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Relatdério Descritivo da Patente de Invencgao
“"CLONAGEM MOLECULAR E EXPRESSAO EM E. COLI DA FASTUOSAINA”

A presente invencdo refere-se & clonagem e 4
expressdo da peptidase Fastuosaina, encontrada na natureza no
fruto da Bromelia fastuosa, pela bactéria E. coli, podendo ser
expressa por outros organismos procariontes ou eucariontsas.

As cisteino peptidases, Ficina, Bromelina do

Fruto e do Talo e a Papaina s3oc extraidas de frutos tropicais, e

largamente wusadas no processamento de alimentos, na indidstria

farmacéutica, (Caygill, 1979), e na biotecnologia, (Cabral, et
al., 2000).

Em comparagdo com a pepsina, tripsina ou
peptidases bacterianas, o custo das peptidases de vegetais,

restringe suas aplicagdes para aquelas situacdes nas quais sua
elevada atividade e especificidade as tornam, particularmente
apropriadas, {(Caygill, 1979).

As peptidases das plantas rapidamente hidrolisam
somente ligag¢des peptidicas nas proteinas (substrato), o que faz
com que este grupo de enzimas seja particularmente apropriada para
aplicag8es quanto a protedlise, (Caygill, 1979).

Esta pequena introdugdo fornece uma pecuena idéia
da utilizac@o das peptidases; outras aplicacgdes foram descritas
nos artigos de Rao, et al., (1998), Maurer, (2001), e Cabral, et
al., (2000).

Pode-se observar o grande campo de aplicacio de

‘peptidases e um campo para apresentar novas enzimas que apresentam

diferentes caracteristicas fisico-quimicas daquelas que 3j& se
encontram no mercado. Isto abre novas fontes para as aplicacdes
das peptidases, além das divisas que podem vir para o pais, visto
que, o consumo mundial dessas enzimas é muito grande; um exemplo é
a empresa Suiga Novoenzyme, (http://www.novoenzyme.com), a maior
empresa que comercializa enzimas no mundo.

Dada a grande importancia econémica das
peptidases, nas indastrias alimenticias, farmacéuticas e
biotecnologia e agora em aplicacdes para despoluicdo do meio

ambiente, esta invengdo apresenta uma nova enzima ao potencial
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mercado de enzimas, Jj& clonada e expressando em E. coli, a
Fastuosaina recombinante (Fast-rec).

A peptidase Fastuosaina selvagem (extraida do
fruto), apresenta um grande potencial de aplica¢do, na indGstria
alimenticia, farmacoldgica e biotecnologia (Cabral, et al., 2000).

Além das aplicag¢des da Fastuosaina selvagem
citadas, esté-se fazendo contato com alguns laboratdrios de
anadlises clinicas, para o fornecimento desta peptidase para
avaliar sua eficiéncia na substituig¢do da Bromelina que &
utilizada na tipagem dos grupos sanguineos.

Com base r.0s resultados da apl-cagao da
Fastuosaina selvagem, e como a Fastuosaina recombinante tem sua
atividade catalitica preservada (ver resultados), pode-se supor
que esta enzima recombinante pode vir a substituir a Fastuosaina
selvagem, j& que para uma produgdo em alta escala, as enzimas tém
que estar sendo expressas em bactérias ou leveduras, para aumentar
a quantidade e ndo ficar sujeita as intempéries do clima, o que
pode acarretar a nado produgdo necessaria para atender o mercado,
podendo assim ser vendida para empresas interessadas.

A metodologia para a obten¢do da Fastuosaina
recombinante (Fast-rec) foi:

1- Extragdo do RNA total do fruzo de B.
fastuosa: foi realizada wutilizando o reagente Trizol LS
(Invitrogen) segundo o protocolo descrito pelo fabricante.

2- Anadlise da qualidade e quantidade de RNA
total obtido foi avaliada por eletroforese em gel 2 % de agarose e
espectrofotbmetro, respectivamente. A qualidade foi satisfatdria
sendo possivel a observagdo das subunidades maior e menor do RNA.
A quantidade de RNA obtida foi cerca de 2ug/ul.

