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RESUMO

A enzima mitocondrial glutamato desidrogenase
(GDH: EC 1.4.1.2) catalisa a desaminagdo
reversivel do L-glutamato para 2-oxoglutarato
(a-cetoglutarato) usando o NAD* e NADP* como
coenzimas. E uma das mais importantes enzimas
hepaticas encontradas em hepatdcitos de bovinos,
ovinos e caprinos. Infecgdes por Fasciola
spp., intoxicagdo grave aguda por toxinas de
plantas, tais como Xanthium spp. e Senecio spp.
e intoxicacdo por cobre resultam na liberacéo
dessa enzima no sangue. O aumento da GDH
indica danos ou necrose hepatica em bovinos e
ovinos. Esta é a enzima de escolha para avaliar
a funcéo hepatica dos ruminantes. No presente
trabalho o cDNA que codifica a enzima GDH do
hepatdcito de ovino foi sintetizado por meio de
RT-PCR utilizando mRNA extraido do figado de
ovino. Parte da regido de codificagdo do cDNA da
GDH de ovino foi amplificada por PCR usando
oligonucleotideos iniciadores sintetizados a
partir do alinhamento de sequéncias de ORFs
de Ovis aries, Bos taurus, Homo sapiens, Rattus
norvegicus e Mus musculus disponiveis em
banco de dados. O cDNA foi clonado no vetor
PGEMP® -T Easy (Promega) e inserido em células
calcio-competentes de Escherichia coli DH10B
através de choque térmico. O DNA plasmidial foi
purificado e apOs o sequenciamento a presenga
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.

SUMMARY

The  mitochondrial  enzyme  Glutamate
Dehydrogenase (GDH: EC 1.4.1.2) catalyzes
the reversible deamination of the L-glutamate
for 2-oxoglutarate (o-ketoglutarate) using NAD*
and NADP* as coenzymes. It is one of the most
important liver enzymes found in hepatocytes of
cattle, sheep and goats. Infections by Fasciola
spp., 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 RT-PCR making use of mMRNA 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, Bos taurus, Homo sapiens, Rattus
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norvegicus and Mus musculus available in the
database. The cDNA was cloned in the vector
pGEM®-T Easy (Promega) and inserted in
Escherichia coli DH10B calcium competent
cells by heat shock procedure. The plasmid DNA
was purified and after sequencing, the presence
of 1292 pb was confirmed. The alignment of
the sequence deduced of amino acid with other
species revealed high homology among the
GDHs.

KEY WORDS: glutamate dehydrogenase,
cDNA cloning, sequencing.

INTRODUCAO

As enzimas sdo dispositivos moleculares
que determinam padrdes em transformacdes
quimicas e participam na transformacdo de um
tipo de energia em outro. S&0 extremamente
especificas e possuem um grande poder catalitico
(BERG et al., 2008). As enzimas em sua maioria
sdo proteinas, algumas catalisam reacfes em
presencade determinadas moléculas denominadas
de cofatores idnicos metalicos ou coenzimas
organicas que funcionam como cosubstratos
ligados de modo reversivel. Sdo exemplos
de cosubstratos, os nucleotideos pirimidicos
NAD* e NADP* (VOET et al., 2008). O estudo
das enzimas tem imensa importancia préatica e
clinica, pois em condic¢Bes anormais pode ocorrer
a deficiéncia ou auséncia de uma ou mais enzimas
assim como outras condicdes patoldgicas podem
ser causadas pelo excesso de atividade de uma
enzima especifica (NELSON e COX, 2006). A
utilidade diagndstica da mensuracgdo das enzimas
plasmaéticas consiste no fato de que as alteracGes
na sua atividade podem fornecer indicadores
sensiveis de lesdo ou proliferacdo celular. Essas
modificacdes auxiliam na detec¢do e as vezes
podem localizar a lesdo tecidual e monitorar o
tratamento e a progressdo da patologia (MOTTA,
2009).

