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RESUMO

O mecanismo de reparacdo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER) € o mais universal
e conservado sistema de reparacdo encontrado em organismos procarioticos e eucariéticos. Em
bactérias, a via NER é mediada pelos produtos dos genes uvrA, uvrB e uvrC, conhecido como
complexo UvrABC. A atuacao das proteinas Uvr pode ser dividida em quatro passos basicos:
reconhecimento do dano e verificacdo da lesdo; incisdo; excisdo do fragmento danificado; sintese
de reparo e ligacéo.

O mutante pso2-1 de Saccharomyces cerevisiae foi um dos primeiros mutantes isolados
sensiveis especificamente aos tratamentos com agentes indutores de pontes intercadeias (ICLs),
tais como 8-MOP+UVA e mustarda nitrogenada (HN2). O exato mecanismo de participacdo da
proteina Pso2p no reparo de ICLs ainda permanece desconhecido e, portanto, a continuidade da
sua caracterizagdo é essencial para compreender melhor os mecanismos e produtos génicos
envolvidos na reparacdo de ICLs em S. cerevisiae. Além disso, alguns estudos recentes com 0s
mutantes de Escherichia coli uvrA, uvrB e uvrC mostraram uma hipersensibilidade do mutante
uvrB a 8-MOP + UVA, bem como a incapacidade de reconstituir DNA de alta massa molecular,
caracteristica esta semelhante ao feno6tipo do mutante pso2-1 de S. cerevisiae.

Neste trabalho, é apresentada a subclonagem e a expresséo dos genes uvrB e uvrC de E.
coli no mutante pso2-1 de Saccharomyces cerevisiae, com 0 objetivo de testar os fendtipos de
sensibilidade e mutagénese deste mutante frente a alguns agentes genotoxicos. Os genes uvrB e
uvrC foram amplificados por PCR a partir do DNA gendmico de uma linhagem selvagem de E. coli,
subclonados no vetor de expresséo de levedura pVT103-U, sendo a transformagé&o realizada por
meio de choque térmico nas linhagens pso2-1 e selvagem de S. cerevisiae. A analise de
complementacao fenotipica e mutagénica foi realizada frente aos psoralenos fotoativados (8-
MOP+UVA e 3-CPs+UVA) e radiacdo UVC. A andlise da expressdo dos genes uvrB e uvrC foi
desenvolvida com o emprego da técnica de RT-PCR. Os dados mostram que, apesar da presenga
dos transcritos uvrB e uvrC no mutante pso2-1 de S. cerevisiae, ndo houve restauracdo dos
fendtipos de resisténcia e mutagénese para ICLs, um possivel indicativo de auséncia de

similaridade funcional entre as proteinas UvrB, UvrC e Pso2p.



ABSTRACT

Nucleotide excision repair (NER) is a universal and highly conserved DNA repair pathway
found in prokaryotes and eukaryotes. In bacteria, NER is mediated by uvrA, uvrB and uvrC gene
products, composing the UvrABC protein complex. The role of Uvr proteins can be divided in four
basic steps: damage recognition, dual incision, repair synthesis and ligation.

The mutant pso2-1 was primarily isolated by its specific sensitivity to agents that produce
interstrand cross-links (ICLs), like 8-MOP + UVA and nitrogen mustard (HN2). The exact
mechanism of how Pso2p participate in the ICL repair is unclear, and its characterization is
essential to understand the mechanisms and the gene products related to ICL repair. Some recent
studies with uvrA, uvrB and uvrC E. coli strains indicated that the uvrB strain is hypersensitive to 8-
MOP + UVA and it is incapable to restore the high molecular weight DNA, like the pso2-1 yeast
mutant.

In this work we have arried out the subcloning and expression of E. coli uvrB and uvrC
genes in the S. cerevisiae pso2-1 mutant with the purpose to test the sensitivity and mutagenesis
of transformed yeast strains after treatment with genotoxic agents. The uvrB and uvrC genes were
amplified by PCR from an E. coli wild-type (WT) strain, subcloned into the yeast expression vector
pVT103-U and transformed in the WT and pso2-1 yeast strains by heat shock. The analysis of
phenotypic complementation was performed with photoactivated psoralens (8-MOP+UVA and 3-
CPs+UVA) and UVC. The expression analysis of uvrB and uvrC was carried out the RT-PCR
technique. The results show that the E. coli uvrB and uvrC genes cannot complement the yeast
pso2-1 mutant, despite the presence of uvrB and uvrC transcripts. These results indicate that the
proteins UvrB, UvrC and Pso2p probably do not share a functional similarity.



1. INTRODUCAO

Uma vez descoberto que o DNA é um componente quimico informacionalmente ativo de
quase todos os materiais genéticos (a exce¢ao do RNA de virus e de virdides), assumiu-se que
essa macromolécula deveria ser extremamente estavel para manter o alto grau de fidelidade
exigido para tal funcdo. E, certamente, foi uma surpresa descobrir-se que a estrutura primaria
do DNA seria muito dindmica e alvo de constantes mudancas tais como transposi¢cées génicas
ou alteragdes na quimica e sequéncia dos nucleotideos. Muitas destas alteragées surgem em
consequéncia de erros introduzidos durante eventos celulares como a replicagao,
recombinacado e pela prépria reparagao, ou resultantes da instabilidade inerente as ligagdes
quimicas presentes na molécula. Acrescenta-se a isto a grande reatividade do DNA de células
vivas a varios agentes quimicos e fisicos, muitos dos quais presentes no ambiente, seja como
produtos do metabolismo, seja como decomposi¢gdo de outros organismos ou, ainda,
produzidos industrialmente.

Qualquer modificacdo na estrutura molecular do DNA pode interferir no seu
metabolismo, incluindo replicagao, transcricao e recombinacao, tdo bem quanto outras funcdes
celulares importantes tais como regulagdo do ciclo celular e/ou divisdo celular (Taylor e
Lehmann, 1998; Resnick e Cox, 2000).

A fim de garantir a integridade do genoma e a sobrevivéncia das células através de
sucessivas divisdes celulares, com o passar do tempo os seres vivos desenvolveram
mecanismos de protecio e reparagao aos possiveis danos causados a esta molécula.

