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OBJETIVO

Gerais: Obter o cDNA de glandula
de veneno codificando para alguma
proteina de interesse farmacologico.

Especificos:- Transformar por
eletroporagéo os cDNAs da glandula de
veneno de Bothrops erythromelas, os
quais estdo inseridos em pGEM-11Zf(+),
em Escherichia coli; - Purificar plasmideos
contendo insertos de cDNA;Seqiienciar
estes clones, com o intuito de buscar a
Fosfolipase A, - Analisar e alinhar as
sequéncias em banco de dados; -
Construir primers, afim de amplificar a
seqiéncia codante do DNA da PLA2; -
Realizar PCR, com o objetivo de amplificar
a seqléncia da Fosfolipase A2; -
Subclonar a fosfolipase A2 em vetor de
replicagdo (pGEM-T easy); - Subclonar a
PLA2 em vetor de expresséo; - Padronizar
um protocolo de expressao de proteina.

METODOLOGIA

Uma biblioteca de ¢cDNA no vetor
pGEM 11Zf(+) da glandula de veneno de
B. erythromelas foi cedida pela Dra.
Camargo-Guarnieri. O plasmideo contendo
¢DNA foi transformado em Escherichia coli
DH 5o por eletroporagdo, estes foram
purificados pelo método da lise alcalina [1].
0 sequenciamento foi realizado utilizando
a tecnologia “Big Dye” e as amostras
foram analisadas em sequenciador ABI
370. Foram feitas analises por alinhamento
usando o programa BLAST e DNAstar.

Foi obtido um cDNA codificando
para fosfolipase A2, que foi amplificado
atraves de PCR, e logo depois foi
subclonado em vetor de expressZo pET-

20b(+). Os resultados da expressdo
podem ser visualizados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida [2].

RESULTADOS

A parlir da purificagdo dos
plasmideos, foram obtidos varios clones
que foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1%. Dentre os clones
sequenciados, obtivemos a seqiiéncia de
um cDNA codificando para uma fosfolipase
A2 de Bothrops erythromelas, contendo
753 pares de bases, seqténcias 3' (1 a 87
pb) e 5 (505 a 753 pb) ndo traduzidas
(UTRs), peptideo sinal da fosfolipase A2
(88 a 134 pb) e a proteina madura (135
a.504 pb), sendo entdo que a proteina
contem 369 pb. Para fins de comparagéo
com outras toxinas, a seqliéncia obtida foi
inserida em programas de alinhamento
(BLAST e DNAstar), tornando evidente a
alta homologia de seqUiéncia com outras
fosfolipases do grupo Il. Nota-se ainda que
esta homologia se estende as regides nédo
traduzidas. Alguns autores atribuem a esta
regido um papel na estabilizagdo estrutural
do RNA mensageiro [3].

A partir da seqUéncia, foram
construidos primers, e foi realizada PCR
com o intuito de amplificar a regido
codante da fosfolipase A2, e assim
possamos subclonar esta em vetor de
expressdo. O produto da PCR entao, foi
subclonado em vetor de expressdo pET-
20b(+) e transformado em E. coli BL 21.
Logo depois foi feita a expressdo desta,
utilizando 0,5 mM de IPTG para a indugéo.
A presenga da proteina recombinante foi
avaliada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (Laemili, 1970), observando-



se uma banda com massa molecular
compativel com o esperado (figura 1).
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Figura 1.: PM: Padrao de peso molecular, 1 -
sobrenadante n&o induzido; 2 - “peliet” nao
induzido; 3 - sobrenadante induzido; 4 — “peliet”
induzido; 5 — Bothropstoxina |. SDS-PAGE da
expressdo feita com a fosfolipase A2, nas formas
ndo-induzida e induzida, e também comparando
com a Bothropstoxina |, a qual tem quase o mesmo
peso molecular (13.720 Da) que a PLA2 (13.789
Da).

CONCLUSOES

- Foi clonado e sequenciado com sucesso
um cDNA que codifica para fosfolipase A2
de Bothrops erythromelas;

- Observou-se uma altissima homologia da
sequéncia, tanto nas UTRs quanto na pré-
proteina, e proteina, comparada com
diferentes  espécies de  serpentes,
mostrando a conservagao da seqiiéncia,
mesmo com a evolugdo do género
Bothrops;

- Baseados no alto grau de homologia do
peptideo sinal, sugerimos a construgéo de
um primer universal para “screening” de
venenos de crotalideos;

- Resultados  iniciais da  expresséo,
sugerem que a mesma foi bem sucedida.
A identidade da proteina sera confirmada
por Western blot e por atividade biolégica.
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