protéico das bactérias induzidas foi lisado pela adi¢gao de
lisozima e diferentes concentragdes de sarcosil (%), seguido de ciclos
de congelamento e descongelamento.

A Figura 7 mostra a analise pof FACS da intensidade de fluorescéncia
emitida pelas células de P.frangai marcadas com a proteina WGA conjugada a
fluoresceina apo6s incubagdo com diferentes proteinas. A intensidade de
fluorescéncia captada pelo FACS foi plotada contra o numero relativo de células
analisadas (numero de eventos). Os resultados da analise de células incubadas
previamente com a quitinase de S.griseus e com as proteinas MBP, MBP-
ATCHIA4, MBP-UDA e UDA.

(a) Fluorescéncia de células de P.francai que foram incubadas apenas em

tampé&o por 48h antes do uso da WGA conjugada a fluoresceina;
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(b) Fluorescéncia de células que foram incubadas com tampao e com WGA
conjugada & fluoresceina por 48h antes do uso da WGA  conjugada a
fluoresceina; e

{c) Fluorescéncia de ceélulas que foram incubadas com as respectivas

proteinas por 48h antes do uso da WGA conjugada a fluoresceina.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ

Para efeitos desta invengao, entende-se por “composigao” a incorporagao

de pelo menos um peptideo com atividade quitinasica efou uma parte funcional de
uma proteina quimérica em um veiculo aceitavel, sendo tal veiculo capaz de
proporcionar a administragdo da dita proteina quimérica, na forma topica ou
injetavel, por exemplo.

A presente invengao pode ser realizada de inUmeras maneiras. Os
exemplos listados a seguir sdo apenas ilustrativos, nadc devendo ser

compreendidos como limitantes do escopo da presente invengio.

Exempio 1
Clonagem dos cDNAs dos Genes uda e ATCHIA4 em Vetores de

Expressiao Bacterianos

Apods obtencgao e purificacao dos ¢cDNAs correspondentes a quitinase de Urtica
dioica (UDA) e quitinase Chia4 de Arabidopsis thaliana (ATCHIA4) foram feitas
reagbes de ligacdo destas seqiéncias aos vetores de expressdo. A seqliéncia do
cDNA da quitinase de UDA foi previamente caracterizado por Lerner e Raikhel
((1992). The Gene For Stinging Nettle Lectin {Urtica dioica Agglutinin) Encodes Both
A Lectin And A Chitinase. Journal Of Biological Chemistry, 267: 11085-11091). O
cDNA do gene ATCHIA4 utilizado para construgdes de super expressiao de
proteinas foi caracterizado previamente no laboratorio dos titulares do pedido de
patente (Gerhardt ef al. (1997). Arabidopsis Thaliana Class IV Chitinase Is Early
Induced During The Interaction With Xanthomonas campestris. Febs Letters,
419:69-75.). O vetor de expressado pMAL-2c linearizado com as enzimas de
restricao Xbal e Hindlll foi utilizado na reagdo de ligagdo com o cDNA de UDA

(1151 pb), linearizado com as enzimas de restricdo Xbal e Pstl e foi utilizado na

14
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reagao de ligagdo com o ¢cDNA de ATCHIA4 (950 pb). O vetor de expressao pMAL-
2p foi linearizado com as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll e utilizado na reacao
de ligagdo com os cDNAs referentes a UDA. Devido a presenca do gene malk de
E.coli, que codifica a proteina MBP, a montante dos sitios de inser¢do das
seqliéncias codificantes dos genes de interesse resultou na obtengdo destas
seqliéncias fusionada a seqliéncia do gene malE. O produto das reagdes de ligagao
foi utilizado em reagdes independentes de transformacao de bactérias E.cofi XL1,
pelo método de eletroporagao.

Para identificar a presenca dos clones contendo as construgbes de
interesse, coldnias de bactérias crescidas em meio seletivo foram selecionadas,
ao acaso, para serem submetidas ao procedimento de extracdo de DNA
plasmidial. O DNA plasmidial obtido foi submetido a digestdo com a enzima de
restricdo BamH| para verificar a presen¢ga dos insertos (figuras 1 e 2). As

sequéncias dos cDNAs do gene UDA e do ATCHIA estao listados no anexo.

Exemplo 2
Determinacdo da Producao e Acumulo das Proteinas Recombinantes

Expressas em E.coli

Uma coldnia de bactérias E.coli BL21 contendo o clone pEGR2 e pEGRS
foi selecionada, inoculada em meio liquido seletivo e induzida com o objetivo de
se acompanhar a cinética da expressac das proteinas MBP-UDA e MBP-
ATCHIA4. Foram coletadas amostras a cada hora nas primeiras 6 horas e outra
apés 24 horas de indugfo. Através de analise dos exiratos totais em SDS-PAGE,
foi observado para as proteinas MBP-UDA um aumento gradativo na quantidade
de proteina expressa no decorrer do tempo, tendo seu pico de indugdo em 4
horas, podendo ainda ser observada apos 24 horas de indugéao (figura 3). Para a
proteina MBP-ATCHIA4 também foi observado um aumento gradativo na
quantidade de proteina expressa no decorrer do tempo, porém seu pico de
inducdo ocorreu em 3 horas, e permaneceu estavel até 24 horas de indugéo
(figura 4). A seqiéncia de aminoacidos das proteinas de fusdo MBP-UDA e MBP-

ATCHIA4 obtidas estao listadas no anexo de sequéncias.
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Exemplo 3

Solubilizacdo das Proteinas Recombinantes Expressas em E.coli
BL21

Apods 4h de indugdo amostras das bactérias portadoras das construgGes de

interesse foram lisadas pelo tratamento com lisozima seguido por ciclos de
congelamento e descongelamento. Aliquotas das fragdes correspondentes ao
sobrenadante e ao sedimento provenientes da lise foram analisadas em SDS-
PAGE.

