UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Clonagem, expressao e producdo de proteinas recombinantes do plasma
seminal de bovinos para potencial uso em meios de congelamento de sémen

Tayna Bolsam da Silva
Magister Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



TAYNA BOLSAM DA SILVA

Clonagem, expressao e producao de proteinas recombinantes do plasma
seminal de bovinos para potencial uso em meios de congelamento de sémen

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Medicina Veterindria, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

Orientadora;: Mariana Machado Neves

Coorientadora: Geniana da Silva Gomes

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



Ficha catalogréafica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigcosa - Campus Vicosa

S586¢
2025

Silva, Tayna Bolsam da, 1998-

Clonagem, expresséo e producdo de proteinas
recombinantes do plasma seminal de bovinos para potencial uso
em meios de congelamento de sémen / Tayna Bolsam da Silva. —
Vicosa, MG, 2025.

1 dissertacéo eletronica (82 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Mariana Machado Neves.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federa de Vigosa,
Departamento de Veterinaria, 2025.

Referéncias bibliogréficas. f. 71-82.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2025.692

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Bovinos - Reproducgdo. 2. Proteinas recombinantes.
3. Sémen - Criopreservacao. 4. Bovinos - Espermatozoides. 5.
Osteopontina. 6. Espermadesina. |. Neves, Mariana Machado,
1977-. 1. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Veterindria. Programa de Pos-Graduacdo em Medicina
Veterinéria. I11. Titulo.

CDD 22. ed. 636.20824

Bibliotecério(a) responsavel: Bruna Silva CRB-6/2552




TAYNA BOLSAM DA SILVA

Clonagem, expressao e producdo de proteinas recombinantes do plasma
seminal de bovinos para potencial uso em meios de congelamento de sémen

pY

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pd6s-Graduacdo em Medicina
Veterinaria, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 29 de julho de 2025.

Assentimento:

Tayna Bolsam da Silva
Autora

Mariana Machado Neves
Orientadora

Essa dissertacdo foi assinada digitalmente pela autora em 24/10/2025 as 12:25:37 e pela orientadora
em 24/10/2025 as 15:31:56. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida
Proviséria 2.200-2/2001 e na Resolugcdo n° 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade,
acesse https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Coédigo de registro', informe o cédigo
6BVZ.H3UI.QV1V e clique no botdo 'Validar documento'.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, que escreveu esta histéria muito antes de eu imagina-la.
Pela graca, pelo amor imenso e pela presenca constante que me sustentou nos dias
bons e, principalmente, nos dificeis. Por nunca me deixar desistir, e por me lembrar
todos os dias que os planos d’Ele sdo sempre maiores e melhores que 0s meus.

Ao meu marido, Caio Henrigue Binda de Assis, obrigada por acreditar em mim
quando até eu mesma duvidei, por enxugar minhas lagrimas, comemorar minhas
conquistas e ser meu porto seguro em todas as fases dessa jornada, e sempre.

Aos meus pais, Karielly Bolsam da Silva e Marivaldo Pereira da Silva, e a toda a
minha familia, onde encontrei amor, paciéncia e fé. Em especial as minhas tias
Marinilda Pereira da Silva e Marissandra Pereira da Silva, por estarem sempre
presentes nos momentos importantes da minha vida, mesmo longe fisicamente, sinto
vocés perto em cada conquista, com todo o amor.

Em memoaria de minha avé, Dilma Venturini, a quem devo grande parte de quem eu
sou. O amor que recebi da senhora € uma das maiores riquezas que carrego na
vida. Cada vitéria que conquisto tem um pedacinho seu. Te levo comigo em cada
passo, com imensa saudade e um amor que jamais sera esquecido.

Em memdéria do meu tio, Fabricio Ronei Thomasi, que sempre me apoiou com muito
amor, orgulho e incentivo para seguir meus estudos. Seu amor me acompanhou e
me acompanha em cada desafio.

A minha orientadora, Mariana Machado Neves, pela oportunidade de desenvolver
meu projeto de mestrado no Laboratério de Biologia Estrutural e Laboratério de
Biotecnologia Molecular. Sou grata pela orientacdo e pela confianca depositada em
mim durante esses anos.

A minha coorientadora, Geniana da Silva Gomes, por todo o apoio, ensinamentos e
contribuicdo em todas as etapas desse trabalho. Agradeco também a doutoranda
Tarciza, pelo incentivo e troca de conhecimento que tornaram o percurso mais leve e
produtivo.

Aos meus colegas e amigos de laboratério, agradeco por compartilharem



comigo os cafés, por todas as gargalhadas, os desafios e imprevistos dos
experimentos, os chororfs, e as vitbérias que comemoramos juntos. Levo comigo
cada momento que passamos juntos, com muita gratiddo e amor. Deixo um carinho
especial aos queridos “patinhos e pintinhos”, que tornaram essa caminhada mais
leve e divertida. E a minha amiga Shara, que caminhou comigo desde o inicio, meu
coracdo se enche de gratiddo por tudo o que vivemos juntas durante todo esse
processo, uma apoiando e fortalecendo a outra. Quero também agradecer com todo
carinho a Isabella Ester, que me acompanhou como estagiaria, sempre atenta,
carinhosa e disposta a ajudar, trazendo luz e leveza para minha jornada.

Aos membros da banca, agradeco pela disponibilidade e pelas valiosas
contribuicbes para o aprimoramento deste trabalho.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de Pds-graduacdo em Medicina
Veterinaria pela oportunidade de aprimoramento profissional e pessoal.

Agradeco a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela concessdao da bolsa de estudos, ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a Fundacdo de Amparo a
Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG).

A todos que, de alguma forma, caminharam comigo nesse processo, meu mais
sincero obrigada. Cada gesto, palavra e presenca fizeram toda a diferenca nessa
caminhada.

Este trabalho foi realizado com o apoio das seguintes agéncias de pesquisa
brasileiras: Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cdodigo de Financiamento 001, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPQ).



"Nao fui eu que ordenei a vocé? Seja forte e corajoso! N&o se apavore nem
desanime, pois 0 Senhor, o seu Deus, estara com vocé por onde vocé andar." Josué
1.9



RESUMO

SILVA, Tayna Bolsam da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2025.
Clonagem, expressdo e producao de proteinas recombinantes do plasma
seminal de bovinos para potencial uso em meios de congelamento de sémen.
Orientadora: Mariana Machado Neves. Coorientadora: Geniana da Silva Gomes.

A criopreservacdo de sémen ainda representa um desafio significativo para a
reproducdo de diversas espécies de interesse zootécnico, especialmente devido as
diferencas naturais na criotolerancia dos gametas entre elas. Embora o plasma
seminal seja removido durante o processo de criopreservacgéo, varios estudos tém
destacado seus efeitos benéficos sobre a protecdo espermética, principalmente
devido a presenca de proteinas com propriedades protetoras. Diante disso, a
utilizagdo de proteinas recombinantes derivadas do plasma seminal de espécies
com maior tolerancia ao congelamento, como o0s bovinos, surge como uma
alternativa promissora para melhorar a qualidade do sémen de espécies mais
sensiveis a criopreservacdo. O objetivo deste estudo foi produzir, expressar e
purificar as proteinas recombinantes Binder of sperm protein (BSP5),
Espermadesina (SPAD1) e Osteopontina (OPN) do plasma seminal bovino, espécie
utilizada como modelo em razdo de sua reconhecida tolerdncia a criopreservacgao.
Foram testadas diferentes cepas da bactéria Escherichia coli utilizando o vetor de
expressdo pET28a. A expressao foi realizada em pequena e larga escala, seguida
de purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de niquel, utilizando o
sistema AKTA Start. A pureza das proteinas foi avaliada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, a concentracdo determinada pelo método Qubit, e a identidade
confirmada por Western blotting. A cepa Arctic Express apresentou os melhores
resultados para a expresséo das proteinas recombinantes escolhidas. As proteinas
BSP5 e SPAD1 foram produzidas, expressas e purificadas com sucesso, sendo
obtidas em concentracfes satisfatérias. No entanto, ndo foi possivel expressar a
proteina recombinante OPN. Os resultados obtidos mostraram que a metodologia
empregada foi eficaz para a producao, expressao e purificacdo das proteinas BSP5
e SPADL.

Palavras-chave: proteina recombinante; criopreservacdo; espermatozoide;
osteopontina; espermadesina 1



ABSTRACT

SILVA, Taynd Bolsam da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2025.
Cloning, expression, and production of recombinant seminal plasma proteins
from bovines for potential use in frozen semen extender. Adviser. Mariana
Machado Neves. Co-adviser: Geniana da Silva Gomes.

Semen cryopreservation remains a significant challenge for the reproduction of
various livestock species, especially due to natural differences in gamete
cryotolerance among them. Although seminal plasma is typically removed during the
cryopreservation process, several studies have highlighted its beneficial effects on
sperm protection, mainly due to the presence of proteins with protective properties. In
this context, the use of recombinant proteins derived from the seminal plasma of
species with higher cryotolerance, such as cattle, emerges as a promising alternative
to improve semen quality in more cryosensitive species.

The aim of this study was to produce, express, and purify the recombinant proteins
Binder of Sperm Protein (BSP5), Spermadhesin (SPAD1), and Osteopontin (OPN)
from bovine seminal plasma, a species used as a model due to its recognized
tolerance to cryopreservation. Different strains of Escherichia coli were tested using
the pET28a expression vector. Protein expression was performed on small and large
scales, followed by affinity chromatography purification using a nickel column on the
AKTA Start system. Protein purity was assessed by polyacrylamide gel
electrophoresis, concentration was determined using the Qubit method, and identity
was confirmed by Western blotting. The Arctic Express strain showed the best results
for the expression of the selected recombinant proteins. BSP5 and SPAD1 proteins
were successfully produced, expressed, and purified, and obtained in satisfactory
concentrations. However, the expression of recombinant OPN was not successful.
The results demonstrated that the methodology employed was effective for the
production, expression, and purification of BSP5 and SPAD1 proteins.

Keywords: recombinant protein; cryopreservation; spermatozoa; osteopontin;
spermadesinl
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1 INTRODUGAO GERAL

A busca por maior eficiéncia reprodutiva € um dos principais desafios
enfrentados na produgdo animal em todo o mundo (Pence et al., 2007; Baruselli
et al., 2017; Evans et al., 2020; Peris-Frau et al., 2020; Lima et al., 2020). Apesar
dos esforgos direcionados ao melhoramento genético dos animais e ao
aprimoramento das técnicas de manejo e nutricdo, ainda persistem lacunas
importantes em relagao a fertilidade, principalmente dos machos (Nielsen et al.,
2013).

Nas ultimas décadas, biotecnologias reprodutivas, como a inseminagao
artificial (lA), tém sido amplamente adotadas globalmente, promovendo a
otimizacdo da eficiéncia reprodutiva em diversos sistemas de producéo
(Waberski et al., 2019; Knox, 2016; Bailey et al., 2003). Na suinocultura, espécie
de interesse a qual os resultados deste trabalho serdo futuramente aplicados,
esse panorama se repete: a |A é amplamente adotada, sendo responsavel por
mais de 90% das coberturas, o que tem contribuido significativamente para o
aumento da produtividade global e o melhoramento genético da espécie (Pérez-
Patifo et al., 2018; Waberski et al., 2019). No entanto, apesar dos avangos
proporcionados por essa biotecnologia, a criopreservagdo do sémen nesta
espécie ainda representa um desafio significativo, correspondendo a apenas 1%
das inseminacdes artificiais realizadas no mundo, evidenciando a necessidade
de novos avangos para ampliar sua aplicagdo (Guthrie e Welch, 2005; Yeste,
2015; Waberski, et al., 2019; Roca et al., 2011; Johnson et al., 2000).

Embora eficiente, a criopreservagcdo dos espermatozoides pode causar
diversos danos, principalmente devido ao choque térmico e ao aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Chatterjee e Gagnon, 2001; Guthrie e
Welch, 2005; Fraser e Strzezek, 2007; Rosato e laffaldano, 2013). No entanto, é
amplamente reconhecido que diferentes espécies respondem de maneira
variavel a criopreservagao de sémen (Holt, 2000; Zalazar et al., 2016). Essa
variabilidade esta fortemente associada a composicdo do plasma seminal,
especialmente a presenca de proteinas especificas.

Composto principalmente por proteinas, o plasma seminal € um

componente essencial do ejaculado e desempenha fungbes cruciais na
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fertilidade animal (Katila et al., 2006; Mann et al., 2012). No entanto, seu papel
na criopreservagao ainda continua sendo amplamente discutido. Nesse
contexto, diversos estudos tém investigado o papel dessas proteinas na
protegcao espermatica durante o congelamento e descongelamento, além de
explorar alternativas para aprimorar o processo (Manjunath et al., 2007;
Caballero et al., 2012; Holt et al., 2015; Zalazar et al., 2020). Entre as estratégias
emergentes, destaca-se o uso de proteinas recombinantes, que podem ser
adicionadas ao sémen antes ou apdés o congelamento com o objetivo de
aumentar a resisténcia dos espermatozoides ao estresse criogénico e, assim,
melhorar a viabilidade pds-descongelamento (Qi et al., 2020; Heng et al., 2022).

Essa abordagem tem ganhado atencdo nos ultimos anos, visando
melhorar o processo de criopreservagao (Ledesma et al., 2019; Zalazar et al.,
2016; 2019). A producgao de proteinas recombinantes envolve a insergcéo de
sequéncias de DNA em vetores de expressdo, 0s quais sdo posteriormente
introduzidos em um hospedeiro, possibilitando assim a sintese heterdloga das
proteinas de interesse em ambiente controlado (Wurm & Bernard, 1999).
Neste contexto, buscou-se estabelecer um meétodo viavel para a produgédo de
proteinas recombinantes do plasma seminal bovino, espécie utilizada como
modelo experimental, em raz&o dos protocolos de criopreservacdo amplamente
estabelecidos e dos dados proteémicos robustos previamente gerados pelo
nosso grupo (Rego et al., 2016; Gomes et al., 2020; Viana et al., 2025). As
proteinas de interesse foram selecionadas de acordo com sua funcionalidade,
associagao com marcadores de fertilidade e criopreservagao, sendo elas: binder
of sperm protein 5 (BSP5), osteopontina (OPN), e espermadesina (SPAD1).
Assim, o objetivo deste trabalho foi clonar as proteinas alvo em diferentes cepas
da bactéria Escherichia coli utilizando o vetor de expressao pET-28a(+), para a
expressao e purificagao eficiente das proteinas recombinantes de interesse. A
producdo dessas proteinas recombinantes visa, futuramente, possibilitar sua
adicdo em meios diluidores ja utilizados na criopreservagdo de sémen de
espécies com baixa criotolerancia, como suinos.

Esperamos que, ao serem adicionadas aos meios, essas proteinas
contribuam na protecao e estabilidade dos espermatozoides durante o processo
de congelamento e descongelamento, auxiliando na integridade espermatica, e

consequentemente, melhorar os indices de fertilidade, representando um grande
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potencial para o avango reprodutivo, especialmente em espécies que ainda

possuem limitagdes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sémen e plasma seminal

O sémen é um fluido constituido por espermatozoides, que sao produzidos
pelos testiculos, e fluidos secretados de glandulas acessérias (Rodriguez-
Martinez et al., 2011; Juyena et al., 2012). Os espermatozoides sao células
altamente especializadas para transportar o material genético ao longo de todo
trato reprodutivo feminino até o local de fertilizacao, na tuba uterina, e fertilizar o
oocito. Para que este processo ocorra € necessario que estes estejam sem
defeitos morfoldgicos e que possuam as membranas plasmaticas e acrossémica
integras (Feugang et al., 2010; De Assumpcgao et al.,, 2013; Moura e Memili,
2018).

