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RESUMO

MELLO, Sandra Regina. Clonagem do cDNA e sequenciamento parcial do gene
que codifica a enzima Glutamato Desidrogenase hepética de ovino. 2011. 52 f
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade do Estado de Santa

Catarina. Programa de Pé6s-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2011.

A enzima mitocondrial Glutamato Desidrogenase (GDH : EC 1.4.1.2) catalisa a
desaminacdo reversivel do L- glutamato para 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato)
usando o NAD* e NADP* como coenzimas . E uma enzima alostérica complexa que
consiste em seis subunidades idénticas sendo sua atividade influenciada tanto pelo
ADP, seu modelador positivo, como pelo GTP, seu modelador negativo. E uma das
mais importantes enzimas hepéticas encontradas em hepatocitos de bovinos, ovinos
e caprinos. Infecgbes por Fasciola spp ou intoxicagcdo grave aguda por toxinas de
plantas tais como Xanthium spp e Senecio spp e intoxicagao por cobre resultam na
liberacdo dessa enzima no sangue. O aumento da GDH indica danos ou necrose
hepéatica em bovinos e ovinos. Esta € a enzima de escolha para avaliar a funcéo
hepética dos ruminantes. No presente trabalho o cDNA que codifica a enzima GDH
do hepatécito de ovino foi sintetizado por meio de RT-PCR utilizando mRNA extraido
do figado de ovino. Parte da regido de codificacdo do cDNA da GDH de ovino foi
amplificada por PCR a partir de oligonucleotideos iniciadores sintetizados através da
comparacao das sequéncias alinhadas de Ovis aries com de Bos taurus, Homo
sapiens, Rattus norvegicus e Mus musculus disponiveis em banco de dados, onde
foram identificadas regifes bastante conservadas e regides variaveis. O cDNA foi
clonado no vetor pGEM® -T Easy Vector Systems e inserido em células competentes
de Escherichia coli DH10B através de choque térmico. O DNA plasmidial foi
purificado e apds o sequenciamento a presenca de um inserto de 1292 pb foi
confirmado. O alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos com outras

espécies revelou alta homologia entre as GDH.

Palavras-chave: Glutamato desidrogenase. Clonagem do cDNA. Sequenciamento.



ABSTRACT

MELLO, Sandra Regina. Cloning of the cDNA and partial sequencing of the gene
that codifies the sheep hepatic enzyme Glutamate Dehydrogenase. 2011. 51 f
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal). Universidade do Estado de Santa

Catarina. Programa de Pé6s-Graduacao em Ciéncia Animal, Lages, 2011.

The mitochondrial enzyme Glutamate Dehydrogenase (GDH: EC 1.4.1.2) catalyzes
the reversible deamination of the L-glutamate for 2-oxoglutarate (a-ketoglutarate)
using NAD* and NADP* as coenzymes. It is a complex allosteric enzyme that
consists of six identical subunits being its activity influenced by both, the ADP its
positive modulator, and by the GTP, its negative modulator.It is one of the most
important liver enzymes found in hepatocytes of cattle, sheep and goats. Infections
by Fasciola spp or severe acute intoxication by toxins of plants such as Xanthium
spp and Senecio spp as well as intoxication by copper result in the release of this
enzyme in blood. The increase of the GDH indicates damage or hepatic necrosis in
cattle and sheep. This is an enzyme of choice to evaluate the function of the
ruminants. In the present study the cDNA, that codifies the GDH enzyme of the
hepatocyte of sheep, was synthesized by means of the RT-PCR making use of
MRNA extracted from the liver of sheep. Part of the region where the cDNA of the
GDH of the ovine is codified was amplified by PCR from primers synthesized through
the comparison of the aligned sequences of Ovis aries with those of the Bos taurus,.
Homo sapiens, Rattus norvegicus and Mus musculus available in the database,
where highly conserved regions, as well as variable regions were identified.The
cDNA was cloned in the vector pGEM®-T Easy Vector Systems and inserted in
competent cells of the Escherichia coli DH10B by means heat shock. The plasmid
DNA was purified and after sequencing, the presence of an insert of 1292 pb was
confirmed. The alignment of the sequence deduced of amino acid with other species
revealed high homology among the GDH.

Key-words: Glutamate dehydrogenase. cDNA cloning. Sequencing.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ENZIMAS

Catalisadores em sistemas biologicos, as enzimas, sao dispositivos
moleculares que determinam padrdes em transformacdes quimicas e participam na
transformacao de um tipo de energia em outro. As enzimas aceleram a velocidade
das reacdes, diminuindo a energia livre de ativacdo das reacbes quimicas e
consequentemente facilitam a formacao do estado de transicédo. (BERG et al., 2008).

As enzimas em sua maioria sao proteinas. Somente algumas moléculas de
acidos ribonucléicos (RNA), conhecidas como as ribozimas, possuem atividade
enzimatica e entre essas, 0 RNA ribossomal que catalisa a formacdo de ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos (VOET et al., 2008)

As enzimas sdo extremamente especificas e possuem um grande poder
catalitico. A eficiéncia da catalise ocorre pela formagdo de um complexo enzima-
substrato (ES). Os substratos sédo ligados a uma regido especifica da enzima
denominada de centro ativo ou sitio ativo. O centro ativo € uma fenda tridimensional
formada por grupamentos de diferentes partes da sequéncia de aminoacidos que
participam na geragéo e na quebra de ligacbes (BERG et al., 2008).

Algumas enzimas catalisam reacdes em presenca de determinadas moléculas
denominadas de co-fatores i6nicos metalicos ou coenzimas organicas que
funcionam como co-substratos ligados de modo reversivel. Sdo exemplos de co-
substratos, os nucleotideos pirimidicos NAD* e NADP®. Outros co-fatores, como
grupos prostéticos estdo associados permanentemente as suas proteinas por meio
de ligagOes covalentes (VOET et al., 2008).

As coenzimas ndo podem ser sintetizadas pelas células animais, seus
precursores sado derivados das vitaminas. Atuam como transportadoras
intermediarias de grupos funcionais, atomos ou elétrons. Os nucleotideos pirimidicos
NAD" e NADP" sdo coenzimas das reacbes éxido-reducdo (desidrogenases). Nas

suas formas oxidadas (NAD" e NADP") sofrem reducéo reversivel devido a oxidacg&o
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do substrato e o nucleotideo oxidado recebe ion hidreto (H’) e transformando-os em
formas reduzidas, NADH e NADPH (DIAZ GONZALEZ, 2006).

Algumas das enzimas que participam do metabolismo séo reguladoras,
denominadas de alostéricas. S&o reguladas por modificacbes né&o-covalentes
(ligacdo de efetuadores alostéricos positivos ou negativos) e apresentam estruturas
oligoméricas, compostas de varias cadeias polipeptidicas cada uma com sitio ativo
(MARZZOCO e TORRES, 2007; DEVLIN, 2002). Em funcédo da acdo das enzimas
reguladoras, os sistemas enzimaticos sdo altamente organizados de forma a
produzir uma atuagdo harmoniosa das atividades metabdlicas, necessarias para
manter a vida (NELSON e COX, 2006).

1.2 APLICACOES CLINICAS DAS ENZIMAS

O estudo das enzimas tem imensa importancia pratica e clinica, pois em
condi¢bes anormais pode ocorrer a deficiéncia ou auséncia de uma ou mais enzimas
assim como outras condi¢cdes patoldgicas podem ser causadas pelo excesso de
atividade de uma enzima especifica (NELSON e COX, 2006). A maior parte das
enzimas € sintetizada e funciona intracelularmente, de forma que elas sao
encontradas em concentracdes mais altas no interior das células (DIAZ GONZALEZ
2006). Niveis baixos de enzimas normalmente aparecem no plasma, refletindo o
equilibrio entre a liberacdo das mesmas durante a renovacao celular normal e seu
catabolismo (KERR, 2003). Danos celulares, tais como leséo, ruptura ou necrose
das células pode levar a aumentos significativos da atividade das enzimas, o que
torna possivel inferir a localizagcdo e o grau do dano celular. Assim, em lesdes
tissulares severas ocorre a elevacdo da atividade de enzimas mitocondriais e em
lesGes menores aparece atividade de enzimas citoplasmaticas ou de membranas.
Em uma extensdo menor, a ocorréncia de proliferacdo celular também pode levar ao
aumento plasmatico das enzimas.

A utilidade diagnostica da mensuracdo das enzimas plasmaticas consiste no
fato de que as alteracdes na sua atividade podem fornecer indicadores sensiveis de
lesédo ou proliferagédo celular. Essas modificagfes auxiliam na deteccdo e as vezes
podem localizar a lesdo tecidual e monitorar o tratamento e a progressao da
patologia. (MOTTA, 2009).



15

1.3 FUNCAO HEPATICA

O figado € o maior 6rgéo interno, sendo complexo em estrutura, funcéo e
patologia (HENDRIX, 2005). O figado corresponde a 2- 5 % do peso corporal sendo
que as numerosas e variadas funcbes hepaticas sdo desempenhadas por dois tipos
celulares: o hepatdcito e a célula de Kupffer (LOPES et al., 2007).

As funcdes hepaticas incluem metabolismo de aminoacidos, carboidratos e
lipideos.

O figado desempenha papel essencial no metabolismo dos aminoacidos
presentes nas células animais. Os aminoacidos originam-se das proteinas exdgenas
e das proteinas enddgenas. O conjunto de aminoacidos € utilizado para sintese de
proteinas ou outras moléculas que contenham nitrogénio (MARZZOCO e TORRES,
2007). Muitos aminoécidos sao sintetizados por vias metabdlicas presentes somente
em plantas e em microrganismos. Os mamiferos obtém aminoacidos através da
dieta, chamados de aminoacidos essenciais. Os outros aminoacidos podem ser
sintetizados a partir de intermediarios comuns, sendo denominados aminoacidos
nao-essenciais (VOET et al., 2008). A primeira etapa na degradacdo dos
aminoacidos é a remogdo de a-amina a um a-cetoacido por reacdo de
transaminagdo que tém como coenzima o piridoxal fosfato. A amina a de muitos
aminodacidos é canalizada para o a-cetoglutarato, formando o glutamato que sofre a
desaminacdo oxidativa gerando um ion amonio. Parte deste ion € consumida na
biossintese de compostos nitrogenados e o0 excesso é convertido em uréia, pelo
ciclo da uréia nos animais ureotélicos (BERG et al., 2008). A formacdo de uréia nos
hepatocitos € o meio pelo qual o organismo excreta os produtos residuais
nitrogenados. A producao de a-cetoacidos é importante na sintese de lipidios a partir
de aminoacidos cetogénicos e na sintese de carboidratos de aminoéacidos
glicogénicos (LOPES et al., 2007). A cadeia carbdnica dos aminoacidos é oxidada
em piruvato, acetil-CoA ou um intermediario do ciclo do &cido citrico (BERG et al.,
2008).