Varios mecanismos de reparagao celular envolvendo etapas multienzimaticas sao
capazes de remover rapidamente diferentes tipos de lesdes produzidas no DNA de acordo com
a natureza quimica do agente genotdxico (Taylor e Lehmann, 1998). Estas lesdes, se nao
forem reparadas ou o forem de maneira incorreta, podem trazer sérias consequéncias,
resultando em infidelidade na replicagao, mutagdes, aumentando o risco de um individuo a
varias doengas degenerativas. Gerada pela infidelidade na reparagao de lesées no DNA, a
instabilidade genémica pode permitir alteragdes genéticas relevantes para o desenvolvimento
do cancer. Um grande progresso esta sendo alcangado em todas as areas de reparagao,
especialmente com células de mamiferos, e leveduras continuam sendo um excelente
paradigma para reparagao em humanos. Quase todas as vias de reparagdo e a maioria dos
loci individuais sao significativamente homélogos desde leveduras até mamiferos (para revisdo

ver Taylor e Lehmann, 1998; Resnick e Cox, 2000).



A levedura Saccharomyces cerevisiae € um excelente microorganismo eucariético para
estudos bioldgicos (Hieter, 1998; Resnick e Cox, 2000). A sequéncia completa de seu genoma
mostrou-se extremamente vantajosa como uma referéncia voltada para o sequenciamento de
genes humanos e de outros eucariotos superiores (Goffeau et al., 1996). E um organismo
unicelular, que apresenta um ciclo eucaridtico tipico e completo bem definido. A capacidade
desta levedura de replicar-se tanto em estado dipléide como em estado hapléide e a facilidade
de obter-se mutantes faz deste organismo um dos modelos eucariéticos melhor caracterizados
geneticamente quanto a resposta celular aos danos provocados no DNA. Além disso, a facil
manipulagdo genética de leveduras permite sua utilizagdo para convenientemente analisar e
funcionalmente dissecar produtos de genes de outros eucariotos (Ausubel et al., 1995; Burke et
al., 2000).

Diversos processos celulares fisiologicamente conservados entre as diferentes espécies
de eucariotos, combinado as potentes ferramentas genéticas e moleculares disponiveis para S.
cerevisiae fazem desta levedura um importante modelo, permitindo sua utilizagao para analise
funcional de produtos de genes de outros eucariotos (Taylor e Lehmann, 1998., Resnick e
Cox, 2000).

1.1. VIAS DE REPARACAO DE DNA

O estudo dos mecanismos de reparagao de lesdes no DNA de leveduras iniciou com o
isolamento de uma série de mutantes sensiveis aos efeitos das radiacées UVC e ionizante,
chamados mutantes rad (Game e Cox, 1971; Game e Mortimer, 1974). O grande numero de
genes identificados e o isolamento de outros mutantes sugeriram a presenca de multiplas vias
para a reparacao de lesbdes induzidas por radiacbes. O estudo de alelismo entre simples
mutantes sensiveis as radiagdes, bem como das interacbes de epistasia e sinergismo entre
duplos e triplos mutantes estabeleceram trés grupos genéticos de reparagao de lesbées (Game
e Cox, 1971; Brendel e Haynes, 1973; Game e Mortimer, 1974), os quais correspondem as trés
principais respostas celulares referentes aos danos no DNA: reparagao por excisdo ressintese,
via RAD3, também conhecida por NER (nucleotide excision repair), reparagao por
recombinacdo, via RAD52 e reparagao pos-replicativa e/ou mutagénica, via RAD6 (para
revisdo, ver Friedberg et al., 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Prakash e Prakash, 2000;
Game, 2000; Kupieck, 2000).

Os grupos de epistasia dos genes envolvidos no processo de reparagdao sao mostrados

na Tabela 1.



A complexidade dos processos de reparagao € evidente ndo somente pelo grande

numero de produtos génicos requeridos, como também pela frequente necessidade destes

produtos associarem-se em complexos multienzimaticos e as muitas interagdes, agora

conhecidas, que ocorrem entre estas vias de reparagdo (Game 2000), demonstradas pela

presenca de alguns genes em mais de um desses grupos (Friedberg et al., 1995; Henriques et

al., 1997).

Tabela 1. Grupos de epistasia dos genes de S. cerevisiae envolvidos em reparagao de

danos no DNA.

Grupo RAD3 Grupo RAD6 Grupo RAD52
RAD1 RADS (REV2) (SNM2) RAD50
RAD2 RADG6 (UBC2) RAD51
RAD3 RADS8 RAD52
RAD4 RAD9 RADS53
RAD7 RAD15 RAD54
RAD10 RAD18 RAD55
RAD14 RADH (SRS2) RAD56
SSL1 REV1 RADS7
SSL2 (RAD25) REV3 (PSO1) RAD58
TFB1 CDC9 RAD59
RAD16 (PSQO5) REV5 PS04 (PRP19)
RAD23 REV6 RAD24
CDC8 REV7 XRS2
CDC9 CDC7

MMS19 CDC8

PSO2 (SNM1) MMS3

PSO3 (RNR4) PSO4 (PRP19)

uvs12 UMR-7

RAD26

CDC44

RFA1



POL30

Adaptado de (Friedberg et al., 1995, Brendel e Henriques, 2001, Brendel et al., 2003). Os

genes entre parénteses sao alelos.

1.1.1. Reparacdo por excisdo de nucleotideos (NER)

A reparagao por excisdo de nucleotideos (NER) representa a mais importante via de
reparagao unicamente adaptada para remover uma grande variedade de lesdes no DNA,
particularmente aquelas que causam distor¢gdes na dupla hélice do DNA (Guzder et al., 1995a),
como danos induzidos pela luz UV, e pontes inter e intracadeias de DNA (Braithwaite et al.,
1999; Prakash e Prakash, 2000).

Em humanos, um defeito em NER resulta em doengas, tais como Xeroderma
Pigmentosum (XP), Sindrome de Cockayne (CS) e Tricodistrofia ou PIBIDS. Individuos XP s&o
extremamente sensiveis a luz UV e neles a incidéncia de cancer de pele induzido pela luz solar
€ aproximadamente 2000 vezes maior do que em individuos normais (Hoeijmakers 1993; Wood
1997; Prakash e Prakash, 2000).

O NER compreende uma série de reacdes enzimaticas necessarias para remover lesdes
no DNA, iniciando por uma etapa de reconhecimento da lesdo onde diversas proteinas ligam-
se ao DNA lesado, fazem duas incisbes na fita simples (3' e 5' ao dano) e removem um
fragmento de oligonucleotideos contendo a lesdo, cujo tamanho geralmente é fixo e
independente da natureza do dano (Prakash e Prakash, 2000). Posteriormente, a DNA
polimerase, DNA ligase e outras proteinas preenchem a lacuna deixada para regenerar uma
fita de DNA intacta (Friedberg et al., 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Braithwaite et al., 1999).
Este esquema basico e bastante conservado evolutivamente parece ser o mesmo para E. col,
mamiferos e leveduras (Friedberg et al., 1995; Sweder 1994; Wood 1997; Braithwaite et al.,
1999; Benhamou e Sarasin, 2000; Prakash e Prakash, 2000).