Os SDS-PAGE referentes as proteinas MBP permitiram verificar que estas
proteinas se encontravam na fragao sollvel do extrato bacteriano. Ja os SDS-
PAGE referentes as proteinas MBP-UDA e MBP-ATCHIA4 mostraram que estas se
encontravam na fragdo insoluvel do extrato bacteriano (figuras 5B e 6A). Na
tentativa de solubilizar as proteinas foi feito novo processo de lise bacteriana, sé
que desta vez utilizando o detergente N-laurilsarcosine nas concentragGes finais de
0,5%, 1,0%, 1,5% e 2% (Frangioni, J. V. e Neel, B. N. {1993). Solubilization And
Purification Of Enzymatically Active Glutathione S-Transferase (Pgex) Fusion

Proteins. Analytical Biochemistry, 210: 179-187). Este processo resultou na

- passagem das proteinas de fusdo para a fragdo soluvel a partir da menor

concentragdo de sarcosil adicionada a suspensao bacteriana (figura 5C ¢ 6B). A
seguir, o detergente Triton X-100 foi testado nas concentragtes de 0,75% e 1,5%
para sequestrar o sarcosil e permitir que as proteinas de fusdo solubilizadas se

ligassem a coluna de amilose.

Exemplo 4

Purificacido e Quantificagdo _das Proteinas Recombinantes

Superexpressas em E.coli

Apds a superexpressdo das proteinas nas bactérias portadoras das
construgbes de interesse, os extratos bacterianos totais foram lisados, as
proteinas foram solubilizadas e os sobrenadantes foram aplicados em colunas
contendo resina de amilose. Ao passar o extrato proteico pela coluna, a proteina

de fusdio se ligou aos residuos de maltose da resina através da MBP. A seguir, foi
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utilizada uma solugao de maltose a 10mM que, por competicdo com a resina,

acaba por eluir a proteina de fusdo.

A eficiéncia da purificag@o foi verificada através de SDS-PAGE. Em cada
um dos geis foi possivel observar a presenca de bandas com o peso molecular
compativel com o estimado para as proteinas super expressas (figura 14A).
Porém, algumas vezes foram observadas também pequenas bandas com 0
tamanho inferior ao esperado (figura 7). A seguir, as proteinas purificadas foram
guantificadas pelo método BCA e quando necessario, foram concentradas em
concentrador a vacuo (SPEED VAC®, SAVANT).

Exemplo 5

Phytomonas francai

Phytomonas frangai foi mantido por transferéncia semanal. Para o0s
experimentos, as células foram cultivadas no meio complexo de Warren (37 g/l
de infusdo cardio-cerebral, 10 mg/mL de acido folico € 10 mg/mL de Hemina).
Apos 96 horas de incubacgao, as células foram colhidas por centrifugagao (2,000
g} por 10 min a 4 °C e foram lavadas trés vezes em salina tamponada com fosfato
(PBS) 0,01 M.

Exemplo 6

Ensaio de Quitinase

Para as analises quantitativas, medi¢des da atividade da quitinase foram
executadas usando-se quitina (Sigma) como substrato conforme descrito (Boller,
T., Gehri, A., Mauch, F. and Végeli, U. (1983) Chitinase in bean |leaves: induction
by ethylene, purification, properties, and possible function. Planta 157, 22-31;
Reissig, J.L., Strominger, J.L. and Leloir, |.F. (1955) A modified colorimetric
method for the estimation of N-acetylamino sugars. J. Biol. Chem. 217, 959-966.).
Para as analises qualitativas, a atividade da quitinase foi detectada usando-se
SDS-PAGE em combinagédo com quitina-glicol como substrato (Trudel, J. and
Asselin, A. (1989) Detection of chitinase activity after polyacrylamide gel
electrophoresis. Anal. Biochem.178, 352-366).
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O ensaio colorimétrico usando-se dimetilaminobenzaldeido {(DMAB) e
quitina como substratos demonstrou que MBP-UDA e MBP-ATCHIA4 quiméricas
possuem atividade quitinasica. A atividade da quitinases MBP-UDA e MBP-
ATCHIA4 foram aproximadamente de 10 a 15 vezes menores quando
comparadas com a quitinase de S. griseus. Para obter 1mU de atividade
quitinasica sao necessarios 2,5 ug, 25,8 ug e 37,7 ug de quitinase de S. griseus,
MBP-UDA e MBP-ATCHIA4, respectivamente. Usando-se SDS-PAGE em
combinagao com quitina-glicol 0,01%, observou-se que o excesso de UDA sem

MBP também mostra atividade quitinasica.

Exemplo 7
Ensaios de ligagcao com proteinas fusionadas e P. francai.

Imunoensaios foram realizados para determinar a capacidade das
proteinas quiméricas de se ligarem a superficie celular de P. francai.

Para os experimentos, as |[aminas foram pré-incubadas em PBS com BSA
1% por uma hora e depois incubada por uma hora a 4 °C em uma camara umida
de PBS com; 220 pg/ ml de proteinas MBP-UDA, MBP-ATCHIA4 ou MBP.

Em seguida, 25 uL de PBS contendo 1 x 10’ protozoarios/mL foram
colocados em uma lamina de vidro, secada ao ar e fixada em metanol por 10
minutos a temperatura ambiente.

Como controle para proteinas, as células foram incubadas com volumes
iguais de PBS.

Depois de incubadas com as protefnas quiméricas, as células foram
incubadas com anticorpos anti-MBP. Esses anticorpos foram obtidos de coelhos
atraves de inoculagao de MBP.

As laminas foram lavadas trés vezes com PBS, incubadas primeiro com 25
uL de anticorpos anti-MBP por uma hora, e entdo com PBS contendo 1% BSA por
uma hora.

As células foram finalmente incubadas com anticorpos anti-lgG de coelho
(Sigma) marcados com fluoresceina-isotiocianato (FITC) e foram observadas por

microscopia por fluorescéncia.
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As laminas foram incubadas com 20 uL de anticorpos anti-igG de coelho
(Sigma) marcados com FITC em concentracdo de 100 ug/mL por uma hora a
temperatura ambiente. As laminas foram entdo lavadas em PBS e examinadas
por microscopia por fluorescéncia (Zeiss Axioplan equipado com
epifluorescéncia).

