Desenvolvimento de um modelo in vitro geneticamente modificado objetivando o desenvolvimento de ferramentas para o monitoramento ambiental
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Os danos causados na molécula de DNA, podem levar a mutações e suspeita-se que sejam a maior causa de câncer. É importante considerar que uma das primeiras respostas observadas em um organismo frente a uma situação de dano de DNA é a ativação dos genes relacionados com o sistema de reparo desta molécula. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um modelo in vitro geneticamente modificado expressando uma proteína fluorescente sob o controle transcricional de seqüências gênicas regulatórias sensíveis à presença de diferentes agentes genotóxicos. A região promotora do gene Gadd45(, envolvido na resposta ao dano de DNA, foi amplificada através de PCR e clonada no vetor pDsRedExpress-DR, que apresenta um gene que codifica para uma proteína vermelha fluorescente. Esta construção genética produzida foi inserida nos hepatócitos de D. rerio através da técnica de transfecção utilizando o reagente FuGENE. Após exposição destas células ao UV-B e ao cobre, não foi possível observar a expressão da proteína vermelha fluorescente, indicando que este promotor não estava sendo ativado pelos agentes tóxicos testados. Cabe ressaltar que este resultado negativo pode estar relacionado também a algum problema na construção do plasmídio utilizado na transformação das células. Independente do motivo dos resultados encontrados, o modelo desenvolvido parece não ser adequado para estudos de monitoramento ambiental.
