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11 NTRO DC AO

Led i nassa p  odpaeesi de mel i gar emkk rane ir ar e ve s
ca boi dratos desenpsthan do papés bi o 6 @gc o s @
CO muni cg aoar, inésc@od aasit a a, net a st ae tu m

atividade anti-HIV. As lectinas et o presentes emt da s a sc I
organismos, sendo encontrados em vegetais superiores, algas, fungos, animais
(vetebrades eine b rad e) ase env,irus (SANM uG AM et a

As le¢inasnma s investigadas e lem car at er ga d as s
pati cul armmteas @r €n ch Leguminosae (CAVADA et al.,, 2001). A
especificidade da grande maioria das destas lectinas se da pr ntnossa ar ide ®
pa oligpssa@r idecss (RN DA B, 20 6 )
A expressd de lectinas vegetds em si de ms s
meo depraizir pr d e nsequénciasdd i mdas deamn @ac ido se
se trace uma relagd eca eptee sequéndia, efrutura e f m¢ & RA E
et al.,, 1999). Desta forma, a clonagem dos genes que codificam para essas
prot ei na pode £ rcaosiderak ua d apa im pr t ante
protérasdicientes para et wo sd oteme @ias(LU O e al. ,
Recentemente as sequéncias dedua s 50 fleotinaaforam S

identificadas em Bauhinia. variegata (PINTO et al.,, 2008). Esta planta € uma
leguminosa da subfan Gdesal@noideae e tem sido usada tradicionalmente para
tratar bronquite, lepra, tumorese ulcersa ( KKRTKR eB& 19 B) e s
de mstrar amativid de i n bibactérias t e (ALI 6tral.g1999).

A expre dessas éectinas tem sido testada em sistemas procariotos e
eucariotos, mas com sucesso limitado (CAMACHO et al., 2006). Segundo Moreira e
colaboradores (2010), a lectina BVLI de B. variegata possui uma p -teognéd o C
que s sivé mete sdreum prassametop & tra dc i o]
naof oi pas siv & ¢ gamusando pragramas de modelamento por homologia el
é recoheidae mo U r iaas como umlponto de clivagem (YOUNG et al., 1995). e

Neste trabalho objetivou-se clonar e expressar a lectina BVL-I truncada de
B. variegata, a fim de verificar ainfllénd a @ pr -t&rmind & 15a mi na c |
na atividade da lectina expressa em E.coli.

2 METODQAOGA (MAT RI A EM E

Clonagem do gene bvl
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O gene bvll foi amplificado por PCR apartir do vetor TOPO 2.1-bvll

corstr ddop\revianmte ( Pn t o, @tlizando-se di grucl et do s
iniciadores especi .Ap&s awpbificagdo, oprodu b @ BR com o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), digerido
sequlen ci alcomeas &zieesde re dr HaéH | e Kpo | (New England
Biolabs) em duas reacdes sear alss, de &g @ om in S . Em
seguida, o produodad ge ¢ apwificado con forneja d ligado ao vétoo

pPAE previamente digerido com as mesmas enzimas.
O produo dh ligagcédod o} et o rbvligfoi t rand @iflo po r Ee t ror
a Escherichia coli BL21 (DE3) C do n POB%0 F. A fim de selecionar os clones

rec arbrarte o DM\ plasrideal de ca @ ol i a -cloro f6r mo e
analisado em gel de agarose 1% (JOUGLARD et al, 2002), tendo o pl asmide o
circda nado reormin at ec o mo
Expressbda p rote ina re anb i n

Os cl ane s reamhb nant es foram t an s fom rmico na a
ce@m de expr es @aboram mektaglas quaio aSsua e x pe.sa o}

O teste ke e x p foiefeites ed@opequena escala (10 mL de caldo
LB/ampicilina/clorafenicol), com a DOgp erire 0,5e0,7. Aexp s @0 fo [
comIPTG0,3mMelmMpa 3horas a 37C. RIIl ds de al i qubd
usados para eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, para verificag ao da
expre . S\estedn blotting fo real izad para confirma r a pr se n

utilizando-se anticorpos policlonais de coelho produzidos contra a lectina BVL nativa

3 RESULOS E DI CUS A
Nafigura1 épssi d v ei f a¢éd do ge bvié utilizando-se

os iniciadores especifi ©s fragihento gerado possui 763 bp, menor que o
esperado para o gene nativo (876 bp).

763 bp

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1%. (1) Marcador de peso molecular 1 kb. (2): BVL-I
truncada.

O produto de PCR foi purificado, digerido, ligado no vetor pAE e

tr and eri do por e k& bBschepchia coli BL24( DB) © do TOHLA F. s
téai c a screehing sugeriu que apens um ad a sriadas era I
rec obnant e. Essaco I 6 ha fraraextrgdd o pa mi Apds d a

cof irmecdo dainsercdo do gme no ve br de usado para
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e%r}ess?o het er 6l ogda p ro ¢ E. coli BL21(DE3) pLysS, de ai
acordd com Santr ok &Rssl (20 4) . A an a eletroforese em
gé demwliacrlam da 12%ndi c o u ae X pr s massa molecular a

esperada conforme demonstra a Figura 2.

50 kDa
30kDa 28kDa
25kDa
Figura 2: Eletroforese da expres® daledina B Y I u an -bvil em H. coli pLysS em gel

de poliacrilamida 12%. (1): Marcador de massa molecular: BenchMark Protein Ladder. (2): pAE-bvll
E. coli pLysS Nadoind & i. (3): @AE-bvll E. coli pLysS Induzido com IPTG 0,3 mM. (4): pAE-bvll E.

coli pLysS N&oind ai. (5)dpAE-bvll E. coli pLysS Induzido com IPTG 1,0 mM. (6): Controle
negativo (somente a cepa).

Atravé s d Western blotting confirmou-se a presenca d a po t e
recombinante BVL-l a patirdo wta @ &p es -bvll e comstatou-se que a
util i zagd das dif erent e S on ¢ en maod truasignificativamente os
nives de e x, cope demserdstoa a figura 3.

26 kDa 28 kDa

Figura 3: Western blotting da prote inrBVL expressa a partir do vetor pAE-bvll. (1): Marcador de
massa molecular: BenchMark Pre-Stained Protein Ladder. (2): popos em ano . 8)rpAEbvll E. coli

pLysS Né&oindxz d pAE-bvl( E.£oli) pLysS Induzido com IPTG 0,3 mM. (5): pAE-bvll E. coli
pLysS N&oi nde dpd\E-bvll E. c6li pLysS Induzido com IPTG 1,0 mM. (7): Controle negativo.

~

4 CONCL us @A

Pode-se concluir que as etapas paa a produg ao da l et
rec obnarteforamredizabs comsucesq PS $b |i t a

dapot e i rE. cadieepa pLysS, a qual pode ser util i zada eensa ios bi bbd
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