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1. INTRODUÇÃO

A Pfu DNA polimerase é uma das principais enzimas utilizadas para amplificar fragmentos de DNA com alta fidelidade por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR), já que apresenta uma taxa de erro de 2 a 60 vezes mais baixo que outras enzimas. Devido a sua atividade exonuclease 3’-5’, a Pfu  possui uma polimerização mais lenta quando comparada às demais enzimas, como a Taq DNA polimerase.(HOGREFE, 2002). Durante os ciclos de aquecimento, na PCR, ocorre o acumulo de ribonucleosídeos dUTP devido à desaminação do dCTP, inibindo a capacidade de amplificação da Pfu DNA Polimerase, pois esta passa a exercer a função de reparo, limitando em até 40% a eficiência desta enzima (LASKEN, 1996). Desta forma, a enzima deoxiuridinatrifosfatase (dUTPase) pode ser de grande importância neste processo, pois hidrolisa o dUTP a dUMP (precursor essencial para a síntese de novos nucleotídeos de timina)(KURLAND, 19962) e PPi, facilitando a função de amplificação realizada pela Pfu (HOGREFE, 2002). O objetivo deste trabalho é desenvolver uma Pfu DNA Polimerase, capaz de amplificar fragmentos de DNA mais longos e com alta fidelidade, através da adição da dUTPase à enzima. 

2. METODOLOGIA

(a) Clonagem do gene dut de Pirococcus furiosus que codifica a enzima dUTPase:  O gene (dut) foi amplificado por PCR usando primes específicos, clonado e subclonado em vetor de expressão. 
(b) Expressão da proteína em células de Escherichia coli: diferentes cepas de E. coli foram eletroporadas com a construção (pET23a(+)::dUTPase), crescidas em meio de cultura LB, sob agitação de 180 rpm e temperatura de 37°C, por 24 h. Simultaneamente foi testada a expressão da dUTPase pela indução com IPTG. 
(c) Identificação da proteína por espectrometria de massas;
(d) Purificação da enzima recombinante por cromatografia líquida (HPLC);
(e) Realização de ensaio de atividade comparativo com o padrão comercial de mercado. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

O produto da PCR apresentou tamanho esperado de 471 pb e foi clonado em vetor de clonagem pCR-Blunt (Invitrogen) e subclonado em vetor de expressão pET23a (+) (Novagen). A análise da expressão das proteínas totais foi realizada por eletroforese em SDS-PAGE. Uma banda de 17 kDa (tamanho esperado para dUTPase) foi observada na fração solúvel na ausência de IPTG. Estão sendo desenvolvidos os testes de rompimento bacteriano para a purificação em cromatografia líquida da enzima dUTPase. 

4. CONCLUSÕES

[bookmark: _GoBack]A perspectiva principal para o trabalho é a produção de um produto inovador, essencialmente nacional e de baixo custo para comercialização no mercado biotecnológico. Para isso, após identificação e isolamento da enzima dUTPase a partir de células de E.coli, será realizada a formulação juntamente com a enzima Pfu DNA polimerase e posteriores ensaios comparativos com uma polimerase padrão de mercado.
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