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CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIEICA(;AO DE PROTEINAS DO PLASMA
SEMINAL BOVINO RELACIONADAS A ALTA CONGELABILIDADE DO SEMEN*

Autor: lvan Cunha Bustamante Filho
Orientadora: Prof?. Dr?, Maria Inés Mascarenhas Jobim
Co-orientador: Prof. Dr?. Elizabeth Obino Cirne Lima

O uso da tecnologia de DNA recombinante abre portas para um
estudo detalhado da estrutura e funcdo de proteinas, e a producdo de
proteinas recombinantes em sistema procarioto apresenta varias vantagens. A
presente tese propde a expressdo heter6loga das proteinas aSFP, proteina
acida do fluido seminal bovino de 14 kDa, e osteopontina (OPN) de 55 kDa,
relacionadas a congelabilidade do sémen. Foram construidas bibliotecas de
cDNA de vesicula seminal, prostata e glandula bulbouretral. Oligonucleotideos
iniciadores foram sintetizados baseados nas sequéncias disponiveis no
GenBank (aSFP: numero de acesso NM_174616, OPN: numero de acesso
M66236). Os amplicons resultantes das reagdes de PCR foram clonados em
pET23a(+). Os plasmidios pET-aSFP e pET-OPN foram transformados em
linhagens eletrocompetentes de E. coli BL21, BL21 (DE3), BL21 Star, BL21
Codon Plus e BL21 pLysS. Para expressao das proteinas recombinantes foram
testadas diferentes concentragdes de indutor de expressao IPTG, e diferentes
tempos e temperaturas de inducdo. A expresséo recombinante foi avaliada por
SDS-PAGE, usando como controle cultivo ndo induzido. Das cinco linhagens
transformadas com pET-aSFP, somente E. coli BL21 pLysS induzida com 0,5
mM de IPTG por 3 horas a 37T apresentou uma banda de aproximadamente
15 kDa, compativel com o tamanho esperado de aSFPr-6xHis. Por
cromatografia de afinidade com metal imobilizado em condi¢cdes desnaturantes
foi possivel um rendimento de purificacdo de 2,5mg/mL de aSFPr-6xHis por 10
mL de cultura bacteriana. Contudo, a expressdo de OPNr-6xHis, também
obtida com a linhagem de E. coli BL21 pLysS, foi de baixa eficiéncia, o que néao
permitiu sua purificacdo. A producdo recombinante de proteinas do plasma
seminal € uma das mais novas ferramentas para o estudo de suas fun¢des. O
aperfeicoamento dos processos de expressao e purificacdo é fundamental no
desenvolvimento desta biotecnologia, que possui grande potencial terapéutico
e diagndstico.

! Tese de Doutorado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (114 p.). Fevereiro
de 2010.



CLONING, EXPRESSION AND PURIFICATION OF PROTEINS FROM BOVINE
SEMINAL PLASMA RELATED WITH SEMEN FREEZABILITY?

Author: lvan Cunha Bustamante Filho
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The use of recombinant DNA technology makes possible a deeper
investigation on protein structure and function. Also the production of
recombinant proteins has several advantages. The present thesis presents the
recombinant expression of the 14 kDa acidic seminal fluid protein (aSFP) and
osteopontin (55 kDa), both associated with bovine semen freezability. cDNA
libraries from prostate, seminal vesicle and bulbouretral gland were constructed,
and primers were designed based on data available on Genebank (aSFP:
access number NM_174616; OPN: access number M66236). Amplicons of the
target genes were cloned into pET23a(+), and the constructs pET-aSFP and
pET-OPN were transformed into electrocompetent E. coli strains: BL21, BL21
(DE3), BL21 Star, BL21 Codon Plus e BL21 pLysS. For the expression trials,
different concentrations of IPTG were tested, as well several different
expression induction conditions. The recombinant expression was analyzed by
SDS-PAGE and western blotting. The best expression for aSFPr-6xHis (15
kDa) was obtained with the strain BL21 pLysS, induced with 0.5 mM IPTG in 3
hours at 37C. The target protein was purified by immobilized metal ion
chromatography in denaturing conditions with a yield of 2.5 mg/mL per 10 mL of
bacterial culture. The recombinant expression of OPNr-6xHis was also possible
with the pLysS strain, however in a lower efficiency. The low amount of
recombinant OPN did not allow its purification. The production of seminal
plasma recombinant proteins is a new tool for the study of its functions. The
improvement of expression and purification processes is important for this
biotechnology which has a great potential for therapeutic and diagnose
applications.

! Doctor of Science Thesis in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (114 p.). February, 2010.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho bovino da ordem de 200 milhdes de
cabecas, resultando na producdo de mais de sete milhdes de toneladas de
carne, sendo que destas, mais de seiscentas mil foram exportadas em 2004,
ndimeros que colocam o Brasil como o maior exportador mundial de carne
bovina (Brasil, 2005). Apesar das divisas alcancadas por este setor que,
comprovadamente, pesam na balanca comercial brasileira, a produtividade da
bovinocultura nacional estd aguém do seu real potencial, o que torna
imprescindivel e prioritario seu aumento para manutencdo na lideranca no
contexto internacional.

Dentre os fatores que influenciam a baixa produtividade dos
rebanhos, os relacionados a reproducédo chamam a atencédo devido ao seu alto
impacto nos indices da producédo. Analisando o efeito do macho na evolucao
do rebanho, podemos constatar a importancia deste na dindmica da criagéo. O
touro € o agente principal na multiplicacdo do rebanho e no ganho genético,
uma vez que, na monta natural, € capaz de servir um numero significativo de

vacas e que, através da inseminacado artificial, pode chegar de 10 a 15 mil



vacas por ano. Logo, selecionar reprodutores superiores quanto a qualidade,
congelabilidade do sémen e fertilidade é da maior relevancia econémica.

A tecnologia da criopreservacdo do sémen bovino apresenta
desenvolvimento satisfatério, o que resulta num grande e crescente mercado
onde, s6 no Brasil, foram comercializadas mais de oito milh6es de doses em
2009 (Asbia, 2009). Entretanto, um dos pontos restritivos da inseminagéo
artificial é a freqiiéncia com que sédo encontrados, em centrais de inseminacéo
artificial, touros selecionados quanto aos aspectos produtivos, mas que
mostram dificuldade para a criopreservagédo do material fecundante, apesar do
guadro esperméatico normal quanto aos aspectos fisicos e morfolégicos.

Na década de 1950 surgiram os primeiros estudos sobre a
composicdo protéica do plasma seminal bovino. Apesar das limitagbes
tecnoldgicas, estes estudos bioquimicos abriram caminho para a investigacao
mais detalhada dos componentes do fluido seminal. Estudos do proteoma do
plasma seminal bovino ainda estdo em andamento e, com o conhecimento
adquirido, novas informacdes foram obtidas a partir da comparacao do fluido
seminal com indices de fertilidade e congelabilidade do sémen de touros. Estes
estudos resultaram na deteccdo de provaveis marcadores protéicos de
congelabilidade e fertilidade do sémen. No que se refere a congelabilidade do
sémen foram sugeridas a proteina acida do fluido seminal bovino (aSFP), a
clusterina, a albumina e a osteopontina como possiveis marcadores.

Alguns trabalhos ja evidenciaram os efeitos positivos da adicao de
proteinas do plasma seminal ao sémen de mamiferos. Osteopontina purificada

de leite bovino aumentou os indices de fertilizagdo de ovdcitos, a clivagem e o



desenvolvimento embrionario in vitro. A suplementagdo com aSFP purificada
de plasma seminal reduziu a lipoperoxidacdo de membrana plasmatica e
aumentou a atividade mitocondrial dos espermatozoéides. Entretanto, nenhum
estudo avaliou o possivel efeito ou funcéo destas proteinas na criopreservacao
do sémen. Especula-se que estas proteinas, além de indicadores de alta
congelabilidade, possam ter um papel importante na preservacao espermatica.
Com isso, a adicdo destas proteinas ao sémen de touros de baixa
congelabilidade pode representar uma alternativa para centrais de inseminagéao
artificial que utilizam animais de elevado valor zootécnico, porém, muitas vezes
com baixa produtividade do sémen congelado para comercializagao.

O uso destas proteinas produzidas pela tecnologia de DNA
recombinante pode ser uma valiosa ferramenta para melhor compreenséo de
suas fungdes. Atualmente, esta tecnologia € amplamente usada pela industria
farmacéutica e biotecnoldgica na producédo de hormonios, anticorpos e enzimas
para os mais diversos fins. Contudo, a aplicacdo desta na pesquisa em
andrologia é escassa, porém promissora. Sua aplicacdo além de ampliar as
fronteiras da protedmica, abre portas para novas abordagens na otimizacdo da
criopreservacao do sémen.

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Construir vetores de DNA plasmidiais para a expressao
recombinante das proteinas bovinas osteopontina e aSFP.

2. Expressar a forma recombinante das proteinas OPN e aSFP em
Escherichia coli.

3. Purificar as proteinas recombinantes produzidas.



2. Revisao Bibliografica

2.1 O espermatozoide

O espermatozoide € uma célula altamente especializada, tendo suas
caracteristicas morfoldgicas, ultraestruturais e bioquimicas adaptadas para a
transmissdo do genoma masculino. E uma célula formada especialmente para
executar uma fungéo: percorrer o trato reprodutivo feminino, mantendo-se apta
a realizar a fecundagéo. Para desempenhar esta tarefa, o gameta masculino
abre mdo de grande parte de suas organelas, bem como de volume
citoplasmatico. O resultado é uma célula de excelente hidrodinamica, com
citoplasma quase inexistente, com o Golgi e as mitocondrias remanescentes
rearranjadas em polos opostos e com o0 citoesqueleto adaptado para dar
mobilidade ao espermatozoide em matriz liquida (Eddy, 2006).

Estruturalmente, o espermatozdide pode ser dividido morfoldgica e
funcionalmente em duas partes: (i) cabeca e (ii) flagelo ou cauda. Descrevendo
do exterior para o interior da célula, a cabeca do espermatozéide é composta,

pela membrana plasmética, fundamental para a interacdo da célula com o



ambiente em que se encontra, seja no sistema reprodutivo masculino ou
feminino. Esta interacdo € mediada por proteinas, peptideos, acidos graxos e
colesterol, que atuardo como fatores capacitantes ou decapacitantes. Com
isso, a membrana plasmética do espermatozoide sofre mudancas constantes
em sua composicdo, pois funciona como interface entre a célula e o meio,
sendo através dela, feitas as comunicacdes intercelulares (Eddy, 2006;
Sutovsky & Manandhar, 2006).

Logo ap6s a membrana plasmatica encontra-se 0 acrossoma,
resultante da reorganizagdo do Golgi, onde se acumularam, ao final da
espermatogénese, enzimas-chave para a penetracdo do espermatozoide no
ovocito. Finalmente, temos o ndcleo que abriga a cromatina altamente
compactada. A ultracompactagédo da cromatina é obtida pela troca das histonas
pelas protaminas, proteinas que permitem um maior grau de enovelamento da
fita de DNA. Com isso, assume-se que ndo h& expressdo génica no
espermatozoéide (Eddy, 2006; Sutovsky & Manandhar, 2006).

O flagelo ou cauda € composto por trés regides ou pecgas: A peca
intermediaria compreende a bainha mitocondrial e o axonema, eixo central da
estrutura motora do espermatozéide. Aproximadamente 75 a 100 mitocéndrias
sdo dispostas helicoidalmente, e sdo responsaveis pela producdo de energia
para o batimento flagelar da cauda. Cada mitocondria carrega coOpias de
genoma mitocondrial (mtDNA) paterno, que podem ser transmitidas ao ovocito,
porém acredita-se que esse seja degradado apos a fertilizacdo (Sutovsky &
Manandhar, 2006). O axonema, formado com o rearranjo do citoesqueleto das

células esperméticas primordiais, € disposto em 9 + 2 pares de microtabulos



dispostos em paralelo. A peca principal e a peca final sdo constituidas pelo
prolongamento do axonema, circundado pela bainha fibrosa (Eddy, 2006;
Sutovsky & Manandhar, 2006). A figura 1 descreve em detalhes a morfologia

do espermatozoide.

2.2 O Plasma seminal

O plasma seminal, fluido no qual os espermatozdides estao
suspensos na ejaculacdo, fornece o meio de transporte espermatico e
apresenta diversos fatores essenciais na sobrevivéncia e manutengdo do
potencial fertilizante da célula espermética (Mann & Lutwak-Mann, 1981). Seu
volume e composicdo variam muito entre as espécies, tendo influéncia direta
das caracteristicas anatomo-fisiolégicas tanto do macho quanto da fémea.
Fatores como anatomia do Utero e local de deposi¢cdo do sémen determinaram,
evolutivamente, caracteristicas seminais como volume, concentracdo e
presenca de gel (Mann & Lutwak-Mann, 1981).

Uma enorme variedade de biomoléculas (proteinas, lipidios e
glicidios) conferem ao plasma seminal uma complexa constituicdo. Esta
abundéancia de biomoléculas € resultado de uma compensacédo devido a quase
auséncia de citoplasma no espermatozoéide (Aitken & Baker, 2004). Funcdes
realizadas comumente no citoplasma de células dipléides sé@o perdidas durante
a espermatogénese. Para compensar esta perda, as diversas secregdes que
compdem o plasma seminal contribuem com fatores necessarios para a funcéo
e preservacao espermatica no meio extracelular. Esta compensacéo pode ser

observada na alta atividade antioxidante apresentada pelo plasma seminal,
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atividade conferida por enzimas como catalase, glutationa peroxidase e
superoxido dismutase. Estas enzimas normalmente s&o encontradas no
citoplasma de células somaticas e tém reduzida atividade no espermatozdide,
cabendo ao plasma seminal a fungdo de protecdo dos gametas contra as espécies
reativas de oxigénio (De Laraminde & Gagnon, 1995).

Composto por secre¢des do testiculo, epididimo e das glandulas
acessorias, o plasma seminal é rico em sais, macro e microelementos, agucares e
proteinas. Ao deixar o testiculo, o espermatozéide passa através dos ductos
eferentes ao epididimo, onde glicerilfosforilcolina, carnitina e &cido siélico séo
encontrados em altas concentracfes; sdo também elevadas as taxas de sodio e
potassio, 0s principais cations no plasma seminal dos mamiferos (Mann & Lutwak-
Mann, 1981).

Os outros componentes do plasma seminal provém das ampolas,
vesiculas seminais e préstata. No touro, as ampolas secretam frutose e citrato. As
vesiculas seminais, que produzem 30-60% do volume total de sémen ejaculado,
possuem, dentre as glandulas acessorias, o conteido mais rico em proteinas,
apresentando altas concentragfes de frutose, contribuindo também na producao
da maioria das prostaglandinas existentes no plasma seminal (Mann & Lutwak-
Mann, 1981).

A secrecdo da prOstata é acida e contém putrescina, espermidina e
espermina; contribuindo também com diversos minerais. Grande parte da
secrecdo prostatica e vesicular é composta de enzimas freqiientemente

associadas com a membrana plasmatica. A secrecdo das glandulas bulbo-uretrais



€ mais alcalina que a das outras glandulas acessoérias, neutralizando, assim, o

carater acido das demais (Miller & Ax, 1988).

2.3 A Protebmica do plasma seminal bovino

O plasma seminal possui importancia fundamental na fertilizagéo e, a
cada dia, novo fung¢des sdo apontadas. As primeiras abordagens bioquimicas do
plasma seminal buscaram responder algumas duvidas referentes a sua
composicdo de sais e minerais (Kirton et al.,, 1964). A identificacdo dos
componentes protéicos do ejaculado, através da técnica de eletroforese, vem
sendo utilizada desde a década de 50 (Larson et al., 1954; Larson & Salisbury,
1954; Bennet, 1965; Banerjee & Ganguli, 1971), e os primeiros eletroferogramas
em 1954 j4 mostravam o plasma seminal como uma complexa mistura de
proteinas (Larson & Salisbury, 1954). Porém, a luz do conhecimento e dominio
tecnoldgico da época, os autores foram limitados a identificar grupos de proteinas.
Nao foram encontrados padrdes diferentes entre os animais comparados (Larson
et al., 1954; Larson & Salisbury, 1954), contudo o pioneirismo dos autores mostrou
gue o plasma seminal poderia ser algo mais do que uma simples secre¢édo das
glandulas acessorias com a fungdo de carrear os gametas masculinos.

Nas décadas seguintes, o estudo das proteinas presentes no plasma
seminal desenvolveu-se principalmente a partir de resultados obtidos em
pesquisas em outros sistemas e tecidos, isto €, com a descoberta de proteinas
como albumina, imunoglobulinas, insulina e hormdnios, que comecaram a ser

identificadas também no sémen de mamiferos (Georgiev, 1978; Kemme et al.,
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1984; Kemme et al., 1986; Manjunath et al., 1987; Seidah et al., 1987; Scheit et
al., 1988; Miller et al., 1990).

