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RESUMO

A espécie bacteriana Escherichia coli foi a primeira a ser utilizada para a producdo de
moléculas com a tecnologia de DNA recombinante. Na atualidade vdarias cepas do
microrganismo citado podem ser utilizadas para a fabricacdo de proteinas recombinantes.
Exemplos de polipeptidios que podem ser fabricados com a tecnologia supracitada sdo GDF9
e o BMP15 que desempenham um papel crucial no desenvolvimento do foliculo ovariano
podendo assim atuar como método contraceptivo ndo invasivo em animais. Diante disso, o
objetivo desta pesquisa foi expressar os genes GDF9 e BMP15 de bovinos utilizando bactérias
E. coli. As proteinas supracitadas com um valor de banda entre 15 e 19 KDa foram bem
expressas, fato verificado com a técnica de eletroforese SDS-PAGE, porém deparou-se com o
obstaculo da formacdo de corpos de inclusdo e agregados proteicos precipitados, levando
assim a adocdo de novas abordagens no experimento a fim de minimizar esses problemas e
manter uma alta expressdo das proteinas em sua forma solivel em meio fisiolégico. Para
reduzir o problema da precipitacdo das proteinas foram testadas 6 linhagens de E. coli com
genadtipo e caracteristicas distintas. Verificou-se que para as 6 cepas utilizadas a temperatura
de 20°C por um periodo de 16 a 18h conhecido por overnight apresentava uma 6tima
expressdo. A quantidade de indutor isopropil B-d-1-tiogalactopirandsido ideal para cada
estirpe variou uma vez que ndao ha uma estratégia universal para todos os casos de expressao.
Acerca da solubilidade das proteinas, foi verificado que para as cepas testadas que as
alteracdes de protocolo foram benéficas. Mais experimentos precisam ser realizados a fim de
purificar as proteinas alvo contornando a problematica da expressdo heterdloga e assim
dando continuidade ao projeto.

Palavras-chave: GDF9; BMP15; Expressao heterdloga; Proteina recombinante; Escherichia
coli.
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1 INTRODUCAO

A tecnologia DNA recombinante (rDNA) foi criada por volta de 1973 e por intermédio
desta, hoje é possivel alterar o material genético de um organismo a fim de se obter produtos
desejados como, por exemplo, proteinas. Exemplos de polipeptidios que podem ser
fabricados com tal tecnologia sdo o GDF9 (growth/differentiation factor) e o BMP15 (bone
morphogenetic protein 15)

O GDF9 e 0 BMP15 fazem parte da superfamilia TGF-B (transforming growth factor-
B) e em roedores bem como em outras espécies de mamiferos, desempenham um papel
crucial no desenvolvimento do foliculo ovariano. A forma recombinante dessas proteinas
possui a capacidade de mimetizar a a¢do paracrina no odcito nas células da granulosa,
podendo influenciar na foliculogénese. Dessa forma o estudo de tais fatores pode fornecer
novas oportunidades para o desenvolvimento de métodos contraceptivos ndo invasivos (1).

A aplicacdo de tais metodologias anticoncepcionais podem ser aplicadas em espécies
como capivaras (Hydrochoerus hydrochaeris). Esses roedores estdo amplamente distribuidos
pela América do Sul mostrando uma grande capacidade de adaptacdo ao ambiente que aliado
ao desaparecimento de seus predadores naturais levou a um crescimento acentuado de sua
populacdo. Tal fato caracteriza-se como um sério problema uma vez que consideraveis danos
a agricultura que geram significante impacto econ6mico além de aumentar o risco de
transmissdao de doengas como a febre maculosa. Entretanto, como se trata de uma espécie
selvagem nativa, as capivaras estdo sob protecao do IBAMA e seu controle populacional é
complicado, o que abre margem para a exploracdao de métodos contraceptivos nao invasivos
(2-4).

O microrganismo Escherichia coli pode ser utilizado para produgdao de GDF9 e BMP15
recombinantes, todavia pesquisadores normalmente se deparam com algumas problematicas
na expressdo de proteinas como, por exemplo, a solubilidade dessas (5). Perante o exposto, o
objetivo geral de tal pesquisa foi expressar os genes GDF9 e BMP15 de bovinos utilizando
bactérias Escherichia coli com o intuito de realizar um método contraceptivo ndo invasivo em
fémeas de mamiferos, com especial atencdo para capivaras. Especificamente, buscou-se
avaliar a expressdao do GDF9 e BMP15 em diferentes estirpes de E. coli bem como buscar
alternativas de minimizar a problemdatica com a solubilizacdo das proteinas mantendo uma

alta taxa de expressao dessas.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 PROTEINAS HETEROLOGAS

A tecnologia DNA recombinante (rDNA) foi concebida e aplicada em 1973 por Paul
Berg, Herbert Boyer, Annie Chang, e Stanley Cohen, e por intermédio desta, hoje é possivel
alterar o material genético de um organismo a fim de obter caracteristicas aprimoradas e
produtos desejados como, por exemplo, proteinas (6).

A produgdo de proteinas recombinantes por ferramentas da engenharia genética tem
sido objeto de pesquisas por varios grupos. Os recentes avancos desta possibilitaram a
aplicacoes destas proteinas em terapias, as quais impactaram na melhoria das condicdes de
saude de seres humanos e animais, a partir do desenvolvimento de vacinas e outros produtos
farmacéuticos (6,7). As proteinas recombinantes podem ser fabricadas em células
bacterianas, fungos, insetos ou de mamiferos (8).