No metabolismo de carboidratos, o figado remove dois ter¢cos da glicose do
sangue, que € absorvida e transformada em glicose 6-fosfato pela glicoquinase
especifica do figado. A maior parte a glicose 6-fosfato é convertida a glicogénio e
armazenada no figado, o excesso de glicose 6-fosfato, segue a via glicolitica e é

metabolizado em acetil CoA que é utilizada para formar acidos graxos, colesterol e
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sais biliares (BERG et al.,, 2008). A glicélise € uma sequéncia de reacdes
enzimaticas na qual uma molécula de glicose € convertida em moléculas de piruvato
com producdo concomitante de ATP (VOET et al., 2008). O figado pode produzir
glicose pela degradacdo das reservas de glicogénio e por executar a
gliconeogénese, sendo seus precursores o lactato e alanina a partir do musculo,
glicerol a partir do tecido adiposo e aminoacidos glicogénicos da alimentacao (BERG
et al., 2008).

O figado desempenha um papel central na regulacdo do metabolismo lipidico.
Os &cidos graxos derivados da dieta ou sintetizados pelo figado sdo esterificados ao
glicerol fosfato formando o triacilglicerol, sendo transportado ao tecido adiposo por
lipoproteinas. Os triacilglicerois sdo mobilizados pela acao hidrolitica de lipases sob
o controle hormonal do glucagon e adrenalina. Os acidos graxos sdo ativados a acil
CoA e transportados através da membrana mitocondrial interna pela carnitina e
degradadas na matriz mitocondrial por uma sequéncia de reacbes chamada de via
de B- oxidacdo (BERG et al., 2008). O acetil-CoA formado durante a (- oxidacéo
pode entrar no ciclo do acido citrico ou ser convertido em corpos cetdnicos. A
producdo e a exportacdo dos corpos cetbnicos para tecidos extra-hepaticos liberam
a coenzima A permitindo a oxidagdo dos acidos graxos (NELSON e COX, 2006). A
biossintese dos acidos graxos ocorre por processo inverso ao da B-oxidagdo, que
ocorre na mitocondria e a reacdo de biossintese ocorre no citossol (VOET et al.,
2008).

Sado funcbes também relacionadas aos hepatdcitos: a sintese de albumina,
colesterol, proteinas plasmaticas, fatores de coagulacéo, a digestdo e absor¢cédo de
nutrientes relacionados a formacéo de bile, a secrec¢do de bilirrubina ou bile e a
detoxificacdo de toxinas e o catabolismo de determinadas drogas (HENDRIX, 2005).

Os sistemas enziméaticos de detoxificacdo hepatica, como a citocromo P450,
atuam de forma répida e tém ampla especificidade, dando ao animal a capacidade
de suportar uma grande variedade de desafios causados por toxinas naturais e
sintéticas (SANTOS et al., 2008). O citocromo P450 constitui uma superfamilia de
heme-enzimas que ocorre praticamente em todos 0s organismos Vvivos que
detoxifica xenobiodticos, participa no metabolismo de drogas convertendo estes em
substancias soluveis em agua o que ajuda na excre¢do pelos rins (VOET et al.,
2008).
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1.3.1 Lesdes hepaticas e avaliacdo da funcdo hepatica

Uma doenca hepética pode ser definida como qualquer distdrbio que
acarrete uma lesdo dos hepatdcitos, uma colestase ou ambas, como por exemplo,
hipoxia, intoxicagdes, neoplasias, inflamacdes, distdrbios metabolicos, traumatismos
e obstrucao do ducto biliar intra ou extra-hepético (THRALL, 2007).

As doencas hepaticas podem ser primarias ou secundarias. Na doenca
primaria hepatica, as manifestacdes clinicas sdo causadas pelas lesdes no figado,
ao passo que no envolvimento secundério, podem-se incluir sinais clinicos néo-
relacionados as lesGes hepaticas. Na doenca hepatica aproximadamente trés
quartos do seu parénquima devem ser inativos, antes que os sinais de disfungéo
aparecam (RADOSTITS, 2002).

Na ovinocultura sdo importantes fatores de lesdo hepatica, a intoxicacao por

metais, por plantas toxicas e as doencas parasitarias.

1.3.1.1 Intoxicacao por cobre

O cobre € um mineral que é estocado no figado. Excesso de cobre na dieta
pode levar a um acumulo deste mineral, causando hepatotoxidade com lesdo ou
necrose dos hepatécitos (KERR, 2003). Os ovinos afetados demonstram
caracteristicas clinicas associadas com insuficiéncia hepética e a intoxicagdo por
cobre pode ser avaliada por métodos laboratoriais especificos (HEADLEY, 2008).
Riet-Correa et al.(1989) relatou que no Rio Grande do Sul foi observada a
intoxicag&o cronica por cobre em ovinos confinados e alimentados com ragdes que
apresentavam quantidades excessivas de cobre, geralmente mais que 15 mg/kg.

Segundo Avila et al.(2006), a intoxicacdo por cobre ocorre principalmente
guando os animais pastam em locais cujos vegetais e terrenos foram tratados com
sulfato de cobre ou pelo consumo de plantas retentoras de cobre (Heliotropum
europeu, Senecio spp., Echium plantagineum), ou drogas antiparasitarias ou

substancias que contém cobre usadas para erradicacéo de caracois.
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1.3.1.2 Plantas toxicas

Os principais fatores determinantes para indicar a frequéncia e ocorréncia dos
casos de intoxicacdo em animais entre eles os ovinos sdo: a palatabilidade,
disponibilidade da espécie toxica e a fome. As espécies pouco palataveis,
normalmente sdo ingeridas em condi¢cfes especiais, principalmente em periodos de
estiagem e de secas prolongadas em que algumas espécies permanecem verdes e
disponiveis no pasto (COSTA et al., 2009; BARBOSA et al., 2007). As plantas
toxicas de interesse pecuario sdo classificadas como as espécies que promovem,
sob condigdes naturais, intoxicagdes nos animais (BARBOSA et al., 2007) . E de
acordo com Tokarnia et al.(2000) é encontrada na natureza um grande numero de
espécies vegetais que contém principios ativos capazes de promover distarbios em
animais.

As principais plantas que apresentam toxinas hepéticas e que causam
intoxicacdo em ovinos sdo Xanthium spp e Senecio spp (PUGH, 2004).

O principio ativo de Xanthium é um (glicosideo triterpendide
carboxiatractilosideo (CAT) que atua inibindo o transporte de ADP e ATP através da
membrana da mitocondria e altera o processo de fosforilagcdo oxidativa, ocorrendo
reducdo na respiracdo celular, e reservas de ATP (MENDEZ, 2001). Santos et al.
(2008) destaca a presenca dos alcaloides pirrolizidinicos na planta Senecio spp e
provocam lesdes nas células hepéticas com inibicho da mitose, causando
megalocitose, necrose e reducdo no numero de hepatécitos, que sdo substituidos
por tecido fibroso.

llha et al.(2001) descreveu a ocorréncia de um surto de intoxicagao
espontanea por Senecio brasiliensis em ovinos no municipio de Mata, regido central
do Rio Grande do Sul, em meados de janeiro de 1997. O rebanho consistia de um
total de 94 ovinos, onde permaneceram durante 7 meses (de junho de 1996 a
janeiro de 1997) em piquetes de pastagem nativa onde havia uma grande
quantidade de S. brasiliensis, dos quais 51 (54,25%) animais adoeceram e 50
(53,2%) morreram.

Segundo Haraguchi (2003), “no Brasil, devido a caréncia de dados sobre a
frequéncia das causas de mortalidade em diversos Estados, € dificil estimar as

perdas por morte dos animais ocasionadas pelas plantas tdxicas”. Porém, dados
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obtidos do Laboratério Regional de Diagndstico da Universidade Federal de Pelotas
mostraram que, no Rio Grande do Sul, as mortes de ovinos por plantas toxicas
representaram 7,2% das mortes nesta espécie. E considerando que a mortalidade
de ovinos no estado € de 15% a 20% em uma populacdo de cinco milhdes de
ovinos, as mortes por plantas toxicas podem ser estimadas em 54.000 a 72.000
animais (RIET-CORREA et al., 2001).

1.3.1.3 Parasitoses

As parasitoses ovinas estao entre as principais preocupacdes dos produtores,
sendo apontadas como limitantes para o desenvolvimento dos sistemas de producao
e correspondendo a severos prejuizos (NETO, 2004).

Ramos (2006) destaca que as parasitoses que acometem 0S 0vinos sao
divididas em endoparasitoses e ectoparasitoses. As endoparasitoses Sao
representadas pelos helmintos pertencentes as classes nematoda, cestoda e
trematoda. Destaca-se a classe trematoda por tratar-se de uma verminose hepética
causada por um trematédeo da familia Fasciolidae (Fasciola hepatica). Este
trematddeo parasita os canais biliares de ovinos, bovinos, caprinos, suinos e outros
animais, inclusive o homem.

Segundo Echevarria (2004), a fasciolose é uma das doencas parasitarias de
maior importancia em animais de interesse econdomico no mundo. Sua importancia
se deve, principalmente, as perdas associadas com condenacfes de figados,
mortalidade, reducdo em producdo de carne, |a e leite, as infeccOes bacterianas
secundarias, a interferéncia com a fertilidade e aos custos com tratamentos anti-
helminticos.

O desenvolvimento da infeccdo por F. hepatica em bovinos raramente
provoca a morte destes, porém em ovinos a mortalidade pode atingir indices que
variam entre 15 e 20%. Justifica estes indices o fato dos bovinos desenvolverem
uma gradual resisténcia as infeccbes enquanto que 0s ovinos sao altamente
sensiveis (ECHEVARRIA, 2004, CUNHA et al.,2007).