A Glutamato Desidrogenase (GDH : EC
1.4.1.2) catalisa a desaminacéo reversivel do L-
glutamato para 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato)
usando o NAD* e NADP* como coenzimas

(FISHER,1985). Esta é uma das mais importantes
enzimas hepaticas encontradas em hepatdcitos de
bovinos, ovinos e caprinos.

A determinagdo dos niveis séricos das
enzimas hepaticas é usada comumente para a
deteccdo e avaliacdo de doencas hepaticas. A
determinacdo da atividade sérica da enzima
glutamato desidrogenase (GDH) é indicada para
avaliar necrose hepéatica em ovinos, caprinos e
bovinos (SANTOS et al., 2008).

Na ovinocultura sdo importantes fatores de
lesdo hepatica, as doencas parasitarias, plantas
toxicas e por intoxicacao por metais.

Afasciolose é uma das doengas parasitarias
de maior importancia em animais de interesse
econdbmico no mundo. Sua importancia se
deve, principalmente, as perdas associadas com
condenacbes de figados, mortalidade, reducéo
em producdo de carne, 1a e leite, as infecgdes
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
infecgBes enquanto que 0s ovinos séo altamente
sensiveis (ECHEVARRIA, 2004). Cunha et al.
(2007) relata que a fasciolose ovina é prevalente
no Rio Grande do Sul, acarretando perdas para
os produtores, matadouros-frigorificos e para o
Estado. Molina et al. (2006) relata a liberacéo
de enzimas hepaticas, como a glutamato
desidrogenase em niveis elevados no caso de
infeccOes por Fasciola spp. em ovinos. Raadsma
et al. (2006) observaram no seu estudo que no
plasma dos grupos infectados por F. gigantica os
niveis de GDH estavam elevados, comparando
com 0s grupos ndo infectados e nos grupos
infectados por F. hepatica encontrou niveis
quatro vezes mais elevados de GDH em relagdo
aos grupos infectados por F. gigantica.

Asprincipaisplantasque apresentamtoxinas
hepéticas e que causam intoxicacdo em ovinos
sdo Xanthium spp. e Senecio spp. (PUGH, 2004).
Os principais fatores determinantes para indicar a
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frequéncia e ocorréncia dos casos de intoxicagédo
por plantas toxicas em animais, entre eles 0s
ovinos sdo: a palatabilidade, disponibilidade da
espécie toxica e a fome (BARBOSA et al., 2007;
COSTA et al., 2009).

Ilha et al. (2001) descreveram a ocorréncia
de um surto de intoxicagcdo 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,
é dificil estimar as perdas por morte dos animais
ocasionadas pelas plantas tdxicas”. Porém, dados
obtidos do Laboratério Regional de Diagnostico
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.

Segundo Avila et al. (2006), a intoxicagéo
por cobre ocorre principalmente quandoosanimais
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 erradicacdo de caracois. Riet-Correa
et al. (1989) relataram 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.

Os ovinos  afetados  demonstram
caracteristicas  clinicas  associadas  com
insuficiéncia hepdtica e a intoxicagdo por cobre
pode ser avaliada por métodos laboratoriais
especificos (HEADLEY, 2008).

Este trabalho teve por objetivo completar
a sequéncia do gene gdh de ovinos e comparar
a sequéncia de aminoécidos da GDH deduzida
para avaliar a homologia com a GDH de outras

espécies.
MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de Bioquimica de Hemoparasitas e
Vetores do Centro de Ciéncias Agroveterinarias
da UDESC.