3- A sintese do cDNA fol realizada a partir do
mRNA total utilizando o kit SuperScript One-Step RT-PCR with
Platinum Taqg (Invitrogen) segundo protocolo do fabricante. Os

iniciadores utilizados estd3o listados na tabela 1 e a temperatura
de anelamento foi de 55°C.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados para

amplificagdo e clonagem de fastuosaina recombinante (Fast-rec)
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Sequiéncia (5'-3"')
Nome do
iniciador
TCAACGCTAGCGCAGTGCCTCAAAGTATTGATTGG
RFNhel
CCGCGGATCCTCACGATTGCAGAGTGGCGAAAGAGGG
RFBamHI

4- A analise do produto amplificado foi
realizada por eletroforese em gel 1 % de agarose e por
seqlenciamento direto utilizando o seqlienciador automdt-co de DNA
ABI377 (Applied Biosystems). A rea¢do de seqlenciamento foi feita
utilizando-se: 2 pl do kit Big Dye (Applied Biosystems), 3,2 uM de
iniciador BRFNheI, 180ng de DNA (do fragmento amplificado e
purificado utilizando o kit QIAquick Gel Extraction -QIAGEN) e
reagdo de sequenciamento de acordo com o protocolo do fabricante
(Applied Biosystems) .

5- Digestdo do fragmento Fast-rec com a primeira
enzima de restrigdo Nhel utilizando 1 U da enzima/ 1pg de DNA, &
temperatura de 37°C por 2 horas.

6~ Purificagio do fragmento apds primeira
clivagem utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN),
segundo protocolo do fabricante.

7- Digestdo do fragmento Fast-rec com a segunda
enzima de restrigdo BamHI utilizando 1 U da enzima/ 1ug de DNA, &
temperatura de 37°C por 2 horas.

8- O procedimento de purificag¢do foi repetido
conforme descrito no item 6.

9- Para a preparagao do vetor de expressdo
pET23a foli realizada a digestdo separadamente, com a enzima de
restricdo NhelI e com a BamHI. Apds cada digestdo foi r=alizada a
purificagdo do DNA segundo descrito no item 6.

10- Em seguica, o fragmento Fast-rec e o vetor,
digeridos e purificados, foram submetidos a rea¢do de 1ligacgado
utilizando T, DNA 1ligase (Biolabs), segundo recomendacdes do

fabricante.
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11- O DNA recombinante (Fast-rec + p3T23a) foi
introduzido na bactéria E. coli (BL21 (DE3)pLys), células
quimicamente competentes.

12- Na selegdo dos clones contendo o DNA Fast-rec
foram identificados pela PCR com os iniciadores especificos para o
fragmento de interesse.

13- Foram selecionados alguns clones para o
seqienciamento (reag¢do descrita no item 4).

14- Apds a confirmagdo do DNA rec contendo o
inserto com a sequéncia correta, foram feitos os testes de
expressao.

15- A melhor condigdo para expressdo da proteina
recombinante Fast-rec foi obtida em meio LB com 1mM de IPTG,
250rpm, & temperatura de 28°C a 37°C, por 3 horas.

l6- A cultura de Dbactérias apds inducidoc da
expressao foili centrifugada a 10.000rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o precipitado de células
ressuspendido em tampdo Hepes 50mM com S5mM EDTA e 150mM de NaCl,
pH 7,50 e submetido a sonicag¢do (3 pulsos de 70 % por 15 s cada;
(Ultrasonic - Fisher)).

A identificag¢do da fragdo contendo a Fast-rec foi
feita com base na atividade enzimdtica, (resultados). Uma vez,
identificada a fragdo, a amostra foi analisada por SDS-PAGE 12 %,
corado com nitrato de prata.

Quando realizadas as quantifica¢des de proteinas
totais e atividade especifica da enzima, obtiveram-se 47,5ug/ulL de
proteinas totais e atividade -especifica de 591lu.a./pg/pL de
extrato bruto (lisado celular).