No Brasil, a maior area enzootica esta situada no Sul e vem se expandindo
pela Regido Sudeste, principalmente o Vale do Rio Paraiba (SERRA-FREIRE et al.,
1995). Cunha et al. (2007) relata que a fasciolose ovina € prevalente no Rio Grande
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do Sul, acarretando perdas para os produtores, matadouros-frigorificos e para o
Estado.

O diagnostico de uma doenca hepatica com base em achados clinicos é
dificil, neste caso € necessario 0 uso de testes laboratoriais que abrange a
determinacdo da atividade sérica de enzimas que indicam a lesdo dos hepatdcitos
(THRALL, 2007). No entanto, os resultados e a interpretacdo de tais testes
dependem da natureza da lesdo e intensidade da doenca, além das variacdes entre
as espécies. Testes especificos que identifiquem a natureza exata da lesdo ndo sao
disponiveis e uma combinagéo de testes geralmente é necesséria para estabelecer
um diagnoéstico (RADOSTITS, 2002).

1.4 ENZIMAS HEPATO-ESPECIFICAS

A determinacdo dos niveis séricos das enzimas hepaticas € usada
comumente para a detec¢do e avaliagdo de doencas hepaticas. A interpretacao dos
valores elevados das enzimas no plasma depende, ndo somente do tecido e local de
origem, mas também da meia-vida da depuracdo da enzima. (RADOSTITS, 2002).

O aumento da atividade sérica pode decorrer do extravasamento celular de
enzimas presentes no citossol ou em organelas provocado por lesbes da membrana
celular ou de organelas. As lesdes podem ser tdo graves que ocasionam a morte
celular (necrose) ou uma lesdo que provoque somente 0 extravasamento das
enzimas (THRALL, 2007).

Segundo Hendrix (2005), as principais enzimas hepaticas associadas a danos
hepatocelulares nas diferentes espécies sdo: alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), sorbitol desidrogenase (SD) e glutamato
desidrogenase (GDH). As enzimas associadas a colestase (obstrucéo de duto biliar)
e defeito metabdlico em hepatdcitos sdo: gama glutamil transferase (GGT), fosfatase
alcalina (FA).

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima que esta presente no figado
e em menor concentracdo no rim e nos musculos. E considerada enzima hepato-
especifica para cades, gatos e primatas. Nos equinos, suinos e ruminantes a ALT
representa pouco valor de diagnostico devido a atividade sérica nestas espécies
apresentar-se diminuida (DIAZ GONZALEZ, 2006).
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A aspartato aminotransferase (AST) esta presente nos hepatdcitos, mas
também é encontrada em quantidade significativa em outros tecidos, nos eritrocitos,
musculos esquelético e cardiaco, rins e pancreas (HENDRIX, 2005). A analise desta
enzima geralmente é feito para diagnosticar doencas musculares, pois ela nao é
considerada uma enzima hepato-especifica (TRALL, 2007).

A sorbitol desidrogenase (SD) é especialmente (til para avaliar danos
hepaticos em grandes animais, como ovinos, caprinos, suinos, equinos e bovinos. O
nivel plasmatico de SD aumenta com danos ou necrose hepatocelular, portanto o
ensaio de SD pode ser usado em todas as espécies como teste diagnostico hepato-
especifico. A desvantagem da andlise desta enzima é a sua instabilidade no soro e
sua atividade diminuida depois de obtida a amostra (HENDRIX, 2005).

A glutamato desidrogenase (GDH) é uma enzima de extravasamento esta
presente em altas concentragdes no figado de caes, gatos, ruminantes e equinos e
em outros tecidos sua concentracdo é baixa (THRALL, 2007). A determinacdo da
atividade sérica da enzima glutamato desidrogenase (GDH) é indicada para avaliar
necrose hepatica em ovinos, caprinos e bovinos. Também pode estar elevada no
periodo do parto e associada a obstru¢cdes dos ductos biliares (SANTOS et al.,
2008). Os niveis plasmaticos das enzimas glutamato desidrogenase apresentam-se
aumentados entre 7-14 dias pos-infeccdo, pela destruicdo dos hepatdcitos
(MULLER, 2001).

Por isso é considerada a enzima hepato-especifica mais estavel no soro em
comparacao a sorbitol desidrogenase (KERR, 2003). Entretanto, a determinacdo da
atividade de GDH é dificil e o seu teste ndo € facilmente encontrado no comércio
(THRALL, 2007). Molina et al. (2006) relata a liberacdo de enzimas hepaticas, como
a glutamato desidrogenase em niveis elevados no caso de infec¢des por Fasciola
Spp em ovinos.

Raadsma et al. (2006) comenta no seu estudo que ocorrem alteracdes
bioquimicas no plasma quando comparou a resposta imune do hospedeiro em
relacdo ao parasita (Fasciola gigantica e Fasciola hepatica) em ovinos durante 10
semanas. A infeccdo por F. hepatica evolui mais rapidamente do que por F.
gigantica, resultando em aumento dos niveis plasmaticos de GDH, indicando maior
prejuizo para o paréngquima hepatico. Também observou que no plasma dos grupos
infectados por F. gigantica os niveis de GDH estavam elevados, comparando com

0s grupos nao infectados. Nos grupos infectados por F. hepatica encontrou niveis
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quatro vezes mais elevados de GDH em relacdo aos grupos infectados por F.

gigantica.

1.5 GLUTAMATO DESIDROGENASE

A enzima mitocondrial Glutamato Desidrogenase (GDH : EC 1.4.1.2) catalisa
a reacdo de desaminacdo reversivel do L- glutamato para 2-oxoglutarato (a-
cetoglutarato) usando o NAD* e NADP"* como coenzimas (FISHER,1985) (Fig.1).

GTP
: ADP
| |
| |
(EOO' : : C00"
: NADP) ¢ L NADPH+H® |
HN—-C—H ‘ (=0
| Q8 | :
CH‘Z + HZO CHQ + NH4
| elutamate dehydrogenase |
(|sz CH,
| |
000 00"
Glutamate a-Ketoglutarate

Figura 1 - Reacdo catalisada pela glutamato desidrogenase. Empregando o NAD* e NADP* como
cofatores e regulada alostericamente por GTP e ADP. Adaptado: Lehninger,1995.

O grupo amino da maioria dos aminoacidos € retirado por um processo que
consiste na transferéncia deste grupo para o a-cetoglutarato formando o glutamato,
e a cadeia carbdnica do aminoacido é convertida ao a-cetoacido. Esta reacdo é
catalisada por aminotransferases e ocorre no citosol dos hepatdcitos. O glutamato é
transportado para o interior da mitocondria onde seu grupo amino € removido
(NELSON E COX, 2006). A oxidacdo ocorre com a transferéncia de um ion hidrito a
partir do Cq (carbono alfa) do aminoéacido glutamato para o NAD(P)* e forma-se o a-
iminoglutarato que em seguida é hidrolisado a a-cetoglutarato e amoénia (VOET et
al., 2008). Esta reacdo € catalisada pela glutamato desidrogenase, uma enzima
mitocondrial encontrada principalmente no figado, um exemplo raro de enzima que
utiliza o NAD" e NADP™ como o receptor dos equivalentes redutores. A glutamato

desidrogenase € especifica para glutamato e ndo se conhecem desidrogenases
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analogas para qualquer outro aminoacido (MARZZOCO e TORRES, 2007). A
enzima glutamato desidrogenase € uma molécula que consiste em seis subunidades
idénticas e sua atividade é influenciada por um complexo de efetores alostéricos, 0
ADP, seu modelador positivo, como pelo GTP, seu modelador negativo. Quando o
hepatocito necessita de combustivel para o ciclo do acido citrico, aumenta a
atividade da glutamato desidrogenase, tornando o a-cetoglutarato disponivel para o
ciclo do acido citrico e liberando amoénia para excrecdo. Mas, sempre que o GTP se
acumula na mitocondria, como resultado de alta atividade do ciclo do acido citrico, a
desaminacao oxidativa é inibida (NELSON e COX, 2006).

O presente trabalho justifica-se para o conhecimento basico da sequéncia e
caracterizacdo do gene da enzima Glutamato Desidrogenase de ovinos visando
posteriormente resolver a estrutura tridimensional da proteina. Pretende-se utilizar o
anticorpo produzido contra a enzima como biomarcador no diagnéstico de leses
hepéticas em ovinos causadas por infecgBes parasitérias, por plantas hepatotoxicas

ou intoxicacao pelo cobre.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Obter a sequéncia do gene gdh de ovinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar a regido codificante da enzima glutamato desidrogenase
hepética de ovino;

e Sequenciar do gene gdh a partir do DNA plasmidial,

e Comparar a sequéncia de aminoacidos da GDH deduzida para avaliar a

homologia com a GDH de outras espécies.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica de

Hemoparasitas e Vetores do Centro Agroveterinario da UDESC.

3.1 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Foram coletados pequenos fragmentos de figado de ovino apds abate em
frigorifico. As amostras foram acondicionadas em criotubos e transportadas e
armazenadas em nitrogénio liquido para posterior extracdo do RNA. Todos os
materiais e solucdes foram preparados em condicbes RNase free. Os materiais
plasticos foram autoclavados e a vidraria cuidadosamente lavada com agua tratada
com Dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC) e posteriormente autoclavada. As solucdes
foram preparadas com agua Milli-Q previamente tratada com DEPC 0,1%, deixada
por uma noite a temperatura ambiente e em seguida autoclavada para esterilizacéo
e inativagdo do DEPC.

Para a extracdo de RNA total, um fragmento do figado de aproximadamente
100 mg de tecido foi homogeneizado vigorosamente com 1 mL do reagente Trizol®
(Invitrogen) e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a lise das
células, o RNA foi extraido com 200uL de cloroférmio sendo as amostras agitadas
por 15 segundos, incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e a seguir
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos. A fase aquosa resultante foi transferida
para um novo tubo e adicionado 500ul de isopropanol 98%, sendo a fase organica
desprezada. Ap6s 10 minutos as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
12.000 g, sendo entdo o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com 1ml de
etanol 75% e centrifugado a 7.500 g por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado e inverteu-se o tubo sobre papel absorvente por aproximadamente 10
minutos a temperatura ambiente para evaporagdo de todo etanol. O RNA foi eluido

em 100 pul de &gua ultrapura tratada com DEPC, livre de RNAse, e incubado a 55°C
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por 10 minutos. Os estoques de RNA foram mantidos a — 80°C.

