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RESUMO

A prolactina é um neuro hormonio que faz parte da superfamilia das citocinas e estd
envolvida em mais de 300 processos biologicos. Considerando-se a diferenca de 41%
encontrada na seqiiéncia de aminodcidos da prolactina de camundongo em relagdo a
humana, os experimentos que utilizam a prolactina humana em modelos animais (ratos ou
camundongos), podem sofrer interferéncia de forma decisiva na interpreta¢do dos resultados
em estudos de doengas cronicas como o lupus eritematoso sistémico e a artrite reumatoide
Nesse trabalho introduzimos o cDNA da prolactina de camundongo (mPRL) junto com o gene
do peptidio sinalizador DsbA em um cassete de expressdo bacteriano desenvolvido em nosso
laboratorio que utiliza o promotor APr. Esse plasmideo foi utilizado para transformar
diferentes cepas de Escherichia coli e o clone com expressdo peripldsmica mais eficiente foi
selecionado para estudo de expressdo, purificagdo e caracterizagdo fisico-quimica e
biologica da mPRL.
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INTRODUCAO

A prolactina ¢ um hormonio peptidico envolvido em numerosos processos fisiologicos que
incluem osmorregulagdo, reproducdo e imunorregulacdo. Grande interesse nos niveis de
prolactina decorre da importancia clinica no caso de mulheres com problemas de lactacao
(hipoprolactinemia) e infertilidade (hiperprolactinemia), assim como niveis elevados de
prolactina foram relacionados com um aumento do risco de cancer de mama em mulheres
pos-menopausadas (Tworoger et al., 2004). A sintese e secre¢do deste hormonio se ddo na
parte anterior da hipofise na sua forma nao modificada e modificada pds-traducional
(fosforilagdo e glicosila¢do). A prolactina de camundongo ¢ uma proteina de cadeia simples
com 197 residuos de aminoacidos e trés pontes dissulfeto. Ha véarias isoformas da prolactina
produzida na hipofise sendo a majoritaria de 23 kDa. As estruturas primarias das prolactinas
de camundongo, rato e humana foram obtidas pelo seqiienciamento do DNA complementar.
Embora a maior fonte de PRL seja a hipdfise, a PRL e seu RNA mensageiro tém sido
encontrados em uma variedade de tecidos (Ben-Jonathan et al., 1996). A presenca da PRL
nestes tecidos se deve ndo apenas a proteina circulante ligada a receptores, mas a sua sintese e
acdo autdcrina e/ou paracrina. A prolactina faz parte da superfamilia das citocinas tipo 1 que
inclui muitas interleucinas e ciclinas. Possui a¢ao direta no controle do ciclo celular, na
promogao da diferenciacdo e da apoptose (Walker, 2001). Alteragcdes nos niveis de PRL estao
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relacionadas com doengas como artrite reumatoide, fibrose cistica e cancer de colo retal, entre
outros (Ben-Jonathan et al., 1996).

A expressdao de proteinas recombinantes no espaco periplasmico apresenta uma série de
vantagens: poucos contaminantes, pouca atividade proteolitica e pequena quantidade ou
auséncia de isoformas indesejaveis como moléculas com alto peso molecular, formas
glicosiladas, fosforiladas ou clivadas. A produ¢do no espago peripldsmico também apresenta a
vantagem de conter apenas 4% das proteinas totais da bactéria. Este fato reduz o custo de
purificagdo. Além disso, o peptideo sinalizador ¢ clivado o que proporciona a retirada da
metionina da por¢do N-terminal presente na proteina produzida em corpos de inclusdo.

O objetivo deste trabalho foi obter e avaliar a expressdo da prolactina de camundongo no
espaco periplasmico de trés cepas de E. coli, selecionando o clone mais eficiente para uma
producdo laboratorial de mPRL. Temos por metas futuras desenvolver bioensaios homologos
em camundongos para estudar doengas inflamatérias e do sistema imune como: lupus
eritematoso sistémico e artrite reumatoide utilizando a mPRL e seu antagonista S177D-
mPRL.

MATERIAL E METODOS

Construcgdo do plasmideo. A seqiiéncia do cDNA da mPRL foi obtida através do banco de
dados do NCBI. O plasmideo AP;-DsbA-mPRL, foi obtido substituindo o gene do hGH
presente no plasmideo AP;-DsbA-hGH (Soares ef al., 2003) pelo cDNA da mPRL sintetizado
pela GenScript Corporation, conforme esquema apresentado na Figura 1 A.

Andlise de Expressdo. Para a expressdo da mPRL foram selecionados clones a partir de
placas LB/Agar com ampicilina. O cultivo foi realizado em frascos com meio LB e
ampicilina. Foi inoculada uma tnica coldnia de E. coli obtida da placa de sele¢do, a incubagdo
foi realizada a 30° C com agita¢do rotacional (140 rpm). Apds ser atingida uma biomassa
superior a 1,5 Agpo, foi realizada a ativacdo caracterizada pelo aumento da temperatura para
37° C, mantendo essa temperatura por 6 horas. E importante ressaltar que neste caso o
promotor APy foi utilizado como promotor constitutivo, ndo usamos, portanto, o plasmideo
responsavel pela sintese do repressor termo-labil clts, mesma estratégia que teve sucesso na
expressdao da hPRL (Soares et al., 2008).