O plasma seminal, por sua vez, € produzido e secretado pelas glandulas
sexuais acessorias, testiculo e epididimo (Katila et al., 2006; Mann et al., 2012;
Manjunath et al., 2002; Kareskoski and Katila, 2008; Barth et al., 1989). Trata-se
de uma mistura complexa, composta por uma série de substancias, como
antioxidantes nao enzimaticos e enzimaticos, aminoacidos, lipidios, horménios
esteroides, além de microelementos como Se, Zn, Cu e Fe, e rico em proteinas,
que juntos compdéem um fluido isotbnico com importante papel (Tvrda et al.,
2013; Katila et al., 2006; Soleilhavoup et al., 2014). Dentre as fungdes do plasma
seminal, destacam-se sua atuagcdo como veiculo e suporte energético para os
espermatozoides, sua agao antimicrobiana, além da modulagao da capacitagcéo
espermatica e de eventos cruciais para a fertilizagéo (Katila et al., 2006; Mann et
al., 2012; Rodriguez-Martinez, 2010; Mann et al., 1981a).

O plasma seminal entra em contato com o espermatozoide no momento na
ejaculagao, promovendo ativacdo dos gametas em um processo denominado
capacitagao espermatica (Katila et al., 2006; Mann et al., 2012; Manjunath et al.,
2002; Ledesma et al, 2014). A maturagdo e armazenamento dos
espermatozoides ocorre no epididimo, os quais ficam quiescentes até o
momento da ejaculagdo onde serdo mesclados ao plasma seminal, para

posterior fecundagcao (Mann et al., 1981b). Neste contexto, o plasma seminal é
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altamente valioso, pois fornece aporte para os eventos de capacitagcao
espermatica e consequentemente a fecundagcdo (Mortarino et al., 1998;
Manjunath et al., 2002; Ledesma et al., 2014).

Um componente fundamental do plasma seminal sao proteinas, exercendo
fungcdes essenciais na manutengdo da integridade e funcionalidade dos
espermatozoides, conferindo protegdo contra o estresse oxidativo, regulando o
metabolismo celular e facilitando processos como a capacitagdo e a
estabilizacdo da membrana espermatica (Rodiguez-Villamil et al., 2016; Rego et
al., 2014). Desta forma, técnicas que possam trazer avangos neste campo se
fazem necessarias, como o uso de proteinas recombinantes (Wurm & Bernard,
1999).

2.2 Principais proteinas do plasma seminal

As proteinas sdo macromoléculas organicas produzidas por todos os seres
vivos, atuando nas mais variadas fungdes e processos, como em respostas
imunes, sinalizagdo celular e transporte molecular (Juyena e Stelletta, 2012;
Demain et al., 2009; Rego et al., 2014). Na reprodugédo, elas influenciam
diretamente a fertilidade animal, desempenhando um papel fundamental na
protecdo dos espermatozoides, no metabolismo e na capacitagao e estabilizagédo
de membrana (Rego et al., 2014; De Lazari et al., 2019; Kumar et al., 2012).
Portanto, a identificacdo de proteinas com alto potencial de protecéo e
preservagao dos espermatozoides durante o congelamento e descongelamento
pode contribuir significativamente para a melhoria e eficiéncia da
criopreservacao (De Lazari et al., 2019).

Viana et al. (2018) identificou pela primeira vez 1.159 proteinas no plasma
seminal de touros, das quais 79 apresentaram expressao diferencial entre
animais de alta e baixa fertilidade. Além disso, o grupo também publicou uma
revisdo sistematica e uma meta-anadlise que compilaram trés décadas de
evidéncias cientificas sobre os efeitos das proteinas do plasma seminal bovino
(Viana et al., 2021; Viana et al., 2022). Entre as proteinas apontadas como
potenciais biomarcadores de alta fertilidade destacam-se a espermadesina
(SPAD), binder of sperm protein de 30 kDa (BSP5) e a osteopontina (OPN),
todas associadas a uma maior capacidade de congelabilidade do sémen bovino
(Viana et al., 2018).
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A SPAD1 é uma proteina pertencente a familia das Espermadesinas,
presente de forma abundante no plasma seminal de mamiferos (Bergeron et al.,
2005). Nos suinos sado as proteinas mais abundantes no plasma seminal
(Bergeron et al., 2005), enquanto nos bovinos ocupam a segunda posigao em
abundancia (Codognoto et al., 2018). Estas desempenham variadas fungdes
como a capacidade de inibir o estresse oxidativo, reduzir a peroxidacgéao lipidica
dos espermatozoides, prevenir a reacao acrossOmica prematura e se ligar a
diferentes moléculas, como carboidratos, fosfolipidios e glicosaminoglicanos
sulfatados (Topfer-Petersen et al., 1998; Kraus et al., 2005). Composta por cinco
membros na espécie suina, AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-I e PSP-Il, as SPADs
possuem uma massa molecular entre 12 a 16 kDa e apresentam uma arquitetura
unica de dominio CUB, a qual possibilita a ligagdo entre proteina e
espermatozoide, promovendo assim protecéo e estabilidade de membrana, além
de ter acdo na capacitagdo espermatica (Caballero et al. 2008; De Lazari et al.,
2019; Pérez-Patifio et al., 2018; Bork e Beckman, 1993).

A BSP5 é uma proteina da familia das Binder of Sperm Proteins (BSP),
desempenhando fungdes importantes como a estabilizagdo da membrana
espermatica, prevenindo danos estruturais, e a interacdo com fatores
capacitantes, cuja dindmica varia entre as diferentes espécies (Plante e
Manjunath, 2015; Plante et al., 2016). Essas proteinas possuem peso molecular
entre 20 e 25 kDa, com variagcbes de acordo com a espécie e o grau de
glicosilagédo (Manjunath et al., 2002). Elas correspondem a cerca de 60% das
proteinas totais do plasma seminal de bovinos (Manjunath e Therien, 2002;
Moura et al., 2007). Em suinos, embora proteinas semelhantes as BSPs, como
as AWN, PSP-| e PSP-II, também estejam presentes no plasma seminal, elas
sao encontradas em menor propor¢dao quando comparadas aos bovinos,
refletindo as particularidades da fisiologia reprodutiva de cada espécie (Calvete
et al., 1997).

Essas proteinas sédo secretadas pelas glandulas sexuais acessorias
masculinas e, durante a ejaculagéo, sdo liberadas no plasma seminal, onde se
ligam a membrana dos espermatozoides, influenciando processos como
protecdo, capacitacao e interagdo com o odcito (Souza et al., 2008; Manjunath
et al., 2002). As BSP’s possuem dois dominios do tipo fibronectina Il (Fn2),

responsaveis por conferir a capacidade de ligacdo a fosfolipidios e
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glicoconjugados presentes na membrana plasmatica dos espermatozoides
(Manjunath et al., 2007). Além disso, essas proteinas conferem estabilidade a
membrana espermatica, regulando a remogao de colesterol e fosfolipideos, o
que auxilia na capacitacdo e modula a interacdo com o odcito durante a
fertilizacdo (Plante & Manjunath, 2015; Plante et al., 2016).

A OPN é uma glicoproteina acida multifuncional pertencente a familia das
SIBLINGs (Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins) (Denhardt,
2004). Originalmente identificada na matriz 6ssea mineralizada de bovinos
(Franzen & Heinegard, 1985), a OPN apresenta diversas modificagdes pds-
traducionais, como glicosilagao, fosforilacdo e sulfatacao, que influenciam sua
estrutura e funcédo (Denhardt & Guo, 1993; Hunter, 2013; Rittling et al., 2004).
Além disso, essas proteinas destacam-se por sua versatilidade funcional,
estando envolvidas em uma ampla gama de processos fisioldgicos, incluindo
remodelacao tecidual e extracelular, modulagado da resposta imune e mediacéo
da adesao celular (Bouleftour et al., 2016).

Sua expressao € observada em varios tecidos do trato reprodutor
masculino, como nas células epiteliais das ampolas e das glandulas vesiculares,
em espermatides alongadas nos testiculos, além de estar presente no epididimo
e em espermatozoides epididimarios (Siiteri et al., 1995; Erikson et al., 2007).
Recentemente, diferentes padroes de fosforilagdo da OPN de plasma seminal
bovino foram descritos, sugerindo que esta proteina define diferentes fun¢des na
fisiologia espermatica (Gomes et al., 2020).

Embora essas proteinas desempenhem um papel fundamental na
criopreservagao do sémen, a identificagdo de biomarcadores com aplicabilidade
universal ainda representa um desafio significativo. Deste modo, o uso de
proteinas recombinantes se torna uma alternativa promissora, com potencial

para impulsionar avancgos relevantes na area (Wurm & Bernard, 1999).

2.3 Papel das proteinas na criopreservagao

O congelamento de sémen é uma técnica amplamente aplicada na
reprodugao de animais como os bovinos (Lee & Kim, 2018), mas ainda apresenta
desafios associados a criotolerancia de espermatozoides em algumas espécies
domésticas. Entre suas principais vantagens, destacam-se o armazenamento de

material genético a longo prazo, o controle sanitario dos plantéis, uso de
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tecnologias como a pré-selecdo de sexo e o0 suporte a conservagao da
diversidade genética por meio de bancos de germoplasma (Johson et al., 2005;
Bailey et al., 2008).

Apesar desses beneficios, o processo de criopreservagao pode causar
danos estruturais e funcionais aos espermatozoides, comprometendo
parametros importantes como motilidade, integridade de membrana e
viabilidade, prejudicando a viabilidade espermatica apdés o descongelamento
(Chatterjee e Gagnon, 2001; Guthrie e Welch, 2005; Fraser e Strzezek, 2007;
Rosato e laffaldano, 2013; Lee e Kim, 2018). Nesse contexto, as proteinas
presentes no plasma seminal desempenham um papel fundamental na protecéo
espermatica contra os danos provocados pelas variacbes de temperatura no
congelamento (Gomes et al., 2020). Como principais mecanismos de protecao,
destacam-se a estabilizagdo da membrana plasmatica, a agao antioxidante e a
regulacao da capacitagdo espermatica.

Durante a criopreservagao, a membrana plasmatica dos espermatozoides
perde fluidez, levando a reorganizacao dos fosfolipideos e comprometendo sua
estabilidade estrutural (Ugur et al., 2019; Lemma, 2011). Nessa fase, proteinas
especificas se ligam a membrana espermatica, promovendo sua estabilizacéo e
prevenindo alteragbes mais graves, como 0 aumento da permeabilidade, a perda
da integridade mitocondrial e danos ao DNA (Lemma, 2011; Grétteret al., 2019).

Quando a membrana mitocondrial perde sua integridade e fluidez, ocorre
um aumento na liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando
em estresse oxidativo. Para mitigar esses efeitos, diversas proteinas do plasma
seminal atuam como enzimas antioxidantes, reduzindo a acdo das ROS e,
consequentemente, minimizando o estresse oxidativo, ao mesmo tempo em que
contribuem para a manutencgao da integridade do DNA (Catalan et al., 2022; Pillai
et al., 2017; Potts et al., 2000).

Além disso, a capacitagao espermatica precoce é outro efeito prejudicial da
criopreservagdo que compromete a funcionalidade dos espermatozoides.
Algumas proteinas do plasma seminal ajudam a prevenir esse problema,
regulando, por exemplo, os niveis intracelulares de Ca?*. Elas evitam que esses
niveis se elevem de forma descontrolada durante o congelamento,

demonstrando um efeito decapacitante (Pillai et al., 2017; Zalazar et al., 2020).
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As proteinas do plasma seminal exercem um papel essencial na protegao
e manutengdo da qualidade espermatica durante a criopreservacéo,
minimizando os danos causados pelo congelamento e descongelamento. Assim,
o estudo dessas proteinas e a possibilidade de produzi-las por métodos
recombinantes s&o fundamentais para o avango das biotecnologias na

reprodugao.

2.4 Proteinas recombinantes

A produgao de proteinas por meio da expressao heterologa, utilizando um
vetor e uma cepa hospedeira, caracteriza essas macromoléculas como proteinas
recombinantes (Wurm & Bernard, 1999; Rosano et al., 2014). Estas, sdo
produzidas através da engenharia genética, expressando diferentes proteinas
por meio de bactérias, fungos, plantas, leveduras ou células de mamiferos
(Demain et al., 2009; Wurm & Bernard, 1999). Isso foi possivel através de
estudos que levaram a descoberta do DNA recombinante, documentado em
meados da década de 70 (Grife et al., 2017; Ferrer-Miralles et al., 2009). Em
1977 foi relatado a primeira producao funcional de proteina recombinantes, por
meio da bactéria E. coli, abrindo as portas para posteriores estudos (Grife et al.,
2017; Itakuna et al., 1977).

Na produgao de proteinas recombinantes, a bactéria Escherichia coli foi um
dos primeiros hospedeiros utilizados e permanece como uma das principais
escolhas (Terpe, 2006; Demain et al., 2009; Fakruddin et al, 2013; Grife et al.,
2017; Ferrer-Miralles et al., 2009). Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa
em forma de bastonete, pertencente a familia Enterobacteriaceae, que se
destaca por sua resisténcia e capacidade de adaptacao, sendo capaz de crescer
em ambientes aerdbicos e anaerdbicos (Elbing et al., 2019; Tuttle et al., 2021).
Seu crescimento ideal ocorre a 37 °C em pH neutro, sob condigdes de aerobiose
sendo capaz de se duplicar em apenas cerca de 20 minutos (Tuttle et al., 2021;
Hayat et al., 2018; Rosano et al., 2019).

A ampla utilizagao de E. coli deve-se a diversas vantagens, como rapida taxa
de crescimento e expressao de proteinas, alta capacidade de formar grandes
quantidades de colbnias, adaptacao a diferentes meios e temperaturas, além do
custo-beneficio, tornando-a uma escolha eficiente para a produgédo em larga

escala (Demain et al., 2009; Grife et al., 2017; Tuttle et al., 2021; Freigassner et
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al., 2009). Escherichia coli € capaz de produzir proteinas complexas em grandes
quantidades, podendo acumular até 80% de seu peso seco (Demain et al., 2009;
Choi & Lee, 2004). Devido a protocolos padronizados bem definidos para seu
cultivo, a reprodutibilidade ¢é facilitada, servindo de suporte para diversas
pesquisas (Tuttle et al., 2021; Gupta et al., 2016).

Diferentes cepas de E. coli sao amplamente utilizadas como hospedeiras na
clonagem de vetores de expressao devido a versatilidade e eficiéncia (Chart et
al., 2000; Rosano et al., 2014). Dentre a ampla variedade, destacam-se a BL21
e a DHb5a (Tuttle et al., 2021; Terpe et al., 2006). A BL21 se tornou a cepa
preferencial para a expressao de proteinas recombinantes devido a presenca do
gene da polimerase T7, que permite um alongamento das cadeias cerca de cinco
vezes mais rapido (Serensen et al., 2005; Choi et al., 2010; Tuttle et al., 2021;
Terpe et al., 2006; Bower et a., 2009; Rosano et al., 2019). Ja a DH5a é
amplamente utilizada para clonagem e replicacdo de plasmideos, sendo capaz
de amplificar o DNA plasmidial de forma rapida e eficiente (Kostylev et al., 2015;
Tuttle et al., 2021). Outra cepa importante para expressao proteica € a Arctic
Express, que expressa constitutivamente duas chaperonas, fornecendo suporte
ao dobramento eficiente das proteinas, especialmente em baixas temperaturas
(Belval et al., 2015). A SHuffle se destaca por permitir a expressao de proteinas
que formam ligagdes dissulfeto, fornecendo um ambiente citoplasmatico que
favorece a formacgédo dessas ligagbes e auxilio no correto dobramento das
proteinas (Hayat et al., 2018).

Os plasmideos por sua vez, sdo pequenas moléculas compostas por DNA
circular de fita dupla, independente do cromossomo e com replicacao autbnoma
(Wei, 2024; Al Doghaither et al., 2019). Estes podem ser de diferentes tipos,
sendo o principal baseado em DNA, que sao utilizados para clonagem e
expressao em bactérias, além de vetores virais e de RNA de interferéncia (RNAI)
(Silva et al.,, 2012; Abuzeid et al, 2011). Essas caracteristicas tornam os
plasmideos ferramentas versateis na engenharia genética, pois podem ser
faciimente modificados (Lopes et al., 2014). Além disso, eles apresentam
vantagens significativas: sao estaveis, seguros, permitem o armazenamento em
temperatura ambiente, o que facilita sua comercializagcdo e disseminagao, e

podem conferir resisténcia a antibioticos especificos (Lopes et al., 2014).
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No presente trabalho, foi utilizado o vetor de expressao pET-28a(+),
pertencente a familia de plasmideos pET, que se destaca como primeira opg¢ao
para clonagem e expressao de proteinas recombinantes (Li et al., 2022). Este
vetor possui T7 promotor, sendo reconhecido assim pela RNA polimerase T7 e
inducéo pela molécula de IPTG (Choi et al., 2010). Além disso, o vetor pET-
28a(+) possui uma sequéncia que codifica His-tag, facilitando a purificagdo das
proteinas expressas por cromatografia de afinidade (Li et al., 2022; Huleani et
al., 2022).