A espécie bacteriana Escherichia coli foi a primeira a ser utilizada na producdo de
proteinas recombinantes com a producdo da insulina humana em 1978. Antes da fabricacdo
de tal molécula, a humanidade dependia de insulina oriunda do pancreas de suinos e bovinos
em que a disponibilidade desse recurso ndo correspondia as necessidades dos diabéticos
(5,9,10).

Outro acontecimento notavel na fabricagdo de proteinas recombinantes utilizando a
espécie E. coli ocorreu na metade da década de 1980 com o advento do hormoénio de
crescimento humano recombinante (do inglés, rhGH). Isso proporcionou uma fonte mais facil,
segura e abundante de somatotropina para individuos com anomalias no crescimento

eliminando, assim, a necessidade de preparagdes oriundas de cadaveres (8,11).

2.2 GDF9EBMP15

A superfamilia TGF-B trata-se de um diverso grupo de proteinas com,
aproximadamente, 35 representantes nos vertebrados, os quais sdao classificados em
subfamilias, hormonio antimiilleriano, fator neurotréfico derivado de células gliais, ativinas,
duas inibinas, uma extensa familia de 20 proteinas morfogenéticas ésseas denominadas BMP
e 9 fatores de crescimento e diferenciacdo conhecidos como GDF que estdao intimamente
relacionados ao grupo BMP (12-14).

Os fatores dessa superfamilia realizam fung¢des que envolvem inUmeros processos

fisiolégicos como uma modulacdo do ciclo celular além de atuac¢do gonadal (12,13,15,16).



O desenvolvimento folicular ovariano é determinado por uma complexa troca de
sinais entre a glandula pituitdria e o ovdrio. Tal coordenacdo é essencial a fim de que se
produza um odcito totalmente competente para que esse seja submetido a fertilizacdo
(17,18).

Nos bovinos esses fatores sdo evidentes em todos os estagios do desenvolvimento
folicular. Essas moléculas agem diretamente nas células da granulosa proporcionando seu
crescimento e diferenciacdo, atuando desde e o processo de maturacdo, ovulacdo,
fecundacdo e luteinizacdo dos foliculos em mamiferos (16—19).

A importancia do GDF9 e BMP15 nos eventos supramencionados é evidenciada em
problemas reprodutivos e baixa fertilidade em individuos que apresentam deleces ou até
mesmo mutagdes nos genes que codificam esses fatores (18).

Diante do exposto, um exemplo que pode ser citado foi o experimento conduzido por
Galloway (20) com ovelhas Inverdale, animais que possuem uma mutacdo X-linked que
aumenta a taxa de ovulagdao bem como o numero de nascimentos por estro em heterozigotos
(FecXl/FecX+), e ovelhas da familia Hanna com o mesmo fendtipo X-linked (FecXH). Neste
experimento animais de ambas familias foram cruzados entre si produzindo animais que
fenotipicamente eram inférteis, bem como o gendtipo homozigoto Inverdale (FeXl/FecXl). Tal
fato decorre de mutagdes independentes que existem em FecXl e FecXH para o gene que
codifica o BMP15, mostrando assim a importancia desse fator para a fertilidade feminina.

Sem esses fatores, os ovdcitos continuam a crescer, sendo suportados por células da
granulosa residuais, até o momento em que esses tornam-se impossibilitados de continuarem
degenerando-se. Experimentos realizados com o knockout genético do GDF9 mostram que a
auséncia desse bloqueia o desenvolvimento dos foliculos pré antrais levando assim a
infertilidade de camundongos fémeas transgénicos ja o knockout de BMP15 leva a um
fendtipo de subfertilidade. Quando o gendtipo BMP15 /- é introduzido ao GDF9*/", as fémeas
resultantes mostram severos danos na morfologia do ovario bem como esterilidade o que
demonstra a harmonia e a relevancia desses fatores para o organismo(19-21).

Deve-se salientar que em experimentos em organismos vivos, o efeito fisioldgico do
GDF9 e BMP15 dependem da espécie em questdo diante das diferencas de morfologia e
fisiologia reprodutivas existentes entre os individuos do reino animal. Perante a Lan (22) a

superexpressao de BMP15 e GDF9 durante o periodo do diestro tem por consequéncia a



hipofertilidade, com tamanho de ninhada reduzido e um ciclo estral mais prolongado em
camundongos (1).

Estudos realizados em ovelhas com imunizacbes repetidas de sequencias de
aminoacidos do BMP15 e GDF9 mostrou inibicdo do desenvolvimento folicular normal bem
como a ovulacdo demonstrando assim que tal metodologia pode ser aplicada como estratégia
contraceptiva em variadas espécies animais. Em tais estudos foram injetados peptideos
BMP15 e GDF9 conjugados com hemocianina de lapa buraco de fechadura 4 vezes
consecutivas a cada 28 dias e como resultado obteve-se uma significativa reducdo do nimero
de animais que ovularam 16 dias apds a primeira imunizacdo e ao final do estudo nenhum dos

animais ovularam (23).