O aperfeicoamento dos métodos de estudo de proteinas permitiu novas
formas de analise do contetdo protéico do plasma seminal. Com isso, o limitado
eletroferograma obtido em eletroforese em papel foi gradualmente substituido por
outras matrizes como a de poliacrilamida (SDS-PAGE) e novas formas de
separacdo também foram aplicadas. A separacdo das proteinas através da
isoeletrofocalizagdo permitiu uma nova perspectiva de andlise do contetddo de
proteinas do plasma seminal (Georgiev, 1978). Com a associa¢do destas duas
técnicas, desenvolveu-se a eletroforese bidimensional em géis de poliacrilamida
(2D SDS-PAGE) (O'farrell & Offarrell, 1977), que permitiu um aumento na
resolucdo da separacao, facilitando a caracterizagdo das proteinas. Atraves deste
método, muitas proteinas do plasma seminal de varias espécies foram descritas e
caracterizadas (Killian et al., 1993; Desnoyers et al., 1994; Frazer & Bucci, 1996;
Frazer et al., 1996; Mortarino et al., 1998; Brandon et al., 1999; Moura et al.,
2006a; Moura et al., 2006b).

Com um melhor poder de resolucdo, também foi possivel comparar de
forma mais eficiente os perfis protéicos entre grupos de animais. Assim, diversos
trabalhos abordaram a correlacdo do plasma seminal com padrbes de fertilidade
normais (Ax et al., 1985; Nass et al., 1990) e alterados (Rocha et al., 1974; Wolfe
et al., 1993), com a congelabilidade (Roncoletta et al., 1997; Roncoletta, 2000;
Jobim et al., 2004) e com a viabilidade do sémen (Aurich et al., 1996). Uma das

principais contribuicdes destes trabalhos foram as indicacbes de determinadas



11

proteinas como possiveis marcadores de fertilidade e congelabilidade do sémen
bovino (Jobim et al., 2004; Moura et al., 2006b). O papel das proteinas do plasma
seminal na criopreservacdo do sémen vém sendo aos poucos elucidado. O efeito
crioprotetor da gema de ovo foi relacionado com a propriedade de ligacdo a LDL
(lipoproteina de baixa densidade) apresentada pelas proteinas da familia BSP
(Manjunath et al., 2007). Porém, ainda se desconhece os mecanismos de acéo de
diversas proteinas que possivelmente influenciam na resisténcia espermética a
crioinjuria. Na tabela 1 encontram-se descritas as proteinas do plasma seminal
bovino relacionadas com a congelabilidade do sémen, bem como suas funcdes
guando descritas. As proteinas aSFP e osteopontina, temas desta tese, seréao

abordadas adiante.

2.3.1 Osteopontina (OPN)

A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina fosforilada que foi
primeiramente descrita como secretada na matriz extracelular 6ssea (Franzen &
Heinegard, 1985). A OPN liga-se ao calcio e interage com o receptor de
vitronectina e integrina (Goncalves et al., 2007). Assim, possui importante funcéo
na fisiologia do tecido 6sseo, sendo produzida pelos osteoblastos e osteoclastos.
Sua identificacdo em diversos tecidos, sempre relacionada com adesédo e

reconhecimento celular, ampliou ainda mais sua importancia (Moura, 2005).
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A identificacdo da OPN no plasma seminal foi um dos resultados das
pesquisas desenvolvidas pela equipe do Prof. Gary J. Killian, na Universidade
do Estado da Pensilvania, nos Estados Unidos. A partir da correlagdo de uma
proteina de 55 kDa, pl 4,5 com a fertilidade de touros, através de eletroforese
bidimensional, esta foi sugerida como dos marcadores de alta fertilidade
existentes no plasma seminal bovino (Killian et al., 1993). Posteriormente,
(Cancel et al., 1997) identificaram esta proteina como sendo a osteopontina.
Com isso, a OPN foi amplamente estudada, tendo sido posteriormente descrita
sua localizagao no trato reprodutivo masculino (Cancel et al., 1999), bem como
sua expressao génica na ampola e vesicula seminal de touros (Rodriguez et
al., 2000). Destaca-se que, nos experimentos realizados nesta tese, foi
identificada a expressao de OPN na préstata nos touros utilizados. Contudo,
nem a proteina nem o mRNA foram descritos previamente neste tecido nos
trabalhos de Cancel et al. (1999) e Rodriguez et al. (2000).

A OPN foi imunolocalizada nos compartimentos basais e intersticiais
do tdbulo seminifero de ratos, sendo provavelmente sintetizada pelas células
de Sertoli. A estrutura da proteina possui diversos sitios de ligagcdo a proteinas
de superficie celular, como CD44, colageno, fibronectina e especialmente a
integrinas, proteinas chaves na ancoragem celular. Esta classe de proteinas de
membrana tem importante papel na migracdo celular pelo epitélio seminifero
durante a espermatogénese (Siu et al., 2003).

A natureza acida da OPN foi atribuida a grande quantidade de acido
aspartico e acido glutamico (Franzen & Heinegard, 1985). A sequéncia N-

terminal SSEEK da OPN € um sitio de fosforilacdo (Pinna et al., 1979), e a
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sequéncia RGD esta envolvida diretamente na adeséao celular. Esta seqiéncia
de aminoacidos liga duas folhas B pregueadas, sendo sitio de ligacao para
integrinas. Anticorpos contra o peptideo RGD bloqueiam a adesao celular e
sua delecdo da estrutura da OPN inibiu a ativacdo de receptor de integrina
(Butler, 1995). Goncalves et al. (2007) demonstraram que a fertilizago in vitro
€ prejudicada na presenca do peptideo RGD, bem como na presenca de
anticorpo anti-OPN. Estes resultados confirmam o papel dos receptores de
integrinas para a interacdo espermatozéide-odcito e da importancia da OPN no
momento da fertilizacdo (Figura 2). Também envolvida na adesédo celular, a
sequéncia compreendida entre D298 e 1305, na regido C-terminal da OPN liga-
se ao receptor de membrana CD44 e a heparina. A estrutura da OPN
compreende ainda sitios de clivagem para metaloproteinase e trombina, bem
como dominios de ligacdo para calcio e hidroxiapatita (revisado por Moura,
2005).

A presenca da OPN no plasma seminal é conferida, principalmente,
pelas secrecdes da ampola e vesicula seminal, e possivelmente pelo epididimo
(Rodriguez et al., 2000) e prostata. A OPN também é secretada no oviduto da
vaca, onde foram descritas, trés isoformas dessa proteina: 55 kDa, 48 kDa e
25 kDa (Gabler et al., 2003). Este fato corrobora a importancia da presenca da
OPN no local de fertilizagcédo, seja oriunda do plasma seminal ou da secrecéo
tubéaria (Gabler et al., 2003).

E desconhecido qualquer papel da OPN na preservacio, maturacao
e viabilidade espermatica, porém foi demostrado por Ménaco et al. (2009) o

aumento da capacitacdo em espermatozoides incubados com OPN purificada
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do leite. Outros resultados ja demonstraram sua influéncia na fertilizacdo. A
adicdo de OPN purificada do leite bovino aumentou a taxa de fertilizagéo,
clivagem e desenvolvimento embrionario em dois dos seis touros testados em
comparacao ao controle sem OPN. Os autores sugerem que uma parcela de
individuos podem se beneficiar com a presenca desta proteina (Goncalves et

al., 2008).

L. Espermatozéide
Zona pelucida

/\ Integrinas
O CD44

rag OPN

FIGURA 2 — Modelo para a interacdo entre a OPN, as integrinas e CD44
presentes nas membranas plasmaticas dos gametas masculinos e
femininos (Adaptado de Moura, 2005).

2.3.2 Proteina Acida do Plasma Seminal Bovino (aSFP)

A proteina acida do fluido seminal (aSFP) ¢é produzida
principalmente pela vesicula seminal e na ampola (Wempe et al., 1992). Ja
foram sugeridas diversas atividades para esta proteina, tanto na protecéo
como na funcdo do espermatozoide. A aSFP apresenta uma eficiente
atividade antioxidante, devido as suas caracteristicas quimicas, como a
presenca de pontes dissulfeto (Einspanier et al., 1991; Einspanier et al.,
1993). Este fato permite a manutencdo de membranas plasmaticas celulares

integras e funcionais (Einspanier et al., 1993; Moura et al., 2007) (Figura 3).
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A aSFP pertence a familia das espermadesinas, classe de proteinas
de baixo peso molecular (12-16 kDa), que apresentam diferentes funcdes
(Roméo et al., 1997; Romero et al., 1997; Haase et al., 2005). Estas proteinas
ligam-se a superficie do espermatozoéide ejaculado (Haase et al., 2005) sendo,
até o momento, identificadas no plasma seminal suino [AWN, AQN-1, AQN-3,
(Calvete et al., 1997); PSPI/PSP-Il, (Varela et al., 1997)], bovino [aSFP,
(Tedeschi et al., 2000) ; Z13, (Wempe et al., 1992)], eqliino [HSP-7, (Reinert et
al., 1997)], no ovino [Espermadesina de 15,5 kDa, (Bergeron et al., 2005)] e
mais recentemente no caprino [Bdh, (Melo et al., 2008)].

As espermadesinas sdo proteinas multifuncionais que apresentam
uma grande capacidade de ligacdo a diversas biomoléculas como glicidios,
fosfolipidios, inibidores de proteases, indicando o possivel envolvimento em
diversas fases do armazenamento espermatico e fertilizacdo (Calvete & Sanz,
2007). Compostas por 109 a 113 aminoacidos, sao constituidas
estruturalmente por um Unico dominio que serve como suporte estrutural, e ao
gual se podem atribuir diferentes funcionalidades (Romero et al., 1997). Sendo
assim, a interagdo da aSFP com o espermatozodide € devido a presenca do
dominio CUB, um motivo estrutural de aproximadamente 100 aminoacidos
encontrado quase exclusivamente em proteinas que se associam na face
extracelular da membrana plasméatica (Romero et al., 1997). Este motivo esta
envolvido com diversas fungdes, como ativacdo de complemento, angiogénese,
sinalizacao celular, inflamacéo e fertilizagdo (Bork & Beckmann, 1993; Blanc et

al., 2007).
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FIGURA 3 — Representacdo da estrutura da aSFP. Na figura da
direita, estdo representadas as pontes dissulfeto [Modificado de
(Roméo et al., 1997)].

A adicdo de aSFP purificada no sémen bovino teve significativa
influéncia nas caracteristicas seminais. Houve reducado da motilidade dos
espermatozéides quando adicionada na concentracdo de 6 g/L, sendo
também observada uma reducdo da atividade mitocondrial na concentracao
de 4 g/L, concentracao fisiolégica no plasmas seminal bovino (Schoéneck et
al., 1996). No mesmo trabalho, foi demonstrada uma grande capacidade
antioxidante dose-dependente, que foi observada através da quantificacdo
da lipoperoxidagéo (Schoneck et al., 1996). Com estes resultados atribuiu-se
a aSFP uma funcao de inibicdo de uma capacitagdo prematura, uma vez que
esta pode ser iniciada por acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Rivlin et al., 2003). Presente em altas quantidades na ampola, ela promove
uma economia de energia pela célula esperméatica através da diminui¢cdo da
sua atividade metabdlica e motilidade. A reducao da atividade mitocondrial,
apesar de levar a uma reducdo na producdo de ATP, resulta numa menor

producdo de ROS. Deve-se considerar a grande quantidade de células
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presentes nos reservatorios espermaticos (epididimo e ampola), o que
potencializa os efeitos deletérios dos radicais livres. Com isso, a aSFP néo
SO previne a sintese de ROS, como também contribui na sua eliminacéo por
possuir atividade antioxidante (Schoneck et al., 1996).

Estes efeitos cessam quando o ejaculado se difunde pelo utero,
entrando em contato com as proteinas e outros constituintes do fluido
uterino. A aSFP se dissocia da membrana plasmatica do espermatozoide,
ao mesmo tempo que outros fatores capacitantes ligam-se a ela, iniciando o
processo de capacitacdo espermatica. Com isso, € sugerido que esta
proteina ndo atue na interacdo espermatozéide-ovécito (Dostalova et al.,
1994).

Estudos comparando o perfil protéico do plasma seminal com dados
de eficiéncia reprodutiva permitiram relacionar a aSFP com a fertilidade e com
a congelabilidade do sémen de touros. Foi identificada uma concentracéo 8,5
vezes superior da aSFP no plasma seminal de touros com alta fertilidade em
comparacao aos touros de baixa fertilidade (Roncoletta et al., 2006). Utilizando
indices de aproveitamento de partidas de sémen viaveis a comercializacao,
Jobim et al. (2004) compararam os perfis protéicos do plasma seminal de
touros de alta e baixa congelabilidade. Utilizando 16 animais e analizando os
histéricos de congelamento em um periodo de 2 anos, 10 foram considerados
de alta congelabilidade, com indice de aprovacdo de 96,1%, e 6 touros
classificados como de baixa congelabilidade, com 79,4%. Foi observada uma
maior densidade Otica correspondente a aSFP em touros de alta

congelabilidade do sémen. O processo de criopreservacdo aumenta a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos espermatozéides
(Chateerjee & Gagnon, 2001), levando a lipoperoxidacdo e reducdo da funcéo
das membranas plasmaticas. Consequentemente, a presenca
guantitativamente superior da aSFP nos reprodutores de alta congelabilidade
do sémen pode ser estar relacionada com a capacidade antioxidante conferida
por esta proteina. Assim, a aSFP foi indicada como candidata a marcadora da

alta congelabilidade do sémen bovino (Jobim et al., 2004).

2.4 Criopreservacao do sémen bovino

A criopreservacao de sémen é o0 processo de preparacdo de uma
suspensdo de espermatozoides em um diluente apropriado que permita a
sobrevivéncia celular durante a congelagdo, estocagem a -196TC e
descongelacdo. A partir dos primeiros resultados com a criopreservacdo do
sémen obtidos por Polge e Rowson na década de 50 (Polge & Rowson, 1952),
a técnica desenvolveu-se rapidamente gerando um novo mercado de
comercializagdo para o sémen congelado e auxiliando no estabelecimento de

novas biotecnologias, acelerando assim o ganho genético no rebanho bovino.

Apesar dos avancgos tecnologicos, a inseminacao artificial ainda
encontra barreiras no que se refere a congelacdo do sémen. Em centrais de
inseminacao artificial, freqientemente sdo encontrados touros selecionados
guanto aos aspectos produtivos e que, entretanto, mostram dificuldade para
a congelacdo adequada do material fecundante, apesar do quadro
espermatico normal quanto aos aspectos fisicos e morfoldgicos.

A predicdo da fertilidade dos machos, e mais recentemente da
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congelabilidade, ainda é tema de discussdo (Rodriguez-Martinez, 2003;
Amann, 2005; Aitken, 2006). O exame andrologico padrdo utilizado
atualmente foi definido com base em diversos estudos sobre a influéncia de
diferentes caracteristicas seminais na fertilidade dos machos. Porém,
diversos autores ainda questionam sua validade, criticando as metodologias
de pesquisa, assim como a analise estatistica dos resultados (Amann, 1995;
Watson, 2000; Amann, 2005; Kuisma et al., 2006)

A partir destas duvidas, desenvolvem-se técnicas de avaliacao
mais apuradas da viabilidade do sémen (Rodriguez-Martinez, 2003), bem
como aprimorou-se a busca por marcadores protéicos de fertilidade e
congelabilidade do sémen (Jobim et al., 2004; Moura et al., 2006a;

Roncoletta et al., 2006).

2.4.1 Efeitos da criopreservacao no espermatozdéide

As razbes pelas quais os espermatozoides de diversas espécies
possuem uma maior ou menor sensibilidade a criopreservacdo incluem: a
complexa estrutura da célula espermatica, as diferencas de forma e tamanho
desses espermatozoides, as caracteristicas distintas de acrossoma e a
complexa e heterogénea natureza da membrana plasmaética (Snoeck, 2003).

Durante o processo de congelacédo ocorrem danos provocados pelas
baixas temperaturas a que sdo submetidos os espermatozoides: formacao de
cristais de gelo intracelulares, aumento da concentragéo intracelular de solutos
e modificacdes correlacionadas, resultantes da desidratagédo celular. Danos

celulares podem ser causados diretamente, afetando estruturalmente as
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organelas (ruptura de membranas), ou indiretamente, alterando as funcdes

celulares através do processo metabolico (Holt, 2000).

Em condi¢cbes de estresse, provocadas pela criopreservagédo, as
membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos vulneraveis e, com isso,
induzir a excessiva permeabilidade ou mesmo o rompimento da membrana
(Amman & Graham, 1992). Na membrana plasmatica do espermatozoide, esse
estresse esta relacionado a fase de transicao dos lipidios, a qual altera o
estado funcional da membrana (Holt, 2000). Quando a temperatura € reduzida,
os lipidios sofrem uma fase de transicdo de um estado fluido, na qual a
interacdo entre as cadeias de acidos graxos é relativamente desorganizada,
para um estado de gel, no qual a cadeia de acidos graxos torna-se rigida e
paralela (Amman & Graham, 1992). Os efeitos causados pela fase de transicao
dos lipidios provocam respostas cinéticas ndo-lineares em algumas enzimas,
incluindo algumas ATPases de membrana, cuja atividade depende do estagio
fisico dos lipidios (Holt, 2000). Outros componentes da membrana podem ser
alterados pelo estresse da temperatura. As proteinas da membrana séo
agrupadas na fase de transicao lipidica, e é esperado que isso altere a funcgao,
especialmente das proteinas que sofrem modulagéo estrutural para realizar sua

funcdo, como os canais idnicos protéicos (Holt, 2000).