2.5 Aplicacao de proteinas recombinantes na criopreservagao animal

Proteinas recombinantes tém sido amplamente utilizadas em pesquisas
sobre a criopreservacdo de sémen em varias espécies animais, mostrando
resultados promissores. Em um estudo com bufalos, Pillai et al. (2017)
observaram que a adigao da regucalcina (RGN) a um diluidor a base de Tris-egg
yolk-based durante o congelamento resultou em melhorias significativas na
motilidade progressiva pds-descongelamento, na integridade acrossomal e na
capacidade de ligagdo a zona pelucida dos espermatozoides. De forma similar,
Zalazar et al. (2020) demonstraram que a adicdo de SPINK3 ao sémen de
carneiro apos o descongelamento levou a uma melhora significativa na
viabilidade, motilidade e status mitocondrial. Além disso, essa proteina reduziu
a peroxidacao lipidica e aprimorou a capacidade de fertilizacao.

Em bovinos, Holt et al. (2015) demonstraram que a proteina recombinante
HSPA8 foi capaz de proteger espermatozoides de touros durante a
criopreservagdao. Em concentragdes adequadas, essa proteina melhorou a
integridade da membrana plasmatica e a viabilidade pos-descongelamento, com
beneficios mais evidentes em racas de corte. Além disso, essa proteinatambém
auxiliou na reducéo significativa dos efeitos apoptoéticos em espermatozoides de
racas de corte.

Adicionalmente, pesquisas com sémen de galo por Heng et al. (2022)
demonstraram que a adicdo de 0,5 pyg/mL de RhoA recombinante ao fluido
crioprotetor melhorou significativamente a motilidade, taxa de sobrevivéncia,
linearidade, velocidade em linha reta e integridade acrossomal dos
espermatozoides apds o processo de congelamento/descongelamento. Analises

moleculares também confirmaram que a proteina recombinante foi capaz de
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reduzir danos estruturais a membrana plasmatica, membrana nuclear e a cauda
dos espermatozoides.

Além dos trabalhos citados, outros estudos com proteinas recombinantes
ja foram conduzidos com carneiros (Ledesma et al., 2021; Zalazar et al., 2016;
Ledesma et al., 2019), bovinos (Alvarez-Gallardo et al., 2013) e bufalos (Qadeer
et al., 2016). Apesar dos avancgos, ainda existem desafios para a aplicacéo dessa
tecnologia em condicbes reais de campo, padronizagdao dos protocolos de
dosagem, métodos, estabilidade das proteinas durante o processo de
congelamento e o custo-beneficio da implementacdo em larga escala (Hussain
etal., 2014; Hussain et al., 2017; Bhatwa et al., 2021; De Brabander et al., 2023).

Ainda assim, o uso dessas proteinas oferece vantagens importantes,
como a reducdo dos danos causados pelas variacbes de temperatura, a
preservacgao da qualidade dos espermatozoides e o favorecimento de uma maior
fertilidade pés-descongelamento (Lemma, 2011; Alvarez-Gallardo et al., 2013;
Pillai et al., 2017). Nesse contexto, considerando os desafios que ainda
persistem na criopreservagdo do sémen bovino e de outras espécies de
interesse zootécnico, como suinos, as proteinas recombinantes se destacam
como uma ferramenta promissora, com aplicagdes praticas relevantes e grande
potencial para melhorar os indices reprodutivos em sistemas de producdo

animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Clonar, expressar e purificar proteinas do plasma seminal de bovinos com

potencial uso na criopreservagao de sémen de animais com baixa criotolerancia.

3.2 Objetivos especificos
e Recuperar as sequéncias de aminoacidos das proteinas de interesse

do plasma seminal bovino a partir de bancos de dados (UniProt);

e Clonar as proteinas BSP5, OPN e SPAD1, associadas a fertilidade e
com potencial aplicagdo na criopreservagao de sémen;

e Expressar as proteinas BSP5, SPAD1 E OPN em Escherichia coli
utilizando o vetor plasmidial pET-28a(+);

e Purificar as proteinas BSP5, SPAD1 e OPN.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideragoes éticas
O presente estudo foi realizado em conformidade com as normas de

conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensdo do Departamento
de Medicina Veterinaria DVT/UFV, mediante a aprovacgéo da Comiss3o de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/ UFV), processo
n°® 25/2020.

4.2 Local do experimento
O estudo foi conduzido no Laboratérios de Biotecnologia Molecular e

Laboratdrio de Biologia Estrutural da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa —
MG.

4.3 Clonagem

Inicialmente, as sequéncias de aminoacidos das proteinas BSP5, OPN, e
SPAD1 foram recuperadas do Uniprot (https://www.uniprot.org/). Para cada
proteina um BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?-PAGE=Proteins)

foi realizado para verificar a similaridade com sequéncias proteicas da espécie
de interesse, considerando a aplicacdo dessas proteinas para criopreservagao
de sémen na espécie suina.
As sequéncias de aminoacidos das trés proteinas foram analisadas
utilizando o] programa SignalP

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/) para prever a presenga

de peptideo sinal, e o TMHMM (https://services.healthtech.dtu.dk/services-

/ITMHMM-2.0/) para identificar a presenca de algcas transmembrana. As

sequéncias génicas de cada uma das proteinas foram clonadas no vetor pET28a
(Fig. 1), o qual possibilita a expressdo em Escherichia coli. As insergdes de cada
gene foram realizadas entre os sitios de restricdo das enzimas Nhel e Xhol, de
modo a garantir a expressao intracelular das proteinas-alvo com uma cauda de
histidina (6xHis) na regidao N-terminal. A confirmagao da insergédo correta das
sequéncias no vetor foi realizada por meio de ferramentas bioinformaticas,

assegurando a integridade e a precisdo da sequéncia clonada.


https://www.uniprot.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?-PAGE=Proteins
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services-/TMHMM-2.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services-/TMHMM-2.0/
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As sequéncias génicas das proteinas-alvo a serem clonadas foram geradas

utilizando a ferramenta IDT Codon Optimization Tool (https://www.idtdna.com/-

CodonOpt), que realiza a otimizagao dos codons visando a maxima eficiéncia de
expressdo em E. coli. Essa ferramenta ajusta os codons de cada aminoacido
para aqueles mais frequentemente utilizados por E. coli, garantindo uma
traducao mais eficaz e uma maior produgao das proteinas recombinantes.

Apbs a geracdo dos genes, as sequéncias foram submetidas a analise no

NEBcutter (https://nc3.neb.com/NEBcutter/prj/) para verificar a presenga de
sitios de restricdo. Esse passo foi essencial para assegurar que os genes
projetados ndo contivessem sitios de restricdo correspondentes as enzimas
selecionadas para a clonagem, garantindo, assim, a integridade das sequéncias

€ 0 sucesso do processo de clonagem.

Figura 1. Representac&o do mapa circular do vetor de expresséo pET-28a(+). Fonte: SnapGene.
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Como ultima validagéo, as sequéncias génicas das proteinas recombinantes
a serem clonadas foram validadas através de tradugéo in silico e alinhamento

com as proteinas  nativas. As ferramentas Translate  Tool


https://www.idtdna.com/-CodonOpt
https://www.idtdna.com/-CodonOpt
https://nc3.neb.com/NEBcutter/prj/
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(https://web.expasy.org/translate/) e Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) foram utilizadas para comparar as

sequéncias originais com as recombinantes, garantindo que n&o houve

alteracdes prejudiciais nas sequéncias proteicas.

4.3.1 Confirmagao das clonagens

Os clones Dbiossintéticos das proteinas alvos pET28a/OPN,
pET28a/SPAD1 e pET28a/BSP5 foram inseridos na cepa de E. coli DH5a por

transformacao por choque térmico (Fig. 2).

Figura 2. Esquema ilustrativo da metodologia empregada para a produgéo e purificagdo das
proteinas recombinantes. O diagrama resume as etapas de clonagem génica até a confirmagéo

das clonagens por PCR.
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4.3.2 Transformacao por choque térmico

As transformacgdes bacterianas foram realizadas utilizando aliquotas de
100 pL de células competentes de E. coli DH5a previamente preparadas. Apos
a retirada do ultrafreezer, 100 ng de DNA plasmidial de cada proteina foram
adicionados as células. As amostras foram mantidas em banho de gelo por 30
min, seguidas de choque térmico em banho-maria a 42 °C por 45 s. Em seguida,
as células foram imediatamente retornadas ao banho de gelo por 2 min.

Posteriormente, as células foram suspensas em 1 mL de meio LB sem

antibiotico e incubadas sob agitacdo a 180 rpm, a 37 °C, por 2 h para


https://web.expasy.org/translate/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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recuperacao. Apos a incubacgao, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por
5 min. O sobrenadante foi descartado, deixando um volume residual de 100 pL,
que foi utilizado para ressuspender o pellet celular.

Esse volume foi entao utilizado para plaqueamento em placas de LB-agar
contendo o antibidtico de selegdo canamicina (50 mg/mL), utilizando uma alga
de Drigalski. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 h para permitir o
crescimento das colbnias. Os clones transformantes contendo os plasmideos
pET28a/OPN, pET28a/SPAD1 e pET28a/BSP5 foram selecionados com base
na resisténcia a canamicina, e a extracdo do DNA plasmidial foi realizada

utilizando o protocolo manual de miniprepi.

4.3.3 Extragdo manual de DNA plasmidial

Para o procedimento de extracdo de DNA plasmidial por miniprepi, 5 mL
de cada cultura bacteriana contendo o DNA das proteinas-alvo, derivada da
ativagdo em meio LB das colénias isoladas e selecionadas durante as
transformacgdes, foram centrifugados a 10.000 rpm por 2 min. O pellet celular
resultante foi ressuspendido em 200 yL da solugao 1 (Tris HCL 1M, pH 8; EDTA
0,5 pH 8; glicose 500 mM; agua destilada) e 5 uL de RNase (10 mg/mL, 10%
v/v), com incubacao por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, 200 uL da
solugdo 2 (adgua destilada; NaOH 2M; SDS 10%) foram adicionados a
suspensao, que foi misturada suavemente por inversio e incubada por 5 min no
gelo. Apos esse periodo, foram adicionados 200 pL da solugdo 3 (Acetato de
potassio 5 M, pH 5,5; acido acético; agua destilada) e a mistura foi centrifugada
a 10.000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi cuidadosamente recolhido para realizar a precipitacdo
do DNA plasmidial com 800 uL de isopropanol. As amostras foram incubadas a
-20 °C por 2 h, seguidas de centrifugacdo a 10.000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi descartado, e o pellet resultante foi lavado com 500 pL de
etanol a 70%, seguido de outra centrifugagcao a 10.000 rpm por 15 min. O pellet
de DNA plasmidial foi ressuspendido em 20 pL de agua livre de RNase e
armazenado a -20 °C. As clonagens e insergdo dos DNAs plasmidiais
pET28a/OPN, pET28a/SPAD1 e pET28a/BSP5 na cepa de cepa de E. coli DH5a

foram confirmadas por PCR.



475

476

477
478
479
480
481
482
483
484
485
486

487

488
489

490

491

492
493
494
495
496
497
498
499

500
501

32

4.3.4 PCR

A confirmagdo da clonagem de pET28a/OPN, pET28a/SPAD1 e
pET28a/BSP5 foi realizada através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
amplificando um fragmento de DNA correspondente a regido do promotor T7 do
vetor pET28a, o qual especificamente engloba a regido do sitio de clonagem
escolhido para as proteinas alvos, o par de primer € apresentado na Tabela 1. A
descricao da reacao de PCR utilizada esta detalhada na Tabela 2, enquanto o
programa de ciclos de temperatura, em termociclador, aplicado € apresentado
na Tabela 3. Agua foi empregada como controle negativo, e um DNA de uma
outra proteina clonada em pET28a (460 pb) foi utilizado como controle positivo.
Para cada reacdo de PCR foi utilizado 2 yL de DNA a ser avaliado, em um

volume final de reagao de 25 pL por PCR.

Tabela 1. Sequéncias de primers promotor T7 vetor pET28a.

Primers Sequéncia Amplicon
T7 promotor (forword - F) 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'
T7 terminador (reverse - R) 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'

300 pb (vetor vazio)

Tabela 2. Reacgao padrao utilizada para preparo de PCR.

Reagente Volume (uL)
Tampao Tag DNA polimerase com Mg?2* 5,00
dNTPs 1,00
Primer F 1,00
Primer R 1,00
DNA a ser avaliado 2,00
Taq DNA polimerase 0,25
Agua nuclease free 39,75
Total 50,00

Tabela 3. Programa de PCR aplicado o par de primer T7.

Temperaturas (°C) / Tempo

Etapas
T7 FIR
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Desnaturacao 95/ 5 min
Desnaturacao 95/30s

Ciclos (35) | Anelamento 48/30s
Extenséo 72 /1 min

Extenséo final 72 /7 min

Os produtos de PCR de cada amostra de DNA testada foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose a 2% para confirmar a presenca das bandas

amplificadas especificas para cada clone.

4.4 Expressao de Proteinas

4.4.1 Transformacao por choque térmico em cepas de expressao

Para realizar a expressao das proteinas recombinantes, o DNA plasmidial
contendo pET28a/OPN, pET28a/SPAD1 e pET28a/BSP5 foi inserido nas cepas
de expressao E. coli BL21 DE3, SHuffle® T7 e Arctic Express. Para cada
proteina, foi realizada uma transformacao por choque térmico em cada uma
dessas cepas. As transformacgdes seguiram o protocolo descrito no item 4.3.2,
com a modificagao de que as cepas selvagens E. coli BL21 DE3, SHuffle® T7 e
Arctic Express foram previamente cultivadas em 5 mL de meio LB sem antibiotico
por 16 h a 37 °C, sob agitagao a 180 rpm e pré tratadas com CaClz. No caso da
cepa Arctic Express, na ativagao, foi adicionado gentamicina (35 mg/mL) devido
a sua resisténcia intrinseca a esse antibiotico.

Antes da transformacao, as cepas foram submetidas a um pré-tratamento
com CaCl, 0,1 M para ativar a competéncia celular. Para isso, 1 mL de cada
cultura foi centrifugado a 8000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado,
e o pellet celular foi lavado com CaCl, 0,1 M mantido no gelo. Apds nova
centrifugacdo nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi descartado
novamente, e o pellet foi ressuspendido em 100 uL de CaCl, 0,1 M.

A seguir, procedeu-se com a transformagao por choque térmico das
amostras. As colbnias selecionadas foram ativadas em 5 mL meio LB com
canamicina a 50 mg/mL e (16 h, 37 °C e 180 rpm) seguidas de extragdo do DNA
plasmidial (item 4.3.3) e confirmacdo da insercédo correta dos genes das

proteinas-alvo nas cepas de expressao através de PCR (item 4.3.4).
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4.4.2 Testes de expressao em pequena escala

Os testes de expressao foram realizados com as proteinas 6xHis-SPAD1,
6xHis-OPN e 6xHis-BSP5, utilizando a cepa E. coli Arctic Express. O protocolo
inicial de indugdo envolveu a adicdio de 1 mM de Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), cultivo por 24 h a 12 °C, sob agitagdo de 180 rpm
(Fig. 3).