2.3 FARTORES QUE AFETAM A EXPRESSAO HETEROLOGA
2.3.1 CORPOS DE INCLUSAO

De acordo com a literatura, alguns problemas na expressdo de proteinas (PTNs) sdo
descritos. Dentre eles ha a superexpressdo de PTNs bem como a solubilidade dessas em
bactérias E. coli, se manifestando a partir de agregados proteicos insoliveis que se
sedimentam durante a centrifugacdo da amostra em pelotas (pellets) visiveis (5,24).

Tal obstaculo conhecido como corpos de inclusdo possui mecanismos de formacao
gue nao sdao completamente entendidos. Todavia sabe-se que a falha em alcangar com rapidez
a conformagdo nativa ou a interagdo com moduladores de dobramento (chaperonas) pode
causar a deposicao parcial ou completa dessa proteina heteréloga nos agregados de inclusao,
em forma de precipitados insoltveis. Outra hipdtese se baseia na incapacidade de a cepa
bacteriana dar o aporte necessario para as modificagcdes pds traducionais, por exemplo, a
formacdo de pontes de dissulfeto no citoplasma. Como consequéncia disso, ha uma na
agregacao dessas moléculas, as quais tornam-se inativas (25-27).

Os corpos de inclusdao podem se acumular no citoplasma da célula em concentragdes
cerca de 25% maiores do que a quantidade de proteinas soluveis e nao apenas a molécula
alvo pode compor o agregado como também algumas proteinas IbpA e IbpB (inclusion body
associated proteins) (25,27).

As proteinas IbpA e |bpB sdo pequenas proteinas, com cerca de 16 kDa, de choque

térmico que previnem a agregacdo irreversivel da molécula alvo em que, sob condicdes
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adequadas, transferem o polipeptidio alvo para chaperonas dependentes de ATP como a DnaK
para que essas sejam redobradas ou degradadas (28-30).

De acordo com Gopal e Kumar (5) ha 5 estratégias que podem ser adotadas a fim de
evitar o acontecimento de corpos de inclusdo a partir do aumento da solubilizagdao da proteina
heterdloga:

1)  Mudar o vetor, o promotor do gene de interesse ou até mesmo mudar a ‘tag’
proteica, ou seja, a sequéncia de peptideos que sdo geneticamente colocados na proteina
alvo;

2)  Mudar a cepa hospedeira;

3)  Mudar os parametros de cultivo da proteina recombinante;

4)  Co-expressdo com outros genes como, por exemplo, genes de chaperonas a fim
de manter a estabilidade da proteina alvo;

5)  Mudar a sequéncia de genes da proteina alvo

Uma vez que corpos de inclusdo possuem resisténcia a acdo proteolitica, esses
possuem grande quantidade de material puro, tendo cerca de 80 a 95% de sua composicao a
proteina alvo. Diante de tal fato, a formacdo de corpos de inclusdo é constantemente

explorada, sobretudo para proteinas que sdo faceis de redobrar (25,27,29).

2.3.2 DEGRADACAO PROTEOLITICA

Além dos corpos de inclusdo, a falha em alcangar com rapidez a conformacgdo nativa
ou a interagdo com moduladores de dobramento pode causar a degrada¢dao da proteina
heterdloga. Tal degradagdo de proteinas mal formadas ocorre pela a¢do de proteases as quais
eliminam o acumulo de material potencialmente perigoso e indesejado para a bactéria. Essas
proteases apresentam uma separacgao fisica no interior da célula com o intuito de reduzir a
atividade ndo especifica dessas. Entretanto, para acessar proteinas recombinantes tal
compartimento deve ser rompido e uma vez que isso ocorre as proteases conseguem acessar
a proteina alvo levando a protedlise (25,31).

A degradacgao da proteina heterdloga também pode ocorrer durante o processo de
purificacdo dessa molécula. Segundo Ryan e Henehan (31), tal fato ndo se caracteriza como
um problema caso medidas para inativar proteases foram tomadas na fase de lise celular.
Apesar disso, as proteases podem ser transportadas junto com a proteina purificada e

consequentemente levando a degradacdo gradual durante o armazenamento (32).
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Uma estratégia que pode ser adotada para evitar esse evento de degradacdo é a
utilizacdo de cepas hospedeiras com mutacdes em genes de protease como a estirpe de E. coli
BL21(DE3). Todavia, essa abordagem pode conter algumas desvantagens como, por exemplo,
a reducdo das taxas de crescimento celular. Outra alternativa que pode ser praticada seria
levar a expressao do polipeptideo de interesse em corpos de inclusdo, os quais normalmente
sdo protegidos da protedlise (25,31,32).

O processo de glicosilacdo pode ser uma forma de promover a protecdo contra a
atividade proteolitica. Ainda, essa modificacdo pds-traducional é responsdvel pela
manutencdo da conformidade e estabilidade da proteina, além de auxiliar na adesdo a célula.
Para as proteinas GDF9 e BMP15 estudadas a glicosilacdao é uma importante modificacdo para
gue tais moléculas sejam reconhecidas por seus receptores garantindo assim a sua
bioatividade todavia o sistema de expressdao baseado em bactérias E. coli ndo apresenta
bioatividade total uma vez que essa espécie ndo realiza o processo de glicosilacdo das
moléculas (21,33-36).