Somente as células incubadas com as proteinas MBP-UDA e MBP-
ATCHIA4 foram observadas. Nenhuma fluorescéncia foi observada quando as
células foram incubadas com MBP, indicando a especifica interacio entre UDA,
ATCHIA4 e a superficie celular da P. frangai, conforme mostra a tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Ensaio de Imunofluorescéncia indireta com P. frangai

Proteina Utilizada | Fluorescéncia

MBP-UDA
MBP-ATCHIA4
MBP

Exemplo 8
Verificacao da Atividade Quitinasica de ATCHIA4 e UDA Scbre

Fitomonas

Para verificar a atividade quitinasica das proteinas foram feitos dois testes:
um qualitativo (teste em laminas), e um quantitativo (F.A.C.S - “fluorescence-
activated ceil sorting”). No teste qualitativo, 1dminas contendo fitomonas fixadas
foram incubadas em presenca de diferentes concentragbes de cada proteina (5,
10 e 20 pg/mL) por diferentes tempos (12, 24, 36 e 48 horas) e a seguir,
incubadas com a proteina WGA conjugada a fluoresceina. Apos a incubagao as
laminas foram observadas em microscopia de fluorescéncia e as células foram
analisadas quanto a intensidade de fluorescéncia. Quanto maior a fluorescéncia
apresentada pelas fitomonas menor o grau de atividade quitinasica das proteinas.
A partir de 24-36 horas de incubagdo com as proteinas UDA, MBP-UDA e MBP-

ATCHIA4 foi possivel observar uma perda gradativa de fluorescéncia apresentada
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pelas células. O mesmo padrao de perda de fluorescéncia foi observado gquando
as fitomonas foram incubadas com 5ug/mL da quitinase de S.griseus. Nenhuma
modificagdo na intensidade de fluorescéncia foi observada quando foi utilizada a

proteina MBP (dados nao apresentados).

Para confirmar estes dados, foi feita uma analise populacional utilizando o
F.A.C.S., um separador de células ativadas por fluorescéncia, que permite contar

e identificar células individuais.

As células dentro da populagio de fitomonas foram primariamente tratadas
com as proteinas de interesse e, a seguir, marcadas pelo tratamento com a
proteina WGA conjugada a fluoresceina por uma hora. Como a WGA conjugada
a fluoresceina se liga a residuos de N-acetilglucosamina, a marcagao das celulas
& dependente da integridade de sua membrana. Apds lavadas, a mistura de
células foi colocada no F.A.C.S. (Coulter EPICS® Elite), onde as células foram
conduzidas atraves de um bocal formando uma corrente unicelular que passa por
um feixe de laser e tubos de fotomultiplicagdo detectam se a célula esta ou nao
fluorescente. Foram analisadas 10.000 células em cada teste e a analise dos
resultados foi feita no programa Win-MD1. Os resultados desta citometria de fiuxo
foram expostos sob a forma de histogramas da intensidade de fluorescéncia

versus nimero de células.

Como controles negativos do experimento, as céiulas foram incubadas
apenas com PBS ou com as proteinas de interesse, mas ndo com a WGA
marcada com fluoresceina e como controle positivo foi feita incubagao das celulas
com PBS (48 e 72 horas) e a seguir com WGA marcada com fluoresceina. O
nivel de fluorescéncia obtido ¢ mostrado na figura 24. A seguir, partimos para

analise do efeito das proteinas de interesse.

Para descartar um possivel efeito da proteina MBP sobre as células, foram
feitas incubagdes por 48 e 72 horas com esta proteina. Como mostrado na figura
7, seu efeito é praticamente nulo. O padréo utilizado para comparagdo dos efeitos
das proteinas foi a quitinase comercial de S.griseus (figura 7). As proteinas MBP-

ATCHIA4 e UDA apresentaram os efeitos mais pronunciados sobre as fitomonas
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(figura 7). Ja a proteina MBP-UDA foi a que apresentou menor atividade sobre as
células. A figura 7 mostra uma comparagio dos feitos das diferentes proteinas,

apos 48 horas e 72 horas de incubag&o, respectivamente.

Para checar se as proteinas quiméricas foram capazes de diminuir a
quitina presente na superficie de P. frangai, células deste protozoario foram
incubadas com MBP-UDA e MBP-ATCHIA4, e depois com aglutinina do germe de
trigo (WGA) marcada com FITC. O carboidrato especifico de WGA inclui um acido
sidlico terminal, assim como N-acetil-D-glucosamina e seus [3-1,4 oligbmeros.

As laminas foram preparadas conforme ensaio anterior, e foram incubadas
em uma camara Umida com as seguintes proteinas dissolvidas em PBS com a
concentracao final de: 5 pg de quitinase de S. griseus (5 mU — Sigma); 5 ng, 10
ug, e 20 ug para cada uma das proteinas MBP-UDA, MBP-ATCHIA4, UDA e MBP
por12h,24h,36h,ed48ha4°C.

Células de controle foram incubadas com volumes iguais de PBS por
periodos similares.

As ldminas foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com 15 ulL de
aglutinina de germe de trigo marcada com FITC (WGA; Sigma) a uma
concentragdo de 0,1 pg/ mL por uma hora a temperatura ambiente. |

As ladminas foram entao lavadas em PBS, e examinadas por microscopia
por fluorescéncia (Zeiss Axioplan equipado com epifluorescéncia).

Apos 36-48 horas de incubagdo com MBP-UDA e ATCHIA4, a
fluorescéncia na superficie celular da Phytomonas foi dramaticamente reduzida
guando comparada com controles, indicando uma atividade potencial da quitinase

contra P, frangai,
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Listagem de Séquéncias

Dados do requerente:
(a) Nome: UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro

(b) Endereco: UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av,
Brigadeiro Trompowski, $/n°; Cidade Universitaria, Rio de Janeiro —

RJ.

Titulo da Invengao: CONSTRUCAO QUIMERICA DE DNA,
COMPQSICAQ, E PROCESSO PARA PROVOCAR LISE CELULAR E/QU
INTERAGIR COM A SUPERFICIE CELULAR DE PROTOZOARIOS

Numero de sequéncias constantes do pedido: 4
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Seq.n° 1