Foi feito um pré-indculo utilizando clones positivos de pET28a/SPAD1,
pET28a/OPN e pET28a/BSP5, previamente transformados na cepa E. coli Arctic
Express. Para isso, foram utilizados 20 pL de estoque desses clones
conservados em glicerol 20% em 5 mL de meio LB, acrescido dos antibidticos
de selecdo canamicina (50 mg/mL, 2 pL v/v) e gentamicina (35 mg/mL, 1 pL v/v).
As culturas foram incubadas por 16 h a 37 °C, sob agitagdo de 180 rpm. Em
seguida, 1 mL de cada pré-inéculo foi transferido para 30 mL de meio LB
contendo os mesmos antibidticos (canamicina e gentamicina nas mesmas
concentragdes) e incubado a 30 °C, sob agitagcdo de 180 rpm, até que a
densidade optica a 600 nm (DOgq,) atingisse o intervalo de 0,4-0,6. Para induzir
a expressao das proteinas, foi adicionado IPTG a uma concentracdo de 1 mM,
e as culturas foram incubadas por 24 h a 12 °C, com agitagédo de 180 rpm. Apos
o término do cultivo, as culturas foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min a 4
°C. Os pellets resultantes foram identificados e armazenados a -20 °C para
posterior analise.

Para a analise da expressao de 6xHis-SPAD1, 6xHis-OPN e 6xHis-BSP5,
foi realizada a lise celular das proteinas utilizando tampao PBS, suplementado
com 5% de glicerol (v/v), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e 200
pMg/mL de lisozima. Para cada 30 mL de cultura induzida, foram utilizados 6 mL
do tampéao de lise. As amostras foram incubadas no gelo por 15 minutos,
seguidas de ruptura celular por sonicacdo (amplitude de 100% por 5 minutos,
com intervalos de 30 segundos). Apos a sonicagdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. A fragdo soluvel (FS),
correspondente ao sobrenadante, foi coletada, enquanto o corpo de inclusédo
(ClI), correspondente ao pellet, foi ressuspendido no mesmo volume do tampéo

de lise, acrescido de 8M de ureia. Tanto as fragcdes FS quanto Cl de 6xHis-
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SPAD1 e 6xHis-BSP5 foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
a 14%. A confirmacao da expressado das proteinas foi realizada por Western

blotting, utilizando anticorpos especificos para a marcagao da cauda de 6xHis.

Figura 3. Esquema ilustrativo da metodologia empregada para a producéo e purificagdo das
proteinas recombinantes. O diagrama resume as etapas de indugao da expresséao de proteinas

recombinantes até a filtragem das amostras.
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4.4.3 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE)

A eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) em gel de poliacrilamida
desnaturante (Laemmli, 1970) foi empregada para avaliar as fragées FS e Cl da
expressao das proteinas 6xHis-SPAD1, 6xHis-OPN e 6xHis-BSP5. As amostras
(18 pL) foram fervidas no termociclador por 10 min em tamp&o de carregamento
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) 1.0%, glicerol 5.0%, Tris-HCI 62.5 mM,
pH 6.8, e azul de bromofenol 0.05%, e separadas em gel de separacédo 14% T e
3.0% C, e gel de concentragédo 5% T e 2.6% C. O sistema de tampao Tris foi
utilizado, com solugdo de acrilamida/bis 30% T e 3.0% C, e tampé&o do gel de
separagao contendo Tris-HCI 3.0 M, pH 8.45, SDS 0.3%, glicerol 10.7%,
persulfato de amonio 0.033% (p/v) e tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0.033%.
O tampao de corrida foi composto de Tris 25 mM, glicina 1,9 M, EDTA 10 mM e
SDS 35 mM. A eletroforese foi realizada a 80V por 2 h. Os géis foram corados
com Comassie Brilliant Blue R250 por 30 min, seguido de descoloracédo em

solucao de acido acético 7.5% e metanol 25%.
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4.4.4 Western blotting

Na metodologia de Western blotting para confirmagédo da expressao das
proteinas 6xHis-SPAD1, 6xHis-OPN e 6xHis-BSP5, primeiramente foi feita a
corrida eletroforética com 18 uL das fragcbées FS e Cl da expressao das proteinas
acrescentados de 6 pL de tampéao de carregamento. Apds a corrida, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare) embebidas
em tampao de transferéncia TG (Glicina 39 mM; Tris 48 mM; Metanol 20%) a
400 mA por 1 h, em um sistema semisseco. Apds a etapa de transferéncia, a
membrana foi lavada trés vezes durante 5 min, cada lavagem com 10 mL de
PBS-T 1X (NaH2PO4, 0,5 M; Na2HPO4, 0,5 M; Agua destilada; Tween 20%). A
membrana foi entdo corada em solugdo de Ponceau.

Neste estagio, as bandas de proteinas tornam-se visiveis na membrana,
indicando que a transferéncia das proteinas do gel foi realizada corretamente.
Em seguida, a membrana foi incubada em 10 mL de solugdo de bloqueio
contendo PBS-T e 450 mg albumina sérica bovina (BSA) por 1 h, e lavada
novamente.

A etapa de imunodeteccgao foi feita com a incubacdo da membrana, durante
1 h, no anticorpo primario anti-HIS produzido em camundongo, diluido na
proporcao 1:3000 em PBS-T. Posteriormente a membrana foi incubada durante
1 h com anticorpo secundario Anti-Mouse IgG, diluido 1:5000 em PBS-T. Apos
cada incubagdo com os anticorpos, foram realizadas trés lavagens com PBS-T
durante 5 min cada uma. Para a revelagdo das bandas referentes as proteinas,
a membrana foi incubada em uma solu¢gdo com 10 mg do reagente 3,3-
diaminobenzidine (DAB) diluido em 10 mL de Tris-HCI 100 mM pH 7,6 com NiClz,

e adicionado entao 10 ul de perdxido de hidrogénio.

4.5 Expressao de proteinas em larga escala

4.5.1 Expressao

A expressdo em larga escala foi realizada com os clones positivos ja
transformados das proteinas 6xHis-SPAD1 e 6xHis-BSP5, utilizando a cepa E.
coli Arctic Express. Para esta expressdo, foram feitas culturas bacterianas de

cada uma das proteinas em meio LB agar sélido por estria composta, acrescido
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dos antibiéticos de selecdo canamicina (50 mg/mL, 2 uL v/v) e gentamicina (35
mg/mL, 1 uL v/v), e posteriormente incubadas por 24 horas a 37°C.

As melhores colbénias de cada cultura de SPAD1 e BSP5 (localizadas na
fileira maior e mais central da placa), foram selecionadas. Em seguida, utilizando
uma algca de estria, essas colénias foram coletadas e transferidas para
erlenmeyers de 125 mL, contendo 25 mL de meio LB, suplementado com 50 uL
de canamicina e 25 uL de gentamicina. As culturas foram incubadas por 16 horas
a 37 °C, sob agitacédo de 180 rpm.

Posteriormente, 25 mL de cada pré-inéculo foram transferidos
separadamente para 1000 mL de meio LB, contendo 2 mL de canamicina e 1 mL
de gentamicina. Com os indculos preparados, foi realizado o monitoramento da
densidade o6ptica a 600 nm (DOgq0) da hora 0 e coletamos 25 mL de ambos antes
da incubagado. As culturas foram incubadas a 30 °C, sob agitagdo de 180 rpm,
até que a DOy atingisse entre 0,4 e 0,6. Com a DO atingida em cada inoculo,
foi adicionado 1 mL de IPTG a uma concentragdo de 1 mM, seguido de
incubagao por 24 h a 12 °C, com agitagao de 180 rpm, para induzir a expressao
das proteinas. Apds o término do cultivo, as culturas foram centrifugadas a 5000
rpm por 20 min a 4 °C. Os pellets resultantes foram identificados em SPAD1 24h
e BSP5 24h, ressuspendidos com tampao de purificacdo (15 mL/g) e
armazenados a -20 °C para posterior processamento.

Para a analise da expressao de 6xHis-SPAD1 e 6xHis-BSP5, foirealizada
a lise celular das proteinas utilizando tampao lise (20 mM de imidazol, 500 mM
de NaCl e 20 mM de fosfato de sodio dibasico), suplementado com 5% de glicerol
(v/v), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e 200 ug/mL de lisozima.
Para cada 30 mL de cultura induzida, foram utilizados 6 mL do tampao de lise.
As amostras foram sonicadas com amplitude de 100% por 20 min, com intervalos
de 30 s. Apds a sonicagao, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por
15 min a 4 °C. A fragao soluvel (FS), correspondente ao sobrenadante, foi
coletada, resultando em 12,5 mL de FS de BSP5 Oh e 67,5 mL de FS de BSP5
24h, divididos em 4 falcons etiquetados em BSP5 FS Oh, BSP5 FS 1 24h, BSP5
FS 2 24h e BSP5 FS 3 24h, enquanto o corpo de inclusdo (Cl), correspondente
ao pellet, foi ressuspendido no mesmo volume do tampao de lise, € no préprio
tampao de lise acrescido de 8 M ureia, resultando em 12,5 mL de Cl de BSP5
Oh e 67,5 mL de Cl de BSP5 24h, divididos em 4 falcons etiquetados em BSP5
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Cl Oh, BSP5 CI 1 24h, BSP5 Cl 2 24h e BSP5 CI 3 24h. Para SPAD1 foi realizado
0 mesmo processo. A fragao soluvel (FS), correspondente ao sobrenadante, foi
coletada, resultando em 11 mL de FS de SPAD1 Oh e 83 mL de FS de SPAD1
24h, divididos em 4 falcons etiquetados em SPAD1 FS Oh, SPAD1 FS 1 24h,
SPAD1 FS 2 24h e SPAD1 FS 3 24h, enquanto o corpo de inclusdo (Cl),
correspondente ao pellet, foi ressuspendido no mesmo volume do tampéao de lise
acrescido de 8 M ureia, resultando em 11 mL de Cl de SPAD1 Oh e 83 mL de CI
de SPAD1 24h, divididos em 4 falcons etiquetados em SPAD1 CI Oh, SPAD1 CI
1 24h, SPAD1 CI 2 24h e SPAD1 CI 3 24h.

Tanto as fragdes FS quanto Cl de 6xHis-SPAD1 e 6xHis-BSP5 foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%. A confirmagao da
expressao das proteinas foi realizada por Western blotting, utilizando anticorpos

especificos para a marcagao da cauda de 6xHis.

4.6 Quantificagao das proteinas utilizando o método de Bradford

A quantificagdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford (Bradford,
1976), para determinar a quantidade de proteinas das amostras. Foi utilizado
duas microplacas de 96 pogos, com triplicata de cada amostra, utilizando a BSA
como curva padrao. A absorvancia foi medida a 595 nm no leitor de microplaca
VERSA max, software SoftMax Pro versao 5.3. O ensaio foi realizado conforme
as instruc¢des do fabricante (Bio-Rad, EUA). Os procedimentos foram realizados
conforme as instrugdes fornecidas pelo fabricante (Bio-Rad, EUA).

Inicialmente, foi adicionado 10 pl de cada amostra e 190ul de reagente
Bradford. O branco da fragao soluvel foi o tampao de lise, e do corpo de inclusdo
0 mesmo tampao com ureia, sendo 10 ul de cada. Foram pipetadas as seguintes
amostras: branco FS; branco Cl; SPAD1: Oh, FS 1, CI 1, FS 2, Cl 2, FS 3, CI 3;
BSP5: Oh, FS 1, CI 1, FS 2, Cl 2, FS 3, CI 3.

Depois de pipetadas as amostras, a placa foi envolvida em papel aluminio,
e aguardado o tempo de 15 min. Apds a primeira leitura da placa, foi observado
que todas as amostras de 24 horas estavam muito concentradas, entao foi
repetido o processo utilizando 8 ul de tampéao, 2 pyl de amostra e 190 ul de
Bradford, realizando uma nova leitura. Na segunda leitura, foi observado que

todas as amostras de Cl ainda estavam concentradas. Foi repetido o processo,
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utilizando, 10 yl de amostra (diluida 1:10) e 190 ul de Bradford, entrando todas

as amostras na curva.

4.6.1 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) e Western blotting

Foi realizada a eletroforese, conforme descrito no item 4.4.3, para avaliar
as fragbes das amostras da expressao das proteinas em larga escala de 6xHis-
SPAD1 (0h,FS 1,CI1,FS 2, Cl 2, FS 3, Cl 3) e 6xHis-BSP5 (0 h, FS 1, CI 1,
FS 2, Cl 2, FS 3, Cl 3), utilizando 24 yL de amostra e 6 yL de tampao de
carregamento.

Apos a eletroforese, foi realizado o Western Blot, seguida da imunodetecgao
e revelacao, permitindo a identificagao das bandas correspondentes as proteinas

alvo.

4.7 Purificagcao de Proteinas

4.7.1 Filtragem das proteinas

Inicialmente foram filtradas todas as amostras de proteinas de Cl 24h de
SPAD1 e BSP5, por meio de um sistema de filtracdo a vacuo contendo uma
membrana de filtragdo de 0,22 mm. Para garantir um fluxo adequado durante o
processo € minimizar a formagao excessiva de espuma, as amostras foram

previamente diluidas na proporgéo de 5:1.

4.7.2 Purificagao das proteinas por Qubit

Para a obtengdo das proteinas-alvo isoladas, os extratos de CI
provenientes dos cultivos de E. coli Arctic Express contendo as proteinas BSP5
e SPAD1 foram purificados por cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC), utilizando uma coluna de niquel HisTrap™ FF (Sigma-Aldrich) de 5 mL,
acoplada ao cromatografo AKTA Start, sob controle do software UNICORN™
(Fig. 4). A coluna foi equilibrada com cinco volumes de tampao de ligagao
Binding Buffer com ureia (pump A: 8M de ureia, 20mM de imidazol, 500mM de
NaCl e 20Mm de fosfato de sodio dibasico) a um fluxo constante de 5 mL/min.

Em seguida, as amostras correspondentes foram injetadas na coluna sob o
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mesmo fluxo. A eluicdo das proteinas foi realizada mediante aplicacdo de um
gradiente crescente de concentragdo do tampao de eluicdo Elution Buffer com
ureia (pump B: 8M de ureia, 500mM de imidazol, 500mM de NaCl e 20Mm de
fosfato de sédio dibasico), em incrementos de 10% a cada etapa, mantendo fluxo
constante de 1 mL/min. As fracdes eluidas foram coletadas individualmente. As
fracdes de interesse contendo as proteinas purificadas, foram selecionadas com

base nos perfis cromatograficos obtidos.

Figura 4. Esquema ilustrativo da metodologia empregada para a produgéo e purificagdo das
proteinas recombinantes. O diagrama resume as etapas de purificagdo das proteinas

recombinantes até a obtencao das amostras finais.

Purificagéo
das proteinas
SDS-PAGE Quantificagdo

Proteinas Western Blot
purificadas
T T &

4.8 Quantificacao das proteinas

As fracdes F2 a F16 de SPAD1 e BSP5, apds a purificacdo, foram
quantificadas utilizando o Qubit™ 3.0 Fluorometer, e o kit invitrogen Qubit™
Protein Assay. Foi adicionado 1pl do fluoréforo e 199ul do tampéo de proteina.
Todos os tubos foram vortexados. Em seguida, foi retirado 1ul do tubo e
substituido por 1ul de amostra de proteina. Todos os tubos foram vortexados e
incubados por 15 minutos sob protecao da luz. Apds o tempo de incubacéao todos

os tubos foram vortexados e a leitura feita individualmente.
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Apds a quantificagdo, as fragbes F7 a F15 da amostra BSP5 foram
agrupadas em um unico pool, assim como as fragdes correspondentes a F7 a

F15 da amostra SPAD1, seguindo 0 mesmo protocolo.

4.8.1 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) e Western blotting

Foi realizada a eletroforese, conforme descrito no item 4.4.3, para avaliar
as fracbes das amostras de SPAD1 e BSP5, incluindo o controle positivo,
proteinas nao ligadas, fracao de lavagem e fragdes 6 a 11, utilizando 24 yL de
amostra e 6 yL de tampao de carregamento.