Choque osmotico. O produto da fermentagdo foi submetido ao choque osmdtico,
(incubagdo em meio hipertonico seguido de incubagcdo em meio hipotdnico), utilizado para
extrair proteinas peripldsmicas a partir da suspensdo bacteriana da fermentacdo, sem que
ocorra ruptura da célula (Soares et al., 2003). A quantidade de mPRL presente no extrato
periplasmico foi determinada por cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa
(RP-HPLC).

Purificacdo e caracterizacdo. Para os estudos iniciais de purificagio da mPRL foi
realizada uma fermentagdo em biorreator (Soares ef al., 2008). A mPRL presente no extrato
periplasmico foi purificada utilizando cromatografia de afinidade por metais imobilizados
(IMAC), seguindo o protocolo descrito por Soares e colaboradores (2008). A mPRL foi eluida
com 3 mM de imidazol. As principais fragdes de mPRL eluidas durante a cromatografia por
IMAC foram analisadas por cromatografia liquida de alto desempenho de exclusdo molecular
(HPSEC) e a fragdo com maior concentragdo foi aplicada novamente na mesma coluna, que
desta vez funcionou como coluna preparativa. A mPRL purificada foi entdo caracterizada por
processos fisico-quimicos (HPSEC, RP-HPLC, SDS-PAGE e Western Blotting) e ensaios
bioldgicos de proliferacao celular.

Ensaios bioldgicos. A atividade biologica da mPRL foi avaliada por um ensaio de
proliferacdo realizado com células Nb2, uma linhagem prolactina-dependente derivada de
linfoma de rato (Tanaka et al., 1980). Depois de 72 h de incubagdo a 37° C e 5% de CO3, o



numero de células viaveis foi avaliado por coloragdo com MTS em comparagao com o padrao
da WHO 97/714 (57,2 = 11 IU/mg).

RESULTADOS E DISCUSSOES

2.1. Construcao dos vetores

A andlise em gel de agarose dos plasmideos digeridos com as enzimas de restricao Ndel,
BamHI e EcoRI mostraram que o inserto estava no sentido correto. Quando digerido somente
com a enzima BamHI, observamos a linearizacdo do plasmideo e apenas uma banda com
3221 pb no gel de agarose (Figura 1 B, amostra 3). J& com as enzimas Ndel e BamHI,
observamos duas bandas (Figura 1 B, amostra 4): a do vetor com 2567 pb ¢ a do inserto com
719 pb. A seqiiéncia da mPRL apresenta um sitio EcoRI na posi¢ao 108, gerando, desta forma
trés fragmentos quando digerido com as enzimas de restrigdo BamHI e EcoRI: o do vetor com
2567 pb, um fragmento com 545 pb e outro com 174 pb (Figura 1 B, amostra 5).
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Figura 1 - A. Esquema de construgdo do plasmideo bacteriano para expressdo de mPRL. B. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. [1] marcador de massa molecular em n°® de par de bases
(pb), (500 ng de Lambda DNA completamente digerido com EcoRI e HindIIl; [2] cassete de
expressdo, 110 ng do vetor APy digerido com Ndel ¢ BamHI, purificado e desfosforilado, fragmento
com 2567 pb; [3] plasmideo AP -DsbA-mPRL (240 ng) linearizado com a enzima BamHI, fragmento
com 3221 pb; [4] APL-DsbA-mPRL digerido com Ndel ¢ BamHI; [5] APL-DsbA-mPRL digerido com
EcoRI e BamHI; [6] 260 ng do inserto purificado do DNA correspondente ao DsbA-mPRL, fragmento
com 719 pb; [7] marcador de massa molecular em numero de par de bases (pb), "GeneRuler Ladder
100 pb" (500 ng).

Andlise de expressdo por HPLC de fase reversa

Confirmada a correta construgdo dos vetores, os mesmos foram utilizados para transformar
trés cepas de E. coli: a W3110, a RRI e a RB 791. A Figura 2 apresenta exemplos de analises,
incluindo a andlise de extrato periplasmico de uma cepa produtora de hPRL, assim como a
analise do padrao de referéncia de hPRL derivado de E. coli produzido em nosso laboratoério,
cuja area do pico principal do cromatograma serviu para calcular os valores de expressao dos
clones. A Tabela 1 apresenta os valores de expressdao obtidos pelas diferentes cepas. A cepa
RB791 por apresentar maiores niveis de expressdo e maior reprodutibilidade foi escolhida
para seguir nos estudos de fermentagao e purificagdo.
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Figura 2. Exemplos de cromatogramas das analises por RP-HPLC. A. Padrio de referéncia de hPRL
purificada derivada de E. coli. B, C e D extratos periplasmico das cepas W3110, RB791 e cepa RRI
transformadas com o plasmideo AP;-DsbA-mPRL, respectivamente.