Para os ensaios de determinagdo de pH 6timo, foi
utilizado o tamp&@o Hepes 50mM nos seguintes pHs: 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e o tampdoc Mes 50mM nos seguintes pHs: 8,0; 8,5 e 9,0. O
substrato utilizado foi a caseina a 1% dissolvida nos respectivos
pHs.

Também foram realizados experimentos de atividade
catalitica na presenga do agente desnaturante uréia, em varias
concentragdes, previamente dissolvida no tampdo Hepes 50mM, pH

7,50, utilizando como substrato a caseina a 1%.
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A enzima Fast-rec também foi submetida a
experimento onde foi variada a concentraciio de Cloreto de Sédio
(NaCl), para se observar o quanto este sal interfere na atividade
catalitica desta enzima. Foi utilizada como substrato para medir a
atividade catalitica deste experimentoc a caseina a 1%.

A Fast-rec zambém foili submetida a teste de
estabilidade térmica, para se averiguar gquanto tempo a Fast-rec
suporta em uma determinada temperatura.

A enzima foi incubada a 25, 37, 45 e 55°C, nos
seguintes tempos: 0, 5, 10, 20, 40, 60, 120 e 180 minutos. Logo
depois foi realizado o experimento da atividade catalitica
incubando a enzima a 37°C, utilizando como substrato a caseina a
1%.

No experimento de temperatura &tima, foram
incubados a enzima com o substrato caseina a 1%, nas seguintes
temperaturas 25, 37, 45, 55, 65 e 75°C.

Fazem parte do presente pedido as seguintes
figuras:

- A figura 1 mostra a foto de um gel de agarose a

%, mostrando as duas bandas do RNA total (28 e 18s), extraido dos
frutos verdes da Bromelia fastuosa, utilizado para realizar a
clonagem na bactéria E. coli, depois de realizar a amplificacdo
através da técnica de cDNA, da regido génica de interesse.

- A figura 2 mostra o alinhamento do cDNA da
Fastuosaina selvagem madura e da Fastuosaina recombinante. Pode-se
observar que a inserg¢do de 9 nucleotideos gerou a modificacdo do
gene da enzima selvagem.

- A figura 3 mostra o alinhamento dos aminodcidos
da Fastuosaina selvagem madura e da Fastuosaina recombinante.
Devido a insercdo de 9 nucleotideos, podemos observar a adicdo de
trés (3) residuos de amino&dcidos (Met (M), Ala (A) e Ser (S)) na
Fastuosaina recombinante, o que a diferencia da Fastuosaina
selvagem.

- A figura 4 mostra a foto de um gel SDS-PAGE
corado com nitrato de prata, indicando a presenca da enzima sendo
expressa pela bactéria E. coli, (canaleta 2), e a enzima selvagem

(canaleta 1).
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- A figura 5 mostra o grafico da determinacgdo do
pH 6timo da enzima Fast-rec, utilizando como substrato a caseina a
1 %. A enzima em questdoc mostrou a maxima atividade no pH 7,0, o
que estd de acordo com os resultados apresentados pela enzima
original extraida do fruto verde da Bromelia fastuosa.

- A figura 6 mostra o grafico do efeito da
concentragado da uréia sobre a atividade catalitica da Fast-rec,
utilizando como substrato a caseina a 1 %. A enzima mostrou uma
perda progressiva da atividace catalitica conforme aumentamos a
concentracdo de uréia, o gue ocorreu ao contrario da enzima
Fastuosaina selvagem, onde ela suporta até 2M de uréia sem perder
a atividade catalitica na presenga do substrato caseina, como
testado com a Fast-rec.

- A figura 7 mostra o efeito da concentrag¢ao do
NaCl sobre a atividade catalitica da Fast-rec, utilizando como
substrato a caseina a 1%. Observamos a diminuig¢do da atividade
catalitica com o aumento da concentracdo do sal. J& com a enzima
Fastuosaina selvagem a atividade catalitica aumenta utilizando o
substrato sintético Abz-KLRFSKQ-EDDnNp.