2.3.3 CODON USAGE BIAS

Quando o polipeptidio de interesse ndo é detectado por técnicas sensiveis como o
Western blot ou é detectado em concentragdes muito baixas, especula-se a ocorréncia de um
viés do uso do codigo genético, fendmeno conhecido como “Codon Usage Bias”. Tal
enviesamento é pautado no fato de que diferentes organismos possuem frequéncias distintas
da ocorréncia de cédons que sao sinbnimos, ou seja, algumas trincas sao raramente usadas
em comparagao a outras em um mesmo organismo e entre seres de diferentes espécies. De
acordo com a literatura, o codon usage bias ocorre em consequéncia do equilibrio entre
selecdo natural, mutagdes e drift genético (37-39).

O cddigo genético de todos os organismos conhecidos utiliza 61 combinagdes de trés
nucleotideos (cdédons) para codificar 20 aminoacidos. Um mesmo aminoacido pode ser
codificado por mais de um cdédon dando assim ao cdodigo genético a caracteristica de
degenerado. As triades de nucleotideos sao interpretadas pelos ribossomos de modo que RNA
transportadores (tRNA) apropriados carreguem o aminoacido desejado correspondente a
leitura da organela. Perante ao explanado, cddons preferidos pelos organismos se relacionam
com a maior quantidade de tRNA cognatos disponiveis na célula e essa relacao serve para

otimizar o sistema de traducao e equilibrar a concentracdo entre cédons e isoacceptor tRNA.
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Um exemplo para o citado é o tRNA que corresponde aos cédons AGG e AGA em bactérias E.
coli que ndo sdo utilizados frequentemente fazendo com que esses estejam presentes na em
poucos niveis na célula (40).

Diante do exposto, os cédons preferenciais da célula normalmente irdo ocorrer em
genes altamente expressos, enquanto as trincas mais raras possuem a tendéncia de estar em
genes expressos em pequena quantidade de estar em genes expressos em pequena
guantidade. Tal fato pode criar um obstaculo na expressdo da proteina alvo uma vez que caso
o objetivo seja produzir altas quantidades desse composto, porém o RNA mensageiro (mRNA)
possui na sua distribuicdo de cddons raros em bactérias(Tabela 1) é provavel que ocorram
problemas de traducdo levando assim a uma reducdo da quantidade ou qualidade do
polipeptidio sintetizado (37,41).

Tabela 1: Codons usados por E. coli, Homo Sapiens e Saccharomyces cerevisiae numa frequéncia por 1000 cédons.

Cédons raros Aminoacido Frequéncia por 1000 cédons
codificado
E. coli Homo Sapiens Saccharomyces
cerevisiae
AGG/AGA Arg 2,1/3,6 11,4/11,5 9,2/21,3
CGA Arg 3,8 6,3 3,0
CUA Leu 4,2 6,9 13,4
AUA lle 6,8 7,1 17,8
CCC Pro 5,4 20,0 6,8
CGG Arg 5,9 11,9 1,7
uGguU Cys 5,2 9,9 8,0
UGC Cys 6,1 12,2 4,7
ACA Thr 9,3 14,8 17,8

Fonte: GenScript OptimumGene™

A problematica do codon usage bias influenciando na expressao génica pode ser
contornada utilizando sequéncias de genes que ja estejam otimizadas para a cepa bacteriana
hospedeira, como BL21 Codon Plus RIL, as quais possuem plasmideos com genes extras para

RNA transportadores (tRNA) raros (40,42).

2.4 ESCHERICHIA coLI

Ha mais de 20 anos a E. coli vem sendo amplamente utilizada em laboratérios pelas
boas condic¢des de cultivo in vitro e facilidade de manipulacdo genética (5).
Ha uma grande variedade de cepas de E. coli disponiveis bem como um extenso

numero de plasmideos recombinantes a disposicado (43).
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Cada cepa possui suas vantagens e desvantagens em que a linhagem bacteriana BL21
(DE3) e seus derivados sdo as cepas mais utilizadas para a expressdo de proteinas
recombinantes (44). Nosso experimento utilizou 6 linhagens (variantes) da E. coli BL21, que

serdo descritas a seguir.

24.1 E. COLI BL21 (DE3)

A expressdo de proteinas recombinantes na estirpe BL21 (DE3) é obtida através de
um forte sistema de inducdo de um promotor T7. Além de tal fato, ha a delecdo de genes para
as proteases Lon, que atua degradando proteinas forasteiras, e a OmpT a qual degenera
proteinas extracelulares, fato que pode ocorrer apds a lise celular (5,43,44).

Um episddio que pode ocorrer com a cepa BL21(DE3) é a expressao em nivel basal,
ou expressdo vazada, do gene de interesse gerando assim uma toxicidade da proteina
produzida. Esse acontecimento interfere na homeostase e proliferacdo do microrganismo
resultando em baixa densidade celular final e possivel morte bacteriana. Para minimizar tal
problematica é possivel a utilizacdo da linhagem BL 21 (DE3) pLys S/E que possuem o gene da
lizosima a qual degrada a polimerase T7 basal e inibe a sua expressado residual, reduzindo com

isso a sua expressao na auséncia do seu indutor especifico, o IPTG (5,45,46).

2.4.2 E. COLI BL 21 STAR (DE3)

Outras derivagbes da cepa BL21 (DE3) possuem vantagens distintas, por exemplo,
estirpes de E. coli BL 21 star que sdo capazes de conferir alta estabilidade ao RNA mensageiro
(mRNA) e consequentemente um aumento na expressdo génica devido a uma mutagdo no
gene rne 131 (que codifica a ribonuclease E 131) que aumenta a degradagdo dos mRNAs de

uma forma geral (5).