Tamanho: 825 pares de base
Tipo: cDNA

Nome do gene: AtCHIA4

Fungédo: quitinase

atg ttg act cce acc att tcect aaa tee ate tet tta gta acc att cta 48
Met-Leu-Thr-Pro-Thr-Ile-Ser-Lys-Ser-Ile-Ser~Leu-Val-Thr-Ile-Leu-

tta gtt cta caa gct tte tct aac aca aca aag gct caa aat tgc ggt 96
Leu-Val-Leu-Gln-Ala-Phe-Ser-Asn-Thr-Thr-Arg-Ala-Gln-Asn-Cys-Gly-
tgt teg tca gag cta tgt tgt agt cag ttt ggce ttt tgce ggt aac act 144
Cys-Cys-Ser-Glu-Leu-Cys-Cys-Ser-Gln-Phe-Gly-Phe-Cys-Gly-Asn-Thr-
tca gac tat tgt ggt gta ggt tge caa caa gga cct tgt ttt gect cct 192
Ser-Asp-Tyr-Cys-Gly-val-Gly-Cys-GIln-Gin-Gly-Pro-Cys-Phe-Ala-Pro-
ccc cct gca aat ggt gtc tet gtg get gag att gta acg caa gaa ttc 240
Pro-Pro-Ala-Asn-Gly-vVal-Ser-Val-Ala-Glu-Ile-Val-Thr-Gln-Glu-Phe-
ttec aat gga atc atc agt caa gce geg tet agt tgce gec ggc aat aga 288
Phe-Asn-Gly-Ile-Ile-Ser-Gln-Ala-Ala-Ser-Ser-Cys-Ala-Gly-Asn-Arg-
ttt tac agt cgg gga gct ttt ctt gag gee tta gac teca tat tet cgt 336
Phe-Tyr-Ser-Arg-Gly-Ala-Phe-Leu-Glu-Ala-Leu-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-
ttc ggt aga gtt gga tcg acc gac gac tct agg cgt gag att gca gcg 384
Phe-Gly-Arg-vVal-Gly-Ser-Thr-Asp-Asp-Ser-Arg-Arg-Glu-Ile-Ala-Ala-
ttc ttt gct cat gtec aca cat gaa aca gga cgt aat ttc tge tac ata 432
Phe-Phe-Ala-His-Val-Thr-His-Glu-Thr-Gly-Arg-Asn-Phe-Cys-Tyr-Ile-
gaa gag ata gac gga gcc tca aag gat tac tge gac gag aat gca aca 480
Glu-Glu-Tle-Asp-Gly-Ala-Ser-Lys-Asp-Tyr-Cys—-Asp-Glu-Asn-Ala-Thr-
caa tat cca tgec aat cct aac aaa ggc tac tac ggc cgc gga ccg atc 528
Gln-Tyr-Pro-Cys-Asn-Pro-Asn-Lys-Gly-Tyr-Tyr-Gly-Arg-Gly-Pro-Ile-
caa ctc tct tgg aat tte aac tac ggg cca gec ggg aca gca att ggt 576
Gln-Leu-Ser~-Trp-Asn-Phe-Asn-Tyr-Gly-Pro-Ala-Gly-Thr-aAla-Tle-Gly-
ttc gac ggc ctg aat gca cecg gaa aca gta gcc acg gat cca gtc ata 624
Phe-Asp-Gly-Leu-Asn-Ala-Pro-Glu-Thr-val-Ala-Thr-Asp-Pro-val-Ile-

tce ttc aaa acc gee ttg tgg tac tgg acc aat agg gtt cag cct gtt 672
Ser-Phe-Lys-Thr-ARla-Leu-Trp-Tyr-Trp-Thr-Asn-Arg-vVal-Gln-Pro-Val-

atc tct caa ggt ttt ggt gca aca atc cgt gcc att aac ggt gct ttg 720
Ile-Ser-Gln-Gly-Phe-Gly-Ala-Thr-Ile-Arg-Ala-Ile-Asn-Gly-Ala-Leu-

gag tgt gac ggg gce aac aca gcc acc gtt caa gct aga gtt cgt tac 768
Glu-Cys-Asp-Gly-Ala-Asn-Thr-Ala-Thr-Val-Gln-Ala-Arg-Val-Arg-Tyr-

tac acg gat tat tgt cgt caa ctt ggc gtt gat cct gga aac aac ctc 8lé
Tyr-Thr-Asp-Tyr-Cys-Arg-Gln-Leu-Gly-Val-Asp-Pro-Gly—-Asn-Asn-Leu-

act tgc taa 825
Thr-Cys Stop
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Seq. n° 2

Tamanbho: 1119 pares de base

Tipo: cDNA

Nome do gene: UDA

Fungao: quitinase
atg atg atg agg ttt tta gct gece gta gtg atc atg tecc tece geot atg 48
Met-Met-Met-Arg-Phe-Leu-Ala-Ala-Val-Val-Ile-Met-Ser-Ser-Ala-Met-

geg gtg ggt cta gtg teg gea cag agg tge gga agce caa ggc ggco ggg 36
Ala-val-Gly-Leu-vVal-Ser-Ala-Gln-Arg-Cys-Gly-Ser-Gln-Gly-Gly-Gly-

ggt acg tgt ccc goc ttg tgg tge tgoc age atc tgg ggo tgg tgo ggoe 144
Gly-Thr-Cys-Pro-Ala-Leu-Trp-Cys-Cys-Ser-Ile-Trp-Gly-Trp-Cys-Gly-

gac tcg gag ccc tac tge gge cge acc tgce gag aac aag tgce tgg age 192
BAsp-Ser-Glu-Pro-Tyr-Cys-Gly-Arg-Thr-Cys-Glu-Asn-Lys-Cys-Trp-Ser~

ggc gag cgg teg gac cac cgc tgc gge goc got gta gga aac cct ccocg 240
Gly-Glu-Arg-Ser-Asp-His-Arg-Cys-Gly-Ala-Ala-Val-Gly-Asn-Pro-Fro-

tgc gge cag gac cgg tgc tge age gtc cac ggg tgg tge ggt gge gge 288
Cys-Gly-Gln-Asp-Arg-Cys-Cys-Ser-Val-His-Gly-Trp-Cys-Gly-Gly-Gly-

aac gac tac tgc tcc ggg age aaa tge cag tac cge tge tece tece tec 336
Asn-Asp-Tyr-Cys-Ser-Gly-Ser-Lys-Cys-Gln-Tyr-Arg-Cys-Ser—-Ser-Ser-

gtc cgt gga cce cgc gtc gct cte age gge aat toc acc gcc aac tcee 384
Val-Arg-Gly-Pro-Arg-vVal-Ala-Leu-Ser-Gly-Asn-Ser-Thr-Ala-Asn-Ser-

atc ggc aac gtc gte gtc ace gag ceg ctg tte gac cag atg tte tee 432
Ile-Gly-Asn-Val-Val-Val-Thr-Glu-Pro-Leu-Phe-Asp-Gln-Met-Phe-Ser-

cac cgc aag gac tgt cog agce cag gge ttc tac age tac cac tce ttge 480
His-Arg-Lys-Asp-Cys-Pro-Ser-Gln-Gly-Phe-Tyr-Ser-Tyr-His-Ser-Phe-