- A figura 8 mostra o efeito da estabilidade
térmica sobre a atividade catalitica da Fast-rec, utilizando como
substrato a caseina a 1 %. Observou-se gue na temperatura de 25°C
a Fast-rec perde a sua atividade catalitica levemente, mas com o
aumento da temperatura para 37°C a perda de atividade se acentuou,
o mesmo acontecendo com as temperaturas de 45 e 55°C.

- A figura 9 mostra a temperatura 6tima da Fast-
rec, utilizando como substrato a caseina a 1%. A temperatura otima
para a Fast-rec ficou por volta de 50°C, a mesma observada para a
Fastuosaina selvagem.

Em revisdo feita em sites de busca de patentes,
ndo se encontrou nenhuma peptidase deste tipo, o que a torna
original e nova no mercado, tendo um grande potencial de aplicacgédo
na indastria alimenticia, farmacéutica e de biotecnologia em
aplica¢des de despoluigdo do meio ambiente e também em tipagem de
grupos sanguineos, tendo em vista o que foi observadc para a
Fastuosaina selvagem, com a vantagem de essa enzima poder ser

produzida em maior escala devido & expressdo em E. coli ou outros
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organismos procariontes ou eucariontes, o que deve aumentar suas
aplicacdes e usos.

Essa vantagem também pode ser esperada sm relacio
as outras peptidases existentes no mercado, uma vez que, como se
pdde observar nas revisdes antes citadas, o potencial de aplicacéao
das mesmas € bem inferior ao da Fastuosaina selvagem.

Essa invengdo compreende o método de expressdo da
Fastuosaina recombinante sendo efetuado a partir de c¢DNA ou
seqiéncia gendmica ou sequéncia sintética para a forma nativa.

Vantajosamente a invencgdo refere-se ao método de
expressdo da Fastuosaina recombinante sendo efetuado em organismo
a partir de cDNA ou seqiéncia gendmica ou seqiiéncia sintética em
fusdo com outras proteinas e peptideos.

Mais vantajosamente o método de expressio da
Fastuosaina recombinante pode ser efetuado em organismo a partir
de c¢DNA ou seqiéncia gendmica ou seqiéncia sintética em fusdo com
peptideos.

Preferencialmente o método de expressdo da
Fastuosaina recombinante pode ser efetuado em organismo a partir
de cDNA ou seqiéncia gendmica ou seqgliéncia sintética em fusido com
parte da proteina original.

Ainda mais vantajosamente o método de expressio
comporta organismo compreendendo procarioto ou eucarioto.

Preferencialmente o método de expressdo comporta
procarioto compreendendo bactérias.

Mais preferencialmente o método de expressdo
comporta bactérias compreendendo Escherichia coli.

Preferencialmente o método de expressdo de
Fastuosaina em E. coli, pode ser efetuado a partir de cDNA
subclonado no vetor pET23a.

Mais preferencialmente o vetor de DNA compreende
as Segs.ID NO: 1 e 2, relativas as figuras 2 e 3, citadas também
na listagem de seqiéncias.

Ainda mais vantajosamente o vetor contendo o gene
da Fastuosaina recombinante compreende a Seqg. ID NO:1, reliativa a

figura 2, citada também na listagem de sequéncias.



N

10

20

Preferencialmente o organismo recombinante
compreende a Seg. ID NO:1, relativa a figura 2, citada também
listagem de seqiéncias.

Mals preferencialmente o organismo recombinante
contém parte desta proteina.

Vantajosamente a sequéncia de DNA pode fazer
pareamento com a Seg. ID NO:1, relativa a figura 2, citada também
na listagem de sequéncias.

Preferencialmente a seqgléncia de nucleotideos
pode codificar uma das seqléncias de aminodcidos da Fastuosaina
recombinante.

