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1. INTRODUCAO

A eritropoetina (EPO) é um horménio glicoproteico responséavel pela
regulacdo homeostatica da producdo de células vermelhas do sangue. A
Eritropoetina Humana Recombinante (rHUEPO) tem sido produzida com sucesso
em culturas celulares de mamiferos desde os anos 80 e possui varias aplicacdes
terapéuticas, tais como, o tratamento de anemia e policitemia em pacientes com
doenca renal cronica, em tratamento para AIDS e cancer (COLLARES, et al.,
2013).

Devido a sua capacidade inerente de estimular a producdo de glébulos
vermelhos e, com isso, aumentar o aporte de oxigénio para os tecidos, a
utilizacdo da EPO no esporte foi proibida pelo Comité Olimpico Internacional
(COl), considerando assim o uso de EPO e de seus analogos como casos de
doping sanguineo (BENTO, et al., 2003).

Estratégias de deteccdo do doping com rHUEPO incluem abordagens
indiretas com marcadores da eritropoiese aumentada ou reduzida, bem como a
deteccéo direta das isoformas recombinantes (EKBLOM, 2000).

O estudo para o desenvolvimento de testes diagnostico para o doping por
eritropoetina faz-se necessario uma vez que tanto os testes hoje disponiveis
como os anticorpos monoclonais utilizados possuem falhas e custo elevado. Por
este motivo o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma proteina
recombinante para uso na producdo de anticorpos monoclonais, que serao
utilizados em métodos de deteccdo do doping com eritropoetina.

2. METODOLOGIA

A proteina EPO recombinante (rEPO) foi produzida através da clonagem e
expressdo génica em sistema procarioto segundo protocolo estabelecido
(SAMBROOK and RUSSEL, 2001). Resumidamente, para a obtencédo da rEPO
um gene sintético foi construido com auxilio do programa Vector NTI10
(Invitrogen). A sequéncia génica da EPO presente no plasmideo PUC foi inserida
na bactéria Escherichia coli cepa DH5-a eletrocompetente e esta cultivada em
meio Luria-Bertani liquido (LB), suplementado com ampicilina. Apés, foi realizada
a extracdo do DNA plasmidial utilizando o Kit Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen).
O inserto EPO foi isolado utilizando as enzimas de restricdo Kpn | e BamHI e
entdo inserido no vetor de expressdao pAE utilizando a enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen). O produto da ligacéo foi utilizado na transformacao de E. coli DH5a
eletrocompetente, e 0s plasmideos recombinantes contendo o0 inserto na
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orientagdo horaria foram selecionados e denominados pAE/EPO. Dois
plasmideos ja foram utilizados na transformacdo por choque térmico de células
competentes de E. coli cepa BL21 Star™(DE3) as quais foram cultivadas em meio
LB. Para avaliar a expressédo e solubilidade da rEPO, a E. coli cepa BL21
Star™(DE3) contendo pAE/EPO foi cultivada em meio LB até a DO 0,6 (600 nm)
e o cultivo submetido a centrifugagéo. Parte do pellet resultante foi ressuspendido
em tampdo de eluicdo (TE:10mM Tris-HCI pH=8 e 1mM EDTA), sonicado e
centrifugado; o pellet e o sobrenadante derivados desta centrifugagdo foram
submetidos a eletroforese e Western blotting a fim de aferir a solubilidade da
proteina recombinante. Para o Western blotting foi utilizado anti-histidina (Sigma-
Aldrich) produzido em camundongo como anticorpo primario e anti-mouse
conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich) como anticorpo secundario. As bandas
foram visualizadas utilizando solugdo substrato/cromogena (0,6 mg
diaminobenzidina, 0,03% de sulfato de niquel, 50 mM de Tris-HCI pH 8.0 e 0,03%
de HzOz).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A regiéo codificadora da EPO foi clonada e expressa em sistema procarioto.
A partir do produto da ligacdo foram obtidos doze clones recombinantes
(PAE/EPO), dos quais dois liberaram um fragmento de tamanho esperado quando
submetidos a digestdo com as enzimas Kpn | e Bam HI. Os dois clones
recombinantes obtidos foram utilizados para transformar E. coli BL21 STAR, e
somente um deles expressou rEPO com eficiéncia, uma vez que na analise por
SDS-PAGE 12 % e Western Blotting, identificou-se uma banda caracteristica e de
tamanho esperado (~ 21,5 KDa ) conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: Avaliacdo da expresséao e solubilidade da proteina recombinante
EPO (~ 21,5 KDa) em E.coli BL21 STAR por Western Blotting. (1) Controle
positivo: rLipL32 (~ 32 KDa); (2) Extrato bacteriano; (3) pAE/EPO 1, colénia
transformada 1; (4) pAE/EPO 1, colénia transformada 3; (5) pAE/EPO 5, col6nia
transformada 1; (6) pAE/EPO 5, coldnia transformada 2; (7) pAE/EPO 1 pellett da
col6nia sonicada 1; (8) pAE/EPO 1 pellett da col6nia sonicada 3; (9) pAE/EPO 5
pellett da col6nia sonicada 1; (10) pAE/EPO 5 pellett da coldnia sonicada 2; (11)
pAE/EPO 1 sobrenadante da col6nia sonicada 1; (12) pAE/EPO 1 sobrenadante
da col6nia sonicada 3; (13) pAE/EPO 5 sobrenadante da coldnia sonicada 1; (14)
pAE/EPO 5 sobrenadante da colénia sonicada 2; (15) Full Range Rainbow Marker
(GE. Healthcare). O agente de inducao de expresséo IPTG foi utilizado em todos
0s cultivos.
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Atualmente algumas linhagens celulares, como a linhagem ovario de
hamster chinés (CHO), sdo comumente utilizadas na producao de glicoproteinas
humanas recombinantes (GHADERI et al.,2012), incluindo rHUEPO (JEONG et
al., 2008). No entanto, este sistema é oneroso e laborioso quando comparado
com um sitema procarioto. O baixo custo e a simplicidade do cultivo de bactérias
fazem o sistema de expressao E. coli uma boa alternativa para a producao de
proteinas recombinantes tanto em escala laboratorial como industrial
(KAMIONKA, 2011). Como o presente estudo possui como objetivo a utilizacdo da
eritropoetina em testes laboratoriais como ELISA e Western Blotting, a rEPO né&o
necessita de atividade biolégica podendo ser expressa em sistema procarioto
como a E. coli, o qual ndo possue maquinaria de glicosilagéo.

4. CONCLUSOES

A clonagem e expressao do gene sintético que codifica para a eritropoietina
foi realizada com sucesso. O seguimento deste estudo inclui a utilizacdo da rEPO
para imunizar camundongos visando a producdo de anticorpos monoclonais e
ensaios de deteccdo do doping com eritropoietina.
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