Também a permeabilidade da membrana aumenta no resfriamento
(Robertson & Watson, 1986), devido ao incremento nas alteracbes da
membrana ou a efeitos especificos nos canais protéicos. A regulacdo do calcio
é afetada pela refrigeracdo, o que provoca sérias conseqiéncias na funcéo

celular (Bailey & Buhr, 1994), sendo as alteracdes, em alguns casos,
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incompativeis com a viabilidade da célula. A 5°C, aumenta a permeabilidade da
membrana ao Ca®', ele se acumula na célula, contribuindo para alteracées
semelhantes as ocorridas no processo da capacitacdo e nos eventos de fuséo
entre a membrana plasmatica e a membrana externa do acrossoma (Watson et

al., 1995).

Alteracdes significativas na pressdo osmética ocorrem durante a
criopreservacao. O estresse induzido pela formacdo dos cristais de gelo é
principalmente associado a alteragcdes na pressdo osmoética da fracdo néo-
congelada (Watson & Duncan, 1988). A agua congela e cristaliza como gelo
fora da célula; a pressao osmotica do liquido remanescente do soluto aumenta
podendo romper a membrana espermatica, extremamente sensivel ao estresse
osmotico (Watson, 2000) Este evento também pode afetar o citoesqueleto
celular (Watson, 1995) e efeitos similares acontecem durante o
descongelamento (Holt, 2000).

Os individuos podem ser classificados como produtores de sémen
de alta e baixa congelabilidade, dependendo das caracteristicas bioquimicas e
estruturais da membrana, o que é geneticamente determinado, predispondo a
sobrevivéncia dos gametas aos estresses da criopreservacao (Watson, 2000).

A concentracdo de colesterol na membrana estd diretamente
relacionada com a fluidez desta organela, que € determinada pela proporcao
colesterol:fosfolipidios, bem como pela natureza de suas cadeias (maior ou
menor grau de insaturagdo). Quanto maior a proporgdo colesterol:fosfolipidios
maior € a resisténcia a membrana plasmatica as mudancas de temperatura

(Amann & Pickett, 1987; Medeiros et al., 2002; Barbas & Mascarenhas, 2009).
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Durante a criopreservacgao, o colesterol induz a diminuicdo da temperatura na
gqual a membrana sofre a mudanca de fase fluida-cristalina para gel,
promovendo uma melhor estabilizacdo da membrana dos espermatozoides
durante o processo (Kirk et al., 2001). Uma variagcdo na composicao lipidica da
membrana plasmatica dos espermatozoéides ocorre entre as espécies (Eddy,
2006). O espermatozéide humano, bovino e do coelho apresentam a maior
propor¢cdo de colesterol na membrana plasmatica, levando a melhores
resultados na criopreservacao. Por outro lado, em equinos em suinos, esta
proporcdo € menor, tornando o0s espermatozoides destas espécies mais
sensiveis ao choque térmico durante a reducéo da temperatura (Meseguer et
al., 2004; Moore et al., 2005; Jones et al., 2007; Tannert et al., 2007).

A integridade da cromatina é fundamental para o desenvolvimento
embrionario, apesar de nao possuir papéis funcionais durante o
armazenamento e a fertilizacdo (Lopes et al., 1998; Sakkas et al., 1999;
Agarwal & Said, 2005). Com a ultracompactacédo da fita de DNA e a drastica
reducdo do conteudo citoplasmaético ao final da espermiacéo, o espermatozéide
perde a capacidade de reparacdo de quebras e mutagcbes no seu genoma
(Twigg et al., 1998). Embora o espermatozéide possa apresentar motilidade e
integridade de membrana para fecundar, o dano a cromatina espermatica nao
permite o desenvolvimento embrionario (Watson, 2000). Em alguns casos de
infertilidade em homens, foi detectada alta incidéncia de fragmentacdo de DNA
espermatico (Sergerie et al., 2005). Todavia, 0 dano ao genoma pode ser
induzido ou agravado pelo processo de criopreservagdo, especialmente pela

geracdo de ROS (Lopes et al., 1998; Baumber et al., 2003).
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2.5 Producéo de proteinas recombinantes em Escherichia coli

A producdo em larga escala de proteinas recombinantes para
subsequente purificacdo € hoje uma técnica dominada. Importantes aplicacdes
desta tecnologia englobam sua utilizagdo em imunizacao, estudos bioquimicos,
analise tridimensional da proteina, uso biotecnolégico e terapéutico (Balbas,
2001; Pavlou & Reichert, 2004). Atualmente, o uso de proteinas recombinantes
€ rotina tanto na pesquina quanto na industria farmacéutica. Somente nos
Estados Unidos, o uso da tecnologia do DNA recombinante na producdo de
farmacos envolve mais de 110 empresas, movimentando em 2003 mais de 32
bilh6es de ddlares (Pavlou & Reichert, 2004).

A producdo de proteinas recombinantes envolve a clonagem do
gene apropriado em um vetor de expressdo sob controle de um promotor
induzivel. Com a obtencédo 6tima da expressdo, a purificacdo € o proximo
passo para se obter uma molécula biologicamente ativa (Makrides, 1996).

Entre varios sistemas de expressédo heterdloga hoje disponiveis, o
uso da bactéria gram negativa Escherichia coli continua como a opc¢do mais
atraente devido a seu rapido crescimento em alta densidade de cultura, baixo
custo, e o amplo conhecimento adquirido sobre sua genética (Schumann &
Ferreira, 2004). Com isso, foram desenvolvidas indmeras linhagens
geneticamente modificadas para diferentes condi¢cdes de expressao, bem como
vetores a serem utilizados, ambos disponibilizados comercialmente (Makrides,
1996).

Entretanto, apesar da ja caracterizada genética e biologia molecular

da E. coli como fabrica de proteinas, ndo ha garantias de que todo o gene pode
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ser expresso eficientemente em uma bactéria Gram negativa. Especialmente
guando a proteina recombinante de interesse € de organismo eucarioto
(Baneyx, 1999). A arte da fabricacdo de proteinas estd baseada em “regras
empiricas” (Makrides, 1996) que fornecem um guia que diminui o tempo gasto
em tentativas e erros. Nao existe protocolo padrdo para a sintese e purificacdo
de proteinas recombinante. Cada caso deve ser otimizado através de
constantes ajustes nas metodologias.

Diversos fatores afetam o nivel de expressdo da proteina
recombinante, como: (i) caracteristicas impares do gene, (ii) estabilidade e
eficiéncia do mRNA produzido, (iii) correta e funcional conformacao estrutural
da proteina, (iv) cédons necessarios para a traducéo, (v) acdo de proteases e
(vi) toxicidade da proteina (Makrides, 1996; Baneyx, 1999; Balbas, 2001,
Baneyx & Mujacic, 2004; Berrow et al., 2006)

As principais desvantagens no uso de E. coli como sistema de
expressado incluem (1) a inabilidade da bactéria de realizar as modificacdes
pés-traducdo que ocorrem em eucariotos, (2) a auséncia de um mecanismo de
secrecdo da proteina alvo para o meio de cultura (0o que facilitaria a
purificacdo), e (3) a limitada habilidade de promover a formagdo de pontes
dissulfeto (Makrides, 1996; Balbas, 2001; Sahdev et al., 2008). Todavia,
diversas estratégias ja foram desenvolvidas para contornar estes problemas,
resultando na sintese de inUmeras proteinas recombinantes biologicamente
ativas (Kim & Raines, 1993; Makrides, 1996; Thomas et al., 1997; Wu et al.,
2004; Garde et al., 2007; Elorza et al., 2009; Lefebvre et al., 2009).

O papel das proteinas do plasma seminal na criopreservacdo do
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sémen vém sendo aos poucos elucidado. Embora muitas de suas funcoes
estejam bem descritas, o mecanismo de acdo na protecdo de estruturas
celulares como membrana plasmatica, proteinas de membranas, axonema,
mitocondrias e cromatina durante a curva de congelacdo, manutencdo a -
196 e descongelacao, ainda néo foi perfeitamente elucidado. Neste contexto,
esta tese visa a elaboracdo de um sistema de expressdo de proteinas
recombinantes do plasma seminal como ferramenta para o estudo de suas

funcBes bioldgicas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Criacdo de Biblioteca de cDNA

Para obtencdo das sequéncias génicas relativas as proteinas aSFP
e OPN, foi criada uma biblioteca de DNA complementar a partir de RNA isolado
de tecidos reprodutivos masculinos. Em abatedouro localizado em Munique
(Schlachthof Minchen, Bavaria, Alemanha) foram coletados de bovinos
machos da raca Fleckvieh, amostras de tecido de préstata, glandula bulbo-
uretral e vesicula seminal de trés animais, sendo essas armazenadas a — 80 C

até o processamento.

3.1.1 Isolamento de RNA

Apo6s descongeladas, as amostras de abatedouro foram cortadas em
fatias com aproximadamente 25 mm? (5 x 5 x 1 mm), sendo colocadas em tubo
com 1 mL de Trizol® (Invitrogen, Califérnia, EUA). Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas e, ap6s 5 minutos, eluidas em 0,2 mL de cloroférmio.

As solucbes foram agitadas em agitador por 15 segundos e centrifugadas a
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12.000 rpm por 15 minutos a 4 . O sobrenadante co ntendo RNA foi entdo
transferido para novo microtubo com 0,5 mL de alcool isopropilico. Apés 10
minutos de incubacgdo, o material foi novamente centrifugado nas mesmas
condi¢des por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante, sendo o precipitado
ressuspendido em 1 mL de etanol e homogeneizado em agitador. Seguiu-se
nova centrifugagédo a 7500 rpm por 5 minutos a 4 C, sendo apds retirado o
sobrenadante (etanol) e, ap6s a secagem do precipitado, este foi
ressuspendido em agua estéril livre de RNAse (Sterile DEPC Water RNAse
Free® Aestus Pharmaceuticals, Watkinsville, EUA) (Sambrook & Russell,
2001). Para evitar a acdo de RNAses e de outras enzimas, as amostras foram
aguecidas a 55 T por 10 minutos. A concentragdo de RNA em cada amostra
derivada de cada tecido foi medida por espectrofotometria em 260 e 280 nm

(Beckman, Harbor Boulevard, EUA).

3.1.2 Digestdo do DNA contaminante no isolado de RNA

Devido a possibilidade de contaminacgéo e interferéncia com DNA no
isolado de RNA, as amostras foram tratadas com DNAse. Em um microtubo
foram adicionados 5 pg de RNA, 2 pyL de 10x DNAse | Reaction Buffer e 1 pL
de DNAsel. Os tubos foram colocados em um Thermomixer® (Eppendorff,
Hamburg, Alemanha) por 30 segundos a 37 C, sendo apés, rapidamente
transferidos para outro Thermomixer® a 75 T, por 10 segundos, para inativar a

enzima DNAse I.
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3.1.3 Sintese da primeira fita de cDNA (RT-PCR)

A sintese de cDNA, através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR), foi iniciada com o anelamento
de oligonucleotideos iniciadores (primers) aleatorios, utilizando 5 pg das
amostras de RNA, acrescidas de 3 pL de primers randdmicos (Ramdom
Hexamer Primers®, Invitrogen), e 1 pl de 10 mM dNTP Mix® (Invitrogen). Logo
apos, foram aquecidas a 65 € por 5 minutos, sendo ap06s transferidas para o
gelo. Com a formacdo de trechos dupla-fita hibridas de RNA:DNA, foram
adicionados 4 pL de 5x First Strand Buffer®, 2 uL de 0,1 M DTT e 1 pL de
RNAse Out®. Apés incubacéo a 25 T por dois minutos, foi adic ionado 1 pL de

Superscript 1I®

(transcriptase reversa) (Invitrogen). As amostras foram
colocadas em um termociclador que operou na seguinte sequéncia: 25 T por
10 minutos, 42 T por 50 minutos e 70 € por 15 min utos. Logo apods, as

amostras foram armazenadas a — 20 T (Sambrook & Ru ssell, 2001).

3.2 Obtencdo das sequéncias das proteinas aSFP e OPN e
escolha do vetor de expressao

Para a obtencéo do fragmento com as sequéncias das proteinas em
estudo, foram construidos primers especificos, baseados nas sequéncias
génicas descritas disponiveis no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para a aSFP, foi
utilizada a sequéncia NM_174616 (Figura 4) (Wempe et al., 1992), e para a

proteina OPN, foi usada a sequiéncia M66236 (Figura 5) (Kerr et al., 1991).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

aggagggctc
gccctggaat
gtgttgtgag
gagggctccc
cgcaggaaga
gaaagtgtgt
gggactcccg
ctgtgtgtat
tgtgaagatg
ggattcaatg
tggagtgatc
accagagtac
tctggagatt
actcatggat
gcacccagct
gctcaggccect
aatcagctgc
tcectttecag
gttgccagtc
aaaaaaaaaa

ttaagaccag
gtgggcaagt
gcttatgcaa
aaataagagt
ggagaggaag
gacaaagaca
cagccctgcg
atagccccag
aagctgtcca
gactggctcc
gccacctatt
catgttaggg
atagatgggc
tatagatctt
tctttctatg
gagtggacaa
ccacaaggag
cccectggtet
ttgtggttag
aaa

gcagctggga
ccecttggect
gtcactggag
tctgtgtggc
aaaagaaatt
cagagaaagc
gggctgggct

gcctcececgggg
gcgtcatccec

cccggaatac
acggaccgaa
tgtctatcca
tgccaggatc
ctggcagtat
aagtgttata
gcgttgcaaa
aagcatcttc
cctaactgca
ttccttctet

cgtcagactg
ctctgggtct
gtgaacatgc
cattggtcca
ggtcattatt
agcaggcagc
ccaggggagyg

ccgggetceag
ttgggccttg

taactgtggg
aacaaactgt
atatctccaa
tcctgtcetta
catgactgtc
ctttcaggat
agagaacaac
tgatcacctg
gaaagattcc
ttatcattat

FIGURA 4 — Seqiéncia do cDNA de aSFP bovina.
inicio da traducdo (nucleotideos 488 ao 490) e o codon de término da
traducao (nucleotideos 890 ao 892).

gtcctgette
caggtcctct
tgaagcttaa
tgtcacctat
tcccagggga
ccgcettetec
aggaggtcag
tgctgaggct
ctgctcagca
ggaatcctca
gtctggacta
ctcaactgta
gggaagattt
aagtacatca
ccacaagctt
attccttgaa
ctctcagcct
ttactactga
aatcattttg

Em negrito,
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tgccactggt
cctgtccaag
cctcagacag
tatctaggac
taaaggcaca
tagagaactg
gtgtcagctg
ggtgccaggc
cagccacagt
aagaggagtc
tccagatgcc
ataaagagtc
gtgaaggttc
gagagcctga
agtgatctct
gaccctectgg
gtcacctcca
gctttagatt
aataatgaaa

0 codon de

Para expressdo das proteinas em bactéria E. coli, foi escolhido o

plasmideo comercial pET23a(+)® (Novagen, Darmstadt, Alemanha) (Figura 6).
Este vetor possui no final do seu sitio multiplo de clonagem a regido para
sintese de etiqueta de poli-histidina (His-Tag) (Figura 7). Os insertos de cDNA
para as proteinas aSFP e OPN foram clonados no vetor de forma a sintetizar
proteinas recombinantes fusionadas com His-Tag.

Esta etigueta codifica para a formacao de um bloco de seis histidinas
em seqUéncia. Através de cromatografia por afinidade, somente as proteinas
recombinantes com His-Tag ligam-se a coluna de niquel, sendo separada
(purificada) das demais proteinas da bactéria usada na expressao (Novagen,
2006).

Para a insercdo das sequéncias de cDNA para expressao das
proteinas OPN e aSFP, foram utilizados os sitios de restricdo Nde | (5

CAT|ATG 3) e Xhol (5 C|TCGAG 3) presentes no sitio multiplo de



clonagem (MCS) do plasmideo (Figura 7) (Novagen, 2006).
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

ctgctcagca
accatgagaa
aaaccgacca
gtagccatat
tctgtgtcct
gaaagccctg
tctaatgact
cattctgatg
actccgttta
ctgaagtcaa
gaggacttca
cagctgactg
aaggccaagg
agccaagaat
aaacacctga
aaggagaaaa
gggtgggaga
agatctggaa
ccttctaaac
catcacagca
aaaatactgt
ttttttaaat
tcttgaatgt

tcacagggga
ttgcagtgat
gttctggcag
ggctaaagcc
ctgaggaaac
agcaaacaga
ccgacgacgce
aatctgatga
tccctacgga
gatctaagaa
catcacacat
accacagcaa
ataagaacaa
tccatagcct
aaattcgtat
tacaatttct
caatatgaaa
acagatcatg
taaaagcttc
ttttaatgtt
tacacacttt
tagtatatat
<)

ctggactctt
ttgcttctgce
ctctgaggaa
tgacccatct
tgatgacaac
cgatctagat
tgaaaccact
agttgatttt
aagcgcaaat
gttccgeccga
agagagtgag
ggaaaccaac
gcattccaat
tgaagacaag
ttctcatgaa
tactttgctt
tgcatatttc
tttttgatca
agagtttagt
tgctaccctt
taagaaagaa
tttgttgtga

ctecgecegecg
ctcttgggca
aagcagctta
cagaagcaga
aaacaaaata
gacgatgatg
gatgaccctg
cccactgata
gatggccgag
tctaacgttc
gagatgcatg
agtagcgagc
ctgattgaga
ctagacctag
ttagatagtg
ttagtaaaac
tcagcttagt
ttagtttaat
ctatgttctt
ttaggaatag
tataaaattt
ttattttttce

cagaccaagg
ttgcctcege
acaacaaata
ctttcctaac
cccteccaag
ataacagcca
accattccga
ttccaacaat
gtgatagtgt
agagtccaga
acgcacctaa
tttccaaaga
gtcaggaaaa
atcataagag
cctcttctga
gaaaaggata
tggtgaatgt
gtgtggcttc
tccacataca
aaattcatgt
gatgtcacta
tgttgtgaat
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aaaaatcatt
ccttccagtt
cccagatgcet
accacagaat
taagtccaat
ggacgtcaac
cgagtctcac
cgcagttttce
ggcttacgga
tgccacagag
gaagacgagt
actcacgcca
ttccaaactc
tgaagaagac
ggtcaattga
cattaaagca
atatgtgtgt
atggtaacac
aaatgcaaac
agaagcaaac
tgatcttttg
aaatctttta

FIGURA 5 — Sequiéncia do cDNA de OPN bovina. Em negrito, o coédon de inicio
da traducdo (nucleotideos 64 ao 66) e o cédon de término da traducdo
(nucleotideos 898 ao 900).