24.3 E. COLI ARCTIC EXPRESS E CODON PLUS RIL

J4 as cepas conhecidas pelo nome Arctic Express sdao geneticamente alteradas para
expressar chaperonas Cpn10 e Cpn60, provenientes da bactéria psicréfila Oleispira antarctica,
as quais sao adaptadas a baixas temperaturas o que permite assim a redugao da temperatura
de cultivo da bactéria hospedeira. Ainda ha a cepa nomeada como Codon Plus RIL a qual pode
ser utilizada a fim de ultrapassar o viés que pode existir em um genoma rico em sequéncias

AT ultrapassando assim a problematica do codon usage bias(5).
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24.4 E. COLI ORIGAMI E SHUFFLE

Por fim, existe as estirpes Origami e Shuffle que, perante a dados de seus fabricantes,
podem ser derivadas nao da linhagem BL21, mas sim da cepa E. coli K-12. A cepa de E. coli
Origami possui uma mutacdo nos genes de redutase tiredoxina (trxB) e glutationa redutase
(gor) que permite a formacdao de pontes de dissulfeto dentro do citosol celular para as
proteinas que requerem essa formacao para um dobramento adequado. Em comparacdo a
cepa Origami, a estirpe Shuffle expressa o gene DsbC no citosol levando assim a uma formacao
apropriada das pontes de dissulfeto (5). Como as proteinas GDF9 e BMP15 possuem cisteinas
gue formam pontes de dissulfeto, essas linhagens podem ter uma boa resposta na producao

dessas PTNs (21).
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3 METODO
Para a expressao dos genes GDF9 e BMP15, a regido codante dos peptideos maduros

foram clonadas em vetores pET21a e pET21b, respectivamente, com a introducdo de um His-
tag de seis histidinas que facilitam a purificacdo das proteinas expressas por cromatografia de
afinidade. Os vetores construidos foram transformados em seis cepas bacterianas de E. coli
(Tabela 2). Tais linhagens foram transformadas seguindo o método descrito por Inoue (47) o

gual utiliza o choque térmico para permitir a permeabilizacdo das membranas bacterianas ao

DNA plasmidial.
Tabela 2: NiUmero de catdlogo, nome de linhagens e seus fabricantes utilizados no experimento.
Nome da linhagem Numero de catalogo Fabricante
BL21 (DE3) pLysS/E 69450-M Novagen
BL21 star C601003 Invitrogen
Arctic Express 230192 Agilent
Origami 70837 Novagen
Shuffle C3029J New England BiolLabs (NEB)
Codon Plus RIL 230245 Agilent

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021

As bactérias transformadas foram cultivadas em placas com meio LB (Luria - Bertani)
+ agar contendo também ampicilina (100 pug/mL), posto que o plasmideo utilizado apresenta
gene de resisténcia a este antibidtico. Tais placas foram incubadas em estufa a 372C por 16-
18 horas (Overnight) e em seguida armazenadas sob refrigeracdo até serem usadas
posteriormente.

A posteriori, uma col6nia de cada placa foi selecionada e cultivada em 2 ml de meio
LB liguido com ampicilina (100 ug/mL) pelo periodo de overnight (ON). No dia seguinte, caso
a turbidez dos tubos seja confirmada, cada amostra foi inoculada por 2:30h a 372C/250 RPM
seguindo a proporc¢do de 1 ml do cultivo para cada 100 ml de meio LB + ampicilina (100 pg/mL).

Em seguida, tais amostras foram induzidas inicialmente com concentragao igual a 0,2
mM de IPTG (isopropil B-d-1-tiogalactopiranésido) em diferentes temperaturas e tempos
(Tabela 3). Subsequentemente, quando a temperatura e tempo de incubacdo ideias foram
ajustados, foram realizados experimentos com a concentra¢ao de IPTG adequada para uma

boa inducdo das amostras (0,1; 0,2; 0,5 e 1 mM).
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Tabela 3: Tempos e temperaturas de indugdo utilizados para diferentes cepas de E. coli.

Cepa bacteriana Temperaturas Tempos de incubagdo
BL21 (DE3) pLysS/E 28°C 1h; 2h; 3h e 4h
BL21 star 18°C; 20°C; 25°C e 28°C 4h; 16h; 28h e 44h
Arctic Express 15°Ce 20°C 4h; 16h e 32h
Origami 20°Ce 28°C 4h e 16h
Shuffle 20°Ce 28°C 4h e 16h
Codon Plus RIL 20°Ce 25°C 4h e 16h

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021

Apds estipulado a quantidade de indutor adequada para cada estirpe bacteriana,
experimentos acerca do meio mais adequado para o cultivo das bactérias foram realizados.
Desse modo, uma col6nia de cada placa foi selecionada e cultivada em 2 ml de meio LB liquido
com ampicilina (100 pg/mL) e em 2 ml de meio TB (terrific broth) liquido com ampicilina (100
pug/mL) pelo periodo de overnight (ON). No dia seguinte, caso a turbidez dos tubos seja
confirmada, cada amostra foi inoculada a 372C/250 RPM seguindo a propor¢do de 1 ml do
cultivo para cada 100 ml de meio liquido + ampicilina (100 pg/mL) até atingir as densidades
Opticas de 0,5 e 2,0.