Apds a eletroforese, procedeu-se o Western Blot, imunodeteccdo e
revelacao, permitindo a identificagdo das bandas correspondentes as proteinas

alvo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bioinformatica

As andlises in silico foram essenciais para caracterizar propriedades
fundamentais das proteinas BSP5, OPN e SPAD1, com base em suas
sequéncias de aminoacidos. As sequéncias dessas proteinas foram
recuperadas do banco de dados UniProt, sendo utilizadas como ponto de
partida para todas as etapas subsequentes de avaliagao bioinformatica. Essa
abordagem permitiu explorar caracteristicas estruturais e funcionais relevantes

para sua producdo e aplicagcado. As sequéncias recuperadas foram:

>F1MI46 OPN Bt
MERHGGEHLEQPLNSGRSWLSAAGRAGQEGSTEHCISITGDWTLLAAADQGKIITMRIAV
ICFCLLGIASALPVKPTSSGSSEEKQLNNKYPDAVATWLKPDPSQKQTFLAPQNSVSSEE
TDDNKQNTLPSKSNESPEQTDDLDDDDDNSQDVNSNDSDDAETTDDPDHSDESHHSDESD
EVDFPTDIPTIAVFTPFIPTESANDGRGDSVAYGLKSRSKKFRRSNVQSPDATEEDFTSH
IESEEMHDAPKKTSQLTDHSKETNS SELSKELTPKAKDKNKHSNLIESQENSKLSQEFHS
LEDKLDLDHKSEEDKHLKIRISHELDSASSEVN

>P29392 SPAD1 Bt

MKLSSVIPWALLLSTATVDSMDWLPRNTNCGGI LKEESGVIATYYGPKTNCVWT IQMPPE
YHVRVSIQYLOLNCNKESLEI IDGLPGSPVLGKICEGSLMDYRSSGSIMTVKY IREPEHP
ASFYEVLYFQDPQA

>P81019 BSP5 Bt
MAPLVGLFLIWAGASVFQQLHPVNGGDIPDPGSKPTPPGMADELPTETYDLPPETYTTTF
LPRTIYPQEEMPYDDKPFPSTLLSKANDLNAVFEGPACAFPFTYKGKKY YMCTRKNSVLLW



786
787

788
789
790
791
792
793
794
795
796

797
798

799

800
801
802

803

42

CSLDTEYQGNWKECTERDEPECVFPFIYRKKSYESCTRVHSEFFWRRWCSLTSNYDRDKAW
KYC

A andlise de similaridade por BLASTp indicou que as proteinas bovinas
BSP5, OPN e SPAD1 possuem similaridade com as sequéncias presentes na
familia Suidae (Fig. 5, 6 e 7). Esses resultados reforcam o potencial dessas
proteinas na interagdo com componentes do sémen suino, justificando sua
aplicacao na criopreservagao dessa espécie. Estudos prévios demonstraram
que proteinas do plasma seminal de uma espécie podem interagir
funcionalmente com espermatozoides de outra, promovendo efeitos benéficos
como o aumento da motilidade progressiva, efeito decapacitante e manutencao
da viabilidade (Zalazar et al., 2016; 2020; Ledesma et al., 2019).

Figura 5. Resultado da analise BLASTp da sequéncia da proteina OPN (Osteopontina) na familia
Suidae - (taxid:9821)

Description Scientific Name Max | Tatal | Quary E Per. | Acc.
.p = Score Score Cover value Ident  Len Accession
- - - - - v
secreted phosphoprotein 1 [Sus scrofa) Sus scrofa 340 340 83% 2e-116 66.78% 303 ABR235291
osteopontin isoform X1 [Phacochoerus africanus] Phacochoerus africanus 338 338 83% 8e-116 66.45% 303 XP 04756540001
osteopontin isoform X2 [Phacochoerus africanus] Phacochoerus africanus 334 334 83% Se-114 66.45% 302 XP 04756540011
osteopontin precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 333 333 83% Ge-114 G6579% 303 NP 9991831
osteopontin isoform X2 [Sus scrofa] Sus scrofa 330 330 83% 2e-112 65.79% 302 XP 005667062.1

Figura 6. Resultado da analise BLASTp da sequéncia da proteina SPAD1 (Espermadesina 1) na
familia Suidae - (taxid:9821)

Description Scientific Name SMEX e | Erz E Per. | Acc Accession
- - core Score Cover value Ident Len
- - - - - -

major seminal plasma glycoprotein PSP-| precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 140 140 100% 2e-43 5407% 133 NP 0990021
major seminal plasma glycoprotein PSP-| [Phacochoerus africanus] Phacochoerusa... 140 140 100% 4e-43 5373% 133 XP 0476173331
carbohydrate-binding_protein AWN [Phacachoerus africanus Phacochoerus a 133 133 100% 3e-40 4627% 154 XP 0476173301
carbohydrate-binding protein AQN-1 [Phacochoerus africanus] Phacochoerus a. 132 132 97%  Ge-40 49.62% 132 XP 0476173341
carbohydrate-binding_protein AWN precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 132 132 100% 6e-40 47.01% 154 NP 0939942
carbohydrate-binding protein AQN-1 precursor [Sus scrofa) Sus scrofa 131 131 97% 1e-39 48.85% 132 NP 001020321.1
carbohydrate-binding_protein AQN-3 [Phacochoerus africanus] Phacochoerus a 119 119 100% 7e-35 4627% 137 XP 0476173321
seminal plasma sperm motility inhibitor precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 119 119 100% 8e-35 46.27% 137 NP 001026946.1
Chain A,_MAJOR SEMINAL PLASMA GLYCOPROTEIN PSP [Sus scrofa] Sus scrofa 113 113 78% 8e-33 5283% 109 1SPF A
AWN-1=spermadhesin [swing, Peptide,_133 aa] [Sus scrofa Sus scrofa 108 108 83% 1e-30 42.86% 133 AAB21990.1
RecName: Full=Carbohydrate-binding_protein AWN_ AltName: Full=Sperm-associated protein AWN; Aliame: .. Sus scrofa 108 108 85%  1e-30 4261% 153 P267762
RecName: Full=Seminal plasma sperm motility inhibitor; Flags: Precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 108 108 100% 2e-30 44.03% 137 Q289202
AQN-1 protein [Sus scrofa] Sus scrofa 106 106 76% 3e-30 47.06% 111 CAAD62721
RecName: Full=Carbohydrate-binding_protein AQN-1; AltName: Full=Spermadhesin AQN-1; AltName: Full=70... Sus scrofa 105 105 76%  5e-30 47.06% 111 P26322.1
spermadhesin PSP-II [Sus scrofa] Sus scrofa 106 106 96% Te-30 41.86% 137 CAI05906.1
major seminal plasma glycoprotein PSP-I| precursor [Sus scrofa Sus scrofa 105 105 96%  2e-29 41.09% 137 NP 9990011
major seminal plasma glycoprotein PSP-I| [Phacochoerus africanus] Phacochoerusa.. 105 105 96%  2e-29 41.09% 137 XP 0476173311
AQN-3=carbohydrate-binding protein [swine, Peptide, 116 aa] [Sus scrofa Sus scrofa 920 920 79% 2e-24 43.40% 116 AAB20129.1
RecName: Full=Carbohydrate-binding protein AQN-3; AltName: Full=Spermadhesin AQN-3; AltName: Full=Zo... Sus scrofa 91.7 917 79%  3e-24 4340% 116 P24020.1
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Figura 7. Resultado da analise BLASTp da sequéncia da proteina BSP5 (Binder of Sperm Protein
5) na familia Suidae - (taxid:9821)

Max | Total Query E Per.  Acc

Score Score Cover wvalue Ident  Len Accession
-

Description Scientific Name

seminal plasma protein pB1 [Phacochoerus africanus] Phacochoerus africanus 16 116 100% 3e-33 37.16% 130 XP 0476474991

seminal plasma protein pB1 precursor [Sus scrofa] Sus scrofa 111 111 100%  5e-31 36.07% 130 NP 998997.1

A avaliagéo da presenca de peptideos sinal e regides transmembrana nas
sequéncias das proteinas BSP5, OPN e SPAD1 foi realizada com o auxilio das
ferramentas SignalP e TMHMM. Entre os resultados obtidos nas analises in
silico, o SignalP indicou que duas das trés proteinas apresentaram predigdo de
peptideo sinal na regiao N-terminal (Fig. 8 - 10). Como esses peptideos estéo
relacionados ao direcionamento da proteina para o sistema secretor, suas
regides correspondentes foram removidas das sequéncias utilizadas para
clonagem, com o objetivo de facilitar a expressao e evitar eventuais falhas no
processamento da proteina (Rosano et al., 2014).

Ja a analise com o TMHMM indicou que nenhuma das proteinas
apresentou predicdo de algcas transmembrana, o que facilta a expressao
eficiente das proteinas em sistemas intracelulares, evitando complicacbes

relacionadas a inser¢ao na membrana (Fig. 8 - 10) (Krogh et al., 2001).
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As sequéncias finais das proteinas utilizadas para o desenho dos genes
de clonagem foram definidas apés a remogédo dos peptideos sinal, quando
presentes, e a verificagdo da auséncia de regides transmembrana. As

sequéncias definidas foram:

>0OPN Bov
MERHGGEHLEQPLNSGRSWLSAAGRAGQEGSTEHCISITGDWTLLAAADQGKIITMRIAV
ICFCLLGIASALPVKPTSSGSSEEKQLNNKYPDAVATWLKPDPSQKQTFLAPONSVSSEE
TDDNKONTLPSKSNESPEQTDDLDDDDDNSQDVNSNDSDDAETTDDPDHSDESHHSDESD
EVDEFPTDIPTIAVETPFIPTESANDGRGDSVAYGLKSRSKKFRRSNVQSPDATEEDEFTSH
IESEEMHDAPKKTSQLTDHSKETNSSELSKELTPKAKDKNKHSNLIESQENSKLSQEFHS
LEDKLDLDHKSEEDKHLKIRISHELDSASSEVN

>SPAD1 Bov
MDWLPRNTNCGGILKEESGVIATYYGPKTNCVWT IQMPPEYHVRVSTQYLQLNCN
KESLEIIDGLPGSPVLGKICEGSLMDYRSSGSIMTVKY IREPEHPASFYEVLYFQ
DPQA

>BSP5 Bov
GDIPDPGSKPTPPGMADELPTETYDLPPEIYTTTFLPRTIYPQEEMPYDDKPFPS
LLSKANDLNAVFEGPACAFPFTYKGKKYYMCTRKNSVLLWCSLDTEYQGNWKEFCT
ERDEPECVFPFIYRKKSYESCTRVHSFFWRRWCSLTSNYDRDKAWKYC

Ao final desse processo, 0s genes sintéticos correspondentes as
proteinas OPN, SPAD1 e BSP5 foram desenhados com base nas sequéncias
ajustadas, visando uma expressao eficiente em E. coli. Para isso, foi realizada a
otimizacdo dos cddons e a inclusdo de sitios de restricdo compativeis com o

vetor pET-28a(+), facilitando o processo de clonagem.

Gene final OPN:

G

CTAGC ATG GAA CGC CAC GGA GGC GAA CAC TTG GAA CAG CCG CTT AAC TCC GGA
CGT AGC TGG CTT AGT GCC GCG GGA CGT GCG GGT CAG GAA GGC TCA ACC GAG
CAT TGT ATC AGC ATC ACA GGT GAC TGG ACG CTT TTAGCC GCA GCG GAT CAA GGT
AAG ATCATC ACG ATG CGC ATTGCT GTTATCTGC TTCTGC CTGTTAGGT ATC GCA
AGC GCC CTT CCT GTG AAA CCAACA TCGTCAGGT TCT TCG GAA GAA AAG CAACTG
AAC AAT AAA TAC CCA GAT GCC GTC GCT ACG TGGTTGAAA CCG GAC CCA AGC CAG
AAG CAGACTTTCTTGGCT CCG CAG AAC TCT GTC TCT AGT GAG GAA ACC GAC GAT
AAT AAG CAA AAT ACA TTG CCG TCA AAG AGT AAC GAA TCC CCA GAA CAA ACC GAT
GAT CTT GAC GAT GAT GAC GAC AAT AGC CAG GAC GTG AAC TCC AAC GAC AGC GAT
GAC GCA GAA ACC ACG GAT GAC CCA GAC CAT TCC GAT GAA TCT CAC CAC TCT GAT
GAA TCA GAT GAA GTG GAT TTC CCG ACT GAC ATT CCT ACC ATT GCA GTATTC ACG
CCG TTT ATT CCAACG GAG TCC GCA AAT GAT GGG CGT GGT GAC TCG GTGGCA TAC
GGT TTG AAG TCC CGT TCA AAG AAG TTT CGC CGT AGT AAC GTC CAA TCA CCC GAT
GCT ACG GAA GAA GAT TTT ACT TCA CAT ATC GAG TCA GAA GAA ATG CAC GAT GCC
CCC AAA AAG ACA TCC CAG TTAACT GAC CAT AGT AAA GAA ACA AAT TCC TCG GAA
TTGAGC AAG GAA CTG ACC CCG AAA GCC AAA GAT AAG AAC AAG CAT AGT AATTTG
ATC GAG TCA CAA GAG AAT TCT AAG CTT AGC CAG GAG TTC CAT TCT TTA GAA GAT
AAG TTG GAC TTG GAC CAC AAA TCG GAA GAG GAC AAA CAT TTGAAAATT CGC ATT
TCT CAC GAA CTT GAT AGT GCG TCC AGT GAA GTT AAC TAA @
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h SitiorestricaoXhol  Codon de terminagéo

Gene final SPAD1:

CTAGE ATG GAT TGG CTT CCT CGT AAC ACA AAC TGT GGC GGG ATC TTG AAA GAG
GAG AGC GGC GTGATC GCA ACA TAT TAT GGC CCG AAG ACC AAT TGC GTATGGACC
ATC CAA ATG CCG CCC GAG TAT CAT GTC CGC GTATCT ATC CAG TAC CTG CAA CTT
AAT TGC AAT AAA GAA AGT TTG GAA ATC ATC GAC GGT TTG CCT GGA TCC CCC GTT
TTA GGT AAA ATT TGT GAA GGG AGT TTAATG GAC TAC CGT AGC TCC GGT AGC ATT
ATG ACT GTT AAG TAC ATC CGT GAG CCC GAA CAT CCA GCG TCT TTC TAT GAG GTT
TTG TAT TTT CAG GAT CCC CAG GCG TAA B

Sitio restricdo Nhel  SiiovestficdoXhol ~ Codon de terminagéo

Gene final BSP5:

GGC GAT ATT CCA GAC CCT GGT TCC AAA CCC ACC CCA CCC GGG ATG GCG
GAC GAG TTGCCC ACC GAA ACT TAC GAT CTG CCA CCC GAA ATC TAC ACA ACT ACC
TTTCTG CCG CGT ACG ATT TAC CCG CAA GAA GAA ATG CCA TAT GAC GAC AAG CCA
TTCCCC TCT CTGTTATCG AAA GCA AAT GAT CTT AAT GCG GTG TTT GAG GGA CCG
GCTTGT GCC TTT CCG TTC ACG TAC AAG GGT AAA AAG TAT TAT ATG TGC ACG CGT
AAA AAC TCT GTATTACTT TGG TGC TCG TTG GAC ACC GAA TAC CAG GGA AAT TGG
AAA TTT TGT ACAGAG CGT GAC GAG CCG GAATGC GTTTTT CCCTTCATT TAC CGT
AAA AAA TCG TAC GAG TCT TGT ACT CGT GTC CAT TCT TTT TTC TGG CGT CGC TGG
TGC AGT TTA ACA AGC AAC TAC GAC CGC GAC AAA GCG TGG AAG TAT TGT TAA B

SitioiestricaoXhol  Codon de terminagdo

As sequéncias dos genes sintéticos foram traduzidas para as respectivas
cadeias de aminoacidos e alinhadas com as sequéncias originais encontradas
no UniProt. Esse passo foi importante para confirmar que os genes desenhados
mantiveram a identidade das proteinas OPN, SPAD1 e BSP5. Os alinhamentos
mostram que as sequéncias sintetizadas correspondem as proteinas nativas
(Fig. 11 a 16).
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Figura 11. Resultado da tradugao da sequéncia de DNA da proteina OPN (Osteopontina).