3.2 QUANTIFICACAO DE RNA

A quantificacdo das amostras de RNA foi feita em espectrofotbmetro
(BioPhotometer - Eppendorf, Germany), observando-se a absorbancia a 260 e
280nm. A qualidade do RNA foi analisada com base na relagdo da absorbancia
260/280nm e na visualizacdo do RNA apos eletroforese em gel de agarose 1% em
TBE livre de RNAse.

3.3 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, segundo descrito por
Sambrook et al. (1989). Para a preparacdo de géis, a agarose foi adicionada ao
tampédo TBE 1X (Tris-HCI 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0), e a
mistura aquecida em forno micro-ondas até formar uma solugdo homogénea. A
solucao foi resfriada até aproximadamente 60°C e foi adicionada ao suporte para a
solidificagdo. As amostras foram diluidas em tampdo de amostra 6X (azul de
bromofenol a 0,25%; xilenocianol a 0,25% e glicerol a 30%) e aplicadas no gel. O
tampdao de corrida utilizado foi TBE e a separacao eletroforética foi feita sob tenséo
de 80 V até a separacdo dos corantes, e em seguida aumentada para 100 V por
cerca de 1 hora. A seguir o gel foi imerso em solucdo de brometo de etidio na
concentracdo de 0,5 pug/mL por meia hora sob agitacdo lenta, para permitir a

visualizacdo das bandas sob luz ultravioleta.

3.4 SINTESE DE cDNA

Para obtencdo do DNA complementar (cDNA) foi utilizada a técnica de RT-
PCR com o kit Proto Script® M-MuLV First Strand cDNA Synthesis ( BioLabs). Para
cada reacdo utilizou-se um tubo de microcentrifuga estéril. As reacbes de

transcricao reversa (RT) foram feitas seguindo o protocolo da Tabela 1.
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Tabela 1 - Componentes da reagdo de sintese de cDNA

Componentes Volume
RNA total 3uL
d(T)23 VN(50uM) 2uL
H,O nuclease-free 3 uL
Volume Total 8 uL

Esta reacédo foi incubada a 70°C por 15 minutos, centrifugada rapidamente e
colocada no gelo. Em seguida foram adicionados ao microtubo 10 yl de M-MuLV
Reaction Mix e 2 pl M-MuLV Enzyme Mix, obtendo um volume final de 20 pl.

Essa mistura foi incubada a 42°C por uma hora para que ocorresse a sintese
do cDNA e depois a 80°C por 5 minutos para inativacao da transcriptase. A reacao
final foi diluida em g.s.p 50uL com &agua livre de nuclease e armazenada a — 20°C

até o momento da amplificacdo do gene por PCR.

3.5 AMPLIFICACOES DO GENE gdh POR PCR

A regido de codificacdo do gene gdh de ovinos foi amplificada por PCR a
partir do cDNA obtido anteriormente, utilizando oligonucleotideos iniciadores

especificos (Tabela 2).

Tabela 2 - Oligonucleotideos senso e anti-senso utilizados nas rea¢des de PCR

Oligonucleotideos Sequéncias

F1 Sense 5 CCGCTT GTG GCCATGTAC CGC &
P1
R1 Anti —sense 5 TAC CTC CCT TGC AGG GCG TGC 3’

F2 Sense 5 GGA AGT CAT TGA GGG CTACCG 3
P2

R2 Anti—sense 5 CCT CCAAGATGCTYCCTTCATAZJ

F3 Sense 5 CCC AAAGGAACT GGAAGACTTC 3
P3

R3 Anti —sense 5 CTA TGT GAA GGT CAAC RCC AGC &
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Os oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados a partir do alinhamento
das sequéncias da gdh presente no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) de Ovis aries, Bos taurus, Homo sapiens, Rattus
norvegicus e Mus musculus, possibilitando a construcdo de trés conjuntos de
oligonucleotideos denominados de P1, P2 e P3 que foram utilizados na amplificacao
de parte do gene de interesse.

Foram otimizadas técnicas de PCR, e para cada reacdo utilizou-se o0s

reagentes presente na Tabela 3.

Tabela 3 - Componentes da Reag&do em Cadeia da Polimerase (PCR)

Componentes ML /Tubo Concentracgéo Final
Agua 11,2
Tampao 10x(Invitrogen) 2,0 1x
MgCI2 50mM(Invitrogen) 0,6 1,5mM
dNTPs 10mM 2,0 1,0mM
Oligonucleotideo Sense 1,0 10pmol
20 pmol/ pL
Oligonucleotideo Anti- 1,0 10pmol
Sense 20 pmol/ uL
Taq DNA pol U/uL 0,2 1,0U
(Invitrogen)
DNA 2,0
Volume final 20,0

Foram realizadas trés reacbes distintas, com a utlizacdo dos
oligonucleotideos P1, P2 e P3. A concentracao otima de MgCl, na mistura de reacao
foi estabelecida em experimentos utilizando concentragfes variaveis de MgCl, (1,5 -
3,5 mM).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com o0s seguintes parametros

para o termociclador Biocycler (Tabela 4).
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Tabela 4 - Programa da Reac¢&o em Cadeia da Polimerase (PCR).

Temperaturas Tempos
94°C 5 min
N
94°C 1 min
> .
580C 1 min 35 ciclos
72°C 1 min J
72°C 10 min
4°C 0

3.6 ANALISE DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos de amplificacéo obtidos pelas reacdes de PCR para os fragmentos
P1, P2 e P3 foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TBE 1X. , sob tensdo de 80 V a 100V por cerca de 1 hora e corados pelo brometo de
etidio (0,5 ug/mL) para confirmacédo dos tamanhos das bandas do DNA. Estas foram
determinadas por comparacdo de suas mobilidades com as dos marcadores de
tamanho molecular (Ladder 100pb - Ludwig Biotec), introduzido no gel no momento
da corrida. O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema video-imagem

(DNR Bio- Imaging Systems )

3.7 CLONAGEM DOS FRAGMENTOS DE DNA

3.7.1 Ligacéao no vetor

Os produtos de PCR correspondentes aos fragmentos P2 e P3 foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio e
visualizados com luz UV. ApGs a separacao eletroforética dos fragmentos de DNA, a
banda correspondente ao fragmento de interesse foi cortada do gel com um estilete
estéril e purificada com o uso do Kit QIAquick Gel Extraction® (Qiagen®), de acordo
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com as especificagcdes do fabricante. Apds essas etapas deu-se a reacao de ligacdo
dos fragmentos de DNA de interesse ao vetor pGEM®-T Easy (Figura 2),
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Figura 2 - Plasmideo pGEM-T Easy® (Promega). Mapa do vetor utilizado para clonagem dos
fragmentos de cDNA

Para as ligacdes dos fragmentos de DNA ao vetor, utilizou-se o kit pGem-T Easy

Vector System® (Promega) e empregou-se 0s seguintes reagentes (Tabela 5):

Tabela 5 - Componentes da ligacao dos fragmentos de DNA no Vetor.

Componentes Volume
Rapid Ligation Buffer 2x 5uL
Vetor pGEM-T Easy (50ng) 1uL
Inserto (produto de PCR purificado) 3 uL
T4 DNA ligase (1U) 1pL

Volume Total 10 pL
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As reacdes foram incubadas a 4°C por 18 horas.

3.7.2 Transformacéao de células competentes de Escherichia coli

Bactérias E. coli DH 10B previamente célcio-competentes (Sambrook et al.,
1989) foram utilizadas para a transformacédo. Aliquotas de 50 pL de células
competentes foram descongeladas em gelo e a elas adicionado 5 pL da solucéo de
reagdo de ligagdo de cada gene. As misturas foram mantidas em gelo por 30
minutos e em seguida submetidas a um choque térmico a 42°C por 45 segundos e
voltando para banho de gelo por 1,5 minutos. Em seguida foram adicionados 300 pL
de meio de cultura SOC ( triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCI
2,5 mM, MgCl, 10mM, MgSO,s 10 mM, glicose 20mM)em cada tubo e estes
incubados a 37°C por uma hora sob agitacdo de 120 rpm. ApoOs esse periodo, 200
uL de cada suspensdo foram plaqueadas em placas contendo meio LB-agar com
100 pg/mL de ampilicilina, Xgal e IPTG para selegao de colbnias azuis (n&o contém
inserto ligado ao vetor) ou coldnias brancas (contém o inserto ligado ao vetor). As

placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

3.7.3 Andlise por PCR das colbnias transformantes

A andlise das col6nias transformantes foi realizada por PCR, utilizando uma
colbénias branca de bactérias juntamente com os iniciadores especificos para o vetor
PGEM-T Easy®, pGEM-F (5 - ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA -3) e
EXCEL-R (5- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG AAT- 3%). Uma colbnia foi
adicionado a reacdo de PCR com auxilio de um palito estéril. As reacbes de
amplificacdo foram realizadas com o0s seguintes parametros para o termociclador

(Tabela 6):
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Tabela 6 - Programa da Rea¢&o em Cadeia da Polimerase (PCR).

Temperaturas Tempos
95°C 5 min
N
95°C 20 seg
> R ticA
550C 30 seg epeticdo de
35 ciclos
72°C 3 min J
72°C 5 min
4°C 0

O produto de PCR (10 yL de cada reacao) foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1% e as bandas visualizadas pela coloragdo de brometo de etidio
(0,5 pg/mL) sob luz ultravioleta, sendo que trés colonias de cada fragmento que
apresentaram sucesso na transformacdo foram selecionadas para a extracdo de
DNA plasmidial.