Foram coletados fragmentos de figado de
ovino apés abate em frigorifico. As amostras foram
acondicionadas em criotubos e transportadas e
armazenadas em nitrogénio liquido para posterior
extracdo do RNA. As solugdes foram preparadas
com agua Milli-Q previamente tratada com
DEPC 0,1%. Para a extragdo de RNA total,
fragmento do figado de aproximadamente 100
mg de tecido foi homogeneizado vigorosamente
com 1 mL do reagente Trizol® (Invitrogen). Apds
a lise das células, o RNA foi extraido com 200
uL 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
foram adicionados 500 pL de isopropanol 98%,
e a fase organica desprezada. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 g e o
sobrenadante descartado, o sedimento lavado
com 1ml de etanol 75% e centrifugado a 7.500
g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e inverteu-se o tubo sobre papel absorvente a
temperatura ambiente para evaporacgéo do etanol.
O RNA foi eluido em 100 pl de agua ultrapura
tratada com DEPC, livre de RNAse. Os estoques
de RNA foram mantidos a -80°C. A qualidade
do RNA foi analisada com base na relacdo
da absorbancia 260/280 nm e na visualizagdo
do RNA apds eletroforese em gel de agarose
1% em TBE livre de RNAse. A partir deste
produto foi utilizada a técnica de RT-PCR com
o kit Proto Script® M-MuLV First Strand cDNA
Synthesis® (BioLabs) para obtencdo do DNA
complementar (cDNA). A regido de codificagdo
do gene gdh de ovinos foi amplificada por
PCR a partir do cDNA obtido anteriormente,
utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos sintetizados a partir do alinhamento
maltiplo entre a sequéncia de Ovis aries
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(GeneBank- acesso numero AY102935) presente
no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information), e as sequéncias
de gdh de Bos taurus (GeneBank-NM182652),
Homo sapiens (GeneBank-M20867), Rattus
norvegicus (GeneBank-X14044) e Mus musculus
(GeneBank-BC057347). Pela analise verificou-
se a ocorréncia de regides bastante conservadas e
regides variaveis, o que possibilitou a construcao
de trés conjuntos de oligonucleotideos a seguir P1
(F15CCG CTT GTG GCCATG TAC CGC 37)
e (R1 5°TAC CTC CCT TGC AGG GCG TGC
3’) P2 (F2 5’GGA AGT CAT TGA GGG CTA
CCG 3’) e (R2 5°CCT CCAAGA TGC TYCC
TTC ATA 3’) P3 (F3 5° CCC AAA GGA ACT
GGA AGA CTTC 3’) e (R3 5" CTATGT GAA
GGT CAAC RCC AGC 3’) que foram utilizados
na amplificacdo de parte do gene de interesse.
Os parametros para as reagdes de amplificagdao
foram: um ciclo de 94° por 5 min., 35 ciclos de
94° por 1 min., 58° por 1 min. e 72° por 1 min.,
um ciclo de 72° por 10 min. 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. O produto de PCR foi clonado com
0 emprego do pGem®-T Easy Vector System
(Promega). O produto da ligagao foi utilizado para
a transformacéo de bactérias calcio-competentes
E.coli DH10B através de choque térmico e a
sequir as bactérias foram plaqueadas em meio LB
contendo ampilicilina, IPTG e X-gal e incubadas
a 37° durante 12-18 horas. Para os clones que
apresentaram o inserto foi feito a purificagdo
do DNA plasmidial utilizando o kit QIAquick
Gel Extraction® (Qiagen) a partir de culturas
bacterianas crescidas em 4 mL de meio LB
contendo ampilicilina (100pg/mL) e incubadas a
37° por 14 horas. Para confirmar o procedimento,
realizou-se eletroforese em gel de agarose a 1%
com o produto de extracdo do plasmideo. Com
0 produto de extragdo contendo o fragmento de
interesse, a amostra foi sequenciada através do
equipamento MegaBace 1000® DNA Analysis
System® (GE/Amersham Biosciences) realizadas
na presenca de 5,0 pmol dos iniciadores pGEM-F
e EXCEL-R e 800 ng de DNA plasmidial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O RNA total do figado de ovino, Ovis aries,
foi extraido e apresentando um padrdo esperado
quando da sua andlise em gel de agarose a 1%,
isto €, a presenca de duas bandas correspondente
ao RNA ribossomal 28S e 18S e uma “nuvem”
correspondente ao RNA mensageiro (Figura 1).
Abanda 28S rRNA aparece mais abundante que a
banda 18S rRNA, indicando assim que pouca ou
nenhuma degradacdo do RNA ocorreu durante a
extragao.

A anélise obtida do produto da amplificagdo
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 2). Para a amplificagdo do fragmento P1,
foram realizadas varias reac6es de PCR utilizando
concentragdes variaveis de MgCl, (1,5a 3,5 mM)
e diferentes temperaturas de anelamento (56,
58, 59, 61 e 65°C), mas ndo foi possivel obter o
produto da amplificagdo que deveria apresentar
um tamanho de 509 pb.