~ 5'3' Frame 2 | 5

CDSCIRKQPSSRLRPLSTAAARNGACKEMAPNSPPATGPATIPTPEOATMS PKWRARSSPSVMSAT -APATAPVAPVMPATMERPA-R
IEISIPEN-YDSL-GNCERITIPL-K-FCLTLERRYTMGS SHHHHHHSSGLVPRGSHMASMERHGGEHLEOPLNSGRSWLSAAGRAG
CEGSTEHCISITGDWTLLAAADOGKIITMRIAVICFCLLGIASALPVRPTSSGSSEEROLNNEY PDAVATWLRPDPSQKQTFLAPON
SVSSEETDDNRONTLPSKSNESPEQTDDLDDDDDNSODVNSNDSDDAETTDDPDHSDESHHSDESDEVDFPTDIPTIAVFTPFIPTE
SANDGRGDSVAYGLESRSKEKFRRSNVOSPDATEEDFTSHIESEEMHDAPRETSOLTDHSKETNSSELSKELTPRARKDENEHSNLIES
CENSKLSOEFHSLEDELDLDHRSEEDKHLETRISHELDSASSEVN-LEHHHHHH-DPAANKARKEAELARATAR(Q-LA-PLGASKRV
LRGFLLEGGTISG-

r
\

Figura 12. Alinhamento da sequéncia da proteina recombinante OPN (OPN_Bov_recomb) com

a sequéncia nativa (OPN_Bov).

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple sequence alignment

OPN_Bov mmmmmmmmmmmmmm e - - - - -~ -MERHGGEHLEQPLNSGRSHLSAAGRAGQEGSTERCIS 37
OPN_Bov_recomb MG55HHHHHHS 5GLVPRGSHMASMERHGGEHL EQPLNSGR ML SAAGRAGQEGSTEHCIS L2
Ry O O T T T T T

OPN_Bov ITGDWTLLAAADOGK ITTMRIAVICFCLLGIASALPYKPTSSGSSEEKQLNNEYPDAVAT 97

OPN_Bov_recomb ITGOWTLLAAADQGEK I ITMRIAVICFCLLGIASALPYE PTS5GSSEEKQLNNIYPDAVAT 128
S i T T T T S G T T T S e i T T TTITTT

OPN_Bov WLKPDPSQKQTFLAPQNSYSSEETDDMKQNT LPSKSNESPEQTDDLDDDODDNSOQDVNSND 157

OPN_Bov_recomb WLKPDPSQKQTFLAPQNSYSSEETDDNKQNT LPSKSNESPEQTDDLDDDDDNSQDVNSND 188
S i T T T T S G T T T S e i T T TTITTT

OPN_Bow SDDAETTDDPDHSDESHHSDESDEVDFPTDIFTIANVF TPFIFTESANDGRGDSVAYELES 217

OPN_Bov_recomb SDDAETTDDPDHSDESHHSDESDEVDFFTDIFTIAVFTPFIPTESANDGRGDSVAYGLES 248
S i T T T T S G T T T S e i T T TTITTT

OPN_Bow RSKKFRRSNVOSPDATEEDFTSHIESEEMHDAPK K TSQLTDHSKETNSSELSKELTREAK 277

OPN_Bov_recomb RSKKFRRSNVQSPDATEEDFTSHIESEEMHDAPKKTSOLTDHSKETHSSELSKELTPEAK jae
S i T T T T S G T T T S e i T T TTITTT

OPN_Bow D NEHSNLIESQENSKLSQEFHS LEDKLDL DHESEEDKHLKIRISHELDSASSEVN 333

OPN_Bov_recomb DENEHSNLIESQENSKLSQEFHSLEDK LDLDHKSEEDKHLKIRISHELDSASSEVN 356

S s T T T T T T T R e S T

>OPN_Bov recomb

MGSSHHHHHHS SGLVPRGSHMASMERHGGEHLEQPLNSGRSWLSAAGRAGQEGSTEHCISITGDWTLLAA
ADQGKIITMRIAVICFCLLGIASALPVKPTSSGSSEEKQLNNKYPDAVATWLKPDPSQKQTFLAPQONSVS
SEETDDNKONTLPSKSNESPEQTDDLDDDDDNSQDVNSNDSDDAETTDDPDHSDESHHSDESDEVDFPTD
IPTIAVFTPFIPTESANDGRGDSVAYGLKSRSKKFRRSNVQSPDATEEDFTSHIESEEMHDAPKKTSQLT
DHSKETNSSELSKELTPKAKDKNKHSNLIESQENSKLSQEFHSLEDKLDLDHKSEEDKHLKIRISHELDS
ASSEVN

Figura 13. Resultado da tradug&o da sequéncia de DNA da proteina SPAD1 (Espermadesina1).

SymeeZ%
CDSCIRKQPSSRLRPLSTARARNGACKEMAPNSPPATGPATIPTPRQOAIMS PRWRARSSPSUMSAT -APATAPVAPVMPATMRPA-R
IEISIPRN-YDSL-GNCERITIPL-K-FCLTLRRRYTMGSSHHEHHESSCLVPRGSHMASMDWLPRNTNCGGILKEESGVIATYYGE
KTNCVWTIQMPPEYHVRVSIQYLOLNCNKESLEI IDGLPGSPVLGKICEGSIMDYRSSGSIMTVKYIREPEHPASFYEVLYFQDPQOA
-LEHHHHHH-DPAANKARKEAELAAATAEQ-LA-PLGASKRVLRGFLLEGGTISG-
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Figura 14. Alinhamento da sequéncia da proteina recombinante SPAD1 (SPAD1_Bov_recomb)

com a sequéncia nativa (SPAD1_Bov).
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

SPAD1_Bov = mmmmmeeemmmmmeeeeee- MDWLPRNTNCGGILKEESGVIATYYGPK TNCVMTIQN

SPAD1_Bov_recomb MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMDVLPRNTNCGGILKEESGVIATYYGPKTNCWMTIQM 60

SPAD1_Bov
SPAD1_Bov_recomb

SPAD1_Bov EHPASFYEVLYFQDPQA 114
SPAD1_Bov_recomb EHPASFYEVLYFQDPQA 137

>SPAD1 Bov_recomb

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMDWLPRNTNCGGILKEESGVIATYYGPKTNCVWTIQMPPEYHVRVST
QYLOLNCNKESLEIIDGLPGSPVLGKICEGSLMDYRSSGSIMTVKYIREPEHPASEFYEVLYFQDPQA

Figura 15. Resultado da tradugcao da sequéncia de DNA da proteina BSP5 (Binder of Sperm
Protein 5).

5'3' Frame 1 ‘

MSAI-APATAPVAPVMPATMRPA-RIEISIPRN-YDSL-GNCERITIPL-K-FCLTLRRRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASCGDIPDPCSKPTPPGMADELPTETYDLPPETIYTTTELR
RTIYPOEEMPYDDEPFPSLLSKANDLNAVFEGPACAFPFTYKGERY YMCTRENSVLLWCSLDTEYQGNWRFCTERDEPECVFPFI YRRKSYESCTRVHSFFWRRWCSLTSNYDRDRAWKYC—
LEHHHHHH-DPAANKARKEAELAAATAFQ-LA-PLGASKRVLRGFLLEGGTISG-

Figura 16. Alinhamento da sequéncia da proteina recombinante BSP5 (BSP5_Bov_recomb) com

a sequéncia nativa (BSP5 _Bov).

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple sequence alignment

BSP5_Bov_recomb MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASGDIPDPGSKPTPPGMADELPTETYDLPPEIYTTTFLP 6@
BSP5_Bov 0 e GDIPDPGSKPTPPGMADELPTETYDLPPEIYTTTFLP 37
S R s s
BSP5_Bov_recomb RTIYPQEEMPYDDKPFPSLLSKANDLNAYVFEGPACAFPFTYKGKKYYMCTRKNSVLLWCS 120
BSP5_Bov RTIYPQEEMPYDDKPFPSLLSKANDLNAYVFEGPACAFPFTYKGKKYYMCTRKNSVLLWCS 97
e 26 6 ok b b R o o R R e i SR R K D 36 38 8 36 6 60 8 e b 80 i o o 8 R o8 i i R R R OB O O K K K R K K K K
BSP5_Bov_recomb LDTEYQGNWKFCTERDEP ECVFPFIYRKKSYESCTRVHSFFWRRWCSLTSNYDRDKAWKY 180
BSP5_Bov LDTEYQGNWKFCTERDEP ECVFPFIYRKKSYESCTRVHSFFWRRWCSLTSNYDRDKAWKY 157
4 38 4 340 b o 4 e 8 28 080 360 280 980 60 R 8 S8 40 of 40 8 S8 3K 38 o 4 4 4 4 3B 360 380 380 80 O 0B 8 8 8 o8 80 80 80 o o8 o o o o6 o o ok e o
BSP5_Bov_recomb Cc 1381
BSP5_Bov C 158

*

>BSP5 Bov_recomb
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASGDIPDPGSKPTPPGMADELPTETYDLPPEIYTTTFLPRTIYPQEEMP
YDDKPFPSLLSKANDLNAVFEGPACAFPEFTYKGKKYYMCTRKNSVLLWCSLDTEYQGNWKEFCTERDEPEC
VEFPFIYRKKSYESCTRVHSFEWRRWCSLTSNYDRDKAWKYC

De modo geral, os alinhamentos entre as proteinas recombinantes e suas

versodes nativas mostraram que as sequéncias foram preservadas corretamente
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mesmo apos as etapas de otimizagdo e sintese. As Uunicas diferengas
observadas foram a remocao dos peptideos sinal, quando presentes, e a adigao
da cauda His-tag, necessaria para a purificagdo. Essas modificagées ndo afetam
a estrutura essencial das proteinas, o que reforca a fidelidade dos genes
desenhados e a confianga nos produtos obtidos para as proteinas OPN, SPAD1
e BSP5.

Por fim, os genes sintéticos correspondentes as proteinas OPN, SPAD1
e BSP5, ja otimizados e validados por meio das analises anteriores, foram
utilizados para a construgdo dos clones no vetor de expressdo pET-28a(+). A

clonagem foi terceirizada via empresa Genone.

>0PN Bov recomb
CTAGCATGGAACGCCACGGAGGCGAACACTTGGAACAGCCGCTTAACTCCGGACGTAGCTGGCTTAGTGC
CGCGGGACGTGCGGGTCAGGAAGGCTCAACCGAGCATTGTATCAGCATCACAGGTGACTGGACGCTTTTA
GCCGCAGCGGATCAAGGTAAGATCATCACGATGCGCATTGCTGTTATCTGCTTCTGCCTGTTAGGTATCG
CAAGCGCCCTTCCTGTGAAACCAACATCGTCAGGTTCTTCGGAAGAAAAGCAACTGAACAATAAATACCC
AGATGCCGTCGCTACGTGGTTGAAACCGGACCCAAGCCAGAAGCAGACTTTCTTGGCTCCGCAGAACTCT
GTCTCTAGTGAGGAAACCGACGATAATAAGCAAAATACATTGCCGTCAAAGAGTAACGAATCCCCAGAAC
AAACCGATGATCTTGACGATGATGACGACAATAGCCAGGACGTGAACTCCAACGACAGCGATGACGCAGA
AACCACGGATGACCCAGACCATTCCGATGAATCTCACCACTCTGATGAATCAGATGAAGTGGATTTCCCG
ACTGACATTCCTACCATTGCAGTATTCACGCCGTTTATTCCAACGGAGTCCGCAAATGATGGGCGTGGTG
ACTCGGTGGCATACGGTTTGAAGTCCCGTTCAAAGAAGTTTCGCCGTAGTAACGTCCAATCACCCGATGC
TACGGAAGAAGATTTTACTTCACATATCGAGTCAGAAGAAATGCACGATGCCCCCAAAAAGACATCCCAG
TTAACTGACCATAGTAAAGAAACAAATTCCTCGGAATTGAGCAAGGAACTGACCCCGAAAGCCAAAGATA
AGAACAAGCATAGTAATTTGATCGAGTCACAAGAGAATTCTAAGCTTAGCCAGGAGTTCCATTCTTTAGA
AGATAAGTTGGACTTGGACCACAAATCGGAAGAGGACAAACATTTGAAAATTCGCATTTCTCACGAACTT
GATAGTGCGTCCAGTGAAGTTAACTAAC

>SPAD1 Bov recomb
CTAGCATGGATTGGCTTCCTCGTAACACAAACTGTGGCGGGATCTTGARAAGAGGAGAGCGGCGTGATCGC
AACATATTATGGCCCGAAGACCAATTGCGTATGGACCATCCAAATGCCGCCCGAGTATCATGTCCGCGTA
TCTATCCAGTACCTGCAACTTAATTGCAATAAAGAAAGTTTGGAAATCATCGACGGTTTGCCTGGATCCC
CCGTTTTAGGTAAAATTTGTGAAGGGAGTTTAATGGACTACCGTAGCTCCGGTAGCATTATGACTGTTAA
GTACATCCGTGAGCCCGAACATCCAGCGTCTTTCTATGAGGTTTTGTATTTTCAGGATCCCCAGGCGTAA
C

BSP5 Bov recomb
CTAGCGGCGATATTCCAGACCCTGGTTCCAAACCCACCCCACCCGGGATGGCGGACGAG
TTGCCCACCGAAACTTACGATCTGCCACCCGAAATCTACACAACTACCTTTCTGCCGCG
TACGATTTACCCGCAAGAAGAAATGCCATATGACGACAAGCCATTCCCCTCTCTGTTAT
CGAAAGCAAATGATCTTAATGCGGTGTTTGAGGGACCGGCTTGTGCCTTTCCGTTCACG
TACAAGGGTAAAAAGTATTATATGTGCACGCGTAAAAACTCTGTATTACTTTGGTGCTC
GTTGGACACCGAATACCAGGGAAATTGGAAATTTTGTACAGAGCGTGACGAGCCGGAAT
GCGTTTTTCCCTTCATTTACCGTAAAAAATCGTACGAGTCTTGTACTCGTGTCCATTCT
TTTTTCTGGCGTCGCTGGTGCAGTTTAACAAGCAACTACGACCGCGACAAAGCGTGGAA
GTATTGTTAAC
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5.2 Confirmacgao das clonagens

A clonagem dos genes das proteinas recombinantes foi confirmada pela
analise de PCR. O par de primers referente ao promotor T7 do vetor amplifica
um fragmento de DNA de aproximadamente 300 pb quando o vetor esta vazio.
Com a inser¢cao do gene de cada proteina no vetor, o fragmento amplificado
aumenta conforme o tamanho do gene inserido, resultando em um produto de
PCR maior para os clones positivos. No caso dos clones pET28a/OPN, o gene
de OPN tem 1014 pb, e, utilizando o par de primers do promotor T7, o produto
de amplificacdo esperado é de aproximadamente 1300 pb (1014 pb + 300 pb).
As bandas amplificadas para os 5 clones de pET28a/OPN aparecem pouco
abaixo de 1500 pb, de acordo com o marcador, confirmando a presenga dos
genes nos cinco clones (Fig. 17).

Para o gene de SPAD1, que possui 357 pb, o produto de PCR esperado é
de aproximadamente 657 pb (357 pb + 300 pb). E possivel observar bandas
amplificadas no padrao esperado para os cinco clones de pET28a/SPAD1 (Fig.
17). De maneira similar, o gene de BSP5 tem 489 pb, e o produto de PCR
resultante deveria ser de cerca de 789 pb (489 pb + 300 pb) (Fig. 17). As bandas
observadas para os cinco clones de pET28a/BSP5 estdo de acordo com esse

padrao, confirmando a clonagem bem-sucedida.

Figura 17. Confirmacé&o da clonagem dos genes das proteinas OPN, SPAD1 e BSP5 no vetor

de expressao pET28a, por eletroforese em gel de agarose.

208 DE = 1314 pb

100 pb

A amplificagdo do produto de PCR correspondente ao gene de cada proteina é evidenciado pelas
barras brancas. Bandas de 1314 pb é referente aos clones de 1-5 de pET28a/OPN, bandas de

657 pb é referente aos clones de 1-5 de pET28a/SPAD1 e bandas de 789 pb é referente aos
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clones de 1-5 de pET28a/BSP5. MM: Padréo de bandeamento de DNA 100 pb 3'RTU. C-: Agua
foi utilizada como controle negativo. C+: um gene de 460 pb clonado em pET28a foi utilizado

como controle positivo.