3.8 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL

Para as col6nias que apresentaram o inserto foi realizado a purificacdo do
DNA plasmidial utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Quiagen®), de acordo com as
especificacdes do fabricante. Uma colénia contendo o produto de amplificacao
referente ao gene de interesse foi utilizada como inéculo em 4 mLde meio LB
contendo ampilicilina (100 pg/ mL), sendo mantida sob agitacdo a 200 rpm, a 37°C
por 14 horas. 250uL do caldo foram transferidos para um microtubo com 750 uL de
glicerol 50% e armazenado em freezer — 80°C. Em seguida o restante da suspensao
bacteriana foi centrifugada a 4.000 xg , a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
removido e o precipitado de células bacterianas foi utilizado para a extragcdo do DNA
plasmidial. Para confirmar o procedimento foi realizado eletroforese em gel de
agarose a 1% com o produto de extracdo do plasmideo e as bandas visualizadas

pela coloragcéo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) sob luz ultravioleta.
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3.9 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento foi realizado em colaboragdo com o Laboratério de
Protozoologia da UFSC, através do equipamento MegaBace 1000® DNA Analysis
System® (GE/Amersham Biosciences®, Buckinghamshire). As reacbes de
sequenciamento dos clones foram preparadas a partir do DNA plasmidial e o Kit
DYEnamic® ET Dye Terminator (GE/Amersham Biosciences®, Buckinghamshire)
conforme especificacdes do fabricante. As reacdes foram realizadas na presenca de
5,0 pmol dos iniciadores pGEM-F e EXCEL-R e 800 ng de DNA plasmidial, nas

seguintes condi¢Bes térmicas (Tabela 7):

Tabela 7 - Programa da Reac¢&o de Sequenciamento.

Temperaturas Tempos
95°C 25 seg N
950C 15 seg
> .
550C 30 seg Repeticdo de
35 ciclos
60°C 80 seg J
4°C 0

Em seguida os produtos marcados foram precipitados com isopropanol 70% e
etanol absoluto para retirada dos nucleotideos e iniciadores néo incorporados. Os
produtos purificados foram entdo eletroinjetados a 2kV por 100 segundos e

eletroeluidos por 150 minutos a 7kV.
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3.9.1 Andlise da Qualidade das Sequéncias

As sequéncias foram submetidas a avaliagdo quanto ao tamanho e qualidade
pelos softwares utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org) sendo
consideradas somente as sequéncias com qualidade Phred>20.

A confirmacgéo da identidade dos fragmentos realizou-se utilizando o programa
BLAST (Basic Local Alignment Search, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e as
sequéncias dos clones obtidos para um mesmo gene foram alinhadas utilizando-se o

programa Clustal W para formacg&o de uma sequéncia consenso.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA EXTRACAO DE RNA TOTAL

O RNA total do figado de ovino, Ovis aries, foi extraido conforme item 3.1,
apresentando um padréo esperado quando da sua analise em gel de agarose a 1%,
isto é, a presenca de duas bandas correspondente ao RNA robossomal 28S e 18S e
uma “nuvem” correspondente ao RNA mensageiro (Figura 3). A banda 28S rRNA
aparece mais abundante que a banda 18S rRNA, indicando assim que pouca ou

nenhuma degradacdo do RNA ocorreu durante a extracao.

28S rRNA

18S rRNA

Figura 3 - Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% do RNA total. Presenca das bandas 28S e
18S rRNA.

4.2 ANALISE DA SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR POR PCR
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As reacdes de RT-PCR foram realizadas a partir do RNA total extraido de
fragmento de figado de ovino. Para a obtencdo dos fragmentos P1, P2 e P3
utilizaram-se iniciadores especificos que foram definidos com auxilio do programa
Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/tools/msal/clustalw2/), através do alinhamento de
sequéncias do gene gdh de varias espécies de animais. Para a construcdo dos
iniciadores especificos utilizou-se 0 programa Primer 3
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)  verificou-se  a
viabilidade destes iniciadores relacionando a porcentagem de C/G, temperatura de
anelamento( Tm ) e auséncia de auto complementariedade.

Com a sequéncia de Ovis aries (GeneBank- acesso numero AY102935)
presente no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information),
foi realizado o alinhamento mdaltiplo com as sequéncias de gdh de Bos taurus
(GeneBank-NM182652), Homo sapiens (GeneBank-M20867), Rattus norvegicus
(GeneBank-X14044) e Mus musculus (GeneBank-BC057347) (Figura 4). Pela
analise verificou-se a ocorréncia de regibes bastante conservadas e regifes
variaveis, o que possibilitou a construcdo de trés conjuntos de oligonucleotideos

denominados de P1, P2 e P3 e que foram utilizados na amplificacdo do gene de

Interesse.

bos 000 oo
homo GGGCAACCCGCGCGGGACCCTTCCTCCCTAGTCGCGGGGAGTCTGAGAAAGCGCGCCTGT 60
Ovis = s e e e e
rattus === -—-——---—--—-—"""""""""""—"—""—"—"—"——- GTCCAGGCCTGCAAGCTCTGATCTTCTGTG 30
mus 00 mmmmmm—————————————— GCTCCCCGCGGTCCAGGCCTGCGAGCTCCGGTCTTTACAG 40
bos Fl - mmm e CCGCTTGTGGCCATGTACCGCTACCTGGGCGAAGC 35
homo TTCGCGACCATCACGCACCTCCCCTCCGCTTGTGGCCATGTACCGCTACCTGGGCGAAGC 120
Ovis = mmm e
rattus CTCCCGCCGCTCTCGCCTCAGCCCGCCGCC—=—===—— ATGTACCGCCGTCTGGGCGAAGT 83
mus CTCCCGCCGCACTCGCCTCAGCCCGCCGCC-GCCGCCATGTACCGCCGTCTGGGCGAAGC 99
bos GCTGTTGCTGTCCCGGGCCGGGCCCGCTGCCCTGGGCTCGGCGTCCGCCGACTCGGCCGL 95
homo GCTGTTGCTGTCCCGGGCCGGGCCCGCTGCCCTGGGCTCGGCGTCCGCCGACTCGGCCGLC 180
Ovis = mmm e
rattus GCTGCTACTGTCCCGCGCCGGGCCCGCTGCCCTGGGCTCTGCGGCTGCAGACTCAGCCGC 143
mus GCTGCTGCTGTCCCGCGCCGGGCCCGCTGCCCTGGGCTCTGCGGCTGCAGACTCAGCCGC 159
bos GTTGCTGGGCTGGGCCCGGGGACAGCCCGCCGCCGCCCCGCAGCCGGGGCTTGTGCCACC 155
homo GTTGCTGGGCTGGGCCCGGGGACAGCCCGCCGCCGCCCCGCAGCCGGGGCTGGCATTGGC 240
Ovis = mmm e
rattus ACTGCTGGGCTGGGCTCGCGGACAACCCTCTGCTGTCCCGCAACCCGGGCTCACGCCGGT 203
mus GCTGCTGGGCTGGGCCCGCGGACAGCCCTCCGCCGCCCCGCAACCCGGGCTCACGCCGGT 219

Figura 4 - Alinhamento usando Clustal W de sequéncias do gene gdh de vérias espécies de animais.
As sequéncias realcadas correspondem a localizacdo dos iniciadores desenhados. O *
representam regifes de similaridade entre os nucleotideos.
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CGCTCGGCGACACTACAGCGAGGCGGCGGCCGACCGCGAGGACGACCCCAACTTCTTCAA
CGCCCGGCGCCACTACAGCGAGGCGGTGGCCGACCGCGAGGACGACCCCAACTTCTTCAA

CGCCAGGCGCCACTACAGCGAAGCGGCCACCGACCGCGAAGACGACCCCAACTTCTTCAA
CGCCCGACGCCACTACAGCGAAGCGGCCGCCGACCGCGAAGACGACCCCAACTTCTTCAA

* Kk Kok K

GATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGCGGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGA
GATGGTGGAGGGCTTCTTCGATCGCGGCGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGA
GATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGCGGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGA
GATGGTGGAGGGCTTCTTCGACCGCGGCGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAAGA
GATGGTGGAGGGCTTCTTCGACCGCGGCGCCAGCATCGTAGAGGACAAGCTGGTGGAAGA

hkkkkkhkhkhkhkhkhkk *k Khhkkhkkhk hhkkkhhkhhkkhhkh hhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkkh **

CCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAGCAGAAGCGGAACCGGGTGCGTAGCATCTTGCGGAT
CCTGAGGACCCGGGAGAGCGAGGAGCAGAAGCGGAACCGGGTGCGCGGCATCCTGCGGAT
CCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAGCAGAAGCGGAACCGGGTGCGTGGCATCCTGCGGAT
CCTGAAGACCCGGGAGAACGAGGAGCAGAAGCGGAACCGAGTGCGCGGCATCCTGCGGAT
CCTGAAGACCCGGGAGAGCGAGGAGCAGAAGCGGAACCGGGTGCGCGGCATCCTGAGGAT

kkk ok kkkkkkkkkkk hkkkkkhkhkkkhkkhkkhkkhkkk Kkkkkk kkkKkk kK Khkkk

CATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTGAGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTC
CATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTGAGTCTCTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTC
CATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTGAGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTC
CATCAAGCCTTGCAACCATGTGTTGAGCCTCTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTC
CATCAAGCCCTGCAACCATGTGTTGAGCCTCTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTC

hkkkkkkkk hkhkkhkkhkhkhkk kkkk *k khkkhkkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkk

CTGGGAAGTCATCGAGGGCTACCGGGCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGG
CTGGGAGGTCATCGAAGGCTACCGGGCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGG
CTGGGAAGTCATTGAGGGCTACCGGGCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGG
CTGGGAGGTCATCGAAGGCTACCGGGCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGG
CTGGGAGGTCATCGAAGGCTACCGGGCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGG

hkkkkk khkkkk Kk hkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk

AGGTATCCGTTACAGCACTGATGTGAGTGTAGATGAAGTAAAAGCTCTGGCTTCTCTGAT
AGGTATCCGTTACAGCACTGATGTGAGTGTAGATGAAGTAAAAGCTTTGGCTTCTCTGAT
AGGTATCCGTTACAGCACCGATGTGAGTGTAGACGAAGTTAAAGCTCTGGCTTCTCTGAT
AGGTATCCGGTACAGCACTGACGTGAGTGTGGATGAGGTGAAGGCGCTGGCGTCCCTAAT
AGGTATCCGTTACAGCACTGACGTGAGTGTGGATGAAGTAAAAGCACTGGCTTCCTTAAT