As bandas correspondentes aos fragmentos
de interesse (P2 e P3) foram recortadas do gel,
purificadas com o Kit QIAquick Gel Extraction®
(Qiagen)eemseguidaclonadascomokitpGem®-T
Easy Vector System (Promega). As células
transformadas foram selecionadas, adicionadas

28S rRNA

18S rRNA

Figura 1 - Anélise por eletroforese em gel de
agarose 1% do RNA total. Presenga
das bandas 28S e 18S rRNA..
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a reagdo de PCR. O produto da amplificagdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e
as bandas visualizadas pelo brometo de etideo. Na
figura 3 observa-se o resultado obtido apds reagdo
de PCR realizada a partir de colonia selecionada
proveniente da clonagem. Nota-se um fragmento
de aproximadamente 934pb (P2) que indica a
presenca do inserto no plasmideo e o fragmento
de 200 pb que esta relacionado a auséncia do
inserto de interesse e corresponde a amplificagao
da regido flanqueadora do plasmideo.

Na figura 4 observa-se o fragmento P3
de aproximadamente 846 pb com o inserto
inserido no plasmideo e o fragmento de 200
pb que corresponde a amplificagdo da regido
flanqueadora do plasmideo.

Trés clones de cada fragmento que
apresentaram sucesso na transformagdo 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) descreveram
uma sequéncia de nucleotideos parcial de
443 pb. Desta sequéncia, os 189 pb iniciais
foram acrescentados aos 1292 pb 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 5.

Para determinacdo da sequéncia deduzida
de aminoéacidos do gene da enzima GDH de
ovino foi utilizada o programa “ProtParam” do
Instituto Suico de Bioinformatica (disponivel
em http://expasy.org/tools/protparam.html).
Uma analise 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
(9i|30931187) e Bos taurus (gi|32880221). Como
pode ser observado na figura 6, 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.

A andlise da identidade da sequéncia
de aminoacidos foi realizada utilizando-se o
programa BLAST. O alinhamento mudltiplo
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.

M

500pb

P3 P2 P1

734pb
646ph

Figura 2 - Analise por eletroforese em gel de agarose 1% do produto da amplificagdo do gene gdh
de figado de ovino com iniciadores especificos (P1, P2 e P3). M-marcador de tamanho

molecular (Ladder 100 pb ).

Revista de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, v.12, n.2, 2013 123



Mello et al.

M Cl1 C2 C3 C4 C5C6 C7 C8

’ . |
2000 . '
1500 b d !
1000 h ! ‘ “ 934pb

500

[ 200pb

Figura 3 - Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagdo dos clones
transformantes. M-marcador de tamanho molecular (Ladder 100 pb), C6 representa o
plasmideo sem o inserto. C1 a C5 e C7 e C8 representam o fragmento P2 de 934 pb inserido
no plasmideo.

M Cl1 cC2

2000
1500

1000 —) 846 pb

500
200 pb

Figura 4 - Analise por eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificagdo dos clones
transformantes. M-marcador de tamanho molecular (Ladder 100 pb), C1 representa o
plasmideo sem o inserto. C2 representa o fragmento P3 de 846 pb inserido no plasmideo.
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gi | 32880220 CCGCTTGTGGCCATGTACCGCTACCTGGGCGAAGCGCTGTTGCTGTCCCGGGCCGGGCCC 60
seq.ovino