Na levedura S. cerevisiae fazem parte do NER varios genes que codificam proteinas
essenciais para o reconhecimento da lesao e incisdo do DNA, tais como os genes RADT,
RAD2, RAD3, RAD4, RAD10, RAD14, SSL1, SSL2/RAD25, TFB1, TFB2 e TFB3. Alteragbes
em quaisquer desses genes levam a um aumento na sensibilidade das células de levedura a
acao de diversos mutagénicos, principalmente a radiacdo UVC. Além dessa, ha uma outra
classe de genes nao essenciais ao NER como RAD7, RAD16, RAD23, RAD24 e MMS19.

Mutacbes nestes genes apresentam sensibilidade moderada a UVC e a outros agentes



causadores de lesdoes ao DNA; os efeitos adversos sobre a incisdo de danos no DNA sao
menores do que em mutantes de genes essenciais (Bang et al., 1992; Sweder e Hanawalt,
1992; Friedberg et al., 1995; Prakash e Prakash, 2000).

O NER esta subdividido em duas vias, parcialmente sobrepostas, em que uma seria
especializada na reparacdo de fitas transcritas de genes ativos chamada de reparacao
acoplada a transcricdo (TCR), e a outra estaria envolvida na reparacéo global do genoma, um
processo que opera sobre o DNA de regides silenciosas, incluindo fitas n&o transcritas de
genes ativos (Hoeijmakers 1993; Selby e Sancar, 1993; Verhage et al., 1996; Laat et al., 1999).

A velocidade de agao do produto de NER em fitas transcritas de genes ativos € maior do
que em fitas nao transcritas. Este efeito € devido a reparacdo preferencial de regides
transcricionalmente ativas de DNA (Friedberg et al.,1995; Sancar et al., 1996). O fenbmeno de
reparagao acoplado ao de transcricdo (TCR) tem sido documentado em Escherichia coli,
leveduras e humanos (Sweder e Hanawalt, 1992; Mellon e Hanawalt, 1989). Células originadas
de pacientes com CS apresentam defeitos na TCR (Van Hoffen et al., 1993). CS é uma doenca
rara autossdmica caracterizada primariamente por defeitos neurolégicos e crescimento
retardado. Os genes humanos CSA e CSB, apresentam homologia com os genes de leveduras
RAD26 e RAD28 (Prakash e Prakash, 2000).

1.1.2. Reparacéo pos-replicativa e mutagénica

A via RAD6 é responsavel pela tolerancia celular a uma variedade de lesbes que
bloqueiam a replicacdo de DNA (Xiao et al., 2000), e também pela indu¢gao de mutagénese em
células de levedura (Lawrence, 1994; Kunz et al., 2000; Lawrence et al., 2000).

O DNA lesado normalmente bloqueia a maquinaria de replicacdo, entretanto a
replicacado da fita lesada pode ocorrer pela sintese translesdo, na qual uma DNA polimerase
especializada, presumidamente mais tolerante as alteracbes na estrutura molde que as
replicases normais, insere um nucleotideo correto ou incorreto no lado oposto a base lesada e
entdo prolonga a cadeia (Johnson et al., 1999b; Prakash et al., 2000; Lawrence et al., 2000). A
parada da maquinaria de replicacdo no sitio da lesdao pode também resultar na formacgao de
uma lacuna na nova fita sintetizada no lado oposto a lesdo. Esta lacuna é sintetizada por meios
recombinacionais ou ndo recombinacionais que utiliza o DNA duplex homdlogo ndo lesado
(Prakash et al., 2000).

Mutantes deste grupo em geral sdo sensiveis a radiagado UVC e ionizante (para revisao,
ver Henriques e Moustacchi 1980; 1981; Moustacchi et al., 1983; Averbeck et al., 1992;



Nickoloff e Hoekstra 1998; Game 2000), apresentando uma redugdao ou bloqueio na
mutagénese induzida por diversos agentes (Prakash 1976; Lawrence 1994; Nickoloff e
Hoekstra, 1998; Game 2000). Alguns sao defectivos em reparagdo de DNA pds-replicativa,
presumidamente devido a um fracasso ou a uma falha para fechar as lacunas no DNA fita
simples no lado oposto a lesao (Bailly et al., 1997; Nickoloff e Hoekstra, 1998).

Xiao et al., (2000) sugerem que a via RADG é dividida em trés e ndo em duas sub-vias
independentes, como se acreditava anteriormente, representadas pelos genes RADS, POL30 e
REV3; as vias RAD5 e POL30 sdo supostamente livres de erros, enquanto a via REV3 é
largamente mutagénica.

Os genes REV constituem a bem definida via de sintese translesdo que replica o DNA,
sintetizando lesdes, com baixa fidelidade (Lawrence e Hinkle, 1996). Um grande numero de
evidéncias aponta para a existéncia de uma via livre de erro, pds-replicativa, distinta da
mutagénica. A via mediada por RADS5/REV?2 é tida como livre de erro, pois uma delegdo no
gene RADS5S nao interfere fortemente na mutagénese induzida por UV. Os genes RADS e
POL30 foram designados para duas vias de reparagao poés-replicativa distintas baseados na

interac&o sinérgica entre os mutantes rad5 e pol30-46 (Xiao et al., 2000).