Mais preferencialmente a proteina Fast-iosaina de
Bromelia fastuosa refere-se a sequéncia relativa a figura 2.

Vantajosamente a proteina Fastuosaina de Bromelia
fastuosa refere-se a seqiéncia relativa a figura 2 e qualquer das
isoformas citadas.

Listagem de Segiliéncias

INFORMACOES GERAIS DO PEDIDO DE PATENTES

(I) Dados dos Requerentes:

a) Nomes:

Hamilton Cabral

Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez

Andréia Machado Leopoldino

Eloisa Helena Tajara da Silva

b) Enderego:

R. Cristdévao Colombo, 2265 - Lab. de Biogquimica -
Sado José do Rio Preto - SP - CEP 15054-000

(ITI) Titulo da Invencgao:

Clonagem molecular e expressdo em E. coli da
Fastuosaina

(IV) Namero de Seqiiéncias Constantes do Pedido:

Duas

INFORMACOES GERAIS DAS SEQUENCIAS

(I) NGmeros identificadores das seqiéncias
SEQ. ID NO:1
SEQ. ID NO:2

(II) Caracteristicas gerais das seqléncias:
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SEQ. ID NO:1

a) Tamanho:

694 nucleotideos

b) Tipo:

Gene

c) Conformagdo da fita:

R-L (5'-37")

SEQ. ID NO:2

a) Tamanho:

220 aminoacidos

b) Tipo:

Enzima ou Proteina

c) Conformacdo da fita:

Conforma¢do primdria: de N-terminal para C-
terminal

(III) Caracteristicas das moléculas sequenciadas:
a) Tipo:

cDNA (SEQ. ID NO:1)

Enzima ou Proteina (SEQ. ID NO:2)

b) Nome do gene:

DNA recombinante (Fast-rec)

c) Produto do gene:

Fastuosaina recombinante (Fast-rec) (proteina
recombinante)

OUTRAS INFORMACOES RELEVANTES

- Fonte Original da Molécula

Fruto da Bromelia fastuosa (planta)

- Posigdo da Sequiéncia no Genoma

A planta nao possuil genoma seqUenciado

- Fendétipo Associado

Produgdo da enzima Fastuosaina recombinante
- Atividade Enzimatica

Peptidase (hidrolisa ligac¢des peptidicas)

- Atividade Biolégica

Peptidase (hidrolisa liga¢des peptidicas)

- Fun¢lo Geral da Classe do Produto do Gene

Hidrolisar ligag¢des peptidicas
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- Localizagdo Celular
Vactolo

DESCRIGAO DAS SEQUENCIAS

SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS (SEQ. ID NO:1)
ATACATATGGCTAGCIGTGCCTCAAAGTATTGAT TGGAGAGACTATGGTGCCATAACA
MetAlaSerAlaValProGlnSerIleAlaTrpArgAspTyrGlyAlaValThr

AGTGTCAAAAATCAAGGCAGCTGCGGTTCTTGCTGGGCATTCAGTGCAATTGCGACGGTG

SerValLysAsnGlnGlySerCysGlySerCysTrpAlaPheSerAlaIleAlaThrVal

GAAGGAATCTACAAGATCAAAGCAGGTAACTTAATATCTCTATCAGAGCAGGAAGTTCTC
GluGlyIleTerysIleLySAlaGlyAsnLeuIleSerLeuSerGluGlnGluValLeu

GATTGTGCTCTTAGCTACGGGTGCGATGGCGGCTGGGTGAACAAGGCCTATGAT " TCATC
AsprsAlaLeuSerTyrGlyCysAspGlyGlyTrpValAsnLysAlaTyrAspPheIle

ATATCTAACAATGGTGTGACGTCCTTTGCTAACTTACCATACAAAGGATACAAAGGCCCT
IleSerAsnAsnGlyValThrSerPheAlaAsnLeuProTerysGlyTerysGlyPro

TGCAACCACAATGACTTGCCCAATAAAGCTTACATTACTGGTTATACATATGTGCAAAGC
CysAanisAsnAspLeuProAsnLysAlaTyrI1eThrGlyTerhrTera1G1nSer