gi | 32880220 GCTGCCCTGGGCTCGGCGTCCGCCGACTCGGCCGCGTTGCTGGGCTGGGCCCGGGGACAG 120
seg.ovino

gi | 32880220 CCCGCCGCCGCCCCGCAGCCGGGGCTTGTGCCACCCGCTCGGCGACACTACAGCGAGGCG 180
seg.ovino

gi | 32880220 GCGGCCGACCGCGAGGACGACCCCAACTTCTTCAAGATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGC 240
seqg.ovino CTTCAAGATGGTGGAGGGCTTCTTTGACCGC 31
gi | 32880220 GGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGACCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAG 300
seqg.ovino GGTGCCAGCATCGTGGAGGACAAGCTGGTGGAGGACCTCAAGACCCGGGAGACCGAGGAG 91
gi | 32880220 CAGAAGCGGAACCGGGTGCGTAGCATCTTGCGGATCATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTG 360
seqg.ovino CAGAAGCGGAACCGGGTGCGTGGCATCCTGCGGATCATCAAGCCCTGCAACCATGTGCTG 151
gi | 32880220 AGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTCCTGGGAAGTCATCGAGGGCTACCGG 420
seqg.ovino AGCCTGTCCTTCCCCATCCGGCGCGACGACGGCTCCTGGGAAGTCATTGAGGGCTACCGG 211
gi | 32880220 GCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGGAGGTATCCGTTACAGCACTGATGTG 480
seqg.ovino GCCCAGCACAGCCAGCACCGCACGCCCTGCAAGGGAGGTATCCGTTACAGCACCGATGTG 271
gi | 32880220 AGTGTAGATGAAGTAAAAGCTCTGGCTTCTCTGATGACATATAAGTGTGCAGTGGTTGAT 540
seg.ovino AGTGTAGACGAAGTTAAAGCTCTGGCTTCTCTGATGACGTATAAGTGTGCAGTGGTTGAT 331
gi | 32880220 GTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTGAAGATCAATCCCAAGAACTACACTGATAAT 600
seqg.ovino GTGCCATTTGGGGGTGCCAAAGCTGGTGTTAAGATCAATCCCAAGAACTATACTGATAAC 391
gi | 32880220 GAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGAGCTGGCCAAGAAGGGCTTTATTGGC 660
seqg.ovino GAATTGGAAAAGATCACAAGGAGGTTCACCATGGAGCTGGCAAAGAAGGGCTTTATTGGT 451
gi | 32880220 CCTGGCGTCGATGTGCCCGCCCCCGACATGAGCACCGGCGAGCGGGAGATGTCNTGGATC 720
seqg.ovino CCTGGCATTGACGTGCCCGCCCCAGACATGAGCACAGGCGAGCGGGAGATGTCCTGGATT 511

e ek R R
gi | 32880220 GCCGACACCTACGCCAGCACCATAGGACACTATGATATTAATGCCCACGCCTGTGTTACT 780
seg.ovino GTGGACACCTACGCTAGCACCATAGGGCACTATGATATTAATGCCCACGCCTGTGTTACT 571
* -
gi | 32880220 GGTAAGCCCATCAGTCAGGGGGGAATTCATGGACGCATCTCTGCTACTGGCCGTGGTGTC 840
seqg.ovino GGTAAGCCCATCAGTCAGGGTGGAATCCATGGACGGATCTCTGCTACTGGCCGGGGAGTT 631
[

gi | 32880220 TTCCATGGGATTGAAAATTTCATCAATGAGGCTTCTTACATGAGCATTTTAGGAATGACA 900
seq.ovino TTCCATGGGATTGAAAACTTCATCAATGAGGCTTCTTACATGAGTATTTTAGGAATGACA 691

Figura 5 — Alinhamento usando Clustal W da sequéncia do gene gdh de bovino (gi|32880220) com a
sequéncia parcial de nucleotideos da regido que codifica o gene enzima GDH de ovino com
1481 pb (seq. ovino). As sequéncias realgadas correspondem aos 189 pb iniciais acrescido
aos 1292 ph. O * representam regides de similaridade entre os nucleotideos. (Continua....)
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gi | 32880220 CCAGGGTTTGGAGATAAAACATTTGTTGTTCAGGGATTTGGTAATGTGGGCCTACACTCT 960
seq.ovino CCAGGATTTGGAGATAAAACATTTGCGGTTCAGGGATTTGGTAATGTGGGCCTGCACTCT 751
gi | 32880220 ATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTATTGCTGTTGGTGAGTCTGATGGGAGT 1020
seq.ovino ATGAGATATTTACATCGTTTTGGTGCTAAATGTGTTGCTGTTGGTGAGTCTGATGGCAGC 811