ctc gta gcc goo gag tec tte cca get ttoc ggg acc atc gga gat gtt 528
Leu-val-Ala-Ala-Glu-Ser-Phe-Pro-Ala-Phe-Gly-Thr-Ile-Gly-Asp-Val-

geg aca cgc aag aga gag gtc gca gog tte cte goe cat ate tec caa 576
Ala-Thr-Arg~Lys-Arg-Glu-Val-Ala-Ala-Phe-Leu-Ala-His-Ile-Ser-Gln-

gca aca tca ggg gaa agg tct gac gtg gaa aac cct cat gca tgg ggg 624
Ala-Thr-Ser-Gly-Glu-Arg-Ser-Asp-val-Glu-Asn-FPro-His-Ala-Trp-Gly-

ctt tgt cat atc aat aca act act gtg act gag aat gac ttc tgt acc 672
Leu-Cys-His-Ile-Asn-Thr-Thr-Thr-val-Thr-Glu-Asn-Asp-Phe-Cys-Thr-

tcc teo gac tgg cct tge got goc ggo aaa aaa tac agce cct cga gga 720
Ser-Ser-Asp-Trp-Pro-Cys-Ala-Ala-Gly-Lys-Lys-Tyr-Ser-Pro-Arg-Gly-

ccc atc cag ctc acc cac aac ttc aac tac gga ctt goo gge caa gec 768
Pro-Ile-Gln-Leu-Thr-His-Asn-Phe-Asn-Tyr-Gly-Leu-Ala-Gly-Gln-Ala-

att gga gag gac ctg att cag aac cct gac ttg gta gaa aag gat cca 816
Ile-Gly-Glu-Asp-Leu-Ile-Gln-Asn-Pro-Asp-Leu-Val-Glu~Lys-Asp-Pro-

atc ata tca ttc aag acg gcc ttg tgg ttc tgg atg tcc cag cac gac 864
Ile-Ile-Ser-Phe-Lys-Thr-Ala-Leu~Trp-Phe-Trp-Met-Ser-Gln-His-Asp-

aac aaa cct tca tge cat gac att gte cte aat gecec aac tce geoc geog 912
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Asn-Lys-Pro-Ser-Cys-His-Asp-Ile-Val-Leu-Asn-Ala-Asn-Ser-Ala-RArg-

aac aga atc cca aac aaa ggi gtg atc ggce aac att att age cgc got 980
&sn-Arg-Ile-Pro-Bsn-Lys-Gly-Val-I1le-Gly-Asn-Ile-Ile-Ser-Arg-Aia-
ttt ggg cac gac gac ttt geo gtt aga tcet tca agec atc gga Tttt tac 1008
Phe-Giy-His-Asp-Asp-Phe-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ile-Gly-Phe-Tyr-
aag agyg tac tge gac atg ctg gga gtg age tac gga cat gac tty aag 1056
Lys-Arg-Tyr-Cys-Asp-Met-Leu-Gly-Val-Ser-Tyr-Gly-His-Asp-Leu-Lys-
tac tgg ttc gat aac act cca tca teg gag ttc caa cgc atc caa atg 1104
Tyr-Trp-Phe-Asp-Asn-Thr-rPro-Ser-Ser-Glu-Phe-Gln-Arg-Ile-Gln-Met-

cgt gtt gog gcog taa 1119
Arg-Val-Ala-Ala-Stop
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Seq.n’3