Tabela 1. Expressdao de mPRL por trés cepas de E. coli avaliadas por RP-HPLC.

Cepa MPRL (ug/mL/Agsoonm) n (numero de analises)
RB791 0,613 £28,3 % 11
W3110 0,506 +£ 57,5 % 6

RRI* 0,235 + 68,5 % 3

* ndo foram consideradas 5 analises com expressao inferior a 0,05 pg/mL/Agoonm.

Purificagdo

A purificagdo da mPRL presente em 500 mL de extrato peripldsmico obtidos da
fermentagdo em biorreator da cepa RB791 foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa o
extrato peripldsmico dialisado para eliminar residuos de EDTA foi submetido a IMAC. O
perfil cromatografico obtido dessa purificagcdo ¢ apresentado na Figura 3. Na segunda etapa a
mPRL presente na fracao eluida com 3 mM de imidazol foi purificada por exclusdo molecular
utilizando a HPSEC como coluna preparativa apresentando quatro picos principais (Figura 4

A). Observamos que a mPRL estava presente no pico 4 apos a coleta e a analise por SDS-
PAGE (Figura 4 B).

Caracterizacao da mPRL purificada

A mPRL purificada (pico 4 da HPSEC) foi analisada por HPSEC e por RP-HPLC,
apresentando tempos de retencdo de 19,6 e 23,0 minutos respectivamente, como mostra a
Figura 5. A atividade biologica foi avaliada pelo ensaio de proliferagao celular com células
Nb2 (Figura 6). Na comparacao entre as duas curvas de proliferagdo, (amostra versus padrao
de hPRL WHO 97/714), a poténcia biologica para a mPRL recombinante produzida no IPEN
foi de 75,3 £ 2,6 Ul/mg.
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Figura 3. A. Perfil cromatografico obtido na primeira etapa de purificagdo mediante IMAC. A seta
indica a fragdo principal de mPRL obtida durante a elui¢do com 3mM de imidazol. B. SDS-PAGE e
Western Blotting da mPRL das fragdes obtidas durante a purificacdo: [1] marcador de massa
molecular ¢ hPRL, [2] coleta IMAC 1 mM, [3] coleta IMAC 3 mM tubo 12, [4] coleta IMAC 3 mM
tubo 13, [5] coleta IMAC 10 mM, [6] coleta IMAC 60 mM, [7] coleta IMAC 100 mM, [8] fluido
osmotico, [9] fluido osmético dialisado e [10] mPRL purificada.
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Figura 4. A. Cromatograma por HPSEC preparativa da fracao eluida com 3 mM de imidazol da
IMAC. B. SDS-PAGE analisando as fragdes coletas. [1] marcador de massa molecular, [2] hPRL, [3]
fluido osmético, [4] coleta HPSEC pico 1, [5] coleta HPSEC pico 2, [6] coleta HPSEC pico 3, [7]
coleta HPSEC pico 4 (fragdo principal de mPRL), [8] fluido osmético, [9] hPRL e [10] marcador de
massa molecular.
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Figura 5. Analise da prolactina de camundongo expresso no periplasma da cepa RB791 de E. coli
obtida apds as duas etapas de purificagdo. A. Analise por HPSEC e B. Analise por RP-HPLC.



1.54

e
Py 1.0—:
o) 1
NS ]
o 055
a
—— mPRL
] --a-- WHO
0.0+——rrr——— e ———rer
0.01 0.1 1 10

Concentracédo (ng/mL)

Figura 6. Curva dose-resposta com células Nb2. A poténcia da amostra de mPRL (e) foi determinada
(75,3 £2,6 IU/mg) utilizando o primeiro padrdo de hPRL recombinante da WHO 97/714 (57,2 IU/mg)
(71). Cada ponto da curva foi obtido com amostras em quadruplicatas.

CONCLUSOES

Os resultados de expressdo e caracterizacdo da prolactina de camundongo foram positivos.
A construgdo do vetor foi realizada com sucesso e os niveis de expressdo de mPRL foram
comparaveis aos obtidos em nosso laboratério com a cepa produtora de hPRL (Soares et al,
2008). A fermentacdo em biorreator e purificacdo seguindo protocolos padronizados para
hPRL também foram reprodutivos e permitiram obter mPRL com aproximadamente 95% de
pureza, conforme demonstrado nas andlises por HPSEC e SDS-PAGE. A mPRL apresentou
atividade imunoldgica, comprovada por analises por WB, em resposta cruzada com anticorpos
anti-hPRL, e confirmou também ser biologicamente ativa, apresentando uma forte atividade
proliferativa sobre as células Nb2 que sdo prolactino-dependentes. Portanto, foi obtida pela
primeira vez, a mPRL auténtica produzida no espaco periplasmico bacteriano.
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