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O sistema de produc@o de proteinas de interesse farmacéutico em plantas trangénicas
representa uma alternativa realista em rela¢o aos sistemas baseados na expressdo em
microorganismos, leveduras, fungos e animais. Dentre as vantagens de produgio de
proteinas heter6logas em plantas destacamos: (1) as plantas como os demais eucariotos
apresentam sistemas de processamento pds-traducionais; (2) as proteinas naturais
das plantas sdo consideradas as proteinas de menor custo de produg¢do indicando a
possibilidade de que a produgéo de proteinas heterlogas em plantas resulte em menor
custo quando comparado aos demais sistemas de expressao; (3) menor risco a sadde,
visto que até o momento néo foi descrito nenhum virus de planta capaz de infectar e
provocar doengas no homem; (4) fatores psicolégicos favordveis devido a auséncia
de associagdo com microorganismos e a nao utiliza¢ao de animais transgénicos. Na
primeira etapa do projeto foram utilizadas plantas de tabaco como modelo devido a
facilidade de obtengdo de plantas transgénicas. As plantas foram transformadas pelo
sistema de agrobactéria através da transferéncia do plasmideo pBI131-35SGH. O
plasmideo transferido foi construido através da inser¢do o gene hGH, controlado
pelo promotor do gene que controla a expressao de g-kafirina, no vetor bindrio pBI131.
O promotor utilizado confere expressao especificamente em sementes. Na extremidade
5’ daregido estrutural do gene hGH acrescentamos um oligonucletideo sintético que
codifica um peptideo sinal encontrado normalmente em um gene de proteina de reserva
de milho. Este peptideo sinal tem a capacidade de dirigir o produto de expressdo para
o reticulo endoplasmatico, limitando desta forma o acesso a proteases. Na proteina
de milho o peptideo sinal escolhido determina fenilalanina na extremidade amino,
residuo presente também na extremidade amino do hGH natural maduro. Foram
regeneradas 66 plantas transformadas que foram analisadas quanto a integrag¢@o do
gene através de “Southern blot” e atividade de GUS. O ntimero de locienvolvidos na
integragdo foi determinada através da andlise de cosegregagao do gene de resisténcia
a kanamicina. A plantas transformadas apresentaram de 1 a 3 integra¢des em loci
distintos. A producdo de hormdnio recombinante foi analisada em folhas e sementes
das plantas transformadas através de ensaios de ELISA e “western blot”, especificos
para hGH. O hGH recombinante foi detectado apenas nas sementes em propor¢des
varidveis de 0,039 a 0,16% da proteina total das sementes. Os resultados obtidos na
andlise de “western blot”, demonstram que o horménio recombinante produzido em
tabaco apresenta peso molecular aparente similar ao da proteina recombinante obtida
em bactérias. Este resultado preliminar indica o correto processamento na maturagio
do hGH recombinante produzido em tabaco. Os testes de atividade biolégica do
hormdnio recombinante serdo realizados a partir de sementes de plantas selecionadas
na 2a. geragao.
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