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Introducao

A criopreservacao de seémen ainda representa um desafio significativo
para a reproducao de diversas espeécies de interesse zootécnico. Esta
dificuldade esta relacionada a diferencas naturais na crioresisténcia dos
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gametas masculinos, que podem responder de diferentes maneiras aos 13;212 . GRER T e § 4 _
efeitos desse processo. O plasma seminal, componente crucial do , oK Lol R R E e
ejaculado, desempenha funcoes essenciais na fertilidade animal e pode 5 3 350103 — *
influenciar o potencual de criotolerancia dos espermatozoides. Dentre = E;EE e g o DB : o
seus constituintes, destacam-se as proteinas, que desempenham um oo T T
papel fundamental na protegao espermatica contra os danos provocados Fig.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 14 % pés purificacio por
pelas variagcoes de temperatura no congelamento e descongelamento. Fig.2. Eletroforese em gel de cromatografia de afinidade do corpo de inclusdo. Canaleta 1:
Entre elas, a Binder of Sperm Protein 5 (BSPS) do plasma seminal de agarose 2 % contendo Os gi;ﬁaef;r3(“0'rii::,2;?;ig§eﬁaaz(;aF;fOE:L”aalzt‘:'tfdf?: Séeomdzulr;fvizagjaf
bovinos, tem se destacado como pOtenCiaI biomarcador de alta 22?3223;535_1 Pfrzngfzrrizgi :: canaleta 5.: ?ragéo 6; canalfta 6:' fracao 7; c.analgeta 7 fragégo 8
fertilidade. cepa de expressdo E. coli Arctic canaleta 8: fracdo 9; canaleta 9: fracdo 10; canaleta 10: fracdo 11.

Express (1 a 4). Bandas de 789 pb MM: Marcador molecular com intervalo de 14,4 a 130 kDa. A seta

s3o referentes aos clones 1 a 4 de indica as bandas de BSP5, com peso molecular esperado de

o o
0 bj et IVO pPET28a/BSP5-1 transformados. aproximadamente 21,07 kDa.

O objetivo deste trabalho foi produzir, expressar e purificar a proteina a5
recombinante BSP5 do plasma seminal de bovinos. v — i |
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Vetor pET-28a(+) e  Transformagdo PCR Teste de cepas PCR H y 0
Cepa DHSQ pOr Cthue mn 50 100 150 200 250 r.m-. 85¢
termico Fig.4. Purificacdo por cromatografia de afinidade do corpo de inclusdo ~ Fig.5. Eletroforese em gel de
de BSP5, com inicio do pico na fracdo 6 e final na fragao 15. poliacrilamida 14 %  pos

purificacdao do corpo de inclusao
de BSP5. FP: fracdes de pico
unidas de F7 a F15. A seta indica
a banda de BSP5.
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SDS-PAGE Qua ntificagéo Western Blotting

ﬁi As estrategias de clonagem, expressao e purificacao de BSP5 foram
eficientes, apresentando multiplos picos de eluicao, mas mantendo boa
estabilidade e pureza, reforcando a viabilidade da metodologia

Fig.1. O clone recombinante da proteina-alvo foi introduzido em E coli cepa DH5a por transformacao por d A t ~ firai btid d tei bi t
choque térmico, e a clonagem confirmada por PCR. Em seguida, foi realizado o teste de cepas, que incluia a empregada. As concentracoes tnais obtidas da proteina recombinante

BL21(DE3), SHuffle® T7 e Arctic Express, avaliadas por PCR. A cepa Arctic Express demonstrou ser a mais foram satisfatorias e promissoras.
promissora. Foram realizadas expressdes em pequena e larga escala, com identificacao da proteina por
eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e confirmacdao por imunodeteccao por

Western blotting. A concentracao da proteina recombinante pds expressao foi determinada pelo método de Apo i O Fi n a n CEi ro

Bradford. Posteriormente, foi realizada a purificacdo utilizando o sistema AKTA Start, por cromatografia de

afinidade por metal imobilizado (IMAC). A pureza da proteina foi avaliada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, a concentracao determinada pelo método Qubit, e a identidade confirmada por Western r\
blotting. w\\ o c
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