R wke
gi | 32880220 ATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACTGGAAGACTTCAAATTGCAACATGGA 1080
seq.ovino ATATGGAATCCAGATGGTATTGACCCAAAGGAACTGGAAGACTTCAAATTGCAACATGGA 871
gi | 32880220 ACAATCCTGGGCTTTCCCAAAGCAAAGATCTATGAAGGGAGCATCTTGGAGGTTGACTGT 1140
seq.ovino ACAATCCTGGGCTTCCCCAAAGCAAAGATCTATGAAGGAAGCATCTTGGAGGTCGATTGT 931

R Hoke Akk
gi | 32880220 GACATACTAATCCCTGCTGCCAGCGAGAAGCAGCTGCCCAAGTCCAATGCACCCCGAGTC 1200
seq.ovino GACATACTGATCCCTGCCGCCAGCGAGAAGCAGCTGACCAGGTCCAACGCGCCCAGAGTG 991

R R gk dekde_ dAAA
gi | 32880220 AAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAACGGACCGACAACTCCAGAAGCTGATAAGATT 1260
seq.ovino AAAGCCAAGATCATTGCTGAAGGTGCCAACGGACCAACAACTCCAGAAGCTGATAAGATT 1051
gi | 32880220 TTCCTAGAGAGGAACATTATGGTTATTCCAGATCTCTACCTGAATGCTGGAGGAGTGACA 1320
seq.ovino TTCCTAGAGCGGAACATCATGGTTATCCCAGACCTCTACTTGAATGCTGGGGGAGTGACA 1111
gi | 32880220 GTGTCTTACTTTGAGTGGCTGAATAATCTAAATCATGTCAGCTACGGTCGTTTGACCTTC 1380
seq.ovino GTGTCCTACTTTGAGTGGCTGAAGAATCTGAATCACGTCAGCTATGGTCGTTTGACCTTC 1171
gi | 32880220 AAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTTATGTCTGTTCAAGAGAGTTTGGAAAGG 1440
seq.ovino AAATATGAAAGGGATTCTAACTACCACTTGCTTATGTCTGTTCAAGAGAGTTTGGAAAGG 1231
gi | 32880220 AAATTTGGAAAACATGGTGGAACTATTCCCATTGTACCCACAGCAGAGTTCCAAGACAGG 1500
seq.ovino AAATTTGGAAAACATGGTGGAACTATTCCCATTGTACCCACAGCAGAGTTCCAAGACAGG 1291
gi | 32880220 ATATCGGGTGCCTCTGAGAAAGACATCGTGCACTCTGGTTTAGCTTACACCATGGAGCGC 1560
seq.ovino ATATCGGGTGCCTCTGAGAAAGACATCGTGCATTCTGGTCTAGCTTACACCATGGAGCGC 1351
gi | 32880220 TCTGC-CAGGCAAATCATGCGCACGGCCATGAAGTATAACCTGGGGCTGGACCTGAGAAC 1619
seq.ovino TCTGCTCAGGCAAATCATGCGCACAGCCATGAAGTATAACCTGGGACTGGACCTGAGAAC 1411
gi | 32880220 GGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAGGTCTTCAGGGTGTACAACGAGGCTGGCGTGAC 1679
seq.ovino GGCCGCCTACGTCAACGCCATCGAGAAAGTCTTCAAGGTGTACAATGAAGCTGGTGTGAC 1471