1.1.3. Reparacdo de DNA por recombina¢do homéloga

Existem muitas evidéncias de que a tolerancia aos danos no DNA, associada aos
mecanismos recombinacionais, € iniciada por quebras de cadeias. As quebras de cadeias
duplas ou “double strand breaks” (DSBs) sdo uma importante forma de danos no DNA que, se
mal reparadas, podem resultar em delegdes mutagénicas, rearranjos ou translocagoes,
(Parshad e Sanford, 2001) e, se néo reparadas, podem levar a perdas de cromossomas e
morte celular (Friedberg et al., 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998). A reparacao de lesdes na fita
simples de DNA de leveduras é realizada utilizando imediatamente a fita complementar
acessivel como modelo, mas isso ndo é possivel para DSBs (Friedberg et a;. 1995), que
podem ser reparadas pela ligagdo direta para prevenir perda de cromossomos e aumentar a
sobrevivéncia celular, mas com um custo mutagénico, se impreciso (Paques e Haber, 1999).
Alternativamente, a reparacdo de DSBs pode ser realizada com alta fidelidade através de
recombinacdo homologa (Shinohara e Ogawa, 1998). Genes envolvidos em vias
recombinacionais sao conservados entre eucariotos superiores e inferiores. O mesmo é
verdadeiro para o mecanismo recombinacional (Friedberg et al, 1995). Células diploides

apresentam maior resisténcia aos efeitos das radiagdes ionizantes do que células hapldides, e



células hapldéides em fase G2 do ciclo celular, durante a replicacdo do DNA, sao mais
resistentes do que células em fase G1 (Nickoloff e Hoekstra, 1998). Os genes de S. cerevisiae
que participam do processo de reparagdo recombinacional sdo colocados no grupo de
epistasia liderado pelo gene RAD52. Os alelos defectivos dos genes deste grupo conferem
especial sensibilidade a radiagao ionizante e a produtos quimicos que induzem quebras de
cadeia do DNA, mas ndo sao sensiveis nem mostram alteragdo de frequéncias mutagénicas
apos irradiagdo com UVC (Nickoloff e Hoekstra, 1998).

As DSBs séo induzidas por uma variedade de agentes que danificam DNA, incluindo
radiagdes ionizantes, quimicos radiomiméticos, ou, indiretamente, pela remogédo de agentes
intercalantes como furocumarinas, mostardas nitrogenadas e metilmetano sulfonato, ou ainda
pela remocéo de lesbes muito proximas, mas em cadeias opostas (Magafna-Schwencke et al.,
1982; Game 1993; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Game 2000).

Mutagbes nos genes desta via de reparagcdo (RAD52), quando em homozigose, podem
provocar deficiéncia em meiose, afetando a taxa de producao e viabilidade dos esporos, e as
frequéncias de recombinagdo mitdtica e meidtica apos tratamento mutagénico (Henriques e
Brendel, 1990; Nickoloff e Hoekstra, 1998).

1.1.4. Reparacédo de DNA por recombina¢cdo ndo-homdéloga ou ilegitima

A levedura Saccharomyces cerevisiae é eficiente em processos de recombinagao
homodloga. Entretanto, ela possui também um percentual baixo de recombinagdo n&o-
homologa, principalmente quando a via RAD52 nao esta atuando. Em mamiferos, o processo
de reparacdo de DSBs por recombinacdo nao-homologa é catalizado principalmente pelo
complexo conhecido como proteina quinase dependente de DNA (DNA-PK) (revisdo em Game,
2000). Este complexo é composto pelo heterodimero KU70/KU80, conhecido como KU (Smith
e Jackson, 1999), que interage fortemente com a subunidade catalitica desse complexo
denominada DNA-PKcs (uma proteina de 465 kDa) (Smith e Jackson, 1999).

Em S. cerevisiae, ainda nao foi descrita nenhuma subunidade catalitica da proteina
quinase dependente de DNA (Game, 2000). Entretanto, existe um heterodimero homaélogo de
Ku, chamado de Hdf ou yKu, a qual possui também uma grande afinidade por DNA (Feldmann
e Winnacker, 1993). Os genes que codificam para as duas subunidades (de 70 e 80kDa) foram
clonados pela sua alta afinidade de ligacédo a extremidades de DNA livres (do inglés: “high
affinitiy DNA-binding factor” — HDF) e foram denominados HDF1 e HDF2, respectivamente ou
y-Ku70 e y-Ku80A (Feldmann e Winnaker, 1993; Feldmann et al., 1996). Fendtipos de seus



respectivos mutantes foram associados a reparacdo de DNA e recombinacgao ilegitima em S.
cerevisiae (Feldmann et al., 1996; Smith e Jackson, 1999).

A formagéo do DSBs faz com que o heterodimero Ku se ligue as extremidades do DNA,
recrutando a DNA-PKcs ao sitio da lesdo e desencadeando também mudancgas na estrutura da
cromatina (Kanaar et al., 1998). Em S. Cerevisiae, as proteinas Sir2, Sir3 e Sir4 estdo
envolvidas neste processo e, em mamiferos pode ocorrer uma modificacdo similar a esta, de
remodelagcdo da cromatina, levando a formacdo de uma estrutura semelhante a de uma
heterocromatina condensada em volta da lesdo (Kanaar et al, 1998). Apdés a jungéo
(reparacao) das duas extremidades, a autofosforilagdo de DNA-PKcs causa uma mudanga
estrutural neste complexo, desmontando-o. Nos ultimos estagios, o complexo formado pelos
produtos dos genes RAD50, MRE11 e XRS2 também ¢ atraido ao sitio da les&o, auxiliando no
processamento das extremidades e religagao (Kanaar et al., 1998). A reparagao de DSBs por
recombinagcdo nao-homodloga em levedura parece acontecer na fase G1 do ciclo celular,
quando nao ha cromossomas homologas que propiciem a recombinacdo homodloga (Siede et
al., 1996).

Um segundo mecanismo de inducdo de DSBs esta relacionado ao aumento da
diversidade imunoldgica adaptativa em vertebrados mandibulados, sendo que a reparagao
destas quebras é realizada por uma via recombinacional especializada denominada de
recombinacdo V(D)J. Este tipo de recombinagao é caracteristico de células linféides, e baseia-
se na introduc&o de DSBs em sequéncias sinalizadoras de recombinagao (recombination signal
sequences ou RSSs) que flanqueiam os loci que codificam para os receptores das células T e

B (TCR e BCR, respectivamente), e para as imunoglobulinas (lg) (Gellert, 2002).

1.2. AGENTES QUE LESIONAM A CELULA

1.2.1. Radiacao UV

A radiagao UV é o primeiro e mais bem estudado agente capaz de provocar danos e por
consequéncia induzir a reparacao de DNA. O espectro da luz ultravioleta (UV) esta dividido
em trés bandas: UVA (400-320nm), UVB (320-290nm) e UVC (290-100nm). Embora a maior
parte dos estudos baseiam-se na radiacdo de comprimento de onda curto, que nao atinge
praticamente a face terrestre, outros alertam para o fato de que a radiacdo de maiores

comprimentos de onda provocaria 0os mesmos danos, somente em menor intensidade



(Friedberg et al., 1995). Os danos gerados por radiacdo UV mais comumente estudados sao os
dimeros de pirimidina e os fotoprodutos 6-4 (Figura 1).