Tamanho: 665 aminoacidos

Tipo: peptideo

Nome do peptideo: MBP-ATCHIA4

Fungdo: quitinase

Met-Lys~-Ile-Glu-Glu-Gly-Lys-Leu-Val-Ile-Trp-Ile-Asn-Gly-Asp-Lys-
Gly-Tyr-Asn-Gly-Leu-Ala-Glu-Val-Gly-Lys-Lys-Phe-Glu-Lys-Asp-Thr-
Gly-Ile-Lys-Val-Thr-Val-Glu-His-Pro-Asp-Lys-Leu-Glu-Glu-Lys-Phe-
Pro-Gln-Val-&la-Ala-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Asp-Ile-Ile-Phe-Trp-Ala-
His-Asp-Arg-Phe-Gly-Gly-Tyr-Ala-Gln-Ser-Gly-Leu-Leu-Ala-Glu-Ile-
Thr-Pro-Asp-Lys-Ala-Phe-Gln-Asp-Lys-Leu-Tyr-Pro-Phe-Thr-Trp-Asp-
Ala-Val-Arg-Tyr-Asn-Gly-Lys-Leu-Ile-Ala-Tyr-Pro-Ile-Ala-Val-Glu-
Ala-Leu-Ser-Leu-Ile-Tyr-Asn-Lys-Asp-Leu-Leu-Pro-Asn-Pro-Pro-Lys-—
Thr-Trp-Glu-Glu-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp~Lys-Glu-Leu-Lys-Ala-Lys-Gly-
Lys-Ser-Ala-Leu-Met-Phe-Asn-Leu-Gln-Glu-Pro-Tyr—-Phe-Thr-Trp-Pro-
Leu-TIle-Ala-Ala~-Asp-Gly-Gly-Tyr-Ala-Phe-Lys-Tyr-Glu-Asn-Gly-Lys-
Tyr-Asp-Ile-Lys-Asp-Val-Gly-Val-Asp-Asn-Ala-Gly-Ala-Lys-Ala-Gly-
Leu-Thr-Phe-Leu-Val-Asp-Leu-Ile-Lys-Asn-Lys-His-Met-Asn-Ala-Asp-
Thr-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Glu-Ala-Ala-Phe-Asn-Lys-Gly-Glu-Thr-Ala-
Met-Thr-Ile-Asn-Gly-Pro-Trp-Ala-Trp-Ser-Asn-Ile-Asp-Thr-Asn-Lys-
Val-Asn-Tyr-Gly-Val-Thr-Val-Leu-Pro-Thr-Phe-Lys-Gly-Gln-Pro-Ser-
Lys-Pro-Phe-Val-Gly-Val-Leu-Ser-Ala-Gly-Ile-Asn-Ala-Ala-Ser-Pro-
Asn-Lys-Glu-Leu-Ala-Lys-Glu-Phe-Leu-Glu-Asn-Tyr-Leu-Leu-Thr-Asp-
Glu-Gly-Leu-Glu-Ala-Val-Asn-Lys-Asp-Lys-Pro-Leu-Gly-Ala-Val-Ala-
Glu-Lys-Ser-Tyr-Glu-Glu-Glu-Leu-Ala-Lys-Asp-Pro-Arg-Ilie-Ala-Ala-
Thr-Met-Glu-Asn-Ala-Giln-Lys-Gly-Glu-Ile-Met-Pro-Asn-Ile-Pro-Gln-
Met-Ser-Ala-Phe-Trp-Tyr~-Ala-Val-Arg-Thr-Ala-Val-Ile-Asn-Ala-Ala-
Ser-Gly-Arg-Gln-Thr-vVal-Asp-Glu-Ala-Leu-Lys-Asp~Ala-Gln-Thr-Asn-
Ser-3er—-Ser-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Leu-Gly-Ile-
Glu-Gly-Arg-Ile-Ser-Glu-Phe-Gly-Ser-Leu-Thr-Pro-Thr-Ile-Ser-Lys-
Ser-Ile-Ser-Leu-Val-Thr-Ile-Leu-Leu-Val-Leu-Ala-Gln-Val-Ser-Asn-
Thr-Thr-Lys~-Ala-Gln-Asn-Cys-Gly-Cys-Ser-Ser-Glu-Leu-Cys-Cys-Ser—
Gln-Phe-Gly-Phe-Cys-Gly-Asn-Thr-Ser-Asp-Tyr-Cys-Gly-Val-Gly-Cys-—
Gln-Gln-Gly-Pro-Cys-Phe-Ala-Pro-Pro-Pro-Ala-Asn-Gly-vVal-Ser-val-
Ala-Glu-Ile-Val-Thr-Gln-Glu-Phe-Phe-Asn-Gly-Ile-Tle-Ser-Gln-Ala-
Ala-Ser-Ser-Cys-Ala-Gly-Asn-Arg-Phe-Tyr-Ser-Arg-Gly-Ala-Phe-Leu-
Glu-ZAla-Leu-Asp-Ser-Tyr-8er-Arg-Phe-Gly-Arg-Val-Gly-Ser-Thr-Asp-
Asp-Ser-Arg-Arg-Glu-Ile-Ala-Ala-Phe-Phe-Ala-His-Val-Thr-His-Glu-
Thr-Gly-His-Phe-Cys-Tyr-Ile-Glu-Glu-Ile-Asp-Gly-Ala-Ser-Lys-Asp-
Tyr-Cys-Asp-Glu-Asn-Ala-Thr-Gln-Tyr-Pro-Cys-Asn-Pro-Asn-Lys-Gly-
Tyr-Tyr-Gly-Arg-Gly-Pro-Ile-Gln-Leu-Ser-Trp-Asn-Phe-Asn-Tyr-Gly-
Pro~Ala-Gly-Thr-Ala-TIie~-Gly-Phe-Asp-Gly-Leu-Asn-Ala-Pro-Thr-Glu-
Val-Ala-Thr-Asp-Pro-Val-Ile-Ser-Phe-Lys-Thr-Ala-Leu-Trp-Tyr-Trp-
Thr-Asn-Arg-Val-Gln-Pro-Val-Tle-Ser-Gln-Gly-Phe-Gly-Ala-Thr-Ile-
Arg-Ala-Ille-Asn-Gly-Ala-Leu-Glu-Cys-Asp-Gly-Ala-Asn-Thr-Ala-Thr-
Val-Gln-Ala-Arg-Val-Arg-Tyr-Tyr-Thr-Asp-Tyr-Cys-Gln-Arg-Leu-Gly-
Val-Asp-Pro-Gln-Asn-Asn-Leu~-Thr-Cys—***
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Seq.n° 4