Para a amplificacdo da sequéncia de cDNA da aSFP e OPN a partir

da biblioteca de cDNA, foram utilizados os primers descritos na Tabela 2.

TABELA 2 - Descricdo dos primers utilizados na amplificacdo das sequéncias

codificantes para as proteinas aSFP e OPN

PRIMER

SEQUENCIA

aSFP#1 (sense)
aSFP#2 (antisense)
OPN#1 (sense)
OPN#2 (antisense)

5 GTCCATATGAAGCTGTCCAGCGTCAT 3’
5" AGTCTCGAGAGCTTGTGGATCCT 3’
5" GTCATTAATATGAGAATTGCAGTGATTTGC 3
5" ATTCTCGAGATTGACCTCAGAAGAGGC3'
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FIGURA 6 — Representagdo esquemética do plasmideo pET23a(+). A Seta
preta indica o sitio de clonagem multipla do vetor. Modificado de (Novagen,

2006).

TT7 promoter primer #59343-3

T7 promoter Xbal rbs
AAGAAGGAG A

galll
AGATCTCGATCCCGLGAAAT TAATAC GACTCAL TATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT AACTT
pET-230 Hinc Il ag .
Ndel Nhel  Ti-Tag - BamH| EcoR| Sacl Sall Hindll Notl  Xnol His-Tag

TATACATATGECTAGCAT GACTRGTGGACAGCA AATGGGT CACEGATCCGAATTC GAGCTCCGTCGACAAGCTTGLGGECGCACTCR WCCACCAC TGA
SlnAlalysG lyhragThe

Meth loSerMetTheGlyG I yGInGl nMetG Iy AraGlySerGluPhelluleulrg

ET-23b MCTCGAGCACC ACCACCACCACCACT GA
pET d LeuGluHisHisHisHisHisHisEnd
co |
.. TACCATGGCTAGE. . . pET-22 MG TTGLGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Meth loSer. . . q oProSerThrSerleudrgProHisSerSerThrThrThrThreThrThrG [u
Bpul102 1 T7 terminator
GATCCGECTEL TAACAAAGCCCGAAA GGAAGCT GAGTTGECTELTRCC ACC G T AGCAATAACTAGCAT AACCCCT TREEECCTCTAAMACGGERTCTTRAGEERTTTTTTR

T7 terminator primer #59337-3

FIGURA 7 — Representacdo esquematica da sequiéncia do sitio de clonagem
multipla do vetor pET23a(+). As setas cheias indicam os sitios de clivagem
para as enzimas Nde | e Xho I. A seta vazada indica o His-Tag. Modificado de

(Novagen, 2006).
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3.2.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reagOes em cadeia da polimerase foram realizadas em aparelhos
termocicladores UNO Il Thermoblock (Biometra GmBH, Gottingen, Alemanha),
TC-4000 (Techne UK, Staffordshire, Inglaterra). Para a amplificacdo de cada
sequéncia (cDNA para OPN e aSFP) foram usados 4 pL dos bancos de cDNA
feitos a partir de tecido da prostata, vesicula seminal e glandula bulbo-uretral.
As amostras foram adicionados 10 pL dos respectivos primers sense e
antisense, 10 puL de 5x Buffer, 1 yL de 10 uM dNTP, 0,5 pL de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen) e 14,5 uL de &agua Milli-Q®. As reacdes foram
incubadas a 94 C por 2 minutos, seguida de 36 cicl os de incubagbes a 94 C
por 30 segundos, 56 T por 30 segundos e 72 € por 1 minuto. Por ultimo, as
reacBes foram mantidas a 72 T por 10 minutos, send o ap0s resfriadas até 4

C, e armazenadas a — 20 TC.

3.3 Clonagem intermediaria em vetor pCR®2.1-TOPO®

Para uma maior eficiéncia de clonagem, foi realizada uma pré-
clonagem em um vetor plasmidial pCR®2.1-TOPO®, que faz parte do TOPO TA
Clonnig Kit® (Invitrogen) (Invitrogen, 2006b) (Figura 8). O uso deste sistema
facilita a manipulacdo dos produtos de PCR, pois estes sdo clonados em um
sitio Unico de insercdo pela enzima topoisomerase presente no sistema. Os
plasmideos construidos nesta etapa chamar-se-ao pTOPO-aSFP e pTOPO-
OPN.

A reacdao foi realizada utilizando 2 pL dos produtos de PCR, ou seja,

as sequéncias codificantes para aSFP e OPN amplificadas; 1 pL de Salt
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Solution e 1 pL do vetor TOPO. A mistura foi incubada por 5 minutos em
temperatura ambiente, sendo apds, colocada em gelo. A analise de eficiéncia
de ligacdo foi realizada através de ensaio de restricdo com EcoRI (3 uL de
plasmideo ligado, 3 uL de EcoRI Buffer, 1 uL de Eco RI e 23 uL de agua, a

reacdo foi realizada a 37 C por 2 horas).

Hind 11 Hon Sec! BanHI  Spel
Cf ATQ ATT AC AGC TG GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA "
IOTC Gl TAC T TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GCT GAT Topoisomerase
Bl oo EepR1
QTA 20G GOC GOC AGT TG OT3 GAA TTC 5CC CTTTYWWILs cGo GAa TTC TGO
CAT TGC CGG (GG TCA CAC GAC CTT AAS (GG GAD TTC 0CG CTT ARG ACE
| | i [ -~
AGA TAT CCA TCA CAC TGG C CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG OCC AAT TOG |CCC TAT
TCT ATA GGT GTG ACC GOC GGC GAS CTC GTA CCT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG AT
|“on
\ 6T CGT GAC TGG GBA RAC oC AGGE
TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG CCCTT PCR Product A
b GGGAEN TTCCC

Topoisomerase

FIGURA 8 — A: Representacdo esquematica do plasmideo pCR®2.1-TOPO e
da sequéncia do sitio de clonagem multipla. Em detalhes estdo os principais
elementos do plasmideo: genes de resisténcia aos antibiéticos ampicilina e
canamicina; a sequéncia do sitio de clonagem de produtos de PCR e os sitios
para as enzimas de restricdo. B: Representacdo da acdo da enzima
topoisomerase que liga o inserto de PCR sem a necessidade de ligagcao
coesiva, a partir do residuo 3’ deoxitimidina (T) (Invitrogen, 2006b).

3.4 Andlise da eficiéncia da ligacdo dos insertos no vetor TOPO

3.4.1 Transformacao de linhagem de E. coli TOP10®

Com o objetivo de aumentar o nimero de copias dos plasmideos
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pTOPO-aSFP e pTOPO-OPN, estes foram inseridos em linhagens de E. coli
TOP10® termocompetente (Invitrogen) ou JM-109 eletrocompetente (Promega)
(Tabela 3).

Para a transformacao, foram utilizados 40 uL de cultura bacteriana
congelada em solucao de 10% de glicerol e armazenadas a — 80 . Os tubos
com bactérias foram descongelados por 15 minutos (Invitrogen, 2004). Em
seguida, foram adicionados 2 puL do vetor pré-clonado, sendo o tubo
rapidamente aquecido no Thermomixer® a 42 <C por 30 segundos, sendo apos,
novamente retornado ao gelo. Foram adicionados 250 pL de meio Luria-Bertani
(LB) (triptona 1%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%, peso/volume) e os tubos
permaneceram sob agitagdo em estufa de cultura bacteriana por 1 hora a
36 . Apls este periodo, 60 pL de cultura foram plagueados em meio LB
sélido (triptona 1%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%; agar 1,5%,
peso/volume) com ampicilina (100 pg/mL) e com X-gal, usado como marcador
de coldnias de bactérias transformadas com plasmideo com o gene lacZ
truncado (Invitrogen, 2004). As placas foram incubadas a 37 T por 12 horas.
Apoés este periodo, foi escolhido um clone na placa de cultura, e este foi
coletado e inoculado em meio liquido para multiplicagdo e extracdo de DNA

plasmidial.

TABELA 3 — Descri¢do do gendtipo da linhagens E. coli TOP10 e JM-109

Linhagem de E. coli Genadtipo

JM109 recA 1, endA 1, gyrA 96, thi, hsdR 17 (rk-, mk+),
SupkE44, relA 1, |-, D(lac-proAB), [F’, traD 36, proAB,
laclqg ZDM15]

One Shot® TOP10 F-  mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢80lacZAM15

Chemically Competent E. coli ~ AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG
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3.4.2 Extracdo de DNA plasmidial de bactéria usando Kkit
comercial

Para extracdo de DNA plasmidial de bactérias através de Kkit, foi
utilizado o QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Dusseldorf, Alemanha),
conforme as instru¢des do fabricante (Qiagen, 2006).

Um clone isolado de E. coli foi expandido em 5 mL de meio LB
liguido com antibidtico apropriado e foi incubado a 37°C, sob agitagéo, por 12
a 16 horas. A cultura foi centrifugada a 800 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado de células foi ressuspendido em
250 pL de tampéo P1, sendo acrescido apds o tampédo P2, seguido de suave
homogeneizacdo. Foi adicionado tampédo N3, homogeneizado por inversao,
sendo apés centrifugado por a 14.000 rpm 10 minutos a 4 . O sobrenadante
foi transferido para a microcoluna de purificacdo e novamente centrifugado nas
mesmas condi¢des por 1 minuto. O filtrado foi descartado, sendo adicionado a
coluna 750 pL de tampao PE, seguido de nova centrifugacdo por 1 minuto. O
filtrado foi novamente descartado e a coluna foi lavada com 50 yuL de tampéao
EB. Apo6s 1 minuto de incubagdo em temperatura ambiente, nova centrifugacao
foi realizada por 1 minuto. A microcoluna foi descartada e o DNA plasmidial

armazenado a -20°C (Sambrook & Russell, 2001).

3.4.3 Andlise do DNA por eletroforese em gel de agarose
A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% em 0,5X

TBE (Tris-HCI 44,5 mM, acido bérico 44,5 mM, EDTA 1 mM) (Figura 9) . A

! Os componentes dos tampdes P1, P2, N3, PE e EB n&o estdo descritos no Manual do
“QIAprep Spin Miniprep Kit".
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amostra de DNA foi adicionada de tamp&o de amostra (azul de bromofenol
0,25%, glicerol 30%, EDTA 1 mM), e aplicada no gel contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etideo. O gel foi submetido a voltagem de 80-100V fornecido por
fonte de energia Amersham modelo EPS 1001, utilizando tampé&o 0,5X TBE. O
DNA foi visualizado através de iluminacgéo ultravioleta, a 512 nm. Como padrao
de corrida, foram usados pUC Mix Marker® e Gene Ruller 1Kb DNA Ladder®

(Fermentas, Glen Burnie, EUA).

FIGURA 9 - Cuba de eletroforese para gel
de agarose.

3.5 Construcédo dos plasmideos pET-aSFP e pET-OPN

3.5.1 Preparacgéo dos insertos

Para expressar as proteinas bovinas aSFP e OPN em célula
procariética, foram construidos os plasmideos pET-aSFP e pET-OPN. As
sequéncias nucleotidicas referentes as proteinas foram obtidas de acordo com
0 protocolo descrito no item 3.2.1, e clonadas no vetor TOPO (item 3.3).
Posteriormente, essas sequéncias foram isoladas do vetor TOPO por

tratamento com as endonucleases de restricdo Nde | e Xho | (New England
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BioLabs, Ipswich, EUA). As reacgdes (Tabela 4) foram incubadas a 37 C por 90

minutos.

3.5.2 Preparacéo do vetor de expressao pET23a(+)

A semelhanca da preparacdo dos insertos de DNA, o plasmideo
pET23a(+) foi submetido a tratamento com as endonucleases de restricdo Ndel
e Xhol (tabela 5). Assim, é garantido que ambos, insertos de DNA e vetor,
tenham extremidades coesivas para a perfeita ligagcdo entre eles. A reacgao
ocorreu a 37 T durante 90 minutos.

Apoés este periodo, o tubo foi aquecido a 65 T por 20 minutos, para
inativacdo das enzimas de restricdo. Com o plasmideo linearizado, foi feita a
desfosforilagdo do vetor com 1 pL de CIAP (Calf Intestinal Alkaline

Phosphatase, Invitrogen) a 37 T por 30 minutos.

3.5.3 Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose

Para o isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose (1 a
2%), foi utilizado o JetQuick (Genomed GmBH, Lohne, Alemanha)®. Apds
separacado dos fragmentos de DNA através de eletroforese, as bandas de
interesse foram recortadas do gel e colocadas em microtubo com 300 pL do
tampé&o L1, sendo incubados por 15 minutos a 50 €.

A reacdo foi colocada numa microcoluna de purificacdo e
centrifugada por 1 minuto a 14.000 rpm. O filtrado foi descartado, e foi

adicionado 500 pL de tamp&@o L2 na coluna, seguido de incubacdo em

% Os componentes dos tampdes L1, L2 e TE n&o sdo descritos no Manual do JetQuick.
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temperatura ambiente por 5 minutos. Foram realizadas duas novas
centrifugagcbes, com descarte dos filtrados. Finalmente, foram adicionados a
coluna 30 pL de tampéo TE (previamente aquecido a 70 ), acompanhado de
nova centrifugacdo por 2 minutos. Os filtrados contendo os DNA isolados dos
géis foram identificados e armazenados a — 20 C. Aliquotas das amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para confirmagdo do
isolamento dos fragmentos (Genomed, 2005).
TABELA 4 — Reacado de retirada

do inserto clonado no vetor
pCR®2.1-TOPQO®

Reagente Volume (em pL)
pTOPO-aSFP 18
Buffer #4 (NEB) 6

Nde | 2,5

Xho | 2,5

100x BSA 0,6

H,O 30,4
Total 60

TABELA 5 — Reacdo clivagem do vetor

pET23a(+).

Reagente Volume (em pL)
pET23a(+) 5
Buffer #4 (NEB) 6

Nde | 1,5

Xho | 1,5

100x BSA 0,6

H,O 45,4
Total 60

3.5.4 Ligacéao dos insertos no pET23a(+)
A reacdo de ligacdo, concluindo a clonagem dos insertos de DNA

para as proteinas bovinas aSFP e OPN, foi realizada adicionando em
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microtubos 4 pL do vetor pET23a(+) linearizado, 9 pL de inserto para aSFP ou
8 uL de inserto para OPN, 2 L de Ligation Buffer (Invitrogen), 1 uL da enzima
T4 Ligase (Invitrogen) e agua Milli-Q (g.s.p. 20 pL). A reacdo ocorreu a 16 T
por 12 h, sendo posteriormente submetida a 22 C por 6 horas.

Os 20 pL da reacéo foram usados para transformar E. coli TOP10
conforme descrito no item 3.4.1, e os plasmideos pET-aSFP e pET-OPN
extraidos do gel segundo o protocolo do item 3.4.2. A verificacdo da eficiéncia
da ligacdo foi realizada por ensaios de restricdo e PCR usando primers que
anelam no inserto e no plasmideo, sendo visualizado através de eletroforese

em gel de agarose. Os primers estdo descritos na Tabela 6.

TABELA 6 — Primers utilizados na avaliagdo dos clones e seqiienciamento.

Primer Sequéncia ™ ()
T7 Promoter 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3' 47,5
T7 Terminator 5' GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3 53,4
OPN Inner Sense 5' ACGAGTCTCACCATTCTGATG-3' 59,9
OPN Inner Antisense 5 GATCTTGACTTCAGTCCGTAAGC 3' 55,3
aSFP Inner Sense 5' CGCCACCTATTACGGACCGAAAAC 3' 54,3
aSFP Inner Antisense 5' TCCCTAAGACAGGAGATCCTGGCA 3 60,1

3.5.5 Sequenciamento das construgdes

Os plasmideos construidos durante o processo de clonagem foram
sequenciados para confirmacdo da presenca do gene, bem como sua correta
orientacao e localizagéo dentro do mesmo. O sequienciamento das amostras foi
realizado no Laboratorio ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied

Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2
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pmol dos primers decritos na Tabela 5 e 2 uL do reagente BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10
uL. As reagbes de marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacdo
inicial a 96 °C por 3 minutos seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 55
°C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos. Ap6s marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida, desnaturados a
95 °C por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 minutos e eletroinjetados no
sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados
utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com 0s
parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1l.mob”; BioLIMS
Project “3100_Projectl”; Run Module 1 “StdSeqg50 POP6_50cm_cfv_1007;

e Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz".