A exposicao do DNA a radiagéo de comprimento de onda curto (UV 2s4nm ou UVC) promove a
ligacdo covalente entre as bases pirimidicas adjacentes, formando uma estrutura anelar de
ciclobutano chamada dimero de pirimidina, CPD ou, ainda, dipirimidina ciclobutano, resultante
da saturacéo de suas duplas ligacdes C°=C° (Figura 1).

Estes dimeros sdo extremamente estaveis mesmo em pHs e temperaturas extremas,
inclusive apds hidrdlise acida do DNA. Entretanto, a formagao de dimeros durante irradiagao de
DNA é um processo reversivel que se mantém em equilibrio, sendo mais freqliente a formagao
de dimeros de pirimidinas entre as timinas do que entre as citosinas, sendo quase 70% T-
T, 15%T-C e 3% C-C (Friedberg et al., 1995). Os CPDs provocam grandes distorgdes na
hélice de DNA, provocando uma parada obrigatéria na replicagao, devido a impossibilidade de
inserir bases para formar pontes de hidrogénio estaveis (Chan et al., 1985; Friedberg et al.,
1995).

Semelhante a formacgao de dimeros de pirimidina, apds a exposicao a UVC pode ocorrer
uma ligagao entre o C6 de uma timina e o C4 da timina adjacente, gerando um fotoproduto 6-4,
que causa uma maior distorcdo na estrutura do DNA (Taylor et al., 1988; Friedberg et al.,
1995). Sao lesdes alcali-labeis . Essa ligacdo ocorre mais freqlientemente entre as citosinas (T-
C, C-C) do que entre as timinas (T-T), porém nao entre C-T. A metilagdo da citosina na posigao

C-5 aparentemente inibe a formacéao de fotoprodutos 6-4 (Friedberg et al., 1995).
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Figura 1. Representagao esquematica de um anel ciclobutano entre 2 timinas na mesma
cadeia de DNA e um Fotoproduto 6-4, produzido pela ligagéo entre o C6 de uma timina e o C4

da timina adjacente.

1.2.2. Psoralenos/Furocumarinas

As furocumarinas, ou psoralenos sdo compostos aromaticos triciclicos de origem
natural como o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), ou sintética como 3-carbetoxipsoraleno (3-
CPs), formados a partir da condensagcdo do nucleo cumarinico (benzo-a-pirona ou 1,2-
benzopirona) com o grupo furano (Averbeck et al., 1992; Gasparro et al., 1998).

Os psoralenos intercalam-se entre os pares de bases do DNA de maneira reversivel
através de interagdes quimicas de natureza fraca, como forgas de Van der Waals e pontes de
hidrogénio. Na presenca de luz UV de 365nm (UVA), adicionam-se as bases pirimidicas,
principalmente timinas, através de ligagdes covalentes, formando adutos. Estas fotoadigoes
podem ocorrer na forma de mono ou biadigcbes, dependendo da estrutura molecular da

furocumarina. (Figura 2).
Nas monoadigdes, a dupla ligacdo C5-C6 da base pirimidica liga-se a dupla ligagdo C3-
C4 do nucleo cumarinico (monoadigdes do tipo 3,4) ou a dupla ligagao C4-C5 do grupo furano

(monoadigdes do tipo 4°,5’) (Figura 2). As monoadi¢des do tipo 3,4 sao incapazes de absorver



novos fotons de comprimento de onda superior a 320nm (Dall’Acqua et al., 1979), entretanto as
monoadi¢des do tipo 4’-5 podem absorver um féton adicional de 365nm e uma segunda
fotoadicdo pode ocorrer entre a dupla ligagdo C3-C4 do anel cumarinico e outra pirimidina
localizada na cadeia oposta do DNA, conduzindo a formacédo de uma ponte entre as cadeias do
DNA (melhor conhecidas como Interstrand Cross Links, ICL). Furocumarinas que possuem
tanto o sitio C3-C4 do anel cumarinico como o C4-C5 do anel furano disponiveis e apresentam
uma conformacdo planar podem formar tanto monoadigbes quanto biadigbes, sendo
denominadas bi-funcionais, como o agentes 8-MOP. Por outro lado, moléculas angulares ou
com algum impedimento estérico num dos sitios fotorreativos poderdo formar somente
monoadigdes.

Exemplos desses agentes, denominados monofuncionais, sdo o 3-CPs e a
Angelicina (Averbeck 1984; Averbeck et al., 1992; Friedberg et al., 1995; Henriques et al.,
1997).

Através dessas fotoadigdes, as furocumarinas podem causar diversos efeitos
genotoxicos ao DNA, resultando em letalidade, mutagénese e recombinogénese em
organismos procariotos e eucariotos (Averbeck et al., 1992; Dronkert et al., 2001; Greenberg et
al., 2001; Brendel et al., 2003 ).
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Figura 2. Representacado esquematica da fotoadicdo de furocumarinas ao DNA. Apds a
intercalacdo da molécula de psoraleno entre os pares de bases do DNA, um foéton de 365 nm é
absorvido gerando uma monoadigdo. Monoadigdes do tipo 4’,5" permitem a absorgdo de um
segundo féton de 365 nm e uma segunda fotoadicdo do tipo 3,4 pode ocorrer no anel
cumarinico, gerando uma ponte intercadeia.

1.3. MUTANTES PSO



A fotoquimioterapia empregando psoralenos+UVA (PUVA terapia) é largamente utilizada
para tratar desordens dermatologicas, desde dermatites atipicas a psoriase e vitiligo (Horio,
2000; Greenberg et al., 2001). Os produtos formados pela fotoativacédo de psoralenos nos
fibroblastos da pele sédo responsaveis pela eficacia deste tratamento (PUVA), devido a sua alta
citotoxicidade na replicagao celular (Greenberg et al., 2001). Entretanto, embora a PUVA
terapia seja efetiva no tratamento da psoriase, os fotoprodutos resultantes desta associagao
(psoraleno+UVA) inibem o metabolismo do DNA, causam mutagbes, DSBs e danos
cromossomais, podem induzir apoptose e um elevado risco de cancer de pele, de um modo
dose-dependente (Greenberg et al., 2001; Dronkert e Kanaan, 2001).