Posteriormente, foi testado a solubilidade das proteinas expressas a partir da lise das
células cultivadas utilizando a sonicacdo, metodologia aplicada no laboratério a fim de extrair
as proteinas produzidas que consiste, em suma, na aplicacdo de energia ultrassonica na
amostra liquida a fim de agitar as particulas e por consequéncia lisar as células bacterianas
(48,49). A sonicacao foi realizada utilizando dois tipos distintos de solugdao tampao (Tabela 4)
seguindo o seguinte protocolo: para cada 30 ml de inéculo adicionar 5 ml de TS-3 no primeiro

e segundo ciclo de sonicagdo e adicionar 5 ml de TS-1 no terceiro e quarto ciclo de sonicagao.

Tabela 4: Tampdes de sonicagdo utilizados, suas composigdes e pH.

Tampao Composicao pH
Tampao de sonicagao 1 20 mM NaxHPO4 11
(TS-1) 40 mM Imidazol
Tampao de sonicagao 3 50 mM Tris base 12
(TS-3) 150 mM NacCl
10% Glicerol

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2022

Em todos os experimentos, foi utilizado a técnica de eletroforese SDS-PAGE a fim de
verificar os resultados obtidos. Por intermédio de tal metodologia é possivel proporcionar o

movimento de moléculas carregadas, como proteinas, em uma matriz de gel sob campo
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elétrico, que separa as PTNs por seu peso molecular. O SDS-PAGE é um método importante
na analise de PTNs em laboratérios por propiciar uma estimativa do numero de proteinas
diferentes geradas, seu peso molecular, bem como o grau de pureza da amostra (50).
Perante ao relatado por Sambrook e Russel (51) geralmente é utilizado a técnica de
eletroforese de proteinas associado a géis de poliacrilamida com uma concentracdo que pode
variar de 8 a 20%, os quais formam compostos de cadeias de polimeros reticulados de
poliacrilamida que retardam a migracdo das proteinas (50). Tais géis sdo utilizados em
combinacdo a um forte detergente anionico denominado por SDS (dodecilsulfato de sddio)
bem como o aquecimento das amostras a fim de proporcionar, dentre outras coisas, a
desnaturacdo e o desdobramento parcial de proteinas e assim permitir a analise da molécula
desejada (50). A concentracdo do gel de poliacrilamida varia de acordo com o tamanho da PTN
a ser analisada. No caso utilizamos a concentracdo de 15% para as primeiras analises de
BMP15 e GDF9. Mais adiante, por uma contaminacdo das solu¢Ges stock para a elaboracao
dos géis, bem como a baixa resolucdo das imagens obtidas, foi adotado uma metodologia
utilizando as concentragdes de 17,5% e 20% além da ndo utilizacdo do SDS na composi¢do dos

géis.
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4 RESULTADOS
Durante a expressdo de proteinas na cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS/E a partir de

analises de géis de poliacrilamida pela técnica de eletroforese foi possivel identificar a maior
expressdo das proteinas desejadas em pellets (precipitado) e ndo na fracdo soluvel
(sobrenadante) oriunda de células lisadas (Figura 1). Os resultados também mostram que as

proteinas alvo apresentavam o tamanho desejado entre 15 e 19 Kda.

Figura 1: Gel de poliacrilamida (15%) com amostras de GDF9 e BMP15

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021
Como resultado do experimento com diferentes concentragdes de IPTG para a cepa

supramencionada, verificou-se uma melhor expressao da proteina GDF9 com os valores de
IPTG de 0,1 mM e 0,5 mM (Figura 2) enquanto a proteina BMP15 é melhor induzida com as
concentragdes de 0,1 mM e 1 mM IPTG (Figura 3)

Figura 2: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de GDF9 induzidas com diferentes quantidades de IPTG.

* [

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2020.
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Figura 3: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de BMP15 induzidas com diferentes quantidades de
IPTG.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2020,
Acerca dos tempos de indugdo para a estirpe BL21 (DE3) pLysS/E, verificou-se a

melhor expressdo de proteinas quando a amostra é induzida entre 3 e 4 horas ndo importando

a quantidade de IPTG (Figura 4).

Figura 4: Gel de poliacrilamida (15%) de GDF9 e BMP15 com tempos de indugdo de 3 e 4 horas.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2020.



20

Sobre a cepa bacteriana BL21 star, em um experimento com diferentes tempos e
diferentes temperaturas obteve-se como resultado uma melhor expressdo da proteina GDF9

em 25°C ou 20°C no periodo de overnight (Figuras 5 e 6).

Figura 5: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de BL21 star induzidas para a produgdo de GDF9 sob
temperaturas e tempos distintos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021

Figura 6: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de BL21 star induzidas para a produgdo de GDF9 em diferentes
temperaturas e tempos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.
Em um experimento com diferentes quantidades de IPTG e densidade éptica (DO),

como resultado verificou-se a melhor expressdao de proteinas com uma DO de 0,5 e uma

quantia de 0,5 mM de IPTG (Figura 7).
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Figura 7: Gel de poliacrilamida (15%) para as amostras de Bl 21 star induzidas para a produc¢do da proteina
GDF9 em diferentes concentragbes de IPTG e DO.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.