KhkKhkKhkKKhK KhkKhkKhkk*k **k KhkKkKkhkk* **k K% **k K% K% KK KK KK * Kk

GACATATAAGTGTGCAGTGGTTGATGTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTGAAGAT
GACATACAAGTGTGCAGTGGTTGATGTGCCGTTTGGGGGTGCTAAAGCTGGTGTTAAGAT
GACGTATAAGTGTGCAGTGGTTGATGTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTTAAGAT
GACCTACAAGTGTGCAGTGGTTGATGTGCCATTTGGAGGTGCTAAAGCAGGCGTTAAGAT
GACATACAAGTGCGCTGTGGTCGATGTACCGTTTGGAGGTGCTAAAGCAGGCGTTAAGAT

Khkk Kk Kkkkkk kK Khkkkhkk Khkkkk Kk Khkkhkkk Khhkhkkk Kkkhkkk Kk*k Kk hEkkkk

CAATCCCAAGAACTACACTGATAATGAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGA
CAATCCCAAGAACTATACTGATAATGAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGA
CAATCCCAAGAACTATACTGATAACGAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGA
CAATCCCAAGAACTATACAGATAATGAATTAGAAAAGATTACACGAAGATTCACCATGGA
CAACCCCAAGAACTATACAGATAATGAATTAGAAAAAATTACACGGAGGTTCACTATGGA

kkk kkkkkkkkkkk kk kkkkk kkkkk kkkkk Kk Kkkk Kk Kkk kkkkk kkkkk

GCTGGCCAAGAAGGGCTTTATTGGCCCTGGCGTCGATGTGCCCGCCCCCGACATGAGCAC
GCTAGCAAAAAAGGGCTTTATTGGTCCTGGCATTGATGTGCCTGCTCCAGACATGAGCAC
GCTGGCAAAGAAGGGCT - === ===~ ===~ - —— - ——— e — -
GCTGGCAAAGAAGGGTTTTATTGGTCCTGGCATTGATGTGCCTGCCCCAGACATGAGCAC
GCTGGCCAAGAAGGGTTTTATTGGTCCTGGCATTGATGTGCCTGCCCCAGACATGAGCAC

*kk kKk Kk kkkkk Kk

CGGCGAGCGGGAGATGTCNTGGATCGCCGACACCTACGCCAGCACCATAGGACACTATGA
AGGTGAGCGGGAGATGTCCTGGATCGCTGATACCTATGCCAGCACCATAGGGCACTATGA
GGGCGAGCGGGAGATGTCCTGGATCGCTGACACCTATGCCAGCACCATAGGGCACTATGA
GGGTGAGCGGGAGATGTCCTGGATCGCTGACACCTATGCCAGCACCATAGGGCACTATGA

TATTAATGCCCACGCCTGTGTTACTGGTAAGCCCATCAGTCAGGGGGGAATTCATGGACG
TATTAATGCACACGCCTGTGTTACTGGTAAACCCATCAGCCAAGGGGGAATCCATGGACG
TATCAATGCACACGCCTGTGTCACTGGTAAACCCATCAGCCAAGGAGGCATCCACGGACG
TATCAATGCGCATGCCTGTGTTACTGGGAAACCCATCAGTCAAGGAGGCATCCACGGGCG
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Figura 4 - Continuacao
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CATCTCTGCTACTGGCCGTGGTGTCTTCCATGGGATTGAAAATTTCATCAATGAGGCTTC
CATCTCTGCTACTGGCCGTGGTGTCTTCCATGGGATTGAAAATTTCATCAATGAAGCTTC
CATCTCCGCTACTGGCCGGGGTGTTTTTCATGGGATTGAGAACTTCATCAATGAAGCTTC
CATCTCCGCTACTGGCCGGGGTGTCTTCCATGGAATTGAAAACTTCATCAATGAGGCTTC

TTACATGAGCATTTTAGGAATGACACCAGGGTTTGGAGATAAAACATTTGTTGTTCAGGG
TTACATGAGCATTTTAGGAATGACACCAGGGTTTGGAGATAAAACATTTGTTGTTCAGGG
CTACATGAGCATCTTAGGGATGACCCCGGGGCTTGGCGATAAGACGTTTGTTGTTCAGGG
TTACATGAGCATTTTAGGAATGACACCAGGCTTTGGCGATAAGACATTTGTTGTTCAGGG

ATTTGGTAATGTGGGCCTACACTCTATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTAT
ATTTGGTAATGTGGGCCTACACTCTATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTAT
ATTTGGTAATGTGGGCCTGCACTCTATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAGTGTGT
ATTTGGTAATGTGGGCCTGCACTCTATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTGT

TGCTGTTGGTGAGTCTGATGGGAGTATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACT
TGCTGTTGGTGAGTCTGATGGGAGTATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACT
TGGTGTTGGAGAATCTGATGGGAGTATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAAGAACT
TGGTGTTGGAGAGTCTGATGGGAGTATATGGAATCCGGATGGGATTGACCCAAAAGAACT

GGAAGACTTCAAATTGCAACATGGAACAATCCTGGGCTTTCCCAAAGCAAAGATCTATGA
GGAAGACTTCAAATTGCAACATGGGTCCATTCTGGGCTTCCCCAAGGCAAAGCCCTATGA
GGAAGATTTCAAGTTGCAACATGGATCAATTCTGGGCTTCCCCAAAGCCAAGGTCTATGA
GGAAGACTTCAAGTTGCAACATGGATCAATTCTGGGCTTCCCCAAAGCCAAGGTCTATGA

AGGGAGCATCTTGGAGGTTGACTGTGACATACTAATCCCTGCTGCCAGCGAGAAGCAGCT
AGGAAGCATCTTGGAGGCCGACTGTGACATACTGATCCCAGCTGCCAGTGAGAAGCAGTT
AGGAAGCATCTTGGAGGCTGACTGCGACATTTTAATTCCTGCAGCCAGCGAGAAGCAGTT
AGGAAGCATCTTGGAGGCTGACTGTGACATTCTGATTCCTGCTGCCAGCGAGAAGCAGTT

GCCCAAGTCCAATGCACCCCGAGTCAAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAACGGACC
GACCAAATCCAACGCACCCAGAGTCAAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAATGGGCC
GACCAAATCCAATGCACCCAGAGTCAAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGAGCCAATGGCCC
GACCAAATCCAATGCACCCAGAGTCAAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAATGGGCC

GACAACTCCAGAAGCTGATAAGATTTTCCTAGAGAGGAACATTATGGTTATTCCAGATCT
AACAACTCCAGAAGCTGACAAGATCTTCCTGGAGAGAAACATTATGGTTATTCCAGATCT
AACCACTCCAGAGGCCGATAAGATTTTCCTAGAAAGAAACATCATGGTTATTCCAGATCT
AACCACTCCAGAGGCTGATAAGATTTTCCTGGAAAGAAACATCATGGTTATTCCCGATCT

CTACCTGAATGCTGGAGGAGTGACAGTGTCTTACTTTGAGTGGCTGAATAATCTAAATCA
CTACTTGAATGCTGGAGGAGTGACAGTATCTTACTTTGAGTGGCTGAAGAATCTAAATCA
CTACCTGAATGCTGGAGGAGTGACAGTATCTTACTTTGAGTGGCTAAAGAATCTAAATCA
CTACTTAAATGCTGGAGGAGTAACAGTGTCTTACTTTGAGTGGCTAAAGAATCTAAATCA

TGTCAGCTACGGTCGTTTGACCTTCAAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTTAT
TGTCAGCTATGGCCGTTTGACCTTCAAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTCAT
CGTCAGCTATGGCCGATTGACCTTCAAATATGAAAGGGACTCGAACTACCACTTGCTCAT
TGTCAGCTACGGCCGATTGACCTTCAAATATGAAAGGGACTCTAACTACCACTTGCTCAT

GTCTGTTCAAGAGAGTTTGGAAAGGAAATTTGGAAAACATGGTGGAACTATTCCCATTGT
GTCTGTTCAAGAGAGTTTAGAAAGAAAATTTGGAAAGCATGGTGGAACTATTCCCATTGT
GTCCGTTCAAGAGAGTTTAGAGAGAAAGTTTGGAAAGCACGGCGGGACTATCCCTGTGGT
GTCTGTTCAAGAGAGTTTAGAGAGAAAGTTTGGAAAGCATGGTGGAACTATTCCTGTGGT
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ACCCACAGCAGAGTTCCAAGACAGGATATCGGGTGCCTCTGAGAAAGACATCGTGCACTC
ACCCACGGCAGAGTTCCAAGACAGGATATCGGGTGCATCTGAGAAAGACATCGTGCACTC
CCCCACAGCAGAGTTCCAGGACAGAATATCGGGTGCATCTGAGAAAGACATCGTGCACTC
CCCCACAGCAGAGTTCCAGGACAGGATATCGGGTGCATCTGAGAAAGACATTGTGCACTC

TGGTTTAGCTTACACCATGGAGCGCTCTGCCAGGCAAATCATGCGCACGGCCATGAAGTA
TGGCTTGGCATACACAATGGAGCGTTCTGCCAGGCAAATTATGCGCACAGCCATGAAGTA
TGGCTTGGCCTACACAATGGAGCGATCTGCCAGGCAAATTATGCGCACAGCCATGAAGTA
TGGCTTGGCCTACACAATGGAGAGATCTGCCAGGCAAATTATGCGCACAGCCATGAAGTA

TAACCTGGGGCTGGACCTGAGAACGGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAGGTCTTCAG
TAACCTGGGATTGGACCTGAGAACAGCTGCCTATGTTAATGCCATTGAGAAAGTCTTCAA
TAACCTGGGATTGGACCTGAGAACAGCTGCCTACGTCAATGCCATTGAGAAAGTCTTCAA
TAACCTGGGATTGGACCTGAGAACAGCTGCCTATGTCAATGCTATCGAGAAAGTCTTCAA

GGTGTACAACGAGGCTGGCGTGACCTTCACATAG-—————————————————————————
AGTGTACAATGAAGCTGGTGTGACCTTCACATAGATGGATCATGGCTGACTTCCTCACTA
GGTGTACAATGAGGCTGGCGTGACCTTCACATAGACAGGTCACAGCTGACTTCTTTACCA
GGTGTACAATGAAGCTGGTGTGACCTTCACATAGACAGCTCACAGCCGACTTCTTTACCA
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Figura 4 - Concluséo

A analise obtida do produto da amplificacdo para o gene gdh por PCR foi

resolvida por eletroforese em gel de agarose 1% e correspondeu ao tamanho de

aproximadamente de 734 pb para o fragmento P2 e 646 pb para o fragmento P3

(figura 5).