ARTAACGAACGCAGCATGATGATCGCGGTGGCGAATCAACCAATAGCTGCTCTTATCGAT
AsnAsnGluArgSerMetMetIleAlaValAlaAsnGlnProIleAlaAlaLeuIleAsp

GCCGGCGGAGACTTTCAATATTACAAAAGCGGTGTGTTTACTGGATCTTGTGGAACTAGC
AspGlyGlyAspPheGlnTererysSerGlyVasPheThrGlySerCysGlyThrSer

CTCAATCATGCCATCACCGTTATAGGTTACGGGCAGACTAGTAGCGGAACAAAATATTGG
LeuAanisAlaIleThrValI1eGlyTyrGlyGlnThrSerSerGlyThrLysTerrp

ATAGTAAAGAACTCATGGGGTACCTCATGGGGTGAGCGTGGATACATCCGTATGCECCAGA
I1eValLysAsnSerTrpGlyThrSerTrpGlyGluArgGlyTyrIleArgMetAlaArg

GATGTGTCATCACCATATGGATTGTGTGGAATCGCCATGGCTCCCCTCTTTCCCACTOTG
AspValSerSerProTyrGlyLeuCysGlyI1eAlaMetAlaProLeuPheProThrLeu

CANTGAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGAC 694
GlnSer 220

Legenda:

CODON DE INICIO

SITIO DE CLONAGEM DO VETOR

60
18

120
38

180
58

240
78

300
98

360
118

420
138

480
158

540
178

600
198

660
218
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SITIO DE CLONAGEM DO VETOR

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS (SEQ. ID NO:2:
MetAlaSerAlaValProGlnSerIleAspTrpArgAspTyrGlyAla
ValThrSerValLysAsnGlnGlySerCysGlySerCysTrpAlaPhe
SerAlaIleAlaThrValGluGlyIleTerysI1eLysAlaGlyAsn
LeuIleSerLeuSerGluGlnGluVa1LeuAsprsAlaLeuSerTyr
GlyCysAspGlyGlyTrpValAsnLysAlaTyrAspPheIleIleSer
AsnAsnGlyValThrSerPheAlaAsnLeuProTerysGlyTerys
GlyProCysAanisAsnAspLeuProAsnLysAlaTyrIleThrGly
TyrThrTyrValGlnSerAsnAsnGluArgSerMetMetIleAlaval
AlaAsnGlnProIleAlaAlaLeuIleAspAspGlyGlyAspPheGln
TyrTyrLysSerGlyVasPheThrGlySerCysGlyThrSerLeuAsn
HisAlaI1eThrValI1eGlyTyrGlyGlnThrSerSerGlyThrLys
TerrpIleValLysAsnSerTrpGlyThrSerTrpGlyGluArgGly
TyrI1eArgMetA1aArgAspVa1SerSerProTyrGlyLeuCysGly

IleAlaMetAlaProLeuPheProThrLeuGlnSer 220

16
32
48
64
80
96
112
128
144
160
176
192
208
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REIVINDICAGOES

1. “ENZIMA OU PROTEINA”, caracterizada por ser
uma peptidase geneticamente modificada a partir da peptidase
extraida do fruto da Bromelia rastuosa.

2. “ENZIMA OU PROTEINA”, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por compreender amino acidos 1-220
de SEQ ID NO:2, relativa & ficura 3, citada também na listagem de
seqliéncias.

3. “ENZIMA OU PROTEINA”, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por ser codificada pela insercio de
CDNA de vetor pET23a em células de E. coli (BL21(DE3)pLys),
células quimicamente competentes, de nimero de acesso ATCC 69382.

4. “ORGANISMO RECOMBINANTE” caracterizado por ser
uma peptidase geneticamente modificada a partir da peptidase
extraida do fruto da Bromelia fastuosa.