Quanto as cepas Origami e Shuffle, experimentos com diferentes temperaturas e
tempos foram adotados obtendo-se como resultado a temperatura de 20°C a 16h como
melhor parametro (Figuras 8 e 9). Neste experimento utilizou-se 0,2 mM de IPTG como
concentragao.

Figura 8: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Origami induzidas para produgdo de GDF9 em
diferentes temperaturas e tempos.
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Figura 9: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Shuffle induzidas para a produgdo de GDF9 em diferentes
temperaturas e tempos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.
A mesma resoluc¢do supracitada foi obtida para as estirpes Codon Plus RIL e Arctic

Express em um experimento sob os mesmos parametros supracitados (Figuras 10 e 11).

Figura 10: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Codon Plus RIL induzidas para a produgdo de GDF9
em diferentes temperaturas e tempos.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.
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Figura 11: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Arctic Express (Arc) induzidas para a produ¢do de GDF9 em
diferentes temperaturas e tempos.

k]! 5
Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.

Acerca da quantidade de IPTG, foram testadas quantias de 0,1; 0,2; 0,5 e 1 mM de
IPTG para as cepas Codon Plus RIL, Origami, Shuffle e Arctic Express, em que apesar dos
resultados relativamente bons em todas as quantias de IPTG, a melhor expressdo foi na

concentragao de 0,5 mM (Figuras 12, 13, 14 e 15)

Figura 12: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Codon Plus RIL induzidas para a
producgdo de GDF9 em diferentes concentragdes de IPTG.

o
9

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.
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Figura 13: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Origami induzidas para a produgdo de GDF9
em diferentes concentragdes de IPTG.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.

Figura 14: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Shuffle induzidas para a producdo de GDF9 em
diferentes concentrag¢des de IPTG.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.
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Figura 15: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Arc induzidas para a produgdo de GDF9 em
diferentes concentragdes de IPTG.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2021.

Em relagdao a comparagao entre os meios de cultura LB e TB, ambos com ampicilina
(100 pg/mL), utilizou-se a cepa Origami como modelo e percebeu-se uma expressdo
ligeiramente melhor para as bactérias, quando expressas no meio TB ndao importando a
densidade dptica utilizada (Figura 16).

Figura 16: Gel de poliacrilamida (15%) para amostras de Origami induzidas para a produ¢do de GDF9 em
diferentes meios de cultura e densidades dpticas.

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Acerca da solubilidade das proteinas expressas, apds as alteracdes de protocolo,
verificou-se uma melhora nesse pardametro em que apds 4 ciclos de sonicacao, as amostras de
bactérias Arctic Express, Origami e Shuffle testadas até o momento mostraram que a proteina
alvo ndo se agregou completamente em pellets (Figura 17, 18 e 19)
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Figura 17: Gel de poliacrilamida (17,5%) para amostras de Arctic Express induzidas para a produgdo de
GDF9 e sonicadas multiplas vezes

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

Figura 18: Gel de poliacrilamida (17,5%) para amostras de cepa Shuffle induzidas para a producdo de
GDF9 e sonicadas multiplas vezes
I o

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2022.



Figura 19: Gel de poliacrilamida (17,5%) para amostras de cepa Origami induzidas para a produgdo de
GDF9 e sonicadas multiplas vezes

Fonte: ARQUIVO PESSOAL, 2022.

27
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5 DISCUSSAO

De acordo com a literatura, pesquisadores podem depara-se com algumas
problematicas supramencionadas durante a expressdo de proteinas heterdélogas em E. coli,
dentre essas a formacao de agregados proteindceos insollveis que se sedimentam durante a
centrifugacdo da amostra em pelotas (pellets) visiveis bem como foi verificado com este
experimento (5,24).

Diante da problematica citada, novas abordagens no experimento foram exploradas
seguindo as 5 estratégias propostas por Gopal e Kumar (5) a fim de reduzir a formacdo de
corpos de inclusdo. Todavia, deve-se salientar que ndo hd uma estratégia universal para todos
os casos de expressao proteica. S3o necessarias diversas observa¢cdes empiricas para cada
proteina bem como cepa utilizada (52).

Perante a Gopal e Kumar (5), a solubilidade da proteina recombinante é aumentada
com um tempo de inducdo maior sob temperaturas mais baixas bem como uma quantidade
diminuida de IPTG. Aliado a tal dado, Gutiérrez-Gonzalez (52) cita que a expressdao de
proteinas insollveis se correlaciona com temperaturas maiores e um menor tempo
provavelmente devido a necessidade que a célula apresenta de acumular a proteina afim de
evitar danos bacterianos. Embora ndo se tenha feito experimentos acerca da solubilidade das
proteinas, a alteragao no tempo de indugdo bem como na temperatura levou a uma melhor
expressao bem como relatado na literatura com exceg¢ao da cepa Arctic Express.

Segundo Vincenti (53), a estirpe Arctic Express foi projetada para um melhor
processamento em baixas temperaturas com altas atividades de redobramento de proteinas
em temperaturas entre 4 e 12°C, todavia no experimento realizado tal linhagem apresentou
uma melhor expressdo de proteinas em uma temperatura de 20°C e como ndao foram
realizados, até o momento, experimentos acerca da solubilidade dessas proteinas ndo é
possivel confirmar que esse fato estd de acordo com o relatado pela bibliografia. Devido a
disponibilidade de equipamentos do laboratério, a menor temperatura que a bactéria Arctic
Express conseguiu ser testada foia 15°C.