M P3 P2 P1

734pb

500pb —» 646pb

Figura 5 - Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificacdo do gene gdh de
figado de ovino com iniciadores especificos (P1, P2 e P3). M-marcador de tamanho
molecular (Ladder 100pb ).
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Para a amplificacdo do fragmento P1, foram realizadas varias reacdes de
PCR utilizando concentracdes variaveis de MgCl, (1,5 a 3,5 mM) e diferentes
temperaturas de anelamento (56,58,59,61,65°C), mas nado foi possivel obter o
produto da amplificacdo que deveria apresentar um tamanho de 509 pb. Este fato
permite inferir que talvez a sequéncia de nucleotideos que corresponda ao
fragmento P1 ndo esteja presente no gene do ovino ou que ndo tenhamos

conseguido otimizar a técnica de PCR.
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4.3 ANALISE DE COLONIAS TRANSFORMANTES POR PCR

As bandas correspondente aos fragmentos de interesse (P2 e P3) foram
recortadas do gel, purificadas com o Kit QIAquick Gel Extraction® (Qiagen®) e em
seguida clonadas com o kit pGem®-T Easy Vector System (Promega®). As células
transformadas foram selecionadas, e utilizando uma coldnia branca de bactéria, com
os iniciadores especificos para o vetor pGEM®-T Easy adicionadas a reacéo de
PCR. O produto da amplificacédo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
e as banda visualizadas pelo brometo de etidio.

Na Figura 6 observa-se o resultado obtido apds reacdo de PCR realizada a
partir de colbnia selecionada proveniente da clonagem. Nota-se um fragmento de
aproximadamente 934pb(P2) que indica a presenca do inserto no plasmidio e o

fragmento de 200pb que estd relacionado a auséncia do inserto de interesse e
corresponde a amplificacao da regido flanqueadora do plasmideo.

M C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8

2000

1500
934 pb

1000

500
200 pb

Figura 6 - Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagdo dos clones
transformantes. M-marcador de tamanho molecular (Ladder 100pb), C6 representa o
plasmidio sem o inserto. C1 a C5 e C7 e C8 representam o fragmento P2 de 934 pb
inserido no plasmidio.
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Na figura 7 observa-se o fragmento P3 de aproximadamente 846 pb com o
inserto inserido no plasmidio e o fragmento de 200 pb que corresponde a

amplificacéo da regido flanqueadora do plasmidio.

2000
1500
1000 846 pb
500
200 pb

Figura 7 - Analise por eletroforese em gel de agarose 1%.do produto de amplificacdo dos clones
transformantes. M-marcador de tamanho molecular (Ladder 100pb), C1 representa o
plasmidio sem o inserto. C2 representa o fragmento P3 de 846 pb inserido no plasmidio.

4.4 SEQUENCIAMENTO DO DNA PLASMIDIAL

Trés clones de cada fragmento que apresentaram sucesso na transformacao
foram selecionados para a extracdo de DNA plasmidial e posterior sequenciamento.

Foi obtida uma sequéncia de nucleotideos correspondente ao fragmento P2
com 734 pb e P3 com 648 pb. A sequéncia dos fragmentos P2 e P3 foram unidas,
sendo a parte sobreposta entre os dois fragmentos retirada. Portanto, obteve-se um
fragmento de 1292 pb.

Timmerman et al., (2003) descreve uma sequéncia de nucleotideos parcial

de 443 pb. Desta sequéncia, os 189 pb iniciais foram acrescentados aos 1292 pb
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obtendo uma sequéncia parcial de nucleotideos 1481 pb. Esta sequéncia tem um
tamanho proximo da sequéncia de bovinos que apresenta 1689 pb, conforme
descrito na figura 8.

E importante destacar que neste trabalho foi obtida uma sequéncia de 1292
pb, e destes, 1038 pb correspondem a nova sequéncia determinada, que apresenta
tamanho maior que a descrita por Timmerman (2003).

gi|32880220 CCGCTTGTGGCCATGTACCGCTACCTGGGCGAAGCGCTGTTGCTGTCCCGGGCCGGGLCCC 60
Seq.ovino 00000 @ —mmm e
gi|32880220 GCTGCCCTGGGCTCGGCGTCCGCCGACTCGGCCGCGTTGCTGGGCTGGGCCCGGGGACAG 120
Seg.0ovVino 0000 m e
gi|32880220 CCCGCCGCCGCCCCGCAGCCGGGGCTTGTGCCACCCGCTCGGCGACACTACAGCGAGGCG 180
seg.ovino =000 —mm e e e
gi|32880220 GCGGCCGACCGCGAGGACGACCCCAACTTCTTCAAGATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGC 240
seg.ovino = @o——mmmmmmm—m————— o CTTCAAGATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGC 31
KKK KA KA AR AR A AR A A AR AR AR A AR AR A A,k K
gi|32880220 GGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGACCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAG 300
seqg.ovino GGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGACCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAG 91
KKK KA A A A A AR A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A KA A A A A A A A A AR A AR AR AR KA KA KKK
gi|32880220 CAGAAGCGGAACCGGGTGCGTAGCATCTTGCGGATCATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTG 360
seq.ovino CAGAAGCGGAACCGGGTGCGTGGCATCCTGCGGATCATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTG 151
*********************'***** KA K KKK KA KA A A KA A KA A KA A A AR A A AR AKX KA KA XA KA KKK
gi|32880220 AGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTCCTGGGAAGTCATCGAGGGCTACCGG 420
seg.ovino AGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTCCTGGGAAGTCATTGAGGGCTACCGG 211
KA KKK AR KA KA A KA A A A KA A A A A A A A A A A A A A A AA A A A A AR KA A AR AAAAAKXN AXAXAXAXAXAKA KA XA KKK
gi|32880220 GCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGGAGGTATCCGTTACAGCACTGATGTG 480
seg.ovino GCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGGAGGTATCCGTTACAGCACCGATGTG 271
KKK KA KA KA A A KA A A A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR AR AN AN AKX A AKX KK
gi|32880220 AGTGTAGATGAAGTAAAAGCTCTGGCTTCTCTGATGACATATAAGTGTGCAGTGGTTGAT 540
seqg.ovino AGTGTAGACGAAGTTAAAGCTCTGGCTTCTCTGATGACGTATAAGTGTGCAGTGGTTGAT 331
KKK KK KKK *****:***********************'*********************
gi|32880220 GTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTGAAGATCAATCCCAAGAACTACACTGATAAT 600
seqg.ovino GTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTTAAGATCAATCCCAAGAACTATACTGATAAC 391
KXKXKAKXAKAKAKAKAKAKAA KA AKX KAAKAAKAKAAKAKAAKAAKX AXXAXAXAXAXAXAXAXAXAAXAAXAXAAAXAKXN A AXAXAXAK KK
gi|32880220 GAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGAGCTGGCCAAGAAGGGCTTTATTGGC 660
seqg.ovino GAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGAGCTGGCAAAGAAGGGCTTTATTGGT 451
*****************************************‘*****************
gi|32880220 CCTGGCGTCGATGTGCCCGCCCCCGACATGAGCACCGGCGAGCGGGAGATGTCNTGGATC 720
seqg.ovino CCTGGCATTGACGTGCCCGCCCCAGACATGAGCACAGGCGAGCGGGAGATGTCCTGGATT 511
******.* * x ***********'***********'***************** K KKKk
gi|32880220 GCCGACACCTACGCCAGCACCATAGGACACTATGATATTAATGCCCACGCCTGTGTTACT 780
seq.ovino GTGGACACCTACGCTAGCACCATAGGGCACTATGATATTAATGCCCACGCCTGTGTTACT 571
* KKK KKK KKK KK ***********'*********************************

Figura 8 — Alinhamento usando Clustal W da sequéncia do gene gdh de bovino (gi|32880220) com a
sequéncia parcial de nucleotideos da regidao que codifica o gene enzima GDH de ovino
com 1481 pb (seq. ovino). As sequéncias realcadas correspondem aos 189 pb iniciais
acrescido aos 1292 pb. O * representam regides de similaridade entre os nucleotideos.
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GGTAAGCCCATCAGTCAGGGGGGAATTCATGGACGCATCTCTGCTACTGGCCGTGGTGTC
GGTAAGCCCATCAGTCAGGGTGGAATCCATGGACGGATCTCTGCTACTGGCCGGGGAGTT

KA AKAA A A A A A A A A A A A A A A, Ak hkk Ak kA hkhkhkk, Ak hk kA kk, K,k o k%

TTCCATGGGATTGAAAATTTCATCAATGAGGCTTCTTACATGAGCATTTTAGGAATGACA
TTCCATGGGATTGAAAACTTCATCAATGAGGCTTCTTACATGAGTATTTTAGGAATGACA

E R R R S T

CCAGGGTTTGGAGATAAAACATTTGTTGTTCAGGGATTTGGTAATGTGGGCCTACACTCT
CCAGGATTTGGAGATAAAACATTTGCGGTTCAGGGATTTGGTAATGTGGGCCTGCACTCT

khkkhkhkk KAk hkhk Ak khkk Ak Ak Ak khkk* KAk Ak Ak kA kA A kA kA h Ak Ak k* *hkrkkk*

ATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTATTGCTGTTGGTGAGTCTGATGGGAGT
ATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTGTTGCTGTTGGTGAGTCTGATGGCAGC

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A, Ak kA A Ak kA kA kA kA kA k kK%

ATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACTGGAAGACTTCAAATTGCAACATGGA
ATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACTGGAAGACTTCAAATTGCAACATGGA

LR R RS SRS S SRS RS RS R R R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS

ACAATCCTGGGCTTTCCCAAAGCAAAGATCTATGAAGGGAGCATCTTGGAGGTTGACTGT
ACAATCCTGGGCTTCCCCAAAGCAAAGATCTATGAAGGAAGCATCTTGGAGGTCGATTGT

KA A A A A A A A A A, Ak A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak k Ak hkkkhkkk kA kkkx * Kk *%k%

GACATACTAATCCCTGCTGCCAGCGAGAAGCAGCTGCCCAAGTCCAATGCACCCCGAGTC
GACATACTGATCCCTGCCGCCAGCGAGAAGCAGCTGACCAGGTCCAACGCGCCCAGAGTG