5. “ORGANISMO RECOMBINANTE”, de acordo com a
reivindicagao 4, caracterizado por compreender a Seq. ID NO:1
relativa a figura 2, citada também na listagem de seqiiéncias.

6. “ORGANISMO RECOMBINANTE”, de acordo com a
reivindicagdo 4, caracterizado por conter parte da proteina
Fastuosaina.

7. “SEQUENCIA DE DNA ISOLADO”, caracterizada por

codificar uma das seqiéncias de aminoacidos da Fastuosaina

recombinante.

8. “SEQﬁﬁNCIA DE DNA ISOLADO”, de accrdo com a
reivindicagdo 7, caracterizada por codificar a seqiéncia de
aminodcidos 1-220 de SEQ ID NO:2, relativa a figura 3, citada
também na listagem de seqiéncias.

9. “SEQﬁﬁNCIA DE DNA ISOLADO”, de accordo com a
reivindicagdo 7, caracterizada por compreender bases nucleotidicas
1-694 de SEQ ID NO:1, relativa & figura 2, citada também na
listagem de seqiéncias.

10. “SEQUENCIA DE DNA ISOLADO”, de acordo com a
reivindicagdo 7, caracterizada por poder fazer pareamento com a

seq. ID. NO:1, relativa & figura 2, citada também na listagem de

seqiéncias.
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11. “VETOR DE EXPRESSA0”, caracterizado por
compreender uma seqiéncia de DNA capaz de codificar uma das
seqliéncias de aminodcidos da Fastuosaina recombinante.

12. “VETOR DE EXPRESSAO”, de acordo com a
reivindicag¢do 11, caracterizado por compreender uma segJguéncia de
DNA capaz de codificar a seqiéncia de amino acido 1-220 de SEQ ID
NO:2, relativa & figura 3, citada também na listagem de
sequéncias.

13. “VETOR DE EXPRESSA0”, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizado por compreender uma segléncia de
DNA constituida de bases nucleotidicas 1-694 de SEQ ID NO:1,
relativa a figura 2, citada também na listagem de seqliéncias.

14. “WETOR DE EXPRESSZ0”, de acordo com a
reivindicac3o 11, caracterizado por compreender uma seqiéncia de
DNA capaz de poder fazer pareamento com a seqg. ID. NO:1, relativa
a figura 2, citada também na listagem de seqiéncias.

15. “CELULA HOSPEDEIRA”, caracterizada por ser
transfectada ou transformada com o vetor de expressdo que
compreende uma seqguéncia de DNA capaz de codificar uma das
sequéncias de aminodcidos da Fastuosaina recombinante.

16. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acordo com a
reivindicacgao 15, caracterizada por ser transfectada ou
transformada com o vetor de expressido que compreende uma seqliéncia
de DNA capaz de codificar a seqiéncia de aminodcidos 1-220 de SEQ
ID NO:2, relativa & figura 3, citada também na listagem de
sequéncias.

17. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acordo com a
reivindicagao 15, caracterizada por ser transfactada ou
transformada com o vetor de expressdoc que compreende uma seqgiéncia
de DNA constituida de bases nucleotidicas 1-694 de SEQ ID NO:1,
relativa & figura 2, citada também na listagem de seqlér.cias.

18. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acordo com a
reivindicacgao 15, caracterizada por ser transfectada ou
transformada com o vetor de expressdo que compreende uma sequéncia
de DNA capaz de poder fazer pareamento com a seq. ID. NO:1,

relativa & figura 2, citada também na listagem de seqiéncias.
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19. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acorco com a
reivindicagdo 15, caracterizada por poder compreender organismo
procarioto ou eucarioto.

20. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acordo com a
reivindicagdo 19, caracterizada por compreender bactérias.

21. “CELULA HOSPEDEIRA”, de acordo com a
reivindicagdo 20, caracterizada por compreender Eschericiaia coli.

22. “METODO DE EXPRESSAO”, caracterizado por ser
efetuado a partir de cDNA ou segléncia genbmica ou seqiéncia
sintética para a forma nativa.

23. “METODO DE EXPRESSRO”, de acordoc com a
reivindicagdo 22, caracterizado por ser efetuado em organismo a
partir de cDNA ou seqgiiéncia gendmica ou sequéncia sintética em
fusdo com outras proteinas e peptideos.

24. *“METODO DE EXPRESSA0”, de acordo com a
reivindicagdo 22, caracterizado por poder ser ef=tuado em
organismo a partir de cDNA ou seqiiéncia gendmica ou seqliéncia
sintética em fusdo com peptideos.

25. “METODO DE EXPRESSA0”, de acordo com a
reivindicag¢do 22, caracterizado por poder ser efstuado em
organismo a partir de cDNA ou seqiiéncia gendmica ou seqiéncia
sintética em fusdo com parte da proteina original.

26. “METODO DE EXPRESSA0”, de acordo com a
reivindicagdo 22, caracterizado por ser realizado com organismo
procarionte ou eucarionte.

27. “METODO DE EXPRESSAO0”, de acordo com a
reivindicacg¢do 22, caracterizado por ser realizado com bactérias.

28. “"METODO DE EXPRESSKO”, de acordo com a
reivindicagdo 22, caracterizado por ser realizado com Escherichia
coli.

29. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEINA”, caracterizado por compreender a cultura de uma célula
hospedeira transfectada ou transformada com o vetor de expressao
que compreende uma seqiéncia de DNA capaz de codificar uma das
seqiéncias de aminodcidos da Fastuosaina recombinante.

30. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA =NZIMA OU

PROTEINA”, de acordo com a reivindicacido 29, caracterizado por
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compreender a cultura de uma célula hospedeira transfectada ou
transformada com o vetor de expressidoc que compreende uma seqiéncia
de DNA capaz de codificar a segiéncia de amino &cido 1-220 de SEQ
ID NO:2, relativa a figura 3, citada também na 1listagem de
seqiéncias.

31. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEINA”, de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado por
compreender a cultura de uma célula hospedeira transfectada ou
transformada com o vetor de expressdo que compreende uma seqiéncia
de DNA constituida de bases nucleotidicas 1-694 de SEC ID NO:1,
relativa a figura 2, citada também na listagem de seqiiéncias.

32. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEINA”, de acordo com a reivindicacio 29, caracterizado por
compreender a cultura de uma célula hospedeira transfectada ou
transformada com o vetor de expressdo gue compreende uma seqléncia
de DNA capaz de poder fazer pareamento com a seq. ID. NO:1,
relativa a figura 2, citada também na listagem de seqgiiéncias.

33. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEINA”, de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado por
compreender a cultura de uma célula hospedeira que compreenda
organismo procarioto ou eucarioto transfectado ou transformado com
o vetor de expressdo que compreende uma sequéncia de DNA capaz de
codificar wuma das seqléncias de aminodcidos da Fastuosaina
recombinante.

34. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEfNA", de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado por
compreender a cultura de uma célula hospedeira que compreenda
bactéria transfectada ou transformada com o vetor de expressao que
compreende uma seqUéncia de DNA capaz de codificar wuma das
seqléncias de aminocdcidos da Fastuosaina recombinante.

35. “PROCESSO PARA PRODUZIR UMA ENZIMA OU
PROTEINA”, de acordo com a reivindicagio 29, caracterizado por
compreender a cultura de uma célula hospedeira que compreenda
Escherichia coli transfectada ou transformada com o vetor de
expressdo que compreende uma sequéncia de DNA capaz de codificar

uma das seqiéncias de aminodcidos da Fastuosaina recombinante.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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RESUMO

“CLONAGEM MOLECULAR E EXPRESSA0 EM E. COLI DA
FASTUOSAINA”

A presente invencdo refere-se 2 clonagem e

expressao da peptidase Fastuosaina, encontrada na natureza no

fruto da Bromelia fastuosa, pela bactéria E. coli, podendo ser

exXpressa por outros organismos procariontes ou eucariontes.
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