Perante a literatura, a expressdao de proteinas com E. coli utiliza normalmente a
guantidade de 1 mM de IPTG, todavia as caracteristicas das proteinas recombinantes
desejadas podem influenciar de modo consideravel na quantidade de IPTG que devera ser

utilizada para uma boa inducdo em que quantidades entre 0,01 mM e 0,1 mM podem ser
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melhores em uma indugao no ambito de minimizar problemas com a insolubilidade das
proteinas expressas (54). Para a estirpe BL21 (DE3) pLysS/E como o indicado na literatura,
manteve-se com uma boa expressdo para ambas proteinas em 0,1 mM.

Ja para a linhagem BL21 star tal concentracdo de IPTG nao foi o suficiente sendo o
melhor resultado com a concentracdo de 0,5 mM. Segundo o experimento realizado por
Einsfeldt (55) de expressdo de proteinas ClpP em cepas BL21 star, a concentracdo de 0,1 mM
de IPTG ou abaixo deste valor deve ser usada a fim de obter uma baixa segregacdo e manter
a estabilidade do plasmideo. Enquanto para o experimento realizado por Di, Ma e Wang (56)
a expressao de proinsulina em BL21 star apresenta como parametro encontrado a
concentracdo de 2 mM de IPTG. Exemplificando o dito em outrora que ha uma auséncia de
uma estratégia universal para todos os casos de expressado polipeptidica (52).

De acordo com Ren, Ke e Berkmen (57) a expressao do plasmideo para estirpes
Shuffle normalmente ocorre com uma concentracdo de 0,1 mM fato exemplificado com os
resultados em que tal cepa apresentou uma indugdo relativamente boa para todas as
concentracdes de IPTG a partir de 0,1 mM.

Para a linhagem Origami, em um estudo realizado por Castro-Martinez (58) a
concentracdo de 0,3 mM de IPTG foi a ideal para a expressdao da proteina modificada
amarantina sendo um resultado bem préximo do adotado como melhor neste trabalho.

A estirpe Codon Plus RIL foi utilizada em um estudo de expressao proteica para a
proteina doce Brazzein e, perante a tal estudo, com uma temperatura de 25°C pelo periodo
de overnight a concentrag¢ao de 0,5 mM de IPTG é a ideal para a expressao da proteina, sendo
um resultado bem semelhante ao que foi encontrado para a produgdao de GDF9 nessa cepa
(59).

Em um experimento realizado por Li et al (60) com a utilizacdo da cepa Arctic Express
na producgao de proteina Bm30K-19G1 utilizou-se uma concentracgao final de IPTG de 0.5 mM
apresentando bons resultados, semelhante ao encontrado nesta pesquisa, todavia, segundo
tal artigo, com a técnica de SDS-PAGE analisou-se que as proteinas expressas estavam em sua
maioria em corpos de inclusdo e nao é relatado a temperatura de induc¢do utilizada para tal
cepa bacteriana. Em comparacdo a outro estudo realizado por Belval et al (61) com a estirpe
Arctic Express, no qual a bactéria foi induzida para a producdo de uma endoglucanase com a
adicdo de 1 mM de IPTG a 10 °C pelo periodo de 24h, é possivel verificar um resultado

diferente do alcancado. Tal fato pode ter sido influenciado pela eleicdo de uma temperatura
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distinta entre os experimentos em que perante a experimentacao feita por MiihImann et al
(62) concentragGes mais baixas de IPTG sdo mais vantajosas para inducdes em temperaturas

mais elevadas.

O meio TB foi desenvolvido em 1987 e, apesar do meio LB ser o mais utilizado em
muitos experimentos laboratoriais, tal meio de cultura aumenta o rendimento do plasmideo,
estendendo a fase exponencial de crescimento da bactéria E. coli. Tal fato é demonstrado no
experimento de Kram e Finkel (63) o qual testou diferentes solucdes liquidas de cultura
bacteriana e o seu efeito no crescimento e sobrevivéncia na cepa E. Coli K-12 linhagem PFM2.
De acordo com tal pesquisa, quando a bactéria desejada estd crescendo aerobicamente no
meio LB, a cultura torna-se mais alcalina durante a fase exponencial de crescimento devido ao
metabolismo de aminoacidos o que aumenta o pH da solu¢do durante a fase estacionaria da
expansdo bacteriana e tal efeito contribui para a morte celular. J4 no meio TB esse processo
de alcalinizacdo e consequentemente a entrada na fase de morte celular é mais lento
provavelmente pela presenca de glicerol como uma fonte de carbono cujo metabolismo libera
acido no ambiente além da presenca de fosfato de potdssio KH,POs que naturalmente

tampona este meio.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Por fim, apesar de uma boa metodologia para melhor expressdao de PTNs na porcao soltvel
dos lisados bacterianos esteja quase desenvolvida em sua plenitude, ainda é necessdrio a realizacao
de mais pesquisas com as diferentes cepas bacterianas propostas neste trabalho a fim de purificar as
proteinas alvo por cromatografia de troca idnica e assim dar continuidade a pesquisa em ensaios de

esterilizacdo ndo invasiva de fémeas de capivaras, servindo como controle populacional dessa espécie.
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