5.3 Expressao das proteinas recombinantes em pequena escala
5.3.1 Testes de cepa

A insercao dos genes recombinantes foi confirmada para as trés proteinas
em estudo, porém apenas nas transformacgdes realizadas com a cepa E. coli
Arctic Express (Fig. 18A-C). Para o plasmideo pET28a/SPAD1-3, foiidentificado
o fragmento esperado de 657 pb no DNA plasmidial extraido da Arctic Express
(clone 1), enquanto os clones obtidos nas cepas BL21(DE3) e SHuffle® T7 nao
apresentaram amplificacdo. A validacao foi realizada por comparagao com o
controle positivo (clone 3 de pET28a/SPAD1 em E. coli DH5a), que exibiu uma
banda com o mesmo tamanho (Fig. 18A). De forma similar, quatro clones de
pET28a/BSP5-1 transformados na cepa Arctic Express presentaram o produto
de PCR com o tamanho esperado de 789 pb, confirmando a inser¢édo do gene
(Fig. 18B). Esse resultado também foi validado pela comparag&o com o controle
positivo (DNA plasmidial do clone 1 de pET28a/BSP5 transformado em E. coli
DH5a), que apresenta o mesmo padrdao de amplificacdo (Fig. 18B). A
transformacao de pET28a/OPN-1 também foi validada por meio da comparacao
com a banda amplificada do controle positivo (DNA plasmidial do clone 2 de
pET28a/OPN transformado em E. coli DH5a), além da banda esperada de 1314
pb (Fig. 18C).
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Figura 18: Insercao dos clones pET28a/SPAD1-3, pET28a/BSP5-1 e pET28a/OPN-1 nas

diferentes cepas.

A)

700pb
600 pb
500 pb

1500 pb

800 pb
700 bb 1314 pb

100 pb

A) Eletroforese em gel de agarose 2 % contendo os produtos de PCR do gene de
pET28a/SPAD1-3 transformados nas cepas de expressao de E. coliBL21 DE3 (1 e 2), SHuffle®
T7 (1 e 2) e Arctic Express (1 e 2). Banda de 657 pb é referente ao clone 1 de pET28a/SPAD1-3
transformado em E. coli Arctic Express. B) Eletroforese em gel de agarose 2 % contendo os
produtos de PCR do gene de pET28a/BSP5-1 transformado na cepa de expresséao E. coli Arctic
Express (1 a 4). Bandas de 789 pb é referente aos clones 1 a 4 de pET28a/BSP5-1
transformados. C) Eletroforese em gel de agarose 2 % contendo os produtos de PCR do gene
de pET28a/OPN-1 transformado na cepa de expressao E. coli Arctic Express, com bandas de
1314 pb. A amplificacdo do produto de PCR correspondente ao gene de cada proteina é
evidenciado pelas barras brancas. MM: Padrao de bandeamento de DNA 100 pb 3'RTU. C+:
DNA plasmidial clone 3 pET28a/SPAD1, clone 1 pET28a/BSP5 e clone 2 pET28a/OPN
transformados em E. coli DH5a. C-

5.3.2 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE)

As proteinas recombinantes 6xHis-SPAD1, 6xHIS-OPN e 6xHis-BSP5

apresentaram pesos moleculares teoricos de 15,37 kDa, 36,7 kDa e 21,07 kDa,
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respectivamente, conforme predi¢ao in silico realizada pelo software ProtParam
(Gasteiger et al., 2005). Essa estimativa foi obtida a partir da analise das
sequéncias dos genes clonados, traduzidas pela ferramenta, permitindo prever
propriedades basicas das proteinas, como massa molecular e composicao de
aminoacidos.

A presenga das proteinas recombinantes SPAD1, OPN e BSP5 foi
confirmada por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), com base nos pesos moleculares previstos. A proteina SPAD1
apresentou expressao satisfatéria em ambas as fragdes avaliadas, com maior
intensidade na fragao insoluvel (corpo de inclusao - Cl) em comparagao a fragao
soluvel (FS) (Fig. 19). Uma banda bem definida, localizada entre 14,4 kDa e 18,4
kDa, corresponde ao peso molecular estimado da proteina recombinante 6xHis-
SPAD1, confirmando sua expressao (Fig. 19). As proteinas BSP5 e OPN foram
expressas sob as mesmas condicbes experimentais, no entanto, a
documentacéo fotografica dos respectivos géis de SDS-PAGE nao foi registrada,

sendo realizado somente o Western blotting.

Figura 19: Teste de expressao 6xhis-SPAD1.

SPAD1
MM FS Cl

66.2 kDa—»|

45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

18.4 kDa—»

14.4 kDa—»f

Eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida 14% das fracdes FS e Cl resultantes da
expressao de 6xhis-SPAD1com 1 mM de IPTG por 24h a 12 °C, sob agitag&o de 180 rom. MM:
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Marcador molecular com intervalo de 14,4 a 66,2 kDa; canaleta 1: marcador molecular; canaleta

2: fracao soluvel; canaleta 3: corpo de inclusao.

5.3.3 Western blotting

A identidade das proteinas recombinantes SPAD1 e BSP5 foi confirmada
por Western blotting, com imunodetecgdo bem sucedida apds separagéo por
SDS-PAGE e transferéncia para membrana de nitrocelulose (Fig. 20). A mesma
condicao experimental foi utilizada para a proteina OPN, embora sua deteccgéo
nao tenha sido observada.

De acordo com o software ProtParam (Expasy, 2025), o peso molecular
tedrico da proteina recombinante 6xHis-SPAD1 foi de 15,37 kDa. No Western
blotting, a 6xHis-SPAD1 foi reconhecida pelo anticorpo anti-His, evidenciada por
uma banda localizada proxima a 15 kDa, observada em ambas as fragdes,
soluvel (FS) e insoluvel (Cl). Essa banda corresponde as observadas
anteriormente na SDS-PAGE (Fig. 20), sendo compativel com o peso molecular
predito. Esses resultados confirmam a expressdo da proteina recombinante
SPAD1 nas duas fracgoes.

Para a 6xHis-BSP5, embora a banda da fragao insoluvel (Cl) tenha
apresentado maior intensidade em comparagdo a da fragdo soluvel (FS), a
proteina esta presente em ambas. De forma similar, a analise in silico realizada
com o software ProtParam previu um peso molecular teérico de 21,07 kDa para
a proteina recombinante 6xHis-BSP5, o que é compativel com a banda
observada préxima a 20 kDa em ambas as fracdes, nas quais a proteina foi
expressa de maneira significativa. Segundo Li et al. (2022) e Rosano et al.
(2014), a deteccao especifica dessas bandas é atribuida a cauda de histidina
(His-tag) presente nas proteinas recombinantes, que possibilita a interagcao

seletiva com os anticorpos utilizados.
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Figura 20: Confirmagao por Western blotting do teste de expresséao de 6xhis-SPAD1 e 6xhis-

BSP5, marcada com anticorpo anti-His.

A) B)
SPAD1
MM FS a BSPS
180 kDa MM FS Cl
140 kDa .
100 kDa —
75 kDa 180kDa |5
60 kDa 140kDa | 5
45 kDa 100 kDa ——»
75kDa |
35 kDa 60 kDa ——» SRy
45kDa — | 4
25 kDa 35kDa —f{»
20 kDa—»{ 25kDa |,
20kDa — | » R 4s=m 6xhis-BSP5
15 kDa—» .’
. 4= 6xhis-Spad1 15kDa id
10 kDa - 10 kDa >

A) SPAD1: canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: fragdo soluvel; canaleta 3: corpo de
inclus&o. B) BSP5: canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: frag&o soluvel; canaleta 3: corpo
de inclusdo. MM: Marcador molecular com intervalo de 10 a 180 kDa. Setas mostram a banda

referente a proteina em cada fragao analisada.

As proteinas recombinantes BSP5 e SPAD1 foram expressas em E. coli
Arctic Express predominantemente na forma de corpos de inclusdo, o que
direcionou a escolha do protocolo de purificacdo. A formagao de corpos de
inclusdo em E. coli tende a ocorrer pelo ao alto nivel de expressao e as condi¢des
celulares especificas, conforme relatado por Rueda et al. (2014). Além disso,
estes podem ocorrer devido a dificuldade da bactéria em expressar proteinas
mais complexas, especialmente aquelas que possuem multiplas ligagdes
dissulfeto, dificultando o redobramento posterior e resultando em fragdes
insoluveis conhecidas como corpos de inclusdo (Demain et al., 2009; Choi & Lee,
2004). Estes, sao originados principalmente pela falta de mecanismos celulares
adequados para que haja o dobramento correto de proteinas heterdlogas, e a
alta taxa de expressao dessas proteinas no citoplasma (Gonzalez et al., 2006).
Em fungao disso, essas proteinas podem apresentar instabilidade, tornando-as
funcionalmente inativas ou insoluveis, como foi observado neste trabalho
(Ferrer-Miralles et al., 2009).
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A proteina recombinante OPN nao apresentou imunomarcagao
detectavel, mesmo apds repeticdo do experimento sob as mesmas condicdes de
inducéo, incluindo o uso de culturas frescas. Diante disso, algumas hipéteses
podem ser levantadas para explicar a auséncia de expressido detectavel dessa
proteina. Uma possibilidade € que a concentragdo de IPTG utilizada (1 mM),
embora dentro da faixa recomendada pela literatura (0—1 mM), possa nao ter
sido a ideal para a indugao da OPN. Concentragbes elevadas de IPTG podem
causar toxicidade as células hospedeiras, enquanto concentragdes muito baixas
podem ser insuficientes para promover a expressao (Li et al., 2022; Abedi et al.,
2012; Mdhlmann et al., 2017). Além disso, o tempo e a temperatura de incubagao
utilizados, 24 horas a 12 °C, podem ter influenciado negativamente a expressao.
Ambos os parametros exercem forte impacto sobre o rendimento e a solubilidade
de proteinas recombinantes, e condi¢des inadequadas podem comprometer a
expressdo ou a detecgao da proteina de interesse (Abedi et al., 2012; Muhimann
et al., 2017; Li et al., 2022).

Outro aspecto relevante diz respeito a natureza estrutural da OPN. Por se
tratar de uma glicoproteina que depende de modificagdes pos-traducionais como
glicosilagao e fosforilagado para adquirir sua conformagao funcional, a expresséo
em E. coli, um sistema que nao realiza essas modificacbes, pode ter
comprometido seu dobramento e estabilidade (Hunter, 2013; Rittling et al., 2004;
Ferrer-Micales et al., 2009; Freigassner et al., 2009; Demaia et al., 2009; Sahdev
et al., 2008). Em contraste, as proteinas BSP5 e SPAD1, estruturalmente menos
complexas, ndo dependem dessas modificacbes, o0 que pode justificar sua
expressado bem-sucedida nas mesmas condigdes.

Por fim, também se considera a possibilidade de toxicidade associada a
expressao da OPN. Algumas proteinas recombinantes, quando acumuladas ou
mal dobradas, podem exercer efeitos deletérios sobre a célula hospedeira,
resultando na supressao de sua propria expressao (Dumon-Seignovert et al.,
2004; Rosano et al., 2014). Portanto, a auséncia de expressdo da OPN pode
estar relacionada a fatores experimentais, como tempo, temperatura, inducao e

toxicidade, bem como a limitagcdes inerentes a propria bactéria hospedeira.
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5.4 Expressao das proteinas recombinantes em larga escala

5.4.1 Cultivo bacteriano

As cepas E. coli Arctic Express transformadas com os plasmideos
contendo os genes das proteinas recombinantes BSP5 e SPAD1 apresentaram
crescimento satisfatorio (Fig. 21A e B, respectivamente). O crescimento definido
e abundante das colbnias em ambas as placas demonstra que as condi¢cdes de
cultivo utilizadas foram adequadas e que o protocolo de transformacao foi eficaz.
A presenga do antibidtico seletivo no meio garante que apenas as colonias
transformadas, contendo o plasmideo com o gene de interesse e o gene de
resisténcia a canamicina, fossem capazes de se desenvolver, reforcando o
sucesso da selecao das cepas recombinantes.

A selecao das colbnias transformadas ocorre por meio da presenca de
antibidticos no meio de cultura, uma vez que o plasmideo recombinante contém
um gene de resisténcia que atua como marcador seletivo, impedindo o
crescimento de células n&o transformadas (Rosano et al., 2014). Dessa forma,
apenas as cepas que incorporaram corretamente o vetor recombinante sao
capazes de se desenvolver sob essas condigbes. Assim, o crescimento
observado nas colbnias, portanto, valida a eficiéncia tanto da transformacao

quanto do processo de selegao das cepas recombinantes (Figuras 21A e B).

Figura 21: Placas de Petri de com agar sdlido contendo as culturas da cepa Artic Express de
BSP5 (A) e SPAD1 (B), ap6s incubagao a 37°C por 16 horas.
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5.4.2 Quantificagao por Bradford

A quantificagdo das proteinas recombinantes, realizada por meio do
método de Bradford, indicou menor rendimento para as amostras de SPAD1,
com uma concentragéo aproximada de 18,032 pg/uL. Em contraste, as amostras
de BSP5 apresentaram rendimento superior, com cerca de 21,129 ug/uL de
proteina total. E importante destacar que esses valores ndo correspondem
exclusivamente as proteinas de interesse, pois nas amostras estdo presentes
demais proteinas, além de contaminantes, a serem removidos posteriormente

através da purificagao.

Tabela 4. Concentragao de proteinas (ug/ul) das amostras de SPAD1 e BSP5.

SPAD1 BSP5
Amostra Diluicao Mg/l Amostra Diluicao Mg/l
Oh FS A 0,07 Oh FS A 0,08
Oh CI A 0,12 Oh CI A 0,40
S 24h FS 1 B 2,36 B 24h FS 1 B 1,16
S 24h Cl 1 C 5,948 B 24h CI 1 C 8,064
S24h FS 2 B 1,89 B 24h FS 2 B 1,91
S 24h ClI 2 C 6,996 B 24h CI 2 C 5,102
S 24h FS 3 B 1,71 B24h FS 3 B 2,01
S24h Cl 3 C 5,088 B 24h CI3 C 7,963

Diluigdo A - 10 pl de amostra + 190 ul Bradford; B - 2 pl de amostra + 8 pl de tampao binding
buffer sem ureia e binding buffer com ureia + 190 pl Bradford; C - 10 yl de amostra+ 5 ul de H20
Milli-Q + 190 pl de Bradford.

5.4.3 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE) e Western blotting

Conforme observado nos testes em pequena escala, a presenga das
proteinas recombinantes BSP5 e SPAD1 foi confirmada por eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE) e Western blotting (Fig. 22). De forma semelhante,
nos cultivos em larga escala, foram detectadas bandas com aproximadamente
15 kDa, compativeis com o peso molecular teérico de 15,37 kDa para a proteina

SPAD1, e bandas proximas a 20 kDa, correspondentes ao valor tedrico de 21,07
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kDa para a BSP5. Esses resultados confirmam a expressdo bem-sucedida de
ambas as proteinas também em uma escala superior. Observa-se que nos dois
tempos analisados apés a adigao da molécula de IPTG (0 h e 24 h), as bandas
mais intensas estdo concentradas nas fragdes insoluveis (corpos de inclusao),
indicando que uma proporg¢ao significativa das proteinas recombinantes foi
expressa nessa forma (Fig. 22).

Além disso, foram observadas marcagdes adicionais e inespecificas em
ambas as membranas de nitrocelulose apds a transferéncia por western blotting.
Essas bandas inesperadas podem estar associadas a diversos fatores técnicos.
De acordo com Bass et al. (2017), concentragdes elevadas de anticorpos
primarios ou secundarios, impurezas presentes nas amostras, excesso de
proteina carregada no gel, preparo inadequado da solug¢ao de bloqueio com BSA
e tempos de incubagao insuficientes ou prolongados podem comprometer a
especificidade da imunodeteccéo, favorecendo o aparecimento de bandas nao

especificas.
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Figura 22: Western blotting anti-His da expressao de proteinas em larga escala por sistema de
transferéncia semi-seco de SPAD1 e BSP5.
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A) SPAD1 - canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: Oh FS;
canaleta 4: Oh CI; canaleta 5: 24h 1 FS; canaleta 6: 24h 1 Cl; canaleta 7: 24h 2 FS; canaleta 8:
24h 2 Cl; canaleta 9: 24h 3 FS; canaleta 10: 24h 3 Cl. B) BSP5 - canaleta 1: marcador molecular;
canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: Oh FS; canaleta 4: Oh CI; canaleta 5: 24h 1 FS; canaleta
6: 24h 1 Cl; canaleta 7: 24h 2 FS; canaleta 8: 24h 2 Cl; canaleta 9: 24h 3 FS; canaleta 10: 24h 3
Cl. MM: Marcador molecular com intervalo de 10 a 180 kDa. As setas mostram as bandas
referentes as proteinas DPAD1 e BSP5, respectivamente.

