
Produção dos Hormônios do Crescimento e Pró-Insulina Humana
em Plantas Transgênicas de Milho.

_____________________________________________________________________________

XXIV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 01 a 05 de setembro de 2002 - Florianópolis - SC
_____________________________________________________________________________

De Lucca, P.C.1, Sousa, S.M.1, Agostinho, C.F.1, Carneiro, A.2, Paiva, E.2, Carneiro, N.P.2, 
Carvalho,C.H.S.2, Kiyota, E.1, Abbehausen, C.1, Paniago, M.D.G.1, Jungmann, L.1 e Leite, A.1

1 - Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, UNICAMP, Campinas - SP - CP6010, 
2 - Centro Nacional de Pesquisa e Milho e Sorgo, EMBRAPA, Sete Lagoas - MG - CP151 
pdelucca@unicamp.br

Palavras-Chaves: plantas transgênicas, proteínas heterólogas, milho, pró-insulina e hormônio do 
crescimento humano

Introdução

Plantas como Biorreatores para produção de proteínas Heterólogas
A agricultura moderna vem sendo transformada pela introdução de plantas transgênicas com 
propriedades agronômicas incorporadas. Mais recentemente, estas plantas têm sido testadas como 
biorreatores na produção de produtos industriais, como óleos, carboidratos e proteínas, e de 
produtos farmacêuticos, como vacinas, anticorpos e hormônios (Giddings et al., 2000; Daniell et al., 
2001; Giddings, 2001; Leite, 2001).
O emprego de plantas transgênicas na produção de proteínas heterólogas de interesse 
farmacêutico e industrial é viável. A capacidade das plantas em promover o processamento 
pós-traducional representa uma grande vantagem em relação aos sistemas de expressão 
estabelecidos em bactérias. As plantas, além de permitirem a produção de proteínas com estrutura 
similar a das proteínas nativas, apresentam baixo custo de produção quando comparados com 
outros sistemas de expressão eucarióticos como fungos, cultura de células de insetos e de 
mamíferos, ou ainda animais transgênicos (Whitelam et al., 1993, Moloney & Holbrook,1997). As 
sementes apresentam tecidos especializados na estocagem de proteínas, onde naturalmente são 
armazenadas por longos períodos em condições normais. Além disso, a extração e purificação de 
proteínas heterólogas produzidas em sementes não requer processos complexos como aqueles 
empregados nos sistemas de procariotos.

Hormônios Recombinantes
A insulina é um hormônio responsável pelo controle do nível de açúcar no sangue. É produzido no 
pâncreas como preproinsulina que é convertida em pró-insulina através da retirada do peptídeo 
sinal e finalmente processado em insulina madura, através da ação de peptidases que retiram o 
peptídeo C (figura 1). Atualmente a insulina comercial é obtida de suínos, bovinos e de bactérias 
recombinantes. 
O hormônio de crescimento humano (hGH) é produzido pela glândula tireóide, sendo responsável 
pelo controle da divisão celular. Quando sua síntese não acontece em níveis satisfatórios ocorre o 
nanismo. Atualmente este hormônio só é obtido a partir de bactérias transgênicas que produzem 
uma proteína não processada. O processamento final é feito através de repetidas desnaturações e 
purificações, que torna este hormônio extremamente caro.  

Este trabalho objetiva estabelecer biorreatores para produção dos hormônios pró-insulina e do 
crescimento humano em sementes de milho transgênico.



Figura 1. Representações esquemáticas: A- Pró-insulina humana, mostrando os sítios-alvos das 
convertases PC1 e PC2. As regiões das cadeias A e B do peptídeo estão indicadas em diferentes 
cores. Os resíduos de cisteína que participam da formação de pontes dissulfeto estão destacados e 
os resíduos retirados pela carboxipeptidase E/H (CPE) estão representados em vermelho. B- 
Insulina madura mostrando as cadeias A e B e as pontes de dissulfeto. 

Material e métodos
Embriões somáticos de milho foram transformados pelo método biolístico (Kemper et al., 1996) 
com o emprego do plasmídeo pCAMBIA3301 (figura 2). Foi adicionado neste plasmídeo um 
cassete de expressão contendo o gene da pró-insulina ou do hGH, regulado por um promotor 
isolado de sorgo (Freitas et al., 1994) que confere expressão específica no endosperma de 
sementes de cereais, com o peptídeo sinal isolado de coix (Ottoboni et al., 1993), que endereça 
proteínas para o retículo endoplasmático e com o terminador 35S. Os calos bombardeados foram 
selecionados através de subcultivos de seleção in vitro com o herbicida glufosinato de amônio 
(figura 3).
A presença do transgene em plantas de milho foi confirmada por Southern blot e a expressão por 
northern blot. A produção e estocagem dos hormônios em sementes de milho transgênico foi 
analisada por western blot. 

                                        
Figura 2. Representação esquemática do plasmídeo pCAMBIA3301. 
                 



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

Resultados e discussão
Pró-insulina: Foram obtidos 30 eventos de transformação que demonstraram, pelos ensaios de 
Southern, a integração estável do transgene em plantas R0, R1 e R2 (figura 4). A expressão do 
transgene foi confirmada pela análise de northern (figura 5) que demonstra um pico na expressão 
nos 20 primeiros dias após a polinização. A proteína heteróloga foi produzida e estocada em níveis 
esperados considerando a atividade do promotor empregado (figura 6).
hGH: Foram obtidos 20 eventos de transformação resistentes a seleção in vitro que atualmente 
estão em fase de regeneração (figura 7). 
                    

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 transformação

                                              
Figura 5. Northern blot do endosperma de sementes de milho com diferentes dias após polinização 
(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.



Figura 6. Western blot de farinha de sementes de milho. 1 a 9 - Diferentes eventos de 
transformação.
 C+ - Pró-insulina recombinante  produzida em E.coli (Biobrás).

                                                  

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