- - **.
gi | 32880220 CTTCACATAG 1689
seq.ovino CTTCACATAG 1481
ek ke ek A Ak

Figura 5 — Alinhamento usando Clustal W da sequéncia do gene gdh de bovino (gi|32880220) com a
sequéncia parcial de nucleotideos da regido que codifica o gene enzima GDH de ovino com
1481 pb (seq. ovino). As sequéncias realgadas correspondem aos 189 pb iniciais acrescido
aos 1292 pb. O * representam regides de similaridade entre os nucleotideos.
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gi | 25303963]) MYRYLGEALLLSRAGPAALGSASADSAALLGWARGQPA---AAPQPGLALAARRHYSEAV 57
gi|30931187] MYRRLGEALLLSRAGPAALGSAAADSAALLGWARGQPS---AAPQPGLTPVARRHYSEAA 57
gi | 32880221] MYRCLGEALLLSRIGPAALGSVAADSAVLLGRARGQAAAAVAAPQPGLVPPARRHYSEAA 60
Ovis =
gi | 25303963]) ADREDDPNFFKMVEGFFDRGAS I VEDKLVEDLRTRESEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLS 117
gi|30931187] ADREDDPNFFKMVEGFFDRGAS I VEDKLVEDLKTRESEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLS 117
gi | 32880221] ADREDDPNFFKMVEGFFDRGAS I VEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRGILRIIKPCNHVLS 120
ovis e MVEGFFDRGAS I VEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRG I LRI IKPCNHVLS 49
ke
gi | 25303963]) LSFPIRRDDGSWEV IEGYRAQHSQHRTPCKGG IRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV 177
gi|30931187] LSFPIRRDDGSWEV IEGYRAQHSQHRTPCKGG IRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV 177
gi | 32880221] LSFPIRRDDGSWEV IEGYRAQHSQHRTPCKGG IRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV 180
Ovis LSFPIRRDDGSWEV IEGYRAQHSQHRTPCKGG IRYSTDVSVDEVKALASLMTYKCAVVDV 109
gi | 25303963]) PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGF IGPG IDVPAPDMSTGEREMSWIA 237
gi|30931187] PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGF IGPGIDVPAPDMSTGEREMSWIA 237
gi | 32880221] PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGF IGPGVDVPAPDMSTGEREMSWIA 240
Ovis PFGGAKAGVKINPKNYTDNELEKITRRFTMELAKKGF IGPG IDVPAPDMSTGEREMSWIV 169
gi | 25303963]) DTYAST IGHYD INAHACVTGKP ISQGG IHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 297
gi|30931187] DTYAST IGHYD INAHACVTGKP ISQGG IHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 297
gi | 32880221] DTYAST IGHYD INAHACVTGKP ISQGG IHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 300
Ovis DTYAST IGHYD INAHACVTGKP ISQGG IHGRISATGRGVFHGIENFINEASYMSILGMTP 229
ke
gi | 25303963 GFGDKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKC I AVGESDGS IWNPDG I DPKELEDFKLQHGS 357
gi|30931187] GFGDKTFVVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVGVGESDGS IWNPDG IDPKELEDFKLQHGS 357
gi | 32880221] GFGDKTFAVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVAVGESDGS IWNPDG IDPKELEDFKLQHGT 360
Ovis GFGDKTFAVQGFGNVGLHSMRYLHRFGAKCVAVGESDGS IWNPDG IDPKELEDFKLQHRN 289
gi | 25303963]) ILGFPKAKPYEGS ILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI IAEGANGPTTPEADKIF 417
gi|30931187] ILGFPKAKVYEGS ILEADCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI IAEGANGPTTPEADKIF 417
gi | 32880221] ILGFPKAKIYEGSILEVDCDILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKI ITAEGANGPTTPEADKIF 420
Ovis NPGLPQSKDL — === e e e e 299
ForooH

Figura 6 - 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 sdo idénticos nas quatro sequéncias alinhadas,
“:” indica existéncia de substituicdes conservativas, *. ” indica existéncia de substituigcdes
semi-conservativas.
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CONCLUSOES

A amplificacdo do produto de RT-PCR do
gene GDH gerou os dois fragmentos. A ligacéo
do produto de amplificacao de PCR ao plasmideo
kit pGem®-T Easy Vector System (Promega)
e a transformacdo em células competentes
permitiu obter clones contendo cDNA para a
GDH. Os clones que apresentaram sucesso na
transformacdo foram sequenciados. O resultado
obtido foi uma sequéncia de nucleotideos
correspondente ao fragmento P2 (734 pb) e
0 P3 (648 pb), as sequéncias foram unidas e a
parte sobreposta entre os fragmentos retirada. 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 na
literatura.
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