5.4.4 Purificagao das proteinas

A purificacdo das proteinas recombinantes SPAD1 e BSP5 por
cromatografia de afinidade, utilizando a coluna Ni?* HisTrap FF, foi realizada com
sucesso (Fig. 23 e 24). Os cromatogramas obtidos demonstraram a eficiéncia do

sistema em recuperar ambas as proteinas, apresentando perfis de eluicdo
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semelhantes. Essa eficacia deve-se a presenca da cauda de histidina (6xHis) na
extremidade N-terminal das proteinas, que confere alta afinidade pelos ions de
niquel imobilizados na matriz da coluna (Li et al., 2022; Rosano et al., 2014).
Essa interacdo permite a retencéo seletiva das proteinas recombinantes, que
sdo eluidas de forma especifica, garantindo sua separagao das demais proteinas
bacterianas presentes no extrato celular e promovendo maior pureza nas
amostras (Li et al., 2022; Rosano et al., 2014).

Na purificagcao da proteina SPAD1, observou-se que o pico de eluicdo se
iniciou na fracdo 6 e se manteve até a fragdo 15, seguido de estabilizacao,
indicando uma eluicdo completa e continua (Fig. 23). Por outro lado, na
purificacdo da BSP5, o pico de eluigdo também comecou na fragcdo 6 e se
estendeu até a fracdo 15, porém foi acompanhado por multiplos picos
subsequentes, o que pode sugerir a presenga de impurezas residuais ou
diferentes isoformas da proteina (Fig. 24). A analise comparativa dos perfis de
eluicdo sugere que a proteina recombinante SPAD1 apresentou um perfil mais
homogéneo, caracterizado por um unico pico de eluicdo, indicando uma

purificacao mais especifica e limpa.

Figura 23: Purificagao por cromatografia de afinidade do corpo de inclusao de SPAD1, cominicio
do pico na fragdo 6 e final na fragdo 15.
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Figura 24: Purificagao por cromatografia de afinidade do corpo de inclusao de BSP5, cominicio
do pico na fragao 6 e final na fracéo 15.
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5.4.5 Eletroforese monodimensional (SDS-PAGE)

A analise por SDS-PAGE das fragdes obtidas durante a purificagdo por
cromatografia de afinidade confirmou a recuperacdo bem-sucedida das
proteinas recombinantes SPAD1 e BSP5. Em ambas as eletroforeses, foram
observadas bandas bem definidas compativeis com os pesos moleculares
tedricos das respectivas proteinas (Fig. 25). No entanto, diferengas quanto a
intensidade das bandas foram observadas, sendo a proteina SPAD1 expressa
em maior concentracido nas fracdes eluidas, conforme indicado pela maior
intensidade das bandas em comparacgao a BSP5.

Nas amostras controle (sem purificagcdo), ambas as proteinas
apresentaram um perfil com multiplas bandas no gel, indicando a presenga de
diversas proteinas. Apds a purificacdo, observou-se uma redugao significativa
das bandas nas fragdes nao ligadas e de lavagem, sugerindo que a maior parte
das proteinas recombinantes ficaram retidas na matriz cromatografica. Esse
resultado foi mais evidente nas canaletas 3 e 4, onde houve diminuicdo ou

auséncia das bandas especificas de interesse.
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As fragdes eluidas (correspondentes as canaletas 5 a 10) mostraram
recuperacao eficaz das proteinas, com inicio da eluicdo observado a partir da
fracdo 6 e pico de intensidade a partir da fracdo 7 para ambas. Esse padréo,
semelhante entre SPAD1 e BSP5, indica que o sistema de purificagao funcionou
de forma eficiente. No entanto, a purificagcdo de SPAD1 resultou em um perfil
mais limpo e com maior concentragcdo da proteina alvo, enquanto a BSP5
apresentou bandas com menor intensidade, o que pode indicar menor expressao
ou perda parcial durante o processo. A presenga de algumas bandas
inespecificas em determinadas fracbes pode estar relacionada a fatores como
sobrecarga da coluna ou contaminacao residual de purificagdes anteriores.
Ainda assim, as bandas com posicionamento e intensidade compativeis com as
proteinas recombinantes, destacadas por setas nas imagens correspondentes,

indicam a recuperacgao eficiente das proteinas recombinantes SPAD1 e BSP5.

Figura 25. Eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida da purificagdo por
cromatografia de afinidade do corpo de inclusdo de SPAD1 e BSP5.
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A) SPAD1 - canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: proteinas filtradas sem purificagéo;
canaleta 3: proteinas ndo ligadas; canaleta 4: fragdo de lavagem; canaleta 5: fragéo 6; canaleta

6: fracao 7; canaleta 7: fracao 8; canaleta 8: fracdo 9; canaleta 9: fragcao 10; canaleta 10: fracédo
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11. B) BSP5 - canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: proteinas filtradas sem purificagao;
canaleta 3: proteinas ndo ligadas; canaleta 4: fragdo de lavagem; canaleta 5: fragéo 6; canaleta
6: fracao 7; canaleta 7: fragcdo 8; canaleta 8: fragdo 9; canaleta 9: fragao 10; canaleta 10: fragéo
11. MM: Marcador molecular com intervalo de 14,4 a 130 kDa. As setas indicam as bandas de
SPAD1 e BSP5.

A andlise em gel SDS-PAGE das fragbes de pico combinadas (fragbes 7
a 15), obtidas apds a purificagdo por cromatografia de afinidade das proteinas
recombinantes SPAD1 e BSP5, apresentou resultados compativeis com os
perfis observados nas eletroforeses anteriores. Nas canaletas 2 e 3,
correspondentes as amostras combinadas de SPAD1 e BSP5, respectivamente,
€ possivel observar uma banda intensa e bem definida na posi¢cao esperada para
o peso molecular teérico de cada proteina. Esse padrao indica que as proteinas
recombinantes foram recuperadas em boa concentracao e reforga a eficiéncia
do processo de purificagdo, uma vez que praticamente ndo ha bandas adicionais
interferindo nos resultados (Fig. 26).

Figura 26. Eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida da purificagdo por
cromatografia de afinidade do corpo de incluséo de SPAD1 e BSP5.

SPAD1 BSP5
MM FP FP

130.0 kDa
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4= 6xhis-BSP5
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14.4 kDa

6xhis-SPAD1

Canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: fragdes de pico unidas de F7 a F15 de SPAD1.
Canaleta 3: frag6es de pico unidas de F7 a F15 de BSP5. MM: Marcador molecular com intervalo
de 14.4 a 130 kDa. As setas mostram as bandas referentes as proteinas SPAD1 e BSP5.
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5.4.6 Quantificagdo por Qubit

Na quantificagdo das fracdes F2 a F16 de SPAD1 e BSP5, obtidas apos
a purificagdo, foram obtidas concentragdes maximas de 3,060 ug/pL (fracdoF11)
para SPAD1 e 1,590 pg/pL (fragdo F9) para BSP5 (Tab. 5). Esses valores sao
consideravelmente menores quando comparados aqueles obtidos na
quantificagao inicial por Bradford, que indicavam 18,032 ug/uL para SPAD1 e
21,129 pg/uL para BSP5. Essa diferenca sugere que boa parte das proteinas
presentes nas amostras antes da purificacdo nao correspondia as proteinas
recombinantes de interesse, mas sim a contaminantes e outras proteinas
bacterianas.

A reducdo nos valores apos a purificacdo confirma a eficacia da
cromatografia de afinidade na remocgao desses componentes indesejados,
resultando em amostras mais puras. Isso acontece devido a ligagdo especifica
entre a cauda de histidina (His-tag), adicionada as proteinas recombinantes, e
os ions metalicos imobilizados na matriz, retendo apenas as proteinas de

interesse (Bornhorst et al., 2000).

Tabela 5. Concentragao de proteinas (pg/pl) nas fragdes purificadas de SPAD1 e BSP5.

SPAD1 BSP5
Fracao Mg/l Fracao Mg/l
F2 0,484 F2 0,378
F3 0,438 F3 0,282
F4 2,274 F4 0,308
F5 0,442 F5 0,220
F6 0,618 F6 0,630
F7 1,330 F7 0,572
F8 2,040 F8 0,912
F9 2,400 F9 1,590
F10 2,820 F10 1,170
F11 3,060 F11 0,988
F12 2,460 F12 0,490
F13 1,430 F13 0,554

F14 1,820 F14 0,636
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F15 0,932 F15 0,418
F16 0,812 F16 0,386

Apbs a quantificagao individual das fragdes eluidas (F7 a F15) de SPAD1
e BSP5, apenas aquelas correspondentes ao pico de eluicdo foram agrupadas
em pools especificos para cada proteina, resultando em volumes finais de 8,5
mL para SPAD1 e 9 mL para BSP5. Em seguida, foi realizada nova quantificagao
dessas amostras em duplicata, considerando-se a média dos valores obtidos
(Tab. 6).

A quantificagdo dos pools revelou uma média de 24,480 mg de proteina
total para SPAD1 e 9,594 mg para BSP5. Esses valores foram calculados com
base na concentragdo média (ug/pL) das duplicatas, multiplicada pelo respectivo
volume final de cada amostra. Em contraste com os resultados obtidos na analise
de Bradford antes da purificagdo (Tab. 4), observou-se um rendimento final
superior para SPAD1 em comparacédo a BSP5. Esse resultado corrobora os
dados obtidos durante a purificagdo, na qual o pico de eluicdo da SPAD1 se
manteve constante até sua estabilizacido, indicando uma eluicdo completa e
continua. Por outro lado, na purificacdo da BSP5, embora o pico inicial tenha se
mantido por algum tempo, foram observados multiplos picos subsequentes,
sugerindo a possivel presenga de impurezas residuais ou diferentes isoformas

da proteina.

Tabela 6. Concentracao de proteinas (ug/pl) dos pools de SPAD1 e BSP5.

SPAD1 BSP5
Duplicata Mg/l Duplicata Mg/l
1 2,340 1 0,952
2 3,420 2 1,180

Os rendimentos obtidos neste estudo para as proteinas recombinantes
SPAD1 e BSP5, apés purificagdo, foram superiores aos relatados em alguns
trabalhos anteriores. No trabalho realizado por Villamizar (2022), a expressao de
SPAD1 em E. coli Arctic Express resultou em concentragao final de apenas 0,06

Mg/uL, também em CI, valor significativamente inferior ao observado na fragéo
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F11 deste trabalho. Bustamante Filho et al. (2018) também conseguiram
expressar a proteina recombinante SPAD1 (aSFP) em E. coli cepa BL21,
utilizando o vetor pET-23a(+), alcangando bons rendimentos apds purificagéo
por cromatografia de afinidade. Assim como neste trabalho, esse estudo
comprova que €é possivel obter quantidades suficientes dessas biomoléculas
para analises funcionais e aplicagées na criopreservagao.

O rendimento final obtido apds a purificagdo confirmou a recuperagao
eficiente das proteinas recombinantes. Considerando as quantificagdes finais, a
SPAD1 apresentou um rendimento total de 24,480 mg, enquanto a BSP5 atingiu
9,594 mg. Esses valores refletem o sucesso do processo de purificacdo e
demonstram que foi possivel obter quantidades expressivas de ambas as
proteinas para as etapas posteriores do estudo, mostrando a efetividade do

sistema de expresséao e do protocolo adotado.

5.4.7 Western blotting

A imunomarcacgao especifica das proteinas de interesse, observada nas
posi¢des correspondentes as suas massas moleculares tedricas (15,37 kDa para
SPAD1 e 21,07 kDa para BSP5), confirma os resultados obtidos nas analises
anteriores e reforga a identidade das proteinas recombinantes apos a
purificagao, tanto na avaliagao individual das fragdes eluidas quanto no pool das
fracbes de pico (F7 a F15) (Fig. 27 e 28). No entanto, apesar de a
imunomarcagao do pool ter sido realizada corretamente, a baixa intensidade do
sinal na membrana dificultou a obtengdo de uma imagem de boa qualidade para

registro fotografico.
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Figura 27. Western blotting da purificagdo de por cromatografia de afinidade das proteinas
recombinantes SPAD1 e BSP5.

6xhis-SPAD1
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180 EDa
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A) SPAD1 - canaleta 1: Marcador molecular; canaleta 2: proteinas filtradas sem purificagao;
canaleta 3: proteinas nao ligadas; canaleta 4: fragdo de lavagem; canaleta 5: fragao 6; canaleta
6: fracao 7; canaleta 7: fracdo 8; canaleta 8: fragdo 9; canaleta 9: fragcao 10; canaleta 10: fragcédo
11. B) BSP5 - canaleta 1: Marcador molecular; canaleta 2: proteinas filtradas sem purificagao;
canaleta 3: proteinas nao ligadas; canaleta 4: fragdo de lavagem; canaleta 5: fragao 6; canaleta

6: fracao 7; canaleta 7: fragao 8; canaleta 8: fragdo 9; canaleta 9: fragao 10; canaleta 10: fragéo
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11. MM: Marcador molecular com intervalo de 10 a 180 kDa. As setas indicam as bandas
referentes a SPAD1 e BSP5.

Figura 28: Western blotting da purificagdo por cromatografia de afinidade das proteinas
recombinantes SPAD1 e BSP5 obtidas a partir do corpo de inclusao.

SPAD1 BSP5
MM FP FP
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Canaleta 1: marcador molecular; canaleta 2: fragdes de pico unidas de F7 a F15 de SPAD1;
canaleta 3: fracdes de pico unidas de F7 a F15 de BSP5. FP: Fracbes de pico. MM: Marcador
molecular com intervalo de 10 a 180 kDa. Obs.: Algumas regides da membrana estdo menos
visiveis devido ao desbotamento parcial ao longo do tempo, o que dificultou o registro. As setas
indicam as bandas referentes a SPAD1 e BSP5.
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6 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo apresentam uma metodologia eficiente
para a clonagem, expressado e purificacdo de proteinas do plasma seminal
bovino com potencial aplicagao na criopreservagao de sémen, especialmente de
animais com baixa criotolerancia. A partir da recuperagao das sequéncias de
aminoacidos das proteinas de interesse no banco de dados UniProt, foi possivel
clonar com sucesso 0s genes das proteinas BSP5, SPAD1 e OPN, todas
associadas a fertiidade e a protecdo espermatica durante o processo de
criopreservagao.

A expressao heterdéloga dessas proteinas em E. coli, por meio do vetor
plasmidial pET-28a(+), permitiu a produgédo recombinante de BSP5 e SPAD1 de
forma satisfatéria. As etapas de purificagdo por cromatografia de afinidade,
resultaram em quantidades adequadas e padrdes de eluicdo consistentes,
especialmente para a proteina SPAD1, cuja estabilidade sugere bom potencial
para aplicagdes funcionais. Embora a purificagdo da BSP5 tenha apresentado
multiplos picos de eluicdo, indicando possiveis impurezas ou isoformas, os niveis
obtidos foram promissores.

Em contraste, a produgcdo recombinante da OPN revelou limitagbes,
provavelmente relacionadas a auséncia de modificagdes pos-traducionais no
sistema de expressdo bacteriano. Nesse sentido, novos experimentos que
explorem diferentes condicbes e sistemas de expressdo sao cruciais para
otimizar a obtencgéo desta proteina recombinante.

De forma geral, nossos resultados demonstram que as técnicas utilizadas no
experimento foram satisfatorias para a producédo das proteinas recombinantes
SPAD1 e BSP5, as quais sao relatadas por seu importante papel na protecéo

dos espermatozoides durante a criopreservacao.
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