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INTRODUCAO

A prolactina é um neurohorménio que faz
parte da superfamilia das citocinas e esta
envolvida em mais de 300 processos
bioldgicos [1]. Considerando-se a diferenca
de 41% encontrada na sequéncia de
aminoacidos da prolactina de camundongo
em relacdo a humana e levando-se em
conta que os modelos animais utilizados em
ensaios in vivo com prolactina humana séo
geralmente heterélogos (ratos ou
camundongos), fica evidente que esses
fatores podem interferir de forma decisiva na
interpretacdo correta dos resultados e que
experimentos em sistema homologo seriam
desejaveis [2]. A obtencdo da mPRL e sua
caracterizacdo fisico-quimica e bioldgica
serdo Uteis para desenvolver estudos que
envolvem modelos animais tanto com
células tumorais como com doencas
crénicas como o lapus eritematoso sistémico
e a artrite reumatoide.

OBJETIVO

O objetivo deste projeto é a sintese de
prolactina de camundongo (mPRL) em
células CHO.

METODOLOGIA

Construcdo do vetor pEDdc-mPRL para
células CHO

O plasmideo pEDdc foi gentilmente doado
pelo Dr. Wood (Genetics Institute,
Cambridge, MA, EUA). @] gene
correspondente a mPRL foi obtido por PCR

a partir do vetor do pUC57 —-mPRL,
previamente obtido em nosso laboratério. O
vetor pEDdc-mPRL foi obtido pela insercéo
do gene da mPRL no Unico sitio Xbal
presente no vetor pEDdc linearizado pela
acado da enzima Xbal e desfosforilado com a
enzima CIAP. Para confiirmacdo da
construcdo foram realizadas analises de
restricio com as enzimas Bam HI, Xbal,
Xhol e EcoRlI, assim como sequenciamento
do cDNA. As etapas seguintes consistiram
em transfeccdo do vetor e selecdo dos
clones, producdo em placas, caracterizacao
fisico-quimica da mPRL por e Western
Blotting (Dotblot).

RESULTADOS

A construcdo do vetor pEDdc-mPRL foi
realizada conforme esquema apresentado
na Fig. 1A. O peptideo sinalizador e os sitios
de restricdo para a enzima Xbal foram
adicionados ao cDNA da mPRL por PCR
(Fig. 1B). Ap6s a purificagdo dos fragmentos
de DNA por gel de agarose com o kit de
extragdo de DNA (QIAGEN, EUA), foi
realizada a reacdo de ligase e transformacao
por choque térmico de bactérias E.coli
competentes. As analises de restricdo com
as enzimas Xbal, EcoRI, BamHI, Xhol foram
feitas apds extracdo dos plasmidios dos
clones obtidos. O gene da mPRL de dois
clones positivos foram sequenciados no
Centro de Estudos do Genoma Humano (IB
— USP) e confirmaram a correta construcao
do vetor pEDdc-mPRL. Apds a transfeccéo
das células CHO dhfr- foram selecionados
24 clones para a etapa de amplificacdo
génica utilizando o metotrexato (MTX).
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Figura 1. A, esquema de constru¢éo do vetor pEDdc-
mPRL. B, analise por gel de agarose dos fragmentos
de DNA utilizados na reacao de ligase: vetor (2) e do
produto da sintese por PCR do cDNA da mPRL
contendo o peptideo sinalizador da hPRL (3). C,
exemplo de andlise de restricdo com a enzima EcoRl,
confirmando a correta construgdo dos clones 2, 4 e 5.

Para verificar se houve expressdo e
secrecdo da mPRL no meio de cultura, foi
realizado o imunoensaio Dotblot. Foram
escolhidos quatro clones: # 2, 6, 8 e 11, 0
meio foi concentrado 5x em colunas Amicon,
aplicadas na membrana de nitrocelulose e
reveladas com luminol (Fig. 2).
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Figura 2. Dotblot analisando amostras dos clones #
2, 6, 8, 11: foram aplicados 100 pL por po¢o do meio
condicionado CHO-SFMII, concentrado 5 vezes.

CONCLUSOES

A construcdo do vetor pEDdc-mPRL foi
realizada com sucesso e confirmada por
analise de restricdo e sequenciamento do
cDNA. O Dotblot confirmou a presenca da
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mPRL no meio condicionado, antes das
etapas de amplificacdo génica com MTX.
Esse reconhecimento pelo anticorpo anti-
mPRL é um importante teste de identidade,
porém ndo discrimina a presenca de
agregados, dimeros ou fragmentos. Estudos
mais precisos sobre a expressao especifica
e a caracterizacdo da mPRL serdo
realizados apoOs as etapas de amplificacdo
génica.
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