Com o objetivo de estudar as consequéncias fotoquimicas, biolégicas e genéticas do
tratamento PUVA, em células vivas, Henriques e Moustacchi (1980), isolaram a partir de uma
populagdo de células mutagenizada com etil metanosulfonato (EMS), uma nova classe de
mutantes de Saccharomyces cerevisiae sensiveis a fotoadicdo de psoralenos mono- (3-CPs) e
bi-funcionais (8-MOP): os mutantes pso. A analise molecular desses genes e a caracterizagao
fenotipica de seus alelos mutantes tém progredido consideravelmente. Atualmente, dez genes
PSO estao caracterizados fenotipicamente. As caracteristicas dos genes PSO1 a PSO10 estao

apresentadas na Tabela 2 (para reviséo, ver Brendel et al., 2003).

Tabela 2. Propriedades das proteinas codificadas pelos genes PSO e os fendtipos dos

seus alelos mutantes

Gene/Alelo Proteina (kDa)/Fungao Fendtipo do mutante

PSO1/REV3



PSO2/SNM1

PSO3/RNR4

PSO4/PRP19

PSO5/RAD16

PSO6/ERG3

PSO7/COX11

173; subunidade da DNA

polimerase (

72; possivel envolvimento
na clivagem de hairpins

durante o reparo de ICL

40,1; subunidade pequena

da ribonucleotideo redutase

56,7; proteina associada

a spliceossoma

91,3; DNA helicase envolvida em
NER (Reparo Global do

Genoma)

43; ergosterol

desaturase

sensivel a radiacdo e a
agentes
mutagénicos quimicos

baixa mutabilidade

sensivel ao tratamento com
todos os agentes indutores de
ICL

baixa mutabilidade com
agentes

produtores de ICL

reducéo na mutabilidade
induzida

e recombinagao; células nao
atingem a fase estacionaria

de crescimento

sensivel a agentes
mutagénicos, ndo recombina
em mitose, baixa muta-
bilidade e defectivo em

esporulagao

sensivel a UVC e lesoes
oxidativas
mutabilidade normal; envolvido

em controle do envelhecimento

sensivel a danos oxidativos

28; associa-se ao complexo células sensiveis a 4-NQO

citocromo-oxidase



PSO8/RAD6  19,5; enzima conjugada sensivel a UVC e a varios
a ubiquitina agentes mutagénicos;

mutagénese reduzida

PSO9/MEC3  53,2; envolvida na regulacdo do sensivel a varios agentes
controle do ciclo celular mutagénicos; mutagénese

reduzida; esporulagao normal

PSO10 Desconhecida sensivel a varios agentes
mutagénicos; mutagénese
reduzida

bloqueado em esporulagao

O mutante pso2-1 foi um dos primeiros isolados sensiveis especificamente aos
tratamentos com 8-MOP +UVA (Henriques e Moustacchi, 1980) e mustarda nitrogenada (HN2)
(Ruhland et al., 1981). Posteriormente, quando o alelismo entre os genes PSO2 e SNM1 foi
estabelecido (Cassier e Moustacchi, 1988), ficou claro que uma proteina Pso2/Snm1 nao
funcional conferia um novo fendétipo: sensibilidade especifica a agentes mutagénicos citotoxicos
bi- ou poli-funcionais. Estudos moleculares demonstraram que o gene PSO2/SNM1 codifica
uma proteina nuclear ndo essencial de 76kDa, com um dominio do tipo dedos de zinco,
caracteristico de proteinas ligantes ao DNA. Isto pode, contudo, ndo ser importante para sua
funcdo em remover ICLs, uma vez que sua remocado mutacional manteve a resisténcia da
célula semelhante a selvagem para sensibilidade a HN1 (Haase et al., 1989). Mais
recentemente, foram identificados outros dominios conservados entre genes ortdlogos ao
PSO2 em varios outros organismos. As analises in silico destes dominios levou a definicdo de
uma familia de proteinas/enzimas cujos substratos sdo especificamente acidos nucléicos (DNA
ou RNA) (Moshous et al., 2001; Callebaut et al., 2002). A recente identificacao de ortélogos do
gene PSOZ ligados a susceptibilidade a cancer de préstata e defeitos na recombinag¢ao V(D)J
associada a imunodeficiéncia severa em humanos (Tavtigian et al., 2001; Moshous et al., 2001,
Ma et al., 2002) indica que sua funcdo associada a manutencdo da integridade do DNA é

conservada desde cedo na evolugado. O gene PSO2 ¢é pouco transcrito (aproximadamente 0,3



transcritos/célula) (Richter et al., 1992), mas pode ser induzido cerca de quatro vezes mais por
mutagenos que produzam ICL, incluindo UVC, mas ndo por agentes alquilantes
monofuncionais como MNNG e pelo agente UV mimético 4-NQO (Wolter et al., 1996). De forma
similar a mutantes de reparagao pos-replicativa (ou translesdo), mas contrastando com
mutantes da via NER, o mutante pso2-1 é proficiente no processo de incisdo perto de sitios de
DNA contendo ICL no locus transcricionalmente ativos MATa, mas nédo faz o mesmo no locus
silencioso HML o, sugerindo uma associagcdo de PSOZ2 com NER de genes transcricionalmente
ativos (Meniel et al., 1995). Mutantes pso2/snm1 sao capazes de cortar proximo as pontes
intercadeias fotoinduzidas, mas n&o sao capazes de reconstituir DNA de alta massa molecular.
Esta caracteristica indica um bloqueio na etapa pés-excisdo do mecanismo de reparagao de
ICL no DNA, independente de sua natureza quimica (Magafa-Schwencker et al., 1982; Wilborn
e Brendel, 1989). A sensibilidade de mutantes pso2/snm1 é independente do tipo de base
envolvida na formacao de ICLs (Brendel et al., 2003). Dependendo do mutageno usado, pode
existir uma grande diferengca na estabilidade de ICL, e a indugdo de mutagénese e
recombinagcdo mitdtica podem ser total ou parcialmente bloqueadas (Brendel e Henriques,
2001).