3.6 Expressao de aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis em E. coli

3.6.1 Linhagens de E. Coli para expressao de proteinas
recombinantes

Para a expressdo das proteinas recombinantes, foram utilizadas
linhagens de E. coli comerciais modificadas geneticamente para expressao
otimizada de proteinas recombinantes. Na Tabela 7 estdo descritas as

linhagens utilizadas.
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3.6.2 Transformacéo das linhagens para expressao de proteinas
recombinantes

Aliguotas de 40 pL de células eletrocompetentes foram
descongeladas a temperatura ambiente e colocadas imediatamente no gelo. A
cada tubo foi adicionado 1 pL de plasmideo, incubando-se no gelo por 1
minuto. As constantes elétricas utilizadas para a eletroporacdo (cubetas de 0,2
cm) foram: capacitancia, 25 uF; resistor, 200 mQ; e voltagem, 2,5 kV. A
suspensao de células foi transferida para a cubeta de eletroporacdo gelada,
colocada na camara do eletroporador GenePulser XCell® (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA) (Figura 10) e o pulso elétrico foi gerado. Apos o
pulso, a cubeta foi imediatamente retirada da camara e as células foram
coletadas com 1 mL de meio SOC (triptona 2%; extrato de levedura 0,5%,
peso/volume; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM; glicose 20 mM). A
suspensdo foi transferida para um tubo de ensaio e incubada a 37°C por uma
hora e entdo plagueada em meio LB sdlido contendo 100 pg/mL de ampicilina
(linhagens de E. coli BI21 DE3, E. coli BI21 DE3 Sl), ou contendo ampicilina e
cloranfenicol (100 yg/mL e 50 ug/mL, respectivamente (linhagens de E. coli

BI21 DE3 pLysS) (Sambrook & Russell, 2001).

3.6.3 Expressdo das proteinas recombinantes aSFPr-6xHis e
OPNr-6xHis em pequena escala

Os clones transformantes foram expandidos em 2 mL de meio LB
com as concentracdes de antimicrobianos necessarias para cada linhagem, e

cultivados por 16 a 18 horas, sob agitacdo a 37C. Cada clone foi, entéo,
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repicado com 1% (50 pL) de pré-in6culo em 5 mL de meio 2x YT (Triptona
1,6%; extrato de levedura 1%; NaCl 0,5%, peso/volume) com antimicrobiano,
sob agitacdo (250 rpm) a 37C. O crescimento do cultivo foi realizado até
atingirem uma densidade o6tica em 600 nm de aproximadamente 0,6
(absorbancia da cultura/absorbancia do meio). Para induzir a expresséao, foi
adicionado IPTG (isopropiltiogaalactosideo, indutor de expressdo de genes
com promotor lacT7) na concentracao final de 1,0 mM em todas as linhagens,
exceto em E. coli BL21 DES3 SlI, cuja expresséo foi induzida por 0,2 e 0,3 M de
NaCl. O cultivo foi mantido por 36 horas, para posterior analise de expressao
através de SDS-PAGE nos tempos 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36 horas. Como controle,
0 mesmo experimento foi realizado com células transformadas com pET23a(+),

ou seja, plasmideo sem inserto para sintese de aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis.

FIGURA 10 — Eletroporador GenePulser XCell®
Para cada tempo avaliado, foi retirada aliqguota de 200 uL de cultura,
sendo essa transferida para tubos de microcentrifuga que foram centrifugados
por 30 segundos a 12.000 rpm. As células foram ressuspensas no mesmo

volume de solucédo salina a 4 € (0,9% NaCl) e novam ente centrifugadas nas
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mesmas condi¢des. O precipitado foi identificado e armazenado a — 20 C.

Tabela 7 — Linhagens de E. coli para expressao de proteinas recombinantes

Linhagem Genotipo

BL21 (DE3) F~ ompT gal dcm lon hsdSg (rs” mg’) A (DE3)

BL21 (DE3) pLysS F ompT gal dcm lon hsdSg (r5” mg) A(DE3)
pLysS (cm®)

BL21 (DE3) STAR F-, ompT, hsdSB(rg" mg’), dcm, gal,nrel3l,) A
(DE3)

BL21 (DE3) CodonPlus-RIL  F~ ompT gal dcm lon hsdSg (rg” mg) A (DE3)
argu, ileYy, leuw

BL21 SI F~ ompT gal dcm lon hsdSg (r5” mg) A (DES3),
polimerase de T7 indutivel por NaCl

3.6.4 Eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE

Géis verticais de poliacrilamida para eletroforese das proteinas
foram preparados entre duas placas de vidro do sistema Mini-PROTEAN® (Bio-
Rad) (Figura 11). O gel de corrida 14% foi composto de uma solucdo de
acrilamida/bis-acrilamida 30% (29% de acrilamida e 1% de bis-acrilamida), Tris
0,37 M pH 8,8, SDS 0,1%, 20 pL de persulfato de aménio 10% e 6 uL de
TEMED, em volume total de 5 mL. O gel de entrada consistia em acrilamida
4%, bis acrilamida 0,1%, Tris 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1%, 20 yL de persulfato
de amoénio 10% e 3 uL de TEMED, em um volume total de 2,5 mL. As amostras
foram diluidas em tampé&o de aplicacéo 5X (Tris 1,562 M pH 6,8, glicerol 25%,
SDS 7%, 2-mercaptoetanol 12%, azul de bromofenol 0,25%) e incubadas a
100<C por 5 minutos. Aplicavam-se as amostras no ge | ja submerso no tampao

de corrida (1,44% de glicina, 0,3% de Tris e SDS 0,01%) (Laemmli, 1970). A
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corrida teve uma duracdo aproximada de 2 horas, com voltagem maxima 120

V fornecida por fonte de energia Life Biotechnologies modelo 250.

FIGURA 11 - Sistema de Eletroforese de gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Posteriormente, os géis foram retirados do sistema, sendo corados
com solucédo 0,1% de Coomassie Brilliant Blue 250-R (Saint Louis, EUA) por 20
minutos. A descoloracdo dos géis para visualizacdo das bandas foi efetuada
com solucao de 57% de metanol e 3% de acido acético.

De cada amostra foram aplicados 15 pg de proteina, sendo a
guantificacdo de proteina na amostra realizada pelo método de Lowry et al.

(1951).

3.6.5 Andlise da expresséo das proteinas recombinantes

A identificacdo da expressdo das proteinas recombinantes aSFPr-
6xHis e OPNr-6xHis foi realizada através da visualizacdo do maior conteudo
protéico, com peso molecular aproximado ao das proteinas. A confirmacgéo da
expressdo foi realizada através de Western-blot com anticorpo anti-HisTag

(Invitrogen).
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Apés a corrida de eletroforese, o gel de acrilamida foi colocado no
sistema de transferéncia em contato com uma membrana de nitrocelulose
(Millipore, Bilerica, EUA), ambos entre papéis filho Watman n3. O sistema foi
colocado em uma cuba de transferéncia Trans-Blot (Bio-Rad) (Figura 12),
sendo esta preenchida com tampéo de transferéncia (Tris 48 mM, glicina 39
mM, metanol 20%). A eletrotransferéncia foi realizada em camara fria com 300
mA de corrente por 60 minutos. Apds, a membrana foi incubada com M-TPBS
(tampdo PBS, adicionado de 0,05% de Tween 20 e 5% de leite em po
desnatado) por 60 minutos. Esta etapa visou 0 bloqueio da membrana,
impedindo a fixacdo de proteinas na mesma em regides ndo preenchidas na
fase de eletrotransferéncia. A imunodeteccdo das proteinas recombinantes foi
realizada com a incubag&o do anticorpo primério anti-HisTag (Invitrogen) por 12
a 16 horas, na concentracdo de 1:10.000 diluido em M-T-PBS. Apés este
periodo, o anticorpo priméario foi retirado e a membrana foi lavada 3 vezes por 5
minutos com T-PBS. Incubou-se por 2 horas com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase [anti-igG de camundongo (Amershan Pharmacia),
concentracdo 1:3.000 diluido em M-T-PBS]. Apos a incubagdo com o anticorpo
secundario, a membrana foi lavada cinco vezes com T-PBS.

Para visualizacdo das bandas, foi utilizado o método de ECL
(Enhanced Chemiluminescence) (Millipore, Bilerica, EUA). Este método baseia-
se na acao da peroxidase (conjugada no anticorpo secundario) no luminol
presente nos reagentes de ECL. O resultado € a liberacéo de fétons que marca

filmes de raio-X, possibilitando a identificacdo de bandas especificas.
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FIGURA 12 - Eletrotransferéncia (western-blotting). A — sequéncia de
montagem do sanduiche de transferéncia. B — Colocacao do sistema da cuba
e preenchimento com tampao de transferéncia.

3.6.6 Otimizacé&o das condi¢des de cultivo e expresséo

Para a producéo de grande quantidade de proteina recombinante, as
condi¢Oes de cultivo e expresséo foram adaptadas a partir do protocolo padrao.
Testes de expressdo foram realizados com gradual aumento de volume de
meio de cultura e concentracdo de indutores de expressdo. Outras variaveis
como temperatura e rotacdo foram testadas, uma vez que os métodos de
expressdo de proteinas recombinantes ndo possuem condicdes fixas. Tais

condicdes foram ajustadas para cada proteina.
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3.7 Purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade

Para a purificagdo da aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis foram utilizados o
“Ni-NTA Purification System” (Invitrogen) e o His-Select (Sigma) (Invitrogen,
2006a). Estes sistemas sao especificos para purificacdo de proteinas
recombinantes fusionadas com His-Tag e sdo baseados na alta afinidade e
seletividade por proteinas fusionadas com cauda de poli-histidina. A coluna de
purificacdo é constituida de niquel ligado ao acido nitrilotriacético, associada a
uma matriz de agarose a 6%.

Devido a caracteristicas intrinsecas de cada proteina recombinante
produzida, o fabricante recomenda a adaptagcéo dos protocolos de purificacdo

para melhor eficiéncia do processo (Invitrogen, 2006a).

3.7.1 Lise bacteriana e avaliacdo da solubilidade das proteinas
recombinantes

As culturas bacterianas que expressaram a proteina recombinante
foram centrifugadas (800 rpm por 1 minuto), e o precipitado ressuspendido em
solucdo salina e novamente centrifugado. Apés, as células foram lisadas em
duas etapas: (1) o precipitado bacteriano foi ressuspendido em tampao de
ligacdo (purificacdo nativa: NaH,PO, 50 mM, imidazol 10 mM, pH 8,0;
purificacdo desnaturante e hibrida: NaH,PO, 50 mM 8 M de uréia, pH 8,0),
sendo acrescido 1 mg/mL de lisozima para a digestdo da parede bacteriana. A
reacédo foi incubada em gelo por 30 minutos; (2) A amostra sofreu lise fisica por
sonicacdo com intensidade média (6 pulsos de 10 segundos, com intervalos de

10 segundos). A amostra foi centrifugada por 30 minutos, 15.000 rpma 4 <. O
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sobrenadante foi transferido para outro tubo, e o precipitado foi restaurado ao
volume anterior usando tampéao de lise (Sambrook & Russell, 2001).

Ambas as fracdes, sobrenadante e precipitado, foram identificadas
por SDS-PAGE e western blotting para determinacdo da solubilidade da
proteina recombinante, isto €, se a proteina estava presente ou nao no
sobrenadante. A solubilidade das proteinas determinou o protocolo de

purificacdo que foi adotado em cada caso.

3.7.2 Purificagcdo em pequena escala

Para testar a eficiéncia da purificacédo, testes em pequena escala
com 1 mL de cultura bacteriana com expressdo da proteina recombinante
induzida foram realizados para determinar as melhores condi¢des de aplicacao
do método. Foram testados os protocolos de purificacdo nativa, desnaturante e

hibrido (Invitrogen, 2006a).

3.7.2.1 Protocolo de purificagdo nativa

Em 1 mL de sobrenadante de cultura bacteriana lisada, foram
acrescidos 50 pL de resina Ni-NTA previamente lavada no tampéao de ligagéo
(descrito anteriormente). A mistura permaneceu sob leve agitacdo por 60
minutos a temperatura ambiente para a ligacao da proteina recombinante ao
niquel da resina.

Posteriormente, a mistura foi centrifugada rapidamente para a
precipitacdo da resina, sendo o sobrenadante retirado e armazenado para

andlise através de SDS-PAGE.
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A resina foi ressuspendida em 500 pL de tampao de lavagem (50
mM NaH,PO,4, 20 mM de imidazol, pH 8,0), sob agitacdo, por 5 minutos. Essa
mistura foi centrifugada e o sobrenadante armazenado para andlise. Este
processo foi repetido mais trés vezes para retirar o maximo possivel de
proteinas nao ligadas a resina de Ni-NTA.

Apos as lavagens, a resina foi ressuspendida em tampéao de eluicdo
(50 mM NaH,PO4, 20 mM de imidazol, pH 8,0), permanecendo sob agitacdo
leve por 10 minutos. Novamente a mistura foi centrifugada rapidamente para
precipitacdo da resina, sendo o sobrenadante retirado e armazenado para
analise através de SDS-PAGE. Este processo foi repetido mais uma vez

(Invitrogen, 2006a).

3.7.2.2 Protocolo de purificagdo desnaturante

Este protocolo segue 0os mesmo passos como descrito na secao
3.7.2.1, porém utilizando-se o precipitado da cultura bacteriana lisada. Todos
os tampdes foram constituidos de NaH,PO; 50 mM e uréia 8 M, com o0s
seguintes valores de pH: tampao de ligacdo pH 8,0; tampdes de lavagem: pH
6,0 e 5,3; e tampdo de eluicdo: pH 4,5 (Invitrogen, 2006a). A uréia nesta
concentracdo € responsavel pela solubilizacdo dos corpos de inclusédo
formados na expressao insolluvel. ApGs a purificacao, foi realizado um pool com
as fracOes de purificacédo, sendo este concentrado em tubo tipo Centricon com

3 kDa de poro para concentracdo da proteina e remocéo da uréia.

3.7.2.3 Protocolo de purificacao hibrida
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O objetivo da purificacao hibrida foi a utilizagdo da uréia a 8 M para
solubilizacdo dos corpos de inclusdo na fase de ligagdo e primeiras lavagens
da coluna. Na segunda etapa, utilizou-se tampdes sem uréia para permitir a
renaturacdo e remodelamento da proteina recombinante na coluna, e
subsequente eluicdo sem uréia utilizando 250 mM de imidazol (Carrio &

Villaverde, 2001; Jungbauer et al., 2004).

3.7.3 Purificagdo em maior escala

Definidas as melhores condicdes para eluicdo da proteina, o
protocolo de purificacdo foi ajustado para ser realizado em colunas fechadas ou
abertas. A melhor condicdo de ligacdo e eluicdo foi validada. Para estes
experimentos foram utilizadas as resinas de niquel Ni-NTA (Invitrogen) e His
Select (Sigma), usadas em colunas abertas modelo Econo-Pac (Bio-Rad).

Para os ensaios em maior escala, foram utilizados 1 mL de leito,
sendo usado para cada lavagem volumes de 3 a 6 vezes o volume de resina.
Nas etapas de eluicdo foram utilizados 1 mL de tampao de eluigdo, por etapa,

sendo o eluato aliquotado em fragdes de 500 pL.

3.8 Andlise e simulacao de experimentos in silica

Atualmente encontram-se disponiveis diversos softwares para
analise e simulacédo de experimentos para aplicacdo em praticamente todas as
etapas de clonagem génica. O uso destes softwares permite avaliar, conferir e
redesenhar estratégias de construcdo de vetores. Os softwares usados ao

longo deste trabalho foram:
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e CLC Sequence Viewer 6.1: Este software permite a visualizacao e
a edicdo de sequéncias de DNA, RNA e proteinas, bem como o alinhamento
entre varias sequéncias e a simulacdo de mecanismos de transcricdo e

traducgao (Figura 13).
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FIGU.IiA 13 — Tela da area de trabalho do software CLC Sequence Viewer 6.1.

e pDRAW32 1.0: Poderosa ferramenta para construcdo in silica de
plasmidios, permitindo editar sua sequéncia e simular ensaios
com enzimas de restricdo e experimentos de eletroforese de DNA

e RNA em gel de agarose (Figura 14).
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FIGURA 14 — Tela da area de trabalho do software pDRAW32 1.0.

e Chromas 2.33: Software para avaliacdo dos cromatogramas
obtidos com o sequienciamento dos vetores construidos. Permite
uma analise criteriosa das sequéncias, possibilitando uma
interpretacdo apropriada dos dados brutos gerados no

sequenciamento (Figura 15).
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FIGURA 15 — Tela da area de trabalho do software Chromas 2.33.

e BLAST (Basic Local alignment Search Tool): Software online que
permite o alinhamento de sequiéncias através de diversos banco
de dados genbmicos e protéicos (Figura 16). Disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi.




