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INTRODUCAO: O crescente avango do diabetes na populagio mundial gera a procura por tratamentos
menos dolorosos e de baixo custo. A partir da tecnologia do DNA recombinante, podem ser construidos
genes quiméricos que, uma vez inseridos em vetores de expressdao em plantas, podem ser utilizados para a
producao de plantas transgénicas (Haq et al., 1995; Mason et al.,1992 e 1996 e Nykiforuk et al., 2006),
que sintetizem quantidades elevadas de insulina humana. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo a construgdo de genes quiméricos contendo o gene da insulina humana sob controle de um
promotor com forte atividade em plantas. Os vetores utilizados para construgdo dos genes quiméricos
possuem o promotor RbcS1 da enzima ribulose 1,5 bifosfato carboxilase (RUBISCO) que é uma enzima
chave no processo fotossintético, sendo expressa em grandes quantidades, além de ser diretamente
regulada pela luz. Adicionalmente, os vetores utilizados neste trabalho possuem seqiiéncias de
enderegamento de proteinas para subcompartimentos celulares distintos (citoplasma, secregdo via
reticulo, reticulo endoplasmatico, mitocondrias e cloroplastos).

MATERIAL E METODOS: A amplificagio do gene ProINS foi realizada por PCR, utilizando como
DNA molde o plamideo pBSK contendo o ¢cDNA da proinsulina humana, cedido pelo Prof. Graeme I.
Bell, Howard Huges Medical Institute, The University of Chicago. Foram utilizados 100 ng do DNA
plasmidial, 0,5 pmol L' dos iniciadores 3’ e 5’, tampdo da enzima 1 vez concentrado, 2 mM de MgCl,,
0,2 mM de dNTP e 0,2 U de Tag Polimerase. As condigdes do PCR foram 95 °C por 2 minutos
(desnaturagdo), seguida de 30 ciclos de 96 °C por 1 minuto (desnatura¢do), 65 °C por 1 minuto
(anelamento) e 73 °C por 1 minuto (sintese) e, finalmente, 72 °C por 7 minutos (sintese). Visando a
obtengdo de extremidades coesivas com os vetores de clonagem, realizou-se uma restricdo do gene
ProINS, amplificado por PCR, utilizando-se 250 ng do gene, 2 pL. do tampao das enzimas Notl e BamHI
(concentrado 10 vezes), 3 U de cada uma das enzimas e agua ultrapura q.s.p 20 pL. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 37 °C durante 16 horas. Os vetores de clonagem utilizados foram da série
ImpactVector”, sendo eles o pRbcS 1.1 e o pRbcS 1.1-tag, os quais retém a proteina sintetizada no
citoplasma, o pRbcS 1.2 e o pRbcS 1.2-tag, que enderegam a proteina para a via de secre¢do via reticulo
endoplasmatico. A denominagdo ‘“tag” refere-se a uma seqliéncia codificadora de uma cauda
polihistidina, que facilita a purificagio da proteina via cromatografia de afinidade. Para a lineariza¢ao dos
vetores, foram utilizados 250 ng de DNA plasmidial, 2 uL do tampdo das enzimas Notfl e BamHI
(concentrados 10 vezes), 3 U de cada uma das enzimas e agua ultrapura q.s.p 20 pL. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 37 °C durante 16 horas. Na reagdo de ligagdo do gene ProINS nos vetores de
clonagem, cada vetor de foi incubado juntamente com o inserto. Foram utilizados 1 U de T4 DNA Ligase,
2 pL. do tampdo da enzima (10 vezes concentrado), 250 ng de cada vetor, 250 ng do inserto e agua
ultrapura q.s.p 20 pL. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C durante 24 horas.
Posteriormente, células competentes de E. coli (cepa DHS5a) foram transformadas por choque térmico,
plaqueadas em meio LB com ampicilina € o0 DNA plasmidial das mesmas foi extraido. A ligagcdo do
inserto nos vetores de clonagem foi verificada por meio de PCR nas mesmas condigdes citadas acima,
utilizando o DNA plasmidial extraido de E. coli como molde.

RESULTADOS E DISCUSSAO: O plamideo pBSK contendo o ¢cDNA da proinsulina humana foi
utilizado como molde em reacdo de PCR, na qual foram utilizados iniciadores especificos para as
extremidades do gene ProINS. A Figura 1 mostra a amplifica¢do de um fragmento de DNA com tamanho
correspondente ao inserto (300 bp).
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Figura 1: Amplificagdo do fragmento do cDNA da insulina humana. (M) Marcador de peso molecular 1Kb
(Biotools) € (A) cDNA da insulina humana amplificado.

Ap0s a reacdo de ligacdo do inserto nos vetores de clonagem, realizou-se PCR com os iniciadores
complementares ao gene Prol/NS. A Figura 2, raias 1 a 17, mostra ndo ter havido nenhuma amplificagdo
de fragmento de DNA com tamanho correspondente ao gene ProINS (300 bp), indicando néo ter ocorrido
a ligacdo do inserto um nenhum dos vetores de clonagem utilizados.
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Figura 2: Gel de agarose (0,8%) correspondente a uma reagdo de PCR para confirmagdo de clonagem. (M)
Marcador de peso molecular 1Kb (Biotools); (C+) controle positivo (pBSK); (C-) controle negativo (reagao sem
DNA) e (1-17) DNA plasmidial de colonias obtidas apos a reagdo de ligagao.

A analise das seqliéncias dos iniciadores HUIN3’Nofl (5°-
CAGCGGCCGCTTAAATGTATACCCAGAGACA-3?) e HUINS’ BamHI (5-
CAGGATCCATGGCCCTGTGGATGCGCTT-3’) sugere que a nio obtencdo de plasmidios
recombinantes pode ter ocorrido devido a quantidade de nucleotideos flanqueando o sitio de restri¢ao
Notl na extremidade 5°. Existem relatos de que seis nucleotideos flanqueando este sitio ao lado 5  sdo
suficientes para uma restri¢do bem sucedida com posterior clonagem do fragmento gerado (Pando et al.
2003). Porém, de acordo com o catalogo do fabricante das enzimas utilizadas - New England Biolabs Inc.
(New England Biolabs 2002-2003 Catalog & Technical Reference), a enzima Nofl necessita de no
minimo uma seqiiéncia adicional de dez nucleotideos (AAGGAAAAAA) situada ao lado 5’ da seqiiéncia
reconhecida pela enzima para obter uma clivagem de 90% das moléculas com sitio NotI em uma reagao
incubada durante vinte horas a 37° C.

CONCLUSOES: Os iniciadores HUIN3’Notl e HUINS’ BamHI sio eficientes para amplificagio do gene
ProINS a partir do plasmideo pBSK, nas condi¢des de PCR descritas acima. - A estratégia de utilizar
seqliéncias flanqueadoras nos iniciadores precisa ser revista, uma vez que o resultado esperado ndo foi
obtido. Talvez procurar uma alternativa a endonuclease Notl.
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