De forma similar a mutantes deficientes na via de reparagdo recombinacional, os
mutantes pso2 ndo mostram resisténcia aumentada na fase G2 do ciclo celular no estado
hapléide ou dipléide como observado para linhagens selvagens (Wilborn e Brendel, 1989;
Henriques e Moustacchi, 1980). Recombinagéo induzida por dano também é reduzida em
mutantes pso2 tratados com 8-MOP + UVA mas ndo depois de tratados com mostarda
nitrogenada monofuncional (Saeki et al., 1983). O reparo de ICL induzidas por psoralenos em
DNA plasmidial exdégeno ndo é afetado em mutantes pso2, contrastando com mutantes de via
de reparagcao NER e recombinacional (Magafa-Schwencke e Averbeck, 1991). Isto sugere que
Pso2p pode estar envolvida em alguma instdncia com modulacdo da cromatina. As
investigagées conduzidas com os mutantes pso2 sugerem que este gene pode desempenhar
sua fungdo em uma via de reparagdo mutagénica ou recombinacional que é especifica para
ICL e que difere do “padrao” conhecido para as vias de reparacado por recombinacido ou pos-
replicativa. O exato mecanismo de como a proteina Pso2p participa no reparo de ICL ainda
permanece desconhecido, portanto a continuidade na sua caracterizacdo é essencial para
compreender melhor os mecanismos e produtos génicos envolvidos na reparagao de ICLs em
S. cerevisiae. Estudos recentes mostraram que a presenca de um motivo de R-lactamase na
extremidade C-terminal da Pso2p, permitem sua inclusao na familia de proteinas R-CASP, que

possuem acidos nucléicos como substrato comum (Callebaut et al, 2002). Esta familia



compreende enzimas de reparo eucariéticas e proteinas que processam RNA (Callebaut et al.,
2002). Estudos filogenéticos indicam uma relagdo entre Pso2p/Snm1p e as proteinas RAG-
1/RAG-2, conhecidamente envolvidas na recombinacao V(D)J, e que sao caracterizadas como
proteinas com atividade endonucleolitica e de fosfotransferase (Ma et al., 2002). Estes achados
sugerem um novo papel para Pso2p no reparo de DNA, atuando provavelmente na clivagem de
hairpins formados quando a forquilha de replicagdo € bloqueada na regido proxima ao ICL
(Brendel et al., 2003). Mais recentemente estudos de interagdes protéicas utilizando o sistema
dois-hibrido mostraram que a proteina Pso2p interage com as proteinas codificadas pelo gene
PAK1 e pelas ORFs, YHR80c e YJL084c (Revers, 2003. Dados nao publicados). A proteina
Pak1p foi mostrada como importante para reparo de DNA, sendo o mutante pak14 sensivel a
psoralenos bifuncionais e a UVC. A analise da interagdo génica entre PSO2 e PAK1 mostrou
que ambos sao epistaticos para a via de reparagao por excisao de nucleotideos - NER. Novos
experimentos estdo sendo conduzidos para demonstrar a qual via de reparo o gene PAK1 pode
ser melhor enquadrado, bem como para estudar de que forma PSO2 e PAK1 interagem em um
contexto de recombinagao homologa e reparo do tipo NHEJ. Por sua vez, YHR80c e YJL084c,
apesar de pouco estudados, ndo mostraram uma interagao génica significativa com PsoZ2p.

A sensibilidade do mutante pso24 frente a acetaldeido (ACA) foi analisada e comparada
com outras drogas causadoras de danos ao DNA por meio de ensaios de expressao de beta-
Gal e analise fenotipica. Concluiu-se que este mutante possui uma sensibilidade elevada para
ACA. Foi mostrado que ACA possui a capacidade de se intercalar na fita de DNA, gerando
pontes intra e intercadeias e, além disso, que ACA é gerado como um metabdlito da via

glicolitica de S. cerevisiae.

1.4. REPARACAO DE LESOES NO DNA DE E. coli

1.4.1. Genes uvrA, uvrB e uvrC

O DNA nas células é fortemente associado com uma grande variedade de proteinas que
servem para manter a estrutura organizacional do material genético e coordenar respostas
celulares incluindo replicagdo, reparo, recombinag¢ao e transcricdo (Minko et al., 2001). Desde
componentes endégenos como peroxidagao lipidica, passando por substancias presentes no
ambiente, compostos quimicos carcinogénicos, luz ultravioleta, podem produzir danos na
estrutura do DNA (Van Houten et al., 2002).



O mecanismo de reparo por excisdao de nucleotideos (NER), € o mais universal e
conservado sistema de reparo encontrado em organismos procariotos e células eucaridticas
(Theis et al., 2000). Sua grande vantagem € a habilidade de atuar sobre uma gama variada de
lesdes, originarias dos mais diversos tipos de agentes, ao contrario de outros mecanismos
presentes em sistemas procariéticos (Skorvaga et al., 2004). Mutagdes ou deficiéncias em
genes especificos da via NER podem levar a envelhecimento precoce e desenvolvimento de
cancer em humanos (Van Houten et al, 2002). O NER em sistemas procariticos e
eucaribticos opera baseado nos mesmos principios, apenas ocorrendo a substituicdo das
proteinas envolvidas (Cleaver et al., 2001). Em bactérias, o NER é mediado pelo produto dos
genes uvrA, uvrB e uvrC, conhecido como complexo UvrABC, sendo dividido em quatro
passos basicos: reconhecimento do dano e verificagdo da leséo; incisdo; excisdo do fragmento
danificado; sintese de reparo e ligagdo, mecanismo este descrito ha 40 anos atras (revisado
por Van Houten et al., 2002.) (Figura 3).

Modelo do mecanismo de NER em E. coli
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Figura 3. Modelo molecular do mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (NER)
em Escherichia coli. As principais etapas desta via estdo descritas e as proteinas envolvidas

estao representadas esquematicamente.

O gene uvrA pertence a uma série de genes chamados genes SOS, os quais s&o
induzidos por substancias que produzem danos no DNA. Esta expressdo é regulada por um
repressor, produto do gene lexA, que se liga em uma regido especifica presente no operador —
promotor do gene. (Sancar et al., 1982). O gene uvrA constitui um simples operon contendo
dois genes separados por 253 pb, uvrA e ssb (que codifica uma proteina de ligagdo a DNA de
fita simples), que sao transcritos independentemente. O sitio onde se liga o repressor lexA esta
localizado nesta regido intergénica e € requerido para a regulagdo de uvrA, mas nao esta
envolvida na expressao de ssb. Ha somente vinte e cinco moléculas da proteina uvrA
constitutivas em E. coli , mas mediante ativacdo do sistema SOS os niveis aumentam para
aproximadamente duzentas e cinquenta unidades por célula (Van Houten, 1990).