Tamanho: 759 aminoacidos
Tipo: peptideo

Nome do peptideo: MBP-UDA

Fungao: quitinase

Met-Lys-1le-Glu-Glu-Gly-Lys-Leu-Val-Ile-Trp-Ile-Asn-Gly-Asp-Lys-
Gly-Tyr-Asn-Gly~Leu-Ala-Glu~Val-Gly-Lys-Lys-Phe-Glu-lys-Asp-Thr-
Gly-Ile-Lys-Val-Thr-Val-Glu-His-Pro-Asp-Lys-Leu~Glu-Glu-Lys-Phe-
Pro-Gln-vVal-Ala-Ala-Thr-Gly-Asp-Gly-Pro-Asp-Ile-Ile-Phe-Trp-Ala-
His-Asp-Arg-Phe-Gly-Gly-Tyr-Ala-Gln-Ser-Gly-Leu-Leu-Ala-Glu-Ile-
Thr-Pro-Asp-Lys-Ala-Phe-Gln-Asp-Lys-Leu-Tyr~Pro-Phe-Thr-Trp-Asp-
Ala-Val-Arg-Tyr-Asn-Gly-Lys-Leu-Ile-Ala-Tyr-Pro-Ile-AZa-val-Glu-
Ala-Leu-Ser-Leu-Ile-Tyr-Asn~-Lys-Asp-Leu-Leu-Pro-Asn-Pro-Pro-Lys-
Thr-Trp-Glu-Glu-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Lys-Glu-Leu-Lys-Ala-Lys-Gly-
Lys-Ser-Ala-Leu-Met-Phe-Asn-Leu-GIln-Glu-Pro-Tyr-Phe-Thr-Trp-Pro-
Leu-Ile-Ala-Ala-Asp-Gly-Gly-Tyr-~Ala-Phe-Lys-Tyr~-Glu-Asn-Gly-Lys-
Tyr-Asp-Ile-Lys-Asp-Val-Gly-Val-Asp-Asn-Ala-Gly-Ala-Lys-Ala-Gly-
Leu-Thr-Phe-Leu-Val-Asp-Leu-Ile-Lys-Asn-Lys-His-Met-Asn-Ala-Asp-
Thr-Asp-Tyr-Ser-Ile-Ala-Glu-Ala-Ala-Phe-Asn-Lys-Gly-Glu-Thr-Ala-
Met-Thr-Ile-Asn-Gly-Pro-Trp~Ala-Trp-Ser-Asn-Ile-Asp-Thr-Asn-Lys-
Val-Asn-Tyr-Gly-val-Thr-vVal-Leu-Pro-Thr-Phe-Lys-Gly-Gln-Pro-Ser-
Lys-Pro-Phe-Val-Gly-Val-Leu-Ser-Ala-Gly-Ile-Asn-Ala-Ala-Ser-Pro-
Asn-Lys-Glu-Leu-Ala-Lys—Glu-Phe-Leu-Glu-Asn-Tyr-Leu-Leu-Thr-Asp-
Glu-Gly-Leu-Glu-Ala-Val-Asn-Lys-Asp-Lys-Pro-Leu-Gly-Ala-Val-Ala-
Glu-Lys-Ser-Tyr-Glu-Glu-Glu-Leu-Ala-Lys-Asp-Pro-Arg-Ile-Ala-Ala-
Thr-Met-Glu-Asn-Ala-Gln-Lys-Gly-Glu-Tle-Met-Pro-Asn~-Ile-Pro-Gln-
Met-Ser-Ala-Phe-Trp-Tyr-Ala-Val-Arg-Thr-Ala-Val-Ile-Asn-Ala~-Ala-
Ser-Gly-Arg-Gln-Thr-Val-Asp-Glu-Ala-Leu—-Lys-Asp-Ala-Gln-Thr-Asn-
Ser-8er-Ser-Asn-Asn~-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Asn-Leu-Gly-Ile-
Glu-Gly-Arg-Ile-Ser-Glu-Phe-Gly-Ser-Ser-Arg-Glu-Leu-Met-Met-Met-
Arg-Phe-leu-Ser-Ala-Val-Val-Ile-Met-Ser-Ser-Ala-Met-Ala-Val-Gly-
Leu-Val-Ser-Ala-Gln-Arg-Cys-Gly-Ser-Gln-Gly-Gly-Gly-Gly-Thr-Cys-
Pro-Ala-Leu-Tyr-Cys-Cys-Ser-Ile-Trp-Gly-Trp-Cys~-Gly-Asp-Ser-Glu-
Pro-Tyr-Cys-Gly-Arg-Thr-Cys-Glu-Asn-Lys-Cys-Trp-Ser-Gly-Glu-Arg-
Ser-Asp-His-Arg-Cys-Gly-Ala-Ala-Asp-Gly-Asn-Pro-Pro-Cys-Gly-Gln-
Asp-Arg-Cys-Cys-Ser-Val-His-Gly-Trp-Cys-Gly-Gly-Gly-Asn-Asp-Tyr-
Cys-8er-Gly-Ser-Lys-Cys-Gln-Tyr-Arg-Cys-Ser-Ser-Ser-vVal-Arg-Gly-
Pro-Arg-Val-Ala-Leu-Ser-Gly-Asn-Ser-Pro-Ala-Asn-Ser-Ile-Gly-Asn-
Val-val-Val-Thr-Glu-Pro-Leu-Phe-Asp-Gln-Met-Phe-Ser-His-Arg-Lys-—
Asp-Cys-Pro-Ser-Gln-Gly-Phe-Tyr-Ser-Tyr-His-Ser-Phe-Leu-Val-Ala-
Ala-Glu-Ser~Phe-Pro-Ala-Phe-Gly-Thr-Ile-Gly-Asp-Val-Ala-Thr-Arg-
Lys-Arg-Glu-Val-Ala-Ala-Phe-Leu-Ala-His-Ile-Ser-Gln-Ala-Thr-Ser-
Gly-Glu-Arg-Ser-Asp-Val-Glu-Asn-Pro-His-Ala-Trp-Gly-Leu-Cys-His-
Ile-Asn-Thr-Thr-Thr-Val-Thr-Glu-Asn-Asp-Phe-Cys~Thr-Ser-Ser-Asp-
Trp-Pro-Cys-Ala-Ala-Gly-Lys-Lys-Tyr-Ser-Pro-Arg-Gly-Pro-Ile-Gln-
Leu-Thr-His-Asn-Phe-Asn-Tyr-Gly-Leu-Ala-Gly-Gln-Ala-Ile-Gly-Glu-
Thr-Leu-Ile-Gln-Asn-Pro-Asp-Leu-Val-Glu-Lys-Asp-Pro-Iie-Ile-Ser-
Phe-Lys-Thr-Ala-Leu-Trp-Phe-Trp-Met~Ser-Glrn-His-Asp-Asn-Lys—-Pro-
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Ser-Cys-His-Asp-Ile-Val-Leu-Asn-Ala-Asn-Ser-Ala-Ala-Asn-ABrg-Ile-
Pro-Asn-Lys-Gly-Val-Ile-Gly-Asn-1Ile-Ile-Ser-Arg-Ala-Phe-Gly-His-
Asp-Asp-Phe-Ala-Val-Arg-Ser-Ser-Ser-Ile-Gly-Phe-Tyr-Lys-Arg-Ser-
Cys-Asp-Met-Leu-Gly-Val-Ser-Tyr-Gly-His-Asp-Leu-Lys-Tyr-Trp-Phe-
Asp-Asn-Thr-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Gln-Arg-Ile-Gln-Met-Arg-Val-Ala-
Ala_ * & &
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Reivindicagoes

CONSTRUGCAO QUIMERICA DE DNA, COMPOSIGAQ, E PROCESSO PARA
PROVOCAR LISE CELULAR E/QU INTERAGIR COM A SUPERFICIE CELULAR

DE PROTOZOARIOS

. Construcdo quimerica de DNA para uso na expressac, em células

procaridticas ou eucaridticas, caracterizada por compreender uma regido
promotora funcionalmente ligada a uma sequéncia codificante de um
produto polipeptidico compreendendo pelo menos parte da estrutura
conformacional primaria de uma quitinase de origem vegetal para
possibilitar a propriedade biologica de clivar quitina presente na membrana

celular de protozoarios.

. Construgao quimeérica, conforme reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato de

a referida seqUéncia codificante ser selecionada do grupo que
compreendé:

{a)} a sequéncia de DNA definida nas Seq. n° 1 efou Seq. n° 2, ou suas
sequéncias complementares,

(b) sequéncias de DNA que hibridizem sob condi¢bes estringentes, as
regides codificantes das sequéncias de DNA definidas em (a) ou
fragmentos das mesmas;

(c) sequéncias de DNA que, por degeneragdo do cédigo genético,
poderiam hibridizar com as sequéncias de DNA definidas em (a) e (b):

(d) combinagbes das sequéncias definidas em (a), (b) e/ou (c).

. Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicagdo anterior,

caracterizada pelo fato de compreender a Seq. ID n° 3.

. Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicagdo anterior,

caracterizada pelo fato de compreender a Seq. ID n° 4.

. Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicacdo anterior,

caracterizada pelo fato de a referida regido promotora ser selecionada do
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grupo que compreende regibes promotoras procarioticas, eucaridticas ou
combinagbes das mesmas.

6. Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicagdo anterior,
caracterizada pelo fato de que as referidas células eucarioticas sdo celulas
vegetais.

7. Construgdo quimérica, conforme reivindicagdo 6, caracterizada pelo fato de
que as referidas células vegetais sdo oriundas de plantas selecionadas do
grupo gue compreende as angiospermas.

8. Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicacdo anterior,
caracterizada pelo fato de que os referidos protozoarios pertencem &
familia Trypanosomatidae.

9, Construgdo guimérica, conforme reivindicagao 8, caracterizada pelo fato de
que os referidos protozoarios pertencem ao género Phytomonas.

10.Construgdo  quimérica, conforme qualquer reivindicagdo anterior,
caracterizada pelo fato de que a referida seqgiiéncia codificante de um
produto polipeptidico compreendendo pelo menos parte da estrutura
conformacional primaria de uma quitinase ser obtida de Urtica didica.

11.Construgdo quimérica, conforme qualquer reivindicagdes 1 a 9,
caracterizada pelo fato de que a referida sequéncia codificante de um
produto polipeptidico compreendendo pelo menos parte da estrutura
conformacional primaria de uma quitinase ser obtida de Arabidopsis
thaliana.

12.Construgdo quimerica, conforme qualquer reivindicagdo anterior,
caracterizada pelo fato de que referida seqliéncia codificante de um
produto polipeptidico compreendendo pelo menos parte da estrutura
conformacional primaria de uma quitinase ser traducionalmente fusionada
a sequéncia codificante de outro produto polipeptidico.

13. Construcdo quimérica, conforme reivindicagio 12, caracterizada pelo fato
de que o referido outro produto polipeptideico comprende pelo menos parte
da proteina MBP.

14. Composicdo para clivar quitina presente na membrana celular de

protozoarios caracterizada por compreender um carreador aceitavel e pelo

*e
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menos parte da estrutura conformaciona!l priméaria de uma quitinase de
origem vegetal. '

15.Composigaoc, conforme reivindicagao 14, caracterizada pelo fato de que o
carreador aceitavel inclui estabilizantes efou preservantes e/ou adjuvantes
da atividade enzimatica de clivagem da quitina.

16. Composigao, conforme reivindicagao 14 ou 15, caracterizada pelo fato de
que a referida pelo menos parte da estrutura conformacional primaria de
uma quitinase de origem vegetal ser codificada por seqliéncias
selecionadas do grupo que compreende:

(a) a sequéncia de DNA definida nas Seq. n° 1 efou Seq. n° 2, ou suas

sequéncias complementares;

(b) sequéncias de DNA que hibridizem sob condigbes estringentes, as

regides codificantes das sequéncias de DNA definidas em (a) ou

fragmentos das mesmas;

(c) sequéncias de DNA que, por degeneragdo do codigo genético,

poderiam hibridizar com as sequéncias de DNA definidas em (a) e (b):

{d} combinagdes das segtiéncias definidas em (a), {b) e/ou (c).
17.Composigdo, conforme reivindicagﬁes 14 a 16, caracterizada pelo fato de

compreender ¢ polipeptideo codificado (definido) na Seq. ID n°® 3.

18. Composigdo, conforme reivindicagBes 14 a 16, caracterizada pele fato de
compreender polipeptideo codificado (definido) na Seq. 1D n° 4.

19. Composigao, conforme reivindicagbes 14 a 18, caracterizada pelo fato de
que a referida pelo menos parte da estrutura conformacional primaria de
uma quitinase ser obtida de Urtica dibica.

20.Composicdo, conforme reivindicagbes 14 a 18, caracterizada pelo fato de
que a referida pelo mencs parte da estrutura conformacional primaria de
uma quitinase ser obtida obtida de Arabidopsis thaliana.

21.Composigao, conforme reivindicagdes 14 a 20, caracterizada pelo fato de
que a referida ser fusionada a outro produto polipeptidico.

22. Composicao, conforme reivindicagdo 21, caracterizada pelo fato de que o
referido outro produto polipeptideico comprende pelo menos parte da

proteina MBP.
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23.Composigdo, conforme reivindicacbes 14 a 22, caracterizada peio fato de
que os referidos protozoarios pertencem a familia Trypanocsomatidae.

24.Composicao, conforme reivindicag@o 23, caracterizada pelo fato de que os
referidos protozoarios pertencem ao género Phytomonas.

25.Processo para provocar a lise celular efou interagir com a superficie celular
de protozoarios caracterizado por compreender introduzir, no genoma de
um organismo hospedeiro no qual a presenga ou agao dos referidos
protozoarios €& indesejavel, a construcdo quimérica definida na
reivindicagdo 1, de forma que a referida construgdo quimerica tenha sua
expressao no organismo hospedeiro.

26.Processo, conforme reivindicagao 25, caracterizado pelo fatc de que o
referido organismo hospedeiro € eucaristico.

27.Processo, conforme reivindicagdo 26, caracierizado peio fato de que o
referido organismo hospedeiro € uma planta.

28.Processo, conforme reivindicaggdo 27, caracterizado pelo fato de que a
referida planta € selecionada do grupo que compreende as angiospermas

29.Processo, conforme reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que a
referida planta é Manihot esculenta.

30.Processo, conforme reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que a
referida planta é Coffea liberica.

31.Processo, conforme reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que a
referida planta é Elaels guineensis.

32.Processo, conforme reivindicagdo 27, caracterizado pelo fato de que a

referida planta é Cocos nucifera.
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MBP MBP-UDA

kDa M NIl 4h NI 1h 2h 3h 4h 24h

116,0 {.
97,4

84,0 kDa
66,0 <+

< 42,5 kDa
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Resumo

CONSTRUCAO QUIMERICA DE DNA, COMPOSICAO, E PROCESSO PARA
PROVOCAR LISE CELULAR E/OU INTERAGIR COM A SUPERFICIE CELULAR
DE PROTOZOARIOS

A presente invencdo trata de uma proteina quimérica, de um DNA
codificante desta proteina, mais especificamente quitinases de arigem vegetal,
capazes de provocar lise celular efou interagir com protozoarios causadores de
doengas, especialmente fitopatogenias, também sdo descritas novas
composigdes contendo estas quitinases e de um processo capaz de interagir e

provocar lise celular destes parasitas.
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