KA A A A A A, Ahk A A A kA hhk hAhkhk Ak hk kA kA kA kA hkhkhkhkk *kkk ,hkhkhkkkx *%k **k*k **kk%

AAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAACGGACCGACAACTCCAGAAGCTGATAAGATT
AAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAACGGACCAACAACTCCAGAAGCTGATAAGATT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak, Ak hk kA kA kA Ak Ak Ak Ak kk ok ok k%

TTCCTAGAGAGGAACATTATGGTTATTCCAGATCTCTACCTGAATGCTGGAGGAGTGACA
TTCCTAGAGCGGAACATCATGGTTATCCCAGACCTCTACTTGAATGCTGGGGGAGTGACA

KA A A A A A Ak Ahk A Ak hkhk Ak hkhkhkhkhkh ,hkhkhkk ,hkhkhkhkk ,hkhkhkhkhkhkhkhkk *hkhkhkkkkxx

GTGTCTTACTTTGAGTGGCTGAATAATCTAAATCATGTCAGCTACGGTCGTTTGACCTTC
GTGTCCTACTTTGAGTGGCTGAAGAATCTGAATCACGTCAGCTATGGTCGTTTGACCTTC

KA KAk AA A A A A A A A A A A A A Ak k hAhkhkhkk hhkhkhkk ,hkhkhkhkhkhkk ,hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkx

AAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTTATGTCTGTTCAAGAGAGTTTGGAAAGG
AAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTTATGTCTGTTCAAGAGAGTTTGGAAAGG

khkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

AAATTTGGAAAACATGGTGGAACTATTCCCATTGTACCCACAGCAGAGTTCCAAGACAGG
AAATTTGGAAAACATGGTGGAACTATTCCCATTGTACCCACAGCAGAGTTCCAAGACAGG

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

ATATCGGGTGCCTCTGAGAAAGACATCGTGCACTCTGGTTTAGCTTACACCATGGAGCGC
ATATCGGGTGCCTCTGAGAAAGACATCGTGCATTCTGGTCTAGCTTACACCATGGAGCGC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhk hhkkhkkhkkhkkhk hhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk

TCTGC-CAGGCAAATCATGCGCACGGCCATGAAGTATAACCTGGGGCTGGACCTGAGAAC
TCTGCTCAGGCAAATCATGCGCACAGCCATGAAGTATAACCTGGGACTGGACCTGAGAAC

khkkhkk hhkkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhk hhkkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhk khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

GGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAGGTCTTCAGGGTGTACAACGAGGCTGGCGTGAC
GGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAAGTCTTCAAGGTGTACAATGAAGCTGGTGTGAC

khkkhkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkkhkkhkhkhkhk hhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk *k kkhkkhkkhkk *kkkk
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Figura 8 - Concluséo
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4.5 SIMILARIDADE ENTRE AS GDH DE ALGUMAS ESPECIES DE ANIMAIS

Através de buscas em bancos de dados genéticos do NCBI foi possivel obter
uma relacdo entre espécies, cujos genes que codificam a enzima GDH ja foram
sequenciados como, por exemplo, em bovinos e no homem. Observa-se que este
gene € encontrado em varios organismos desde bactérias até mamiferos e inclusive
em vegetais.

Para determinacdo da sequéncia deduzida de aminoacidos do gene da
enzima GDH de ovino foi utilizada o programa “ProtParam” do Instituto Suigo de
Bioinformética (disponivel em http://expasy.org/tools/protparam.html).

Uma andlise comparativa das sequéncias de aminoacidos foi realizada
através do programa Clustal W (versdo CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignment)
entre as sequéncias de aminoacidos da GDH de algumas espécies como Homo
sapiens (gi|25303963), Mus musculus (gi|30931187) e Bos taurus (gi|32880221).

Como pode ser observado na figura 9, utilizamos para a comparacdo uma
proteina truncada que foi resultada da traducdo em um dos frames dos nucleotideos

obtido anteriormente e observa-se no alinhamento a falta de residuos iniciais.

gil25303963]| MYRYLGEALLLSRAGPAALGSASADSAALLGWARGQPA---AAPQPGLALAARRHYSEAV 57
gi|30931187] MYRRLGEALLLSRAGPAALGSAAADSAALLGWARGQPS---AAPQPGLTPVARRHYSEAA 57
gi|32880221| MYRCLGEALLLSRIGPAALGSVAADSAVLLGRARGQAAAAVAAPQPGLVPPARRHYSEAA 60

OVis oo

gi|25303963]|
gi|30931187]|
gi|32880221]|
Ovis

gi|25303963]|
gi|30931187]|
gi|32880221|
Ovis

gi|25303963]|
gi|30931187]|
gi|32880221]|
Ovis

ADREDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLRTRESEEQKRNRVRGILRITKPCNHVLS
ADREDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLKTRESEEQKRNRVRGILRITKPCNHVLS
ADREDDPNFFKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRGILRITIKPCNHVLS
*********** MVEGEFFDRGASIVEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLS

Ak Kk kA h A AR Ak I A KA I A A I A Ko hhhk e kAKX AFAFA KA AF A KA KK KK A KKK

LSFPIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHRTPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV
LSFPIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHRTPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV
LSFPIRRDDGSWEVIEGYRAQHSQHRTPCKGGIRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV

PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIA
PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIA
PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGVDVPAPDMSTGEREMSWIA
PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGFIGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIV

117
117
120
49

177
177
180
109

237
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169

Figura 9 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da enzima GDH de Homo sapiens
(gi|25303963) Mus musculus (gi|30931187), Bos taurus (gi|32880221) com a sequéncia
parcial de ovino. “*” indica que os residuos de aminoacidos s&o idénticos nas quatro
sequéncias alinhadas, indica existéncia de substituicdbes conservativas, “. “indica
existéncia de substituicbes semi-conservativas
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91125303963 DTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 297
gi|30931187| DTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 297
91132880221 DTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 300
ovis DTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 229
kkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhrhkhkhhkhkkkkk*x
91125303963 GFGDKTFVVQGFGNVGLHSMRY LHRFGAKCTIAVGESDGS IWNPDGIDPKELEDFKLQHGS 357
gi130931187| GFGDKTFVVQGFGNVGLHSMRY LHRFGAKCVGVGESDGS IWNPDGIDPKELEDFKLQHGS 357
91132880221 GFGDKTFAVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVAVGESDGS IWNPDGIDPKELEDFKLQHGT 360
Ovis GFGDKTFAVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVAVGESDGS IWNPDGIDPKELEDFKLQHRN 289
AAAAAAA.AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA:.AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
91125303963 ILGFPKAKPYEGSILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI IAEGANGPTTPEADKIF 417
gi|30931187| ILGFPKAKVYEGSILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI IAEGANGPTTPEADKIF 417
91132880221 ILGFPKAKIYEGSILEVDCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI IAEGANGPTTPEADKIF 420
ovis NPGLPQSKDL——— === === = == = — — = = = = 299
ko ko ok

Figura 9 - Concluséao

A analise da identidade da sequéncia de aminoé&cidos foi realizada utilizando-
se o programa BLAST. O alinhamento multiplo mostra um alto grau de similaridade
com as sequéncias de aminoacidos da GDH das espécies: Homo sapiens, Mus
musculus e Bos taurus. Com Bos taurus apresentou uma similaridade de 97%, e
96% com Homo sapiens e Mus musculus.

Para avaliar os danos no figado, normalmente avalia-se 0s parametros
bioquimicos séricos antes da confirmacdo pelo exame histopatolégico. E com o
advento de novos métodos, como a genémica e a protedmca, ha um maior interesse
em gerar novos marcadores para deteccao de patologias no figado, mesmo antes
das alteracfes nos parametros clinicos e histologicos (RAMAIAH, 2007).

No estudo dos parametros bioquimicos sanguineos a atividade das enzimas
AST, ALT, GGT, SD, GDH e FA sao consideradas biomarcadores de grande valor
para avaliar o estado funcional de érgaos como o figado. O’Brien et al.(2002) , relata
gue a ALT e outras enzimas usadas como biomarcadores preferenciais do plasma
para indicar hepatotoxidade apresentaram-se ineficazes na deteccdo de lesbes
hepaticas, principalmente por serem comprometidas por inducdo de algumas
substancias, como a dexametasona, ciproterona, nitrato e isoniazida, e serem
encontradas em outros tecidos podendo expressar resultados falsos positivos.

No trabalho proposto por O’Brien et al.(2002), a GDH foi considerada a
enzima de escolha para avaliacdo de um dano hepatocelular, com base no aumento

da concentracdo da enzima apos as lesbes, pela constante e alta sensibilidade no
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tecido afetado e por apresentar menor suscetibilidade a inducdo ou inibicdo quando
exposta a determinadas substancias.

O desenvolvimento do presente trabalho tinha como objetivo inicial obter a
sequéncia completa do gene gdh de ovinos, porém, a sequéncia completa do gene
nao foi obtida, pois ndo sabemos se a sequéncia inicial do bovino corresponde com
a do ovino, ou se esta sequéncia existe no ovino, ou ainda se ndo conseguimos

otimizar a técnica de PCR.



5 PERSPECTIVAS

Como proposta para continuidade deste trabalho, sugere-se investir na
obtencéo da sequéncia completa do gene gdh de ovinos, aprimorando as condi¢cdes
necessérias da técnica de PCR, como também implementar um sistema para
analisar a estrutura protéica e compara-la com a de outras espécies.

E consequentemente a expressdo do gene e posterior producao de anticorpos
policlonais especificos para a enzima GDH.

Os anticorpos policlonais poderiam ser utilizados para desenvolver um ensaio
imunocromatogréafico para detectar a presenca da enzima GDH em concentracdes
elevadas no sangue. Segundo Luquetti et al.(2003), este tipo de ensaio € utilizado
no diagnédstico de infeccBes por T.cruzi e os resultados obtidos demonstraram uma
alta eficiéncia e sensibilidade apresentando vantagens como a simplicidade, tempo
de execucao e pode ser usado com minimo de treinamento.

Portanto este ensaio apresenta potencial de ser um novo método de
diagnéstico de lesdes hepaticas em ruminantes na rotina a campo, podendo ser
utilizado como marcador biomolecular de hepatoxicidade durante terapias com

drogas ou em estudos clinicos.
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