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3. RESULTADOS3. RESULTADOS

O desenvolvimento deste trabalho culminou nos seguintes O desenvolvimento deste trabalho culminou nos seguintes 

resultados:resultados:

-- SeleSeleçção de 10ão de 10 colônias com a construcolônias com a construçção pY3.2can e três ão pY3.2can e três 

colônias com a colônias com a constuconstuççãoão pRDRPpRDRP--DHFPDHFP cancan, na sele, na seleçção ão 

feita em meio contendo canamicina;feita em meio contendo canamicina;

-- verificaverificaçção de que o processo de inserão de que o processo de inserçção do fragmento ão do fragmento 

Y3.2 no vetor Y3.2 no vetor pRDRPpRDRP--DHFPDHFP cancan éé o mais eficaz para a o mais eficaz para a 

obtenobtençção da construão da construçção pY3.2ão pY3.2--RDRPRDRP--DHFP DHFP cancan;;

-- obtenobtençção de sete colônias da linhagem HT115 (DE3) de ão de sete colônias da linhagem HT115 (DE3) de E. E. 

coli coli transformadas com a construtransformadas com a construççãoão pY3.2pY3.2--RDRPRDRP--DHFP DHFP 

cancan;;

-- Os dados preliminares de expressão em Os dados preliminares de expressão em E. coliE. coli mostram a mostram a 

manutenmanutençção do sistema apão do sistema apóós a sua indus a sua induçção ão transcricionaltranscricional

da construda construçção ão pY3.2pY3.2--RDRPRDRP--DHFP DHFP cancan..

2. MATERIAIS E M2. MATERIAIS E MÉÉTODOSTODOS

APOIO:

ExtraExtraçção dos plasmão dos plasmíídeos sintdeos sintééticos das linhagens de ticos das linhagens de E. coliE. coli

Lise alcalina com SDSLise alcalina com SDS

pY3.2pY3.2

(1.342(1.342 pb)pb)

pRDRPpRDRP--DHFPDHFP

(3.070(3.070 pb)pb)

InserInserçção das ão das sequênciassequências no vetor no vetor pZErOpZErO --22
(T4 DNA (T4 DNA ligaseligase))

TransformaTransformaçção da linhagem Top 10 de ão da linhagem Top 10 de E. coliE. coli

SeleSeleçção das colônias contendo as duas construão das colônias contendo as duas construççõesões
Meio com canamicinaMeio com canamicina

Checagem da ligaChecagem da ligaççãoão

restrirestriçção e corrida ão e corrida eletroforeletroforééticatica

Obtenção da construção  pY3.2-DHFP-RDRP2can
(por dois métodos)

pY3.2 pY3.2 cancan pRDRPpRDRP--DHFPDHFP cancan

InserInserçção  ão  de DHFPde DHFP--

RDRP2 ao vetor RDRP2 ao vetor 

pY3.2canpY3.2can

InserInserçção ão de Y3.2 ao de Y3.2 ao 

vetor vetor pDHFPpDHFP--

RDRP2canRDRP2can

RestriRestriçção com ão com BamBamHIHI
(37 (37 °°°°°°°°C) C) 

RestriRestriçção com ão com HindHindIIIIII e e ApaApaLILI
(37 (37 °°°°°°°°C) C) 

TransformaTransformaçção da linhagem HT115(DE3)ão da linhagem HT115(DE3)
de de E. coliE. coli

InduInduçção ão transcricionaltranscricional da construda construççãoão
pY3.2-DHFP-RDRP2can

4. PERSPECTIVAS4. PERSPECTIVAS

Atualmente, estAtualmente, estáá sendo realizada a ansendo realizada a anáálise da lise da 

expressão da GFP em expressão da GFP em E. coliE. coli na presenna presençça de plasma de plasmíídeo deo 

pY3.2pY3.2--DHFPDHFP--RDRP2 e na ausência dessa construRDRP2 e na ausência dessa construçção. Apão. Apóós s 

a confirmaa confirmaçção da expressão de GFP, serão da expressão de GFP, seráá quantificado o quantificado o 

nníível de RNA e de GFP produzido pelo sistema apvel de RNA e de GFP produzido pelo sistema apóós s 

induinduçção e perda ão e perda plasmidealplasmideal..

CONTEXTOCONTEXTO: A Terapia Gênica : A Terapia Gênica éé uma uma áárea de pesquisa voltada para a srea de pesquisa voltada para a sííntese e produntese e produçção de sistemas terapêuticos utilizados ão de sistemas terapêuticos utilizados 

para o tratamento das mais diferentes doenpara o tratamento das mais diferentes doençças de base genas de base genéética. Uma das posstica. Uma das possííveis formas de fazêveis formas de fazê--lo lo éé empregando sistemas nãoempregando sistemas não--

virais contendo virais contendo áácidos nuclcidos nuclééicos, como lipossomos. icos, como lipossomos. 

PROBLEMAPROBLEMA: os processos comumente usados para a : os processos comumente usados para a ssíínteseinntesein vitro de vitro de áácidos nuclcidos nuclééicos, especialmente de RNAs terapêuticos, icos, especialmente de RNAs terapêuticos, 

esbarra em uma sesbarra em uma séérie de problemas de escalonamento industrial tornando o produto rie de problemas de escalonamento industrial tornando o produto muito caro para aplicamuito caro para aplicaçções comerciais.ões comerciais.

OBJETIVO DO PROJETOOBJETIVO DO PROJETO: com o prop: com o propóósito de sintetizar RNAs em quantidades suficientes para aplicasito de sintetizar RNAs em quantidades suficientes para aplicaçções em terapia gênica e ões em terapia gênica e 

para processos de escalonamento industrial, o projeto do qual espara processos de escalonamento industrial, o projeto do qual esse trabalho faz parte busca utilizar as cse trabalho faz parte busca utilizar as céélulas de E. coli como lulas de E. coli como 

microrreatores reciclmicrorreatores reciclááveis para a produveis para a produçção de RNAs. Para tanto, a primeira etapa na construão de RNAs. Para tanto, a primeira etapa na construçção dos microrreatores ão dos microrreatores éé a ancoragem, a ancoragem, 

no envoltno envoltóório celular de rio celular de E. coliE. coli, de uma RNA polimerase dependente de RNA que permitir, de uma RNA polimerase dependente de RNA que permitiráá a sa sííntese de RNAs especntese de RNAs especííficos em larga ficos em larga 

quantidade.quantidade.

OBJETIVO DO TRABALHO:OBJETIVO DO TRABALHO: construir um plasmconstruir um plasmíídeo contendo as deo contendo as sequênciassequências sintsintééticas Y3.2 (codificante para a proteticas Y3.2 (codificante para a proteíína na 

fluorescente verde ou GFP fusionada a uma seqfluorescente verde ou GFP fusionada a uma seqüüência ência ligadoraligadora àà RNA polimerase dependente de RNA) e DHFPRNA polimerase dependente de RNA) e DHFP--RDRP2 (contendo RDRP2 (contendo 

aRNAaRNA polimerase dependente de RNA do polimerase dependente de RNA do virionvirion LL--A de S. cerevisiae). Estas seqA de S. cerevisiae). Estas seqüüências sintências sintééticas foram manipuladas in vitro para a ticas foram manipuladas in vitro para a 

obtenobtenççãodeãode plasmplasmíídeos necessdeos necessáários para a transformarios para a transformaçção de diferentes linhagens de E. coli para a obtenão de diferentes linhagens de E. coli para a obtençção de microrreatores.ão de microrreatores.


