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1. Introdugéao

A utilizacdo de animais geneticamente modificados com o intuito de produzir
proteinas de importancia farmacologica em fluidos corporais surgiu na década de 80
com Hammer e colaboradores (COLLARES e SEIXAS, 2005). A expressédo de proteinas
terapéuticas utilizando as sequUéncias de regulacdo da sintese de polipeptideos
secretados por tecidos especificos ja foi demonstrado em ovinos, caprinos, bovinos e
frangos (LILLICO et al., 2007).

O uso de ovos de galinhas para a produgéo de biofarmacos, apresenta vantagens
como: baixo custo na manutencédo dos animais (LEE et al., 2007), postura média de 330
ovos por animal/ano, riqueza protéica do ovo (COLLARES e SEIXAS, 2005) e
glicosilacdo adequada das proteinas-alvo (BONGALHARDO, 2005). Sabe-se que 0 ovo
da espécie Gallus gallus possui mais de 40 proteinas diferentes (CAMPOS et al., 2003).
A clara do ovo pode ser caracterizada como um sistema constituido de varios
polipeptidios globulares em uma solucdo aquosa, sendo 0s principais constituintes as
ovoalbuminas, ovomucéide, e ovotransferrina (Alleoni,2006). OvomucoOide é uma
glicoproteina que possui peso molecular de 26,1 kDa a 28,3 kDa (ALLEONI, 2006),
termoestavel (Rupa e Mine, 2006), com potencial alergénico, constituindo 11 % das
proteinas do ovo. O direcionamento da expressao de genes de interesse para 0 oviduto
de galinhas, utilizando a regido promotora de ovomucoide é uma estratégia promissora
para a producdo de biofarmacos. Este trabalho teve como objetivo a clonagem da
sequéncia promotora ovomucéide no vetor pZsGreeno. Esta construcdo
pZsGreen/ovomucoéide promotor sera avaliado quando ao direcionamento da expressao
génica para as células epiteliais do oviduto de Gallus gallus e consequentemente para
0S OVOS.

2. Material e Métodos



Com base nas informacgdes depositadas no banco de dados GenBank e com o
auxilio do programa VectorNTI 9.0 (Invitrogen) foram desenhados primers para a
sequéncia ovomucodide. Foi acrescentado ao primer foward e ao reverse sitios para as
enzimas de restricdo EcoRI e BamHI, respectivamente. O DNA gendmico foi extraido de
sangue de Gallus gallus utilizando o Kit Tissue & Cells genomicPrep Mini Spin (GE—
Healthcare) e a qualidade do DNA foi avaliada em eletroforese em gel de agarose a 0,8
% corado com GelRed (Bioscience). Na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a
sequéncia promotora foi amplificada com temperatura de anelamento de 48°C.

O fragmento amplificado, de 618 pb foi analisado em gel de agarose 0,8
%,purificado através Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE-Healthcare)
digeridos com as enzimas de restricdo EcoRl e BamHI e purificados com o mesmo Kit.
Apos, o fragmento foi ligado ao vetor de expressao pZsGreen (Clontech) (Figura 1) com
o auxilio da enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen®), previamente digerido com as mesmas
enzimas.Apos transformacdo em Escherichia coli TOP10, os clones recombinantes
foram identificados e cultivados em meio Luria Bertani (LB) liqguido. O DNA plasmidial
extraido destes clones foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRIl e BamHI para
confirmacéo da presenca do inserto.
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Figura 1: Desenho esquematico do vetor comercial pZsGreen (Clontech) que foi utilizado
para clonagem de promotores génicos de Gallus gallus.
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3. Resultados e Discussao

A sequéncia promotora da ovoalbumina de 618 pb foi amplificada eficientemente
por PCR conforme demonstrado na figura 1. Apds serem cultivados em meio liquido, os
plasmidios recombinantes foram extraidos e a presenca do inserto foi confirmad através
da digestédo por enzimas de restricdo. As digestbes confirmaram a constru¢cdo uma vez
que foi liberado um fragmento de aproximadamente 618 pbao e outro de
aproximadamente 4,1 Kb referente ao fragmento ovomucoide e ao vetor pZsGreen,
respectivamente.



618 pb

Figura 1. Gel de agarose 0,8 % corado com GelRed. Coluna M, marcador de peso
molecular 1 kb Plus (Invitrogen); coluna 1,sequéncia ovomucoéide amplificada por PCR;
coluna 2, controle negativo do PCR.

4. Conclusoes

A regido promotora ovomucoide foi clonada com sucesso no vetor de expressao
em eucarioto pZsGreen. Esta construcao pZsGreen/ovomucoide estid sendo avaliada em
um teste de expressao in vitro em cultura de células. Acredita-se que essa molécula
recombinante permitird o direcionamento da expresséo ao oviduto de aves transgénicas,
para a futura producdo de biofarmacos nos ovos desses animais..
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