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Resumo:

O aumento da procura global por proteinas terapéuticas recombinantes leva ap desenvolvimento de
aternativas de producdo, incluindo a utilizacdo de animais transgénicos como biorreatores. O direcionamento da
expressdo de genes de interesse em tecidos e fluidos especificos para a producdo de proteinas de interesse
farmacol 6gico depende diretamente dos conhecimentos gerados em estudos de promotores génicos. Em técnicas
de transgénese animal utiliza-se como controle o gene da betactina, uma proteina expressa em todas as células
eucaridticas. Por ser um componente citoplasmético abundante em células eucaridticas, esse gene tem sido
utilizado como um promotor mostrando melhor desempenho que o promotor citomegalovirus (CMV). Este
estudo teve como objetivo amplificar o promotor do gene da betactina e clon&lo no vetor pZsGreen
(Clontech®). O vetor de expressdo utilizado apresenta um gene que codifica a proteina fluorescente Zsgreen.
Foram utilizadas informagdes disponiveis no GenBank para a selecéo da sequéncia promotora da betactina. Os
primers utilizados na Reacd em Cadeia da PCR (PCR) foram desenhados com o auxilio do programa
VectorNTI. Um fragmento de 390 pb foi amplificado por PCR e submetido a uma digestdo com as enzimas
EcoRl e BamHI. A ligagdo do inserto ao vetor foi realizada com o auxilio da enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen®). A molécula recombinante construida foi utilizada na transformagéo de Escherichia coli TOP10
eletrocompetente. Os clones recombinantes foram selecionados através de uma triagem rapida de colénias e,
apés, foram cultivados em meio liquido para extracdo de DNA plasmidial. Os clones recombinantes
selecionados, caracterizados por enzimas de restricdo Este estudo possibilitou a construgdo de um vetor
recombinante contendo o promotor Betactina, 0 qual permite a expressdo de genes em todas as células somaticas
eucaridticas. Este plasmideo recombinante construido auxiliara os estudos de geracéo de aves transgénicas que
possam ser utilizadas na producéo de biof armacos.




