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Introducao

Plantas como Biorreatores para producdo de proteinas Heterdlogas

A agricultura moderna vem sendo transformada pela introducdo de plantas transgénicas com
propriedades agrondmicas incorporadas. Mais recentemente, estas plantas tém sido testadas como
biorreatores na producéo de produtos industriais, como 6leos, carboidratos e proteinas, e de
produtos farmacéuticos, como vacinas, anticorpos e horménios (Giddings et al., 2000; Daniell et al.,
2001; Giddings, 2001; Leite, 2001).

O emprego de plantas transgénicas na producédo de proteinas heterélogas de interesse
farmacéutico e industrial é viavel. A capacidade das plantas em promover o processamento
pés-traducional representa uma grande vantagem em relacdo aos sistemas de expressao
estabelecidos em bactérias. As plantas, além de permitirem a producédo de proteinas com estrutura
similar a das proteinas nativas, apresentam baixo custo de producdo quando comparados com
outros sistemas de expressao eucariéticos como fungos, cultura de células de insetos e de
mamiferos, ou ainda animais transgénicos (Whitelam et al., 1993, Moloney & Holbrook,1997). As
sementes apresentam tecidos especializados na estocagem de proteinas, onde naturalmente sao
armazenadas por longos periodos em condi¢cdes normais. Além disso, a extracdo e purificacao de
proteinas heterélogas produzidas em sementes ndo requer processos complexos como aqueles
empregados nos sistemas de procariotos.

Horménios Recombinantes
A insulina € um hormdnio responséavel pelo controle do nivel de aglcar no sangue. E produzido no
pancreas como preproinsulina que é convertida em pré-insulina através da retirada do peptideo
sinal e finalmente processado em insulina madura, através da acdo de peptidases que retiram o
peptideo C (figura 1). Atualmente a insulina comercial é obtida de suinos, bovinos e de bactérias
recombinantes.
O hormonio de crescimento humano (hGH) é produzido pela glandula tiredide, sendo responsavel
pelo controle da divisdo celular. Quando sua sintese ndo acontece em niveis satisfatorios ocorre o
nanismo. Atualmente este hormonio s é obtido a partir de bactérias transgénicas que produzem
uma proteina ndo processada. O processamento final é feito através de repetidas desnaturacoes e
purificacbes, que torna este horménio extremamente caro.

Este trabalho objetiva estabelecer biorreatores para producédo dos hormdnios pré-insulina e do
crescimento humano em sementes de milho transgénico.
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Figura 1. Representacdes esquematicas: A- Pré-insulina humana, mostrando os sitios-alvos das
convertases PC1 e PC2. As regides das cadeias A e B do peptideo estdo indicadas em diferentes
cores. Os residuos de cisteina que participam da formacéo de pontes dissulfeto estdo destacados e
os residuos retirados pela carboxipeptidase E/H (CPE) estdo representados em vermelho. B-
Insulina madura mostrando as cadeias A e B e as pontes de dissulfeto.

Material e métodos

Embrides somaticos de milho foram transformados pelo método biolistico (Kemper et al., 1996)
com o emprego do plasmideo pCAMBIA3301 (figura 2). Foi adicionado neste plasmideo um
cassete de expresséo contendo o gene da pro-insulina ou do hGH, regulado por um promotor
isolado de sorgo (Freitas et al., 1994) que confere expresséao especifica no endosperma de
sementes de cereais, com o peptideo sinal isolado de coix (Ottoboni et al., 1993), que endereca
proteinas para o reticulo endoplasmético e com o terminador 35S. Os calos bombardeados foram
selecionados através de subcultivos de selegdo in vitro com o herbicida glufosinato de aménio
(figura 3).

A presencga do transgene em plantas de milho foi confirmada por Southern blot e a expresséo por
northern blot. A producgéo e estocagem dos hormdnios em sementes de milho transgénico foi
analisada por western blot.
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Figura 2. Representacao esquematica do plasmideo pCAMBIA3301.



Figura 3. Calos sob selegéo in vitro. A- Eventos de transformacéo, B- Controle negativo, C-
Controle positivo.

Resultados e discusséo

Pro-insulina: Foram obtidos 30 eventos de transformacao que demonstraram, pelos ensaios de
Southern, a integragdo estavel do transgene em plantas RO, R1 e R2 (figura 4). A expressédo do
transgene foi confirmada pela andlise de northern (figura 5) que demonstra um pico na expressao
nos 20 primeiros dias ap0s a polinizagdo. A proteina heterdloga foi produzida e estocada em niveis
esperados considerando a atividade do promotor empregado (figura 6).

hGH: Foram obtidos 20 eventos de transformacéo resistentes a selecéo in vitro que atualmente
estdo em fase de regeneracéo (figura 7).

1 2 3 4 5 &6 7 209 10 11 12 13 14 15 14 17 15 19 20

Figura 4. Southern blot de DNA de plantas de milho. 1 e 2- Controles positivos, 3, 4 e 5- Controles
negativos, 6 a 20- Plantas submetidas a transformacgéo
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Figura 5. Northern blot do endosperma de sementes de milho com diferentes dias ap6s polinizagédo
(DAP). 1 - 5 DAP, 2 - 10 DAP, 3 - 15 DAP, 4 - 20 DAP, 5 - 25 DAP, 6 - 35 DAP, 7 - Controle
Negativo, 8 e 9 - Controles Positivos.
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Figura 6. Western blot de farinha de sementes de milho. 1 a 9 - Diferentes eventos de
transformacéo.
C+ - Pr6-insulina recombinante produzida em E.coli (Biobras).

Figura 7. Plantulas com 15 dias de cultivo em luz sob selecdo com herbicida. Esquerda e centro -
controle negativo e direita - plantas transformadas com a construcdo contendo o gene hGH.
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