55

My NCEH H

Sign bn] [Fegister

+»HCBW BLAST/ blasin suitel Formatting Results - GGHNZI65015
Edit and Resubmit  Save Search Strategies P Formatting oplions & Downioad

OPN BLAST
Query 1D [c1]10443 Database Name et others
Dascription None p GenBank and pon-h EST entries
Molecule type nucleic acld Program BLASTH 2.2.22+ & Citation

Query Langth 1331
Other reports: =Search Summary [Taxenomy reports] [ Distance tree of results]

¥ Graphic Sum mary

Déstribgion of 400 Bt Hits on the Query Sequence 4
DV778266 HW_Fat_5_FO2 Bos taurus CF-24-HW fat cDMA library Bos t.. 521816 E=0

Color key for alignment scores

Query

=}
(]
15
1=}

500 750 1000 1250

ety i et i . g Bt PRI 1A

FIGURA 16 — Tela da area de trabalho do software online BLAST.

e Prime3Plus: Software online para auxilio no desenho de primers.
Oferece diversas ferramentas que auxiliam a escolha da melhor
regido, considerando também importantes fatores como
temperatura de anelamento e conteido de nucleotideos G+C

(Figura 17). Disponivel em http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cqi.
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FIGL]EA 17 — Tela da area de trabalho do software online Primer3Plus.
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e |DT SciTools OligoAnalyzer 3.1: Poderosa ferramenta online para
avaliacdo dos primers desenhados. Fornece diversas informagdes
sobre os primers avaliados, permitindo a simulagéo de reacdes de
PCR objetivando testar as possiveis formacdes de hairpins,
homodimeros e heterodimeros, ligacdo entre os primers que
diminuem a eficiéncia da reacdo de amplificacdo (Figura 18).
Disponivel em

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/.
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:Iw:MiGURA 18 — Tela da area de trabalho do software online IDT SciTools
OligoAnalyzer 3.1.



4. RESULTADOS

4.1 Criacéo da biblioteca de cDNA

O conteudo de RNA foi isolado das amostras de tecido reprodutivo
provenientes de abatedouro, este foi transcrito para cDNA através da técnica
de RT-PCR. Para confirmacdo e avaliacdo da construcdo correta das
bibliotecas de cDNA, foi realizada a técnica de PCR utilizando-se primers para
a amplificacdo do cDNA da B-actina (Figura 19). Os tecidos utilizados foram
prostata, vesicula seminal, glandula bulbo-uretral, ampola e testiculo, uma vez
gue nesses locais foram descritas as proteinas a serem avaliadas nesse
estudo. A amplificacdo do fragmento de B-actina confirmou a construcéo

correta da biblioteca de cDNA nas amostras 1, 2, 3,5,6 e 7.

4.2 Obtencdo dos genes codificadores das proteinas aSFP e
OPN

Foi realizada a reacdo de PCR utilizando os primers aSFP#1 e
aSFP#2, e OPN#1 e OPN#2 para amplificacdo das sequéncias de cDNA

codificantes para as proteinas aSFP e OPN (Figura 20).
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FIGURA 19 — Amplificacdo do cDNA para [ -actina para
confirmacdo da criagcdo de biblioteca de cDNA. Linhas MW -
Marcador de peso molecular. 1 — préstata (animal 1); 2 —
glandula bulbo-uretral (animal 2); 3 — testiculo (animal 3); 4 -
glandula bulbo-uretral (animal 3); 5 — vesicula seminal (animal
3); 6 — ampola (animal 3) e 7 — prostata (animal 3). A seta indica
o fragmento amplificado. Gel de agarose 1% corado com EtBr
observado sob luz ultravioleta.

1118 pb
881 pb
692 pb
501 pb

FIGURA 20 - Produtos de PCR dos cDNA para aSFP e OPN,
Linhas: MW - Marcador de peso molecular. 2 — glandula
bulbo-uretral (animal 2); 5 — vesicula seminal (animal 3) e 7
— prostata (animal 3). As setas indicam os fragmentos
amplificados. Gel de agarose 1% corado com EtBr
observado sob luz ultravioleta.

A melhor amplificacdo de cDNA da OPN (fragmento de 848 pb) foi
encontrada a partir da biblioteca de cDNA de préstata. O cDNA da aSFP

(fragmento de 416 pb) foi amplificado eficientemente a partir da amostra de

vesicula seminal. Essas amostras foram utilizadas nos experimentos seguintes.
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4.3 Clonagem em vetor pCR®2.1—TOPO

Para obtencdo das seqiiéncias com as extremidades coesivas para
a ligagdo no vetor de expressdo, os produtos de PCR foram clonados em
pCR®2.1-TOPO. Apéds transformacdo em E. coli TOP10 e cultivo, foram
selecionados dez clones bacterianos que cresceram em meio seletivo
(resisténcia a ampicilina) e ndo apresentaram coloracdo azul (clivagem de X-
gal presente no meio). Posteriormente, fez-se o isolamento dos plasmideos
destes clones por Miniprep, e realizou-se o tratamento com endonuclease de
restricdo EcoRlI, para confirmacdo da ligacdo (Figura 21 e 22). O screening
para clones pTOPO-aSFP mostrou 100% de eficiéncia (Figura 21). Ja para
pTOPO-OPN apenas 6 clones apresentaram o perfil eletroforético esperado
(Figura 22). A partir desses resultados foram escolhidos arbitrariamente os

clones A7 e O3 para 0s experimentos seguintes.

4.4 Construcao dos plasmideos pET-aSFP e pET-OPN
Utilizando-se o tratamento com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol
nos plasmideos pTOPO-OPN e pTOPO-aSFP, as sequéncias
codificantes para OPN e aSFP, respectivamente, foram retiradas dos vetores.
Os fragmentos foram separados através de eletroforese (Figura 23) e as
bandas contendo os fragmentos de cDNA foram extraidas do gel de agarose.
Da mesma forma, o plasmideo pET23a(+) foi tratado com as enzimas Ndel e

Xhol, retirando-se, assim, parte do seu sitio multiplo de clonagem.
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FIGURA 21 - Andlise do vetor pTOPO-aSFP. A: Representacdo
esquematica do pTOPO-aSFP; em destagque o inserto clonado (seta
preta) e os sitios de restricdo para EcoRI (em vermelho). B: Simulagéo do
gel de agarose da analise de restricdo de pTOPO-aSFP com EcoRI. C:
pTOPO-aSFP clivado com EcoRI. Os fragmentos de 3913 pb s&o o
plasmideo clivado, e os fragmentos de 435 pb (seta) sdo a regidao
codificante para a aSFP. Al a A10 séo os diferentes clones isolados; MW
€ o padrdo de peso molecular. Gel de agarose 1% corado com EtBr
visualizado sob luz ultravioleta.
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FIGURA 22 — Andlise do vetor pTOPO-OPN. A: Representacéo
esquemaética do pTOPO-OPN; em destaque o inserto clonado (seta
preta) e os sitios de restricdo para EcoRI (em roxo). B: Simulagédo do
gel de agarose da analise de restricdo de pTOPO-OPN com EcoRI. C:
pTOPO-OPN clivado com EcoRI. Os fragmentos de 3913 pb s&o o
plasmideo clivado, e os fragmentos de 550 pb, 194 pb e 126 pb séo
resultados da presenca de 2 sitios de clivagem dentro da regido
codificante para OPN. Ol1 a O10 sao os diferentes clones isolados;
MW ¢é o padrdo de peso molecular. Gel de agarose 1% corado com
EtBr observado sob luz ultravioleta.
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Ap6s a ligacdo dos insertos ao plasmideo PpET23a(+) e
transformacgéo das bactérias, os clones resultantes tiveram seu DNA plasmidial
purificado e analisado através de ensaio de restricdo e PCR.

Em um primeiro momento, os clones recombinantes foram
analisados por restricdo simples, ou seja, clivando-se com apenas uma enzima
e comparando-se os padrbes eletroforéticos contra as amostras nao clivadas
(Figura 24). ApOs esta selecdo, somente 0s clones que apresentaram 0s
fragmentos esperados foram novamente analizados por clivagem dupla e PCR
utilizando primers que anelam nas regides que flanqueiam o inserto clonado.

Para isto, foram usados os primers T7 Promoter e T7 Terminator (Figura 25).

MwW A7 03
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3000 pb

< 839pb
< 404 pb
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650 pb
500 pb
400 pb

\\ |

FIGURA 23 — Clivagem dos clones A7 (pTOPO-
aSFP) e O3 (pTOPO-OPN) com as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol. Gel de agarose 2% corado
com EtBr observado sob luz ultravioleta.

Baseado nos resultados de analise de restricdio e PCR, os
plasmideos dos clones A10 e O3 foram sequenciados, e a confirmacdo da

correta construcdo dos plasmideos pET-aSFP e pET-OPN (Figuras 26 e 27,
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respectivamente), foi realizada através de analise in silica utilizando-se 0s

softwares Chromas e CLC Sequence Viewer.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 01 02 03 02C

4000 pb
3000 pb

850 pb
650 pb
500 pb
400 pb

NRR

FIGURA 24 — Andlise dos clones resultantes da clonagem dos genes
em pET. O padrdo de uma banda linear, fina e definida (seta cheia)
caracteriza o plasmideo clivado em um unico ponto (esperado) (Al a
A4, A8 a Al10; O3). Mais de um fragmento (seta vazia) caracteriza
clonagem néo especifica (A7; Ol e 0O2). Amostras A5 e A6 ndo
apresentavam quantidade de DNA visivel. O2C é o controle néo
clivado. Gel de agarose 1,5% corado com EtBr observado sob luz
ultravioleta.

A B

MW A2 A4 Al0 A7 A2C pET pETC A2 A3 A4 A10 A7 pET pET 03 C()

FIGURA 25 — Andlise de restricdo e PCR de clones recombinantes. A:
Clivagem com Ndel e Xhol dos clones A2, A4, A7 e A10, e pET23a(+)
vazio. Como controle de padrdo de corrida, foram aplicados o clone A2
(A2C) e pET23a(+) (pETC) nao clivados. A seta mostra o fragmento
esperado de 404 pb. B: Reacédo de PCR usando os primers T7 Promoter e
T7 Terminator. Os clones A2, A4 e A10 apresentaram amplificacdo de
fragmento de 539 pb (seta cheia), confirmando a clonagem correta do
pET-aSFP. A3 é o controle negativo, pET é o vetor vazio e C(-) é o
controle sem amostra de DNA. O3 apresentou a banda esperada de 974
pb (seta vazia), confirmando a correta construcdo do plasmideo pET-
OPN. Gel de agarose 1% corado com EtBr observado sob luz ultravioleta.
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==>T7 Terminator - 87 - Tm=57,3°C

Aol - 158 - C'TCGA_G

==> aSFP Inner Antisense - 312 - Tm=65,8°C
<== aSFP Inner Sense - 420 - Tm=63,8°C
Ndel - 564 - CA'TA_ TG

<==T7 Promoter - 626 - Tm=52°C

FIGURA 26 — Representacdo esquematica do plasmideo pET-aSFP. Em

destaque estdo os principais componentes do plasmideo: fragmento
referente ao cDNA da aSFP (seta preta); gene de resisténcia a
ampicilina (seta branca); regidbes de anelamento de primers para
sequenciamento e sitios de restricdo para as enzimas Ndel e Xhol.
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==>T7 Terminator - 87 - Tm=57,3°C
Niol - 158 - C'TCGA_G

==> 0PN Inner Antisense - 529 - Tm=359,5°C
<== 0PN Inner Sense - 631 - Tm=39,1°C

Ndel - 871 - CA'TA_TG

<==T7 Promoter - 1061 - Tm=52°C

FIGURA 27 — Representacdo esquematica do plasmideo pET-OPN. Em
destaque estdo os principais componentes do plasmideo: fragmento
referente ao cDNA da OPN (seta preta); gene de resisténcia a ampicilina
(seta branca); regides de anelamento de primers para seqienciamento e
sitios de restricdo para as enzimas Ndel e Xhol.
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4.5 Testes de expresséo de aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis

As expressdes recombinantes de aSFP e OPN foram amplamente
avaliadas em diferentes linhagens de E. coli e com diferentes caracteristicas de
cultivo e inducdo. Nao existem férmulas para a expressao de proteinas
recombinantes, sendo necessario buscar o melhor protocolo para cada
proteina alvo. Neste sentido, foram testadas diferentes concentracdes de IPTG,
tempos e temperaturas de inducdo. Abaixo, estdo arrolados os dados mais

representativos.

4.5.1 Linhagens de E.coli que n&o expressaram aSFPr-6xHis
N&o foram obtidas a expressdo da aSFP recombinante nas
linhagens E. coli BL21 DE3 (Figura 28), BL21 Sl (Figuras 29 e 30), BL21 Codon

Plus e BL21 Star.

MW PO P6 A0 A2 A4 A6 Al2 A24 A36

FIGURA 28 — Teste de expressdo de aSFPr-6xHis em E. coli BL21 DE3
induzida com 1 mM de IPTG. PO e P6 — Controle [bactéria
transformada com pET23a(+)] com O e 6 horas de cultivo induzido; A0
a A36 — Tratamento com O a 36 horas de cultivo. MW — Padréo de
peso molecular em kDa. Eletroforese em gel SDS-PAGE 14%.
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FIGURA 29 — Teste de expressdo de aSFPr-6xHis em E. coli BL21
Sl induzida com 300 mM de NaCl. PO e P6 — Controle [bactéria
transformada com pET23a(+)] com 0 e 6 horas de cultivo
induzido; A0 a A36 — Tratamento com 0 a 36 horas de cultivo.
MW — Padrdo de peso molecular em kDa. Eletroforese em gel
SDS-PAGE 14%.

14.4

6.5

FIGURA 30 — Teste de expressdo de aSFPr-6xHis em E. coli BL21 SI
induzida com 200 mM de NaCl. PO e P6 — Controle [bactéria
transformada com pET23a(+)] com 0 e 6 horas de cultivo induzido; A0 a
A36 — Tratamento com 0 a 36 horas de cultivo. MW — Padrdo de peso
molecular em kDa. Eletroforese em gel SDS-PAGE 14%.

4.5.2 Expresséo de aSFPr-6xHis em E. coli BL21 DE3 pLysS
Utilizando a cepa de E. coli BL21 DE3 pLysS foi identificada uma

banda compativel com a superexpressdo de aSFPr-6xHis apd6s 3 horas de
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indu¢cdo com 0,5 mM de IPTG (Figura 31, linha 6). Observa-se uma nitida
banda de superexpressdo na linha 6, quando comparada com a banda de

mesmo peso molecular na linha 4, seu controle negativo.

MW 1 2 3

s
31 -
21

s
144 . e “'_?EA“_ .. o i ”‘
§ L3
: 5 5 e T R e

6.5

FIGURA 31 — Expressédo da aSFPr-6xHis em E. coli pLysS. Linhas:

1- ndo induzido (NI), 1 h; 2 -1 mM IPTG, 1 h; 3 -0,5 mM IPTG, 1h;

4 — NI, 3h; 5-1 mM IPTG, 3h; 6 - 0,5 mM IPTG 3h. MW — Padrao

de peso molecular em kDa. Eletroforese em gel SDS-PAGE 14%

Para confirmar a expressao de aSFPr-6xHis no clone isolado de E.
coli BL21 DE3 pLysS, foi realizada a imunoidentificagdo com o anticorpo anti-
HisTag. Como controles foram utilizados extratos da cultura bacteriana com o
plasmidio vazio pET23a(+) e extrato de cultura de E. coli BL21 DE3 pLysS sem
o plasmidio. Ambos foram induzidos a expressao com 0,5 mM de IPTG por 3h
(Figura 32A).

A superexpressao de aSFPr-6xHis foi caracterizada como insolavel,

pois apresentou maior concentragdo da proteina alvo no precipitado bacteriano
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apos lise e centrifugacdo (Figura 32B), resultado da formacdo de corpos de

inclusao durante a expressao heterologa.

15kDa b — — -

FIGURA 32 — Imunoidentificacdo de aSFPr-6xHis. A: Banda relativa a
aSFPr-6xHis (seta), com aproximadamente 15 kDa. Linhas: 1- Extrato
de bactéria com pET-aSFP; 2 — extrato de bactéria com pET23a(+) ; 3
— Extrato de bactéria sem plasmidio. B: avaliacao da solubilidade da
aSFPr-6xHis, a seta indica a marcacgdo para aSFPr-6xHis . Linhas: 1 —
Sobrenadande do extrato bacteriano lisado (fracdo soluvel); 2 -
Precipitado do extrato bacteriano lisado (fracdo insolavel). Western
blotting com anticorpo anti-histag em gel SDS-PAGE 14%.
4.5.3 Linhagens de E. coli que ndo expressaram OPNr-6xHis
N&o foi identificada expressdo de OPN recombinante nas linhagens
de E. coli BL21 DE3 (Figura 33), BL21 SI, BL21 Codon Plus (Figura 34) e BL21
Star (Figura 35). Varia¢des no protocolo como tempo de indugdo, concentracado
de IPTG e temperatura do crescimento da cultura ndo foram eficientes para
obtencao de expressédo. A Figura 33 ilustra a repeticdo dos padrdes de corrida
obtidos em SDS-PAGE, evidenciando a néo influéncia na alteragbes de
variaveis como tempo (1, 2 e 3 horas) e concentracédo de IPTG (0,5 e 1,0 mM).

A expresséo somente seria confirmada com o aparecimento de uma banda de

peso molecular em torno de 45 kDa.
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FIGURA 33 — Teste de expressdo de OPNr-6xHis em E. coli BL21
DE3. 1 — Nao induzido (NI), 1 h; 2 — indugdo com IPTG 1 mM, 1 h; 3
—inducdo com IPTG 0,5 mM, 1 h; 4 —NI, 2 h; 5 —inducdo com IPTG
1 mM, 2 h; 6 — inducdo com IPTG 0,5 mM, 2 h; 7 — NI, 3 h; 8 —
indugdo com IPTG 1 mM, 3 h; 9 — indugdo com IPTG 0,5 mM, 3
h;MW — Padrdo de peso molecular em kDa. Eletroforese em gel
SDS-PAGE 12%.

