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1. INTRODUCAO

A eritropoetina (EPO) é o regulador primério da eritropoiese, a qual é um
horménio glicoprotéico produzido inicialmente no figado do feto e mais tarde nos rins
(Varlet-Marie et al., 2004).

A rHUEPO (eritropoetina humana recombinante) € aprovada para uso em
pessoas no tratamento de anemias associado com hemodiélise ou doenca renal
cronica, pacientes com cancer em quimioterapia e pacientes HIV em terapia com
AZT (Cathy et al.,, 2003). O risco de abuso da eritropoetina recombinante é
aumentado pelo fato de que pode ser obtida e administrada sem supervisdo meédica
(Sharpe et al., 2002). Em esportes de resisténcia, especula-se que a rhuEPO
passou a ser utilizada de forma rotineira como meio artificial de producdo de
glébulos vermelhos, devido a vantagem adicional da dificil deteccdo de sua
presenca na matriz biolégica através dos meétodos analiticos convencionais, além do
efetivo ganho no desempenho esportivo (Pascual et al., 2004; Guan et al., 2007). O
uso de rHUEPO para aumento de performance de atletas é ilegal, mas a pratica
presumivelmente continua ilicita (Ashenden et al., 2006).

Em cavalos de corrida, o aumento de desempenho promovido pela EPO é
obscurecido pelo risco da formagéo de anticorpos contra as moléculas administradas
e com possivel reacdo contra moléculas de EPO enddgena. Experimentalmente, o
gene que codifica a EPO vem sendo administrado no tratamento de anemias e de
doencas renais, uma vez que produz uma forma de horménio efetivamente
enddgena como uma ferramenta de terapia génica. (Lasne et al,2004).

O reflexo do uso da EPO sobre parametros reprodutivos in vivo ainda nao tem
sido descritos, por outro lado, estudos in vitro com cultivo de células tém
demonstrado que a eritropoetina estimula a esteroidogenese nas células de Leydig
desencadeando um aumento na producao de testosterona (Yamazaki et al., 2004).

Logo com um estudo utilizando modelos biologicos experimentais, busca-se a
compreensdo das consequéncias fisiolégicas da administracdo do gene da
eritropoetina.



2. MATERIAL E METODOS

Primers especificos para a amplificagdo do gene da eritropoetina foram
desenhados com o auxilio do programa Vector NTI 10 (Invitrogen®).

Dois animais foram anestesiados e eutanasiados para a coleta dos rins que
imediatamente foram armazenados em nitrogénio liquido para posterior extracdo de
RNA total que foi realizada com a utilizacéo do reagente TRIzol® (Invitrogen®, USA)
de acordo com instru¢des do fabricante. ApGs a extragdo o RNA total foi quantificado
com o fluorémetro Qubit™ (Invitrogen®, USA) para a posterior confeccdo do cDNA.
O cDNA foi sintetizado com o0 a enzima SuperScript 1II™ Reverse Transcriptase
(Invitrogen®, USA) de acordo com instru¢des do fabricante.

Para a confirmagdo da sintese foi realizada um reacdo de PCR para
amplificacdo do gene da beta-actina de coelho.

Com os primers construidos previamente foram realizadas rea¢cbes de PCR
para o isolamento da eritropoetina de coelho. As reacdes de PCR foram realizadas
com 40 ciclos de 94T por 1 min. 60C por 1 min. e 72T por 1 min., com
desnaturacao inicial de 15 min e extensao final de 10 minutos. O produto das
reacoes foi verificado em eletroforese em gel de agarose 1%.

O fragmento amplificado foi purificado usando kit GFX DNA (Amershan®). O
fragmento purificado foi clonado no vetor pTargeT contido no pTARGET™ Mamalian
Expression Vector System (Promega®, USA) segundo instrucdes do fabricante.

O produto da ligacéo foi usado para transformar E. coli TOP10. Um plasmidio
recombinante cujo inserto estava na orientacdo horaria foi selecionado e
denominado pTargeT/EPO . Este clone foi cultivado em um volume de 300 mL de LB
e submetido a extragcdo de DNA em larga escala usando o kit Perfectprep Plasmid
Maxi (Eppendorf®, Alemanha).
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Figura 1. Vetor comercial pTarget (Promega®) para clonagem e expressao em células eucaridticas

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers utilizados amplificaram a sequéncia alvo do tamanho esperado
(588pb). O gene foi clonado com sucesso no vetor de expressdo em eucariotos. Um
clone recombinante selecionado foi denominado pTargeT/EPO e cultivado em meio
liquido. Os vetores recombinantes foram extraidos em larga escala. Para verificar a



eficiéncia da extracdo plasmidial, bem como a concentracdo em que se encontravam
os plasmidios, submeteram-se as amostras, do DNA extraido a uma eletroforese em
gel de agarose e a quantificacdo com o fluorémetro Qubit™ (Invitrogen®, USA) onde
constatou-se a presenca de 755ug/ml de DNA. A confirmagdo da presenca da
sequéncia alvo e sua integridade serd realizada por sequenciamento.

Figura 2. Extrac@o em larga escala dos vetores recombinantes contendo o gene da eritropoetina de coelho. M =
marcador 1 Kb DNA plus ladder (Invitrogen® USA) e A = repeticdes de diferentes concentragbes do vetor
pTargeT/EPO.

4. CONCLUSOES

A clonagem do gene eritropoetina de coelho no plasmideo de expressdo em
eucariotos foi realizada com sucesso Este estudo atingiu o objetivo de gerar em
larga escala os vetores recombinantes denominados pTargeT/EPO. Estes vetores
serdo inoculados em coelhos para avaliar o efeito da sua administracdo na
espermatogénese e na eritropoiese.
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