O produto do gene uvrA é uma ATPase independente de DNA e uma proteina de
ligagdo ao DNA. Estas caracteristicas correlacionam-se com motivos estruturais presentes na

sequéncia nucleotidica. A composicdo dos aminoacidos revelou a presengca de duas



sequéncias consenso, chamadas Walker tipo A e B, encontradas em muitas proteinas que
ligam ou hidrolizam ATP, sendo as sequéncias Tipo A mais conservadas. Uma analise mais
detalhada da composigéo nucleotidica mostrou uma regido de 250 aminoacidos com homologia
a um variado numero de ATPases, sugerindo que a proteina UvrA € um membro de uma
superfamilia da ATPases procaridticas, muitas delas atuando na membrana plasmatica,
resisténcia a drogas, divisdo celular, transporte de proteinas, recombinagdo e replicagao
(Doolittle et al., 1986). Possui dois motivos tipo Dedo de Zinco e um motivo Hélice-Volta-Hélice
(Wang e Grossman, 1993). Ambos os motivos sdo importantes na ligagao da proteina ao DNA.
Dos 940 aminoacidos presentes na estrutura protéica, a regido de 230 aa localizada na porgéo
N-terminal é requerida para a interacdo com a proteina UvrB, enquanto que para a sua auto-
dimerizagdo é necessario os outros 680 aminoacidos (Claasen et al., 1991), sendo, no entanto,
necessaria a quase totalidade dos 940 aminoacidos para a ligagédo no DNA.

O gene uvrB também é um membro da familia SOS, entretanto, apresenta regulagéo
mais complexa (Schendel et al., 1982). Sua transcricdo parece ser controlada por um sistema
SOS-dependente e SOS-independente, envolvendo a sobreposi¢cao de dois promotores, P1 e
P2 (Fogliano e Schendel, 1981). O sitio de ligacdo da proteina lexA esta presente na regido
promotora, funcionando in vitro como operador para P2, pelo fato de que a trasncri¢ao € inibida
pela presenga do repressor LexA, enquanto nao é afetada em P1. Entretanto, evidéncias in
vivo indicam que P1 é responsavel pelos niveis constitutivos e induziveis da proteina UvrB,
servindo P2 para regular a transcri¢ao do primeiro (Van der Berg et al., 1983).

Codificando um polipeptideo de 673 aminoacidos, com massa molecular de 76 kDa
(Arikan et al., 1986), uvrB exerce um papel fundamental nas fungcbes de ligagcdo no DNA,
reconhecimento do dano, e incisdo mediado por uvrC, sendo a proteina central do NER em
bactérias (Skorvaga et al., 2004). A estrutura de UvrB consiste de cinco dominios (Theis et al.,
2000). Conectado entre a superficie de dois dominios da proteina UvrB encontra-se o sitio de
ligagcdo de ATP, sendo a estrutura destes muito semelhante as helicases pertencentes as
superfamilias | e Il, sugerindo similaridade na fungéo de ligacdo de ATP e hidrolise (Theis et al.,
2000). A estrutura das helicases na presenga e auséncia de cofator e, ou DNA, mostram
orientagdes distintas dos dois dominios que ligam ATP, indicando que a translocagdo do
complexo na etapa de reconhecimento do dano é acoplada a hidrélise de ATP (Hall e Matson,
1999). Dois dominios interagem com UvrA e UvrC , enquanto o ultimo dominio esta relacionado
na ligagdo ao DNA. Estudos recentes tém demonstrado que o motivo de R-hairpin é o
componente chave das fungdes exercidas por UvrB. Mutacbes pontuais e delegdes na

estrutura deste dominio, ainda sustentam a capacidade da proteina de se ligar ao DNA, formar



complexo com UvrA e até aumentam a atividade de ATPase quando comparados com a
linhagem selvagem. Por outro lado, o mutante ndo consegue separar as fitas do DNA,
posicionar-se na regido danificada e executar a incisdo do fragmento lesado ao formar
complexo com UvrC (Skorvaga et al., 2004).

O gene uvrC codifica um polipeptideo de 610 aminoacidos, com peso molecular de
aproximadamente 68,5 kDa (Lin e Sancar, 1990), apresentando como uvrA e uvrB, expressao
constitutiva em um nivel baixo, aproximadamente dez a vinte moléculas por célula. Nao
pertence ao grupo dos genes SOS, nem sua transcrigdo € aumentada quando a célula sofre
lesdo por qualquer agente (Forster e Strike, 1985). De estrutura quimica mais simples, nao
apresenta dominios de ligacao no DNA, nem do tipo Dedos de Zinco. Apds a formagao do
complexo entre UvrA e UvrB, UvrC é recrutada para realizar a incisdo nas duas extremidades
do fragmento lesado. Comparagdes de sequéncias e experimentos de mutagénese sitio-
dirigida, demonstraram que ambas as incisdes, 5’ e 3’, sdo realizadas por sitios cataliticos
distintos, que podem ser inativados de maneira independente (Lin e Sancar, 1992). A
extremidade N-terminal possui todos os componentes para a realizagao da incisdo da regiao 3,
enquanto a porgao C-terminal engloba os componentes para realizar a clivagem 5’ (Verhoeven
et al., 1999).

O aspecto fundamental da especificidade do NER é a capacidade da maquinaria de
reparo localizar e identificar a base ou regido lesada no genoma, processo chamado de
reconhecimento dano-especifico. Em E.coli, este entrave & superado pela interagdo das
proteinas UvrA e UvrB, e suas relagdes com o DNA.

Em solugado, UvrA dimeriza para tornar-se UvrA,, sendo a capacidade de ligagao a ATP
dos monémeros a responsavel pela formagdo do dimero (Moolenaar et al., 2001). UvrA;
interage entdo com UvrB, para formar o complexo UvrA,B. Embora o dimero de UvrA tenha a
habilidade de reconhecer lesdes no DNA, acredita-se que somente o complexo UvrA,B possa
ser identificado pela maquinaria de reparo do NER (Theis et al., 2000). A proteina UvrA
funcionaria como uma molécula marcadora, direcionando UvrB para o local correto. Dentro
deste contexto, estudos recentes tém mostrado um modelo onde o motivo de R-hairpin de UvrB
seria a chave para o reconhecimento e processamento da lesdo (Skorvaga, 2002). Neste
sistema, o complexo UvrA,B se ligaria ao DNA, percorreria a molécula devido a sua atividade
de helicase ao encontro da regido lesada em intimo contato com os dominios de ATPase de
UvrB , 3-hairpin e de ligacdo ao DNA. Caso a lesdo néo fosse encontrada, o complexo seria
dissociado do DNA. Ocorrendo a localizagdo pelas proteinas, mudancas conformacionais

seriam desencadeadas na regiao lesada, que esta em contato com UvