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Clonagem e expressao das regioes
génicas codificadoras do peptidio
maduro dos hormé6nios BMP15
e GDF9 de clones bovinos

Os genes BMP15 e GDF9 codificam hormonios peptidicos que pertencem uma familia de reguladores
de crescimento e diferenciagdo (familia TGE-f). O GDF9 e BMP15 sio produzidos e secretados pelos
ovécitos, e atuam de forma pardcrina estimulando o crescimento e diferenciagao das células somiéticas dos
foliculos ovarianos. Esses hormdnios, assim como outros membros da familia TGF-f3, sdo transcritos como
pré-préproteinas compostas por um peptidio sinal, um grande pré-peptidio e a regiao madura. Apés a
remogao do peptidio sinal, o pré-peptidio passa por uma clivagem que o separa da regiao madura bioativa.
Recentemente demonstrou-se que, assim como nos demais membros da famfilia TGF-, a dimerizacio
dos pré-peptidios é necessdria para que a clivagem ocorra e os hormdnios sejam secretados. Entretanto,
BMP15 e GDF9 ndo apresentam a quarta cisteina, de um conjunto conservado de sete residuos de
cisteinas, relacionada a formagao de pontes disulfeto e responsaveis pela formacio de dimeros, presentes
nos demais membros da familia TGF-P. Evidencias tém demonstrado que GDF9 e BMP15 formam
homodimeros e heterodimeros entre si. O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar o peptideo maduro
dos hormdnios BMP15 e GDF9 a partir do DNA de bovinos. As sequéncias codificadoras do peptidios
maduros foram clonadas a partir de PCR do exon2 do DNA gendmico extraido do sangue dos clones
bovinos Vitéria (Simental) e Lenda (Holandesa) da EMBRAPA. O fragmento amplificado foi clonado
utilizando-se duas estratégias, o BMP15 foi inicialmente clonado no vetor pGEM-Teasy (Promega) e
posteriormente transferido para os vetores de expressio pRSET (Invitrogen) e pET21 (Novagen). O
GDF9 foi inserido diretamente no vetor pET21 por meio de sua amplificagdo com primers contendo
sitios de restri¢do desenhados para clonagem diretamente no vetor de expressio. Ambos peptideos
foram expressos na linhagem BL21 de E. coli, produzindo peptideos de aproximadamente 19kDa,
correspondente ao esperado para as proteinas de fusdo. Os peptideos expressos foram purificados a partir
de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e injetados em galinhas para produgdo de anticorpos. Também
foi observado o comportamento de ovoposi¢ao dos animais imunizados, jd que é esperado que haja uma
reacdo cruzada entre os anticorpos produzidos contra as proteinas bovinas e os hormdnios sintetizados
nos ovarios das galinhas imunizadas. Os anticorpos produzidos serdo empregados no estudo da expressao
dos hormdnios GDF9 e BMP15 em ovinos que sejam portadores de mutagdes (SNPs) nesses genes ¢
apresentem um fenétipo de ovulagdo muiltipla. H