66 m— .
e
45 — |
— — 5
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FIGURA 34 — Teste de expressdo de OPNr-6xHis em E. coli BL21
Codon Plus. 1 — N&o induzido (NI), 3 h; 2 — inducdo com IPTG
0,1 mM, 3 h; 3 — inducdo com IPTG 0,3 mM, 3 h. Eletroforese
em gel SDS-PAGE 10%.
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FIGURA 35 — Teste de expressdo de OPNr-6xHis em E. coli BL21
Star 1 — N&o induzido (NI), 3 h; 2 — inducdo com IPTG 0,1 mM,
3 h; 3 —inducéo com IPTG 0,3 mM, 3 h; 4 — inducédo com IPTG
0,5 mM, 3 h. Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%.

4.5.4 Expressao de OPNr-6xHis em E. coli BL21 DE3 pLysS

Foi detectada a expressdao da OPN recombinante (banda de
aproximadamente 45 kDa) na linhagem de E. coli BL21 DE3 pLysS, utilizando-
se como condicbes de expressdo 1 mM de IPTG em 3 horas de inducdo a
37C. Porém, a expressdo mostrou-se muito baixa, podendo ser identificada
somente através de imunodeteccao (Figura 37). Em virtude da baixa eficiéncia
- vide a ndo diferenca entre os padrdes de corridas demonstrados na Figura 36
- diversas estratégias de otimizacdo foram testadas, como ampla concentracao
de IPTG e diferentes temperaturas (22C, 30C, 33T ). Da mesma forma,
foram testados 10 clones diferentes de E.coli BL21 pLysS transformada com
pPET-OPN, porém sem melhora na eficiéncia de expressdo. A presenca de

OPNr-6xHis foi identificada tanto na fracao soltvel, quanto na insoltvel (Figura
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FIGURA 36 — Teste de expressdao de OPNr-6xHis em E. coli BL21
pLysS. 1 — Nao induzido (NI), 3 h; 2 — indu¢do com IPTG 1 mM, 3
h; 3 —inducdo com IPTG 0,5 mM, 3 h; 4 — NI, 3 h; 5 —indugdo com
IPTG 0,1 mM, 3 h; 6 — indu¢do com IPTG 0,2 mM, 3 h; 7 — inducéo
com IPTG 0,3 mM, 3 h; MW — Padréo de peso molecular em kDa.
Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.

45 kDa

FIGURA 37 — Imunoidentificacdo de OPNr-6xHis e avaliacdo da
solubilidade da proteina A: Banda relativa a OPNr-6xHis (seta) , com
aproximadamente 45 kDa. Linhas: 1 — fracdo soluvel; 2 — fracédo
soluvel; 3 — fracdo insollvel; 4 — fragéo insolavel; 5 — Controle: extrato
bacteriano n&o lisado; 6 — controle sem expressao (plasmidio vazio).
Western blotting com anticorpo anti-histag em gel SDS-PAGE 14%.
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4.6 Purificacao das proteinas aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis

4.6.1 Purificacdo da aSFPr-6xHis por cromatografia por
afinidade

Devido as grandes chances das proteinas recombinantes
sintetizadas como corpos de inclusdo ndo possuirem atividade bioldgica,
utilizamos o protocolo da purificagéo nativa, ou seja, a purificacdo sem o uso de
agentes desnaturantes. Diversos protocolos foram testados visando otimizar a
purificacdo, utilizando imidazole para lavagem da coluna em gradiente
crescente de 0, 5, 10, 20, 50, 100 mM e para eluicho da coluna nas
concentracbes de 100, 200 e 500 mM. Contudo, pouquissima quantidade de
proteina ligou-se ao niquel da coluna (Figura 38, linhas 6 e 7). Os resultados do
Wester blotting mostraram uma grande perda de proteina no flow-through e
ocorrendo logo nas primeiras lavagens (Figura 38, linhas 1 e 2).

Foi utilizado, também, um protocolo hibrido de purificacdo, que é
iniciado utilizando-se uréia na etapa de ligagdo, para a dissociagcdo das
proteinas do corpo de inclusdo. Durante a lavagem da coluna, a uréia é retirada
gradualmente do sistema com a lavagem da resina e, finalmente, a proteina é
eluida sem uréia. O objetivo deste método foi desfazer os corpos de inclusédo
presentes na fracdo insolavel, promovendo sua ligagdo ao niquel. Durante a
lavagem, a retirada da uréia poderia resultar no remodelamento da proteina na
coluna. Porém, o resultado também néo foi satisfatério (Figura 39). Uma maior
guantidade de proteina ligou-se a resina, mas a eluicdo das proteinas

apresentou diversos contaminantes do extrato protéico bacteriano. Foi testado
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um maior volume de lavagem da resina antes da eluicdo, contudo as proteinas
gue apresentavam ligacdo inespecifica ao niquel s6 eram retiradas na etapa de
eluicao.

Como néo foram atingidos resultados satisfatérios usando a fracao
soltvel, optou-se trabalhar com o precipitado da lise bacteriana (fracdo
insoltvel). Com uma maior quantidade da proteina alvo, e auxiliada pela
utilizacdo de 8 M de uréia, foi obtido o melhor resultado de purificagcdo. Com
este protocolo, onde ndo é utilizado o imidazole e a eluicdo é realizada através
de troca ibnica, isto €, com a diminuicdo gradual do pH dos tampdes de
lavagem e eluicdo da coluna, obteve-se a melhor purificacdo de aSFPr-6xHis,
utilizando o tamp&o com pH 4,5 e 150 uL de resina de purificagdo (Figura 40).
Como uma quantidade consideravel de proteina alvo foi perdida no inicio da
purificacdo, foi aumentada a quantidade de resina de niquel para garantir a
melhor superficie de ligacdo para aSFPr-6xHis. Esta variagdo no protocolo, de
150 pL de resina para 1 mL, propiciou a melhor eficiéncia de purificagdo da

aSFP recombinante obtida neste trabalho (Figura 41).
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FIGURA 38 - Purificagdo da fracdo soluvel de aSFPr-6xHis em
condigbes nativas utilizando 150 pL de resina. Setas indicam a banda
de 15 kDa relativa a raSFP-6xHis. 1 — Flow through; 2 — 5 - lavagem
da coluna com gradiente de imidazole (0 a 20 mM); 6 e 7 - Eluigédo
com 250 mM de Imidazole. SDS-PAGE 14% e Western blotting com
anticorpo anti-histag.
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FIGURA 39 - Purificacdo da fragdo insoluvel de aSFPr-6xHis em
condig¢des hibridas utilizando 150 uL de resina. Setas indicam a banda
de 15 kDa relativa a raSFP-6xHis. 1 — Flow through; 2 a 4 - lavagem
da coluna com uréia 8M; 5 e 6 - lavagem da coluna sem uréia, com
imidazole a 20 mM, 7 — 9 - Eluicdo com 250 mM de Imidazole. SDS-
PAGE 14% e Western blotting com anticorpo anti-histag.
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FIGURA 40 - Purificacdo da fracdo insolivel de em condi¢des
desnaturantes utilizando 150 pL de resina. Setas indicam a banda de
15 kDa relativa a aSFPr-6xHis. 1 — Flow through; 2 e 3 - lavagem da
coluna com tampédo pH 8; 4 e 5 - lavagem da coluna com tampéo pH
6,3, 6 — 10 - Eluicdo com tampdo com pH 4,5. SDS-PAGE 14% e
Western blotting com anticorpo anti-histag.
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FIGURA 41 — Otimizacéo da purificacdo da fracdo insolivel de em condi¢des
desnaturantes, utilizando 1 mL de resina de niquel. A seta indica a aSFPr-
6xHis. 1 — Flow through; 2 — pool das etapas de lavagens da coluna; 3 a 9 -
Eluicdo com tampé&o com pH 4,5. Eletroforese em gel SDS-PAGE 14%.

As fracBes de eluicdo foram colocadas em um Unico tubo tipo

Centricon (Millipore) com tamanho de poro de 3,0 kDa, sendo centrifugado até

concentrar o conteudo 3 a 4 vezes (Figura 42). Com este procedimento,

concentrou-se a proteina e promoveu a retirada da uréia do tampéo de eluicao,
passo importante para que a proteina possa remodelar-se e apresentar

atividade. A partir de 10 mL de cultura bacteriana foi possivel purificar 2,5

mg/mL de aSFPr-6xHis.
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FIGURA 42 - Perfil eletroforético do pool das fracbes de
eluicdo concentrado. Linha MW — Padrdo de peso molecular
em kDa; 1 — Pool antes da concentracdo; 2 — Pool apés a
concentracdo. Eletroforese em gel SDS-PAGE 14%.

4.6.2 Purificagcdo da OPNr-6xHis por cromatografia por afinidade

A purificacdo da OPNr-6xHis mostrou-se mais dificil devido a baixa
eficiéncia de expressdo. Para contornar o problema, optou-se por trabalhar
com volumes maiores de cultura, como 50 e 100 mL. A purificacdo da fracéo
soluvel foi dificultada pela baixa afinidade da proteina a resina (Figura 43A,
linha 6). A analise por imunoidentificacdo confirmou a perda de importante
parte da proteina no flow through e primeira lavagem (Figura 43B, linhas 1 e 2).
Esta baixa afinidade pelo niquel da coluna pode ser devido as caracteristicas
da OPNTr-6x, excesso de ligacdes inespecificas ou a uma sobrecarga protéica

no sistema de purificacao.
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FIGURA 43 — Purificacdo da fracdo soluvel de OPN-6xHis em condi¢des
nativas utilizando 150 pL de resina. A: Perfil protéico das fragbes de
purificagdo. Linhas: 1 — Flow through; 2 a 5 - lavagem da coluna com
tampéao de lavagem com 20 mM de Imidazole, 6 — 7 - Eluicdo com tampé&o
com 250 mM de Imidazole;. B: Imunoidentificacdo da proteina alvo nas
diferentes etapas de purificacdo. Linhas: 1 a 7 — idéntico a Figura 23A, 8 -
Controle positivo para o anticorpo anti-histag. MW — Padrdo de peso
molecular em kDa. SDS-PAGE 12% e Western blotting com anticorpo
anti-histag.
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FIGURA 44 - Purificacdo da fracao solivel de OPNr-6xHis em condi¢cbes
nativas. A: SequUéncia das lavagens da coluna: 1 e 2 — Flow through; 3 a
10 — lavagem com tampdo com 20 mM de Imidazole. B: Eluicdo da
proteina: 11 a 19 — fragBes de eluicdo com 250 mM de Imidazole. C:
Imunodetecc¢do da proteina recombinante OPNr-6xHis usando anticorpo
anti-histag: 1 e 2 — Flow through; 3 a 7 — correspondente as linhas 13 a
17 na Figura 25B. MW - Padrdo de peso molecular em KkDa.

Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.
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Com o aumento do leito da coluna (1 mL de resina de niquel),
buscou-se diminuir a perda de proteina nas primeiras etapas de lavagem. Foi
aumentado, também, o volume de lavagem em cada etapa (5 mL). Como
resultado, obtivemos que a proteina alvo nao foi perdida no flow through e nas
primeiras lavagens (Figura 44C). Entretanto, apesar da intensa lavagem da
coluna, a eluicBo da OPNr-6xHis foi obtida com grande contaminagdo de
proteinas de origem bacteriana (Figura 44B, linhas 13 e 14).

Para tentar contornar este problema, foi adicionado 5 mM de
imidazole no tampao de ligagdo da proteina a resina, objetivando-se diminuir a
ligacdo inespecifica de outras proteinas. Os efeitos desta alteracdo no
protocolo podem ser observados na Figura 45. Na linha 1 (flow through) pode
ser observada uma perda da proteina, o que nao foi observado na Figura 44C.
Da mesma forma, essa perda ocorreu durante as lavagens (Figura 45 linhas 2,
4 e 5). A eluicdo novamente apresentou grande contaminacdo com outras
proteinas, o que pode indicar que as ligacdes inespecificas da resina podem

estar interferindo na ligagdo da OPNr-6xHis.
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FIGURA 45 — Purificacdo da fracdo soluvel de OPN-6xHis em
condicdes nativas com 1 mL de resina. Linhas: 1 — Flow
through; 2 a 5 - lavagem da coluna com tampéo de lavagem
com 5 mM de Imidazole, 6 — 7 - Eluicdo com tampé&o com 250
mM de Imidazole; SDS-PAGE 12% e Western blotting com
anticorpo anti-histag.



5. DISCUSSAO

A criopreservacdo do sémen bovino teve grande influéncia na
producao animal, sendo decisiva no desenvolvimento da inseminacéo artificial,
transferéncia de embribes e programas de melhoramento genético (Holt, 2000).
As pesquisas em criobiologia de células esperméticas por anos basearam-se
em metodologias nas quais foram testadas exaustivamente diferentes formas
de envase do sémen, diferentes curvas de refrigeracdo e congelamento e
diferentes diluentes e crioproterores (Klug et al., 1992; Holt, 2000; Medeiros et
al., 2002). Entretanto, diversos autores afirmam que, apesar de décadas de
estudos, pouco se evoluiu neste campo, uma vez que as perdas com a
criopreservacao do sémen mamifero ainda sdo de aproximadamente 50% e
gue a predicdo da fertilidade em machos ainda € uma tarefa dificil (Amann &
Pickett, 1987; Amann, 1989; Amann, 1995; Watson, 2000; Rodriguez-Martinez,
2003; Vishwanath, 2003; Alvarenga et al., 2005; Amann, 2005; Barbas &
Mascarenhas, 2009).

Com os avancos da biotecnologia, novos parametros foram aos
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poucos sendo adicionados as pesquisas em andrologia. Neste contexto, a
protedmica do sémen € uma das &areas que mais tem avancado, provendo
respostas e, principalmente, gerando ainda mais questionamentos.

Esta tese propbe o desenvolvimento de novas ferramentas para o
estudo do papel das proteinas do plasma seminal bovino na protecéo
espermatica a crioinjuria. A produgcdo proteinas recombinantes é uma
abordagem pouco utilizada na pesquisa de proteinas do plasma seminal,
contudo € uma ferramenta promissora quando vencidas as complexas etapas
de padronizacéo (Lefebvre et al., 2009).

Nesse trabalho, optou-se pela producédo recombinante das proteinas
aSFP e OPN, ambas correlacionadas com a congelabilidade do sémen bovino
(Jobim, 2001). Suas atividades na funcdo espermatica ja estdo descritas
(Schoéneck et al.,, 1996; Moura, 2005), porém seu papel na protecdo dos
espermatozoides durante o processo da criopreservacdo ainda €

desconhecido.

5.1 Uso de sistema eucarioto para expressao recombinante

Foi adotada a mesma estratégia de clonagem para ambas as
proteinas alvo, baseada em Escherichia coli. O uso desta enterobactéria como
biofabrica apresenta varias vantagens que a tornam a principal fonte de
proteinas recombinantes (Baneyx, 1999). A E. coli jA tem seu genoma
conhecido e seu cultivo é facilmente mantido e economicamente viavel para a
producdo em larga escala. Atualmente, estdo disponiveis diversos sistemas de

expressdo, bem como linhagens geneticamente modificadas desta bactéria,
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para atender as mais diversas condi¢cdes de expressédo recombinante (Baneyx,
1999; Schumann & Ferreira, 2004; Jana & Deb, 2005). Entretanto, fatores
intrinsecos a fisiologia da bactéria dificultam alguns processos necessarios
para essa expressdo, especialmente quando objetiva-se expressar proteinas
de organismos eucariotos. A E. coli possui limitada capacidade para realizar
modificagbes pods-traducionais, 0 que pode levar a auséncia de atividade
biolégica da proteina (Wang et al., 2005). Isto ocorre devido a auséncia de
chaperonas especificas de eucariotos que promovem a conformacgéao correta da
proteina (Young et al., 2004). O sistema enzimatico que envolve as chaperonas
estd presente em E. coli, entretanto este sistema evoluiu em eucariotos
tornando-se mais amplo, com maior nimero de enzimas envolvidas no
processo. Com isso, as alteracdes conformacionais dos peptideos de
eucariotos tornaram-se mais complexas, 0 que caracteriza uma importante
barreira quando uma proteina de mamifero € sintetizada por uma bactéria
(Young et al., 2004). A estrutura quaternaria das proteinas aSFP e OPN
possue interagbes entre domimios estruturais, envolvendo folhas beta
pregueadas e alfa hélices (Sgrensen et al., 1995; Romao et al., 1997). Estas
caracteristicas podem dificultar a obtencdo de uma proteina recombinante
bioativa quando sintetizada em sistema procarioto. Até o momento, ndo foi
publicado nenhum resultado de atividade de aSFP recombinante, todavia
Caltabiano et al. (1999) produziram OPN humana recombinante com atividade
bioldgica.

Outras importantes modificagcbes pos-traducionais, igualmente

limitadas em E. coli, séo glicosilacao e fosforilacdo em residuos especificos de
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proteinas de eucariotos. A importancia destas modificacdes variam para cada
proteina, podendo estar ou nao relacionadas a sua funcéo biolégica. A aSFP
nao é glicosilada (Roméo et al., 1997), entretanto a OPN bovina apresenta 28
sitios de fosforilacdo e 3 sitios de O-glicosilacdo (Sgrensen et al., 1995). Nao
se pode afirmar que esta caracteristica teve influéncia na baixa eficiéncia da
producdo de OPNr-6xHis, contudo, sua atividade pode ser comprometida em
funcdo da auséncia destas modificacdes poés-traducionais. A OPN humana
recombinante obtida por Caltabiano et al. (1999) apresentou atividade, porém
inconsistente. Clonada em vetor pQE9 e produzida em linhagem de E. coli
M15, esta OPN recombinante promoveu a adesao celular em apenas uma das
trés linhagens de células testadas. Com base em seus resultados, os autores
confirmaram a afinidade desta OPN aos receptores integrina a,f3. Contudo
afirmam que a auséncia da ligacéo a a,; e a,s (ja descrita por outros autores)

pode estar relacionada a forma recombinante da proteina.

5.2 A opcéo pelo vetor pET23a(+)

Foi escolhido o vetor de expressdo pET23a(+), um plasmidio
amplamente utilizado na expressdo heterdloga de proteinas (Makrides, 1996;
Baneyx, 1999; Berrow et al., 2006). Este vetor permite a producédo da proteina
fusionada com uma etiqueta de poli-histidina (His-tag), possibilitando a
purificacdo de um s6 passo por cromatografia de afinidade. A regido
codificadora de ambas as proteinas foi clonada nos sitios Ndel e Xhol
presentes na regido do sitio maltiplo de clonagem (MCS) do plasmideo. O uso

destes sitios de restricdo permitiu a clonagem “in frame” com a etiqueta de poli-
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histidina, bem como diminuiu 0 nimero de aminoacidos extras entre a proteina
propriamente dita e o His-tag, devido a localizagdes nas extremidades opostas
do MCS.

No sistema pET, os genes alvo sdo posicionados a montante
(“upstream”) do promotor do bacteriéfago T7. Tipicamente, as bactérias usadas
para expressdo recombinante possuem um gene oriundo do profago (ADE3)
gque codifica para uma T7 RNA polimerase de alta capacidade de
processamento, controlada pelo promotor lacUV5 induzivel por IPTG. Este
sistema visa um maior controle de expresséo, evitando a expressao basal do
gene clonado. Contudo, em ambos 0s casos de expressdes bem sucedidas de
aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis, houve vazamento na expressao (“leaky
expression”), isto €, expressdo sem adicdo de IPTG (0,5 e 1,0 mM,
respectivamente). Foi proposto que o0 vazamento da expressao dos genes alvo
€ uma propriedade de sistemas controlados pelo operon lac, sendo relacionado
como uma possivel resposta a limitacdo nutricional da cultura (Grossman et al.,
1998). O vazamento de expressdao € um problema quando a proteina
recombinante possui alguma toxicidade para a bactéria, conseglientemente
inviabilizando a cultura. Porém, no caso das proteinas estudadas, nado foi

observado nenhum efeito negativo a cultura.

5.3 Expresséo insoluvel de aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis
As expressbes de aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis foram obtidas em
Escherichia coli BL21 pLysS, ndo sendo observada expressdo nas outras

linhagens testadas. A aSFPr-6xHis apresentou um padrédo de superexpressao
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distinguivel em analise por SDS-PAGE, o que néo foi observado na expressao
de OPNr-6xHis. Esta ultima teve sua producao identificada apenas por western
blotting. Em ambos os casos a expressao foi na forma insolavel, acarretando a
formacédo de corpos de inclusdo. Estes resultados demonstram a dificuldade na
producdo de proteinas recombinantes em E. coli, especialmente proteinas de
eucariotos. Os diversos fatores que podem decidir se uma proteina sera ou nao
expressa em determinada linhagem bacteriana ainda ndo estdo claros
(Makrides, 1996). Da mesma forma, a relagdo entre o vetor e o gene alvo
também parece ter influéncia tanto na expressdo quanto na solubilidade da
proteina alvo. Nessa tese, dois diferentes genes foram clonados no mesmo
vetor e transformados nas mesmas linhagens, porém, ndo se pode definir a
diferenca no padréao de expressao entre aSFPr-6xHis e OPNr-6xHis.

A formacdo de corpos de inclusdo € o grande obstaculo na
expressdo heteréloga de proteinas na forma soluvel e funcional (Ventura,
2005). Em E. coli recombinantes, a proteina alvo € o componente basico dos
corpos de inclusdo, contudo outras proteinas contribuem com a sua formacgao,
ainda que em menor quantidade [revisado por Carrié & Villaverde, (2002)]. A
agregacéao de proteinas recombinantes esta envolvida com a presenca limitada
de chaperonas quando ocorrem altos niveis de expressado heterdloga. Nestas
condicdes, uma quantidade exacerbada da proteina alvo €é produzida,
conduzindo a sua deposicdo. Este fato é facilitado pela associacéo
intermolecular entre as superficies hidrofébicas expostas antes da conformacao
final da proteina estar completa (Corchero et al., 1996; Sgrensen & Mortensen,

2005). Soma-se a isso o0 fato que estas proteinas ndo processadas sdo
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resistentes a degradacdo proteolitica, 0 que acelera o processo de formacao
dos corpos de inclusdo (Corchero et al., 1996).

Apesar de a bactéria ser geneticamente preparada para responder a
condicbes naturais adversas do meio, ainda ndo foi identificado nenhum
mecanismo natural que favoreca a correta modelagem da proteina
recombinante durante sua superexpressdo. Na tentativa de contornar este
problema, diversos trabalhos propuseram a coexpressdao com chaperonas
(revisado por Nishihara et al., 2000). Essa classe de enzimas tem importancia
vital na modelagem protéica, sendo dividida em trés sub-classes: (i)
Modeladoras (“Folding chaperones”), promovem a dobra e desdobra de
proteinas de forma ATP dependente, além de realizarem a protedlise de
proteinas desnaturadas, consequentemente, evitando a agregacao protéica
(DnaK e GroEL); (ii) Estabilizadoras (“Holding chaperones”), estabilizam as
proteinas parcialmente modeladas, diminuindo interacdes hidrofébicas que
podem levar a agregacao (IbpA e IbpB); e (iii) Desagregadoras (“Disaggregate
chaperones”), promovem a solubilizacado de agregados protéicos induzidos por
estresse (ClpB e HtpG). A coexpressdo recombinante com uma selecdo de
chaperonas (GroEL-GroES e DnaK-DnaJ-GrpE), possibilitou a sintese solavel
de algumas proteinas (Yoshimune et al.,, 2004; Xu et al., 2005). Todavia, tal
estratégia ndo é garantia de solubilidade, uma vez que néo foi bem sucedida
para todas as proteinas estudadas (Nishihara et al., 2000; Hoffmann et al.,
2004). Nesse trabalho, ndo optamos por esta metodologia, pois ela aumentaria
o grau de complexidade do processo de producdo de proteina recombinante.

Contudo, caso a expressao soluvel ndo seja obtida por outros métodos, essa
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podera ser futuramente uma opcao.

Outro fator envolvido na formacdo de corpos de inclusdo é a
sequéncia da proteina alvo. Os primeiros estudos realizados na area ja
levantavam a hipétese de que as propriedades da cadeia polipeptidica tinham
grande influéncia na formacédo dos agregados protéicos (Carrio & Villaverde,
2001). A descoberta dos chamados “hot spots” de agregacao, regibes da
sequéncia da proteina que viabilizam a formagédo dos corpos de incluséo,
permitiu entender o papel da seqiiéncia na agregacédo protéica (Ventura et al.,
2004). Em condicbes normais, estas regibes estdo blogueadas na forma
globular da proteina, pois suas cadeias laterais estdo escondidas em seu
nucleo hidrofébico ou ja estdo envolvidas em interagdes na mesma cadeia ou
com outra subunidade. Desta forma, € promovida a estabilizacdo
conformacional da proteina (Ventura, 2005). Carrio et al. (2005) e Ami et al.
(2003) demonstraram que as interagdes intermoleculares que promovem a
formacdo dos corpos de inclusdo envolvem interacdes tipo folha beta
pregueada. Embora a exata natureza desta interacdo seja desconhecida, 0s
resultados obtidos sugerem que as estruturas folha beta recém formadas
contribuam para a formacao de pontes de hidrogénio entre as proteinas recém
expressas, induzindo a formacdo dos agregados protéicos (Ventura, 2005).
Considerando que a OPN e especialmente a aSFP s&o proteinas que possuem
diversas regides de folha beta pregueada em suas estruturas, € razoavel
assumir que estas podem ter um papel determinante na expressao insolavel
observada neste trabalho. Consequentemente, nas condi¢bes trabalhadas a

formacao de ndcleos de agregacgédo pode ser facilitada no caso da aSFPr-6xHis
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e OPNr-6xHis.

A otimizacdo da producgéo soluvel de proteinas recombinantes € um
trabalho que demanda tempo, sendo baseada na tentativa e erro. Como nao
existem regras pré-definidas, tanto a expressdo quanto a subsequente
purificacdo tém seus protocolos adaptados para cada proteina. A fim de
solucionar tais questdes, alternativas tém sido propostas tais como a
diminuicdo no nivel de expressdo recombinante, com o objetivo de inibir a
formagédo de corpos de inclusdao (Makrides, 1996; Hoffmann et al., 2004;
Sgrensen & Mortensen, 2005). Esta reducdo de sintese protéica pode ser
realizada com a diminuicdo da temperatura de cultivo, que em alguns casos
pode chegar a 4T (Sgrensen & Mortensen, 2005; Berrow et al., 2006). O
aumento da solubilidade da proteina recombinante nestas condicbes de
inducéo € atribuido a trés fatores: (1) as interacfes hidrofébicas que governam
a formacao dos corpos de inclusdo, que sdo dependentes de alta temperatura;
(2) a eliminacdo parcial das “heat shock proteins” (HSP) com atividade
proteolitica, que estdo ativas durante condicbes de superexpresséo; e (3) as
chaperonas da bactéria hospedeira (descritas anteriormente) que estdo em
maior concentracao no citosol em temperaturas de cultivo de aproximadamente
30T (Hoffmann et al., 2004; Sgrensen & Mortensen, 2005; Berrow et al.,
2006). As proteinas estudadas nesta tese ndo apresentaram alteracdo na
solubilidade quando testadas diferentes condi¢cdes de cultivo celular (isto é,
temperaturas de inducao e concentracdo de IPTG). No caso da proteina do
plasma seminal humano BSPHI (Binding Sperm Protein Human 1)

recombinante, sua expresséao soluvel foi possivel apenas em cultivo a 16T por
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16 horas, o que demonstra a peculiaridade de cada proteina (Lefebvre, 2009).
Outra opcao de alteracao de protocolo é a clonagem do gene alvo
em diferentes vetores de expresséo. Esta ndo foi uma estratégia adotada neste
trabalho, porém Lefebvre (2009) construiu trés vetores distintos para a sintese
de BSPHI baseados nos plasmidios pGEX-5x-I, pET15b e pET32a. Ao
trabalhar com diversas construgdes, a autora pode avaliar o efeito que cada
vetor tinha sobre a solubilidade da proteina expressa. O melhor resultado
obtido foi com a construcao baseada em pET32a, que resultou na proteina alvo
fusionada com tireodoxina (TrxA) e etiqueta de poli-histidina. A TrxA possui
11,7 kDa e é encontrada em leveduras, plantas e mamiferos, bem como em
bactérias (Lavallie et al., 2002). Foi isolada pela primeira vez de E. coli, sendo
caracterizada como um doador de hidrogénio para a ribonuclease redutase
(Holmgren, 1985). Quando superexpressa em E. coli, a TrxA pode resultar em
aproximadamente 40% da producéo total da célula e na forma solavel. O gene
para a TrxA esta presente em diversos plasmidios comerciais (Lavallie et al.,
2002), sendo usado como uma etiqueta para aumentar a eficiéncia da tradugéo
e solubilidade da proteina alvo, especialmente em células eucaribticas. Essa
poderd também ser uma estratégia utilizada futuramente em nossos
experimentos para aumentar a eficiéncia da producdo e solubilizagdo das

proteinas recombinantes.

5.4 Purificacdo por cromatografia de afinidade
A guestdo de solubilidade da proteina recombinante foi um fator

determinante na elaboracdo dos protocolos de purificagdo. O método de
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purificacdo escolhido, cromatografia por afinidade por metal imobilizado
(IMAC), néo apresentou resultados positivos, quando realizado na forma nativa,
uma vez que as proteinas recombinantes presentes na fracdo sollvel
apresentaram pouca ou nenhuma afinidade pelo niquel da coluna. Uma
possivel explicacdo para este problema é a ma conformacéo da proteina ou a
formacdo dos nucleos de agregacdo. Consequentemente, a etiqueta de poli-
histidina pode ter ficado sem contato com o leito da coluna durante o processo
de ligacdo a resina. Esta hipotese € corroborada pelo aumento da afinidade ao
niquel quando a aSFPr-6xHis foi purificada na forma desnaturante. A
solubilizacdo dos corpos de inclusdo com 8 M de uréia possivelmente
promoveu a exposicao do His-tag, viabilizando sua ligagdo ao metal da coluna.

A incorporacédo de outros métodos no processo de purificacdo, como
cromatografia por exclusdo de tamanho ou outro ligante para cromatografia de
afinidade e troca idbnica, nao foi realizada em virtude do objetivo de obtencéo de
um método préatico e economicamente viavel para a producédo recombinante de
aSFP e OPN. O uso da etiqueta de poli-histina para purificacédo € vantajosa por
ser um processo de um passo e resultar em eluigcbes de alta pureza. Estas
caracteristicas sdo muito desejadas quando se almeja uma producdo em maior
escala para aplicacdo comercial da proteina produzida, o que € um dos nossos
objetivos futuros.

A escolha pela etiqueta de poli-histidina foi baseada em um modelo
de sucesso, amplamente utilizado (Terpe, 2003). A popularidade da utilizagéo
do His-tag é devido a sua alta afinidade a fons de metais de transicdo (Co*",

Ni**, Cu?*, Zn*"), e ao seu reduzido tamanho, variando de 2 a 10 residuos. A
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histidina € o aminoacido que possui a interacdo mais forte com os ions citados,
devido a formacdo de ligacdes coordenadas entre os grupos doadores de
elétrons presentes no anel imidazélico deste aminoacido e os ions de metais
de transic&o imobilizados na matriz da coluna de purificacéo (Terpe, 2003).

O tamanho da etiqueta de histidina obtida com o uso do vetor pET &
de 6 residuos, resultando num peptideo de aproximadamente 0,84 kDa (Terpe,
2003). Devido ao reduzido tamanho, esta etiqueta raramente interfere na
conformacao e na atividade biolégica da proteina alvo, fato que ndo ocorre em
outras etiquetas para purificagdo como Glutationa S-transferase (GST-tag, 26
kDa) e Proteina de Ligacao a Maltose (MBP-tag, 40 kDa). Entre estas etiquetas
de maior peso molecular e a proteina alvo sdo expressos sitios de clivagem,
normalmente para as enzimas trombina e enterocinase, promovendo assim a
separacdo do GST-tag ou MBP-tag da proteina recombinante de interesse
(Hengen, 1996; Terpe, 2003).

Os resultados apresentados mostram que foi possivel desenvolver
duas ferramentas moleculares para obtencdo de OPN e aSFP bovinas
recombinantes. A metodologia para producdo de OPNr-6xHis deve ser revista,
visando uma maior eficiéncia de expressdo, bem como sua obten¢&do na forma
solavel. Futuramente, serdo realizadas alteracdes na estratégia de clonagem
como criagdo de novos vetores baseados em outros plasmidios e a avaliacdo
da expressao heterdloga em diferentes linhagens de E. coli. Com isso, buscar-
se-a encontrar o melhor protocolo para expresséao e purificacdo da OPNr-6xHis.
Com a posterior confirmacdo da atividade biolégica da aSFPr-6xHis, sua

producdo podera ser otimizada a partir do presente método para a obtencao de



96

maiores quantidades da proteina para sua utilizacdo em estudos bioguimicos e
funcionais, visando uma possivel aplicagdo comercial em diluentes para sémen
de touros de baixa congelabilidade. E impotante destacar que ainda é timida a
utilizacdo da tecnologia de producdo de proteinas recombinantes para
pesquisa e aplicacdo em andrologia. Porém, seu potencial como instrumento
de pesquisa e ferramenta terapéutica para animais domésticos e humanos

justificam seu aperfeicoamento e expansao.



6. CONCLUSOES

e A proteina aSFP pode ser produzida na forma recombinante
utilizando o vetor pET23a(+) em E. coli BL21 pLysS.

e A aSFPr-6xHis pode ser purificada por cromatografia de afinidade
com o protocolo desnaturante.

e A transformacéo de E. coli BL21 pLysS com o vetor pET-OPN
resultou em baixa expressao de OPNr-6xHis, impossibilitando sua

purificagao.



7. PERSPECTIVAS

e Testar o efeito da adicdo da aSFPr-6xHis no sémen bovino fresco
e congelado para confirmar sua bioatividade.

e Confirmar a atividade bioldgica da aSFPr-6xHis, e realizar testes
para avaliar os efeitos da sua adicdo no sémen congelado de touros de baixa
congelabilidade.

e Produzir anticorpos policlonais para a identificagdo por
imunodeteccédo da aSFP no sémen de touros, possibilitando a quantificacao
relativa desta proteina no plasma seminal de animais de alta e baixa
congelabilidade.

e Clonar o cDNA da OPN no vetor de expressdo pET32a, para
fusionar esta proteina com etiqueta de tireodoxina e polihistidina e expressa-la
em linhagem Origami (DE3) pLysS. Assim, objetiva-se aumentar a expressao
soltvel desta proteina, viabilizando a purificacdo de OPNr-6xHis com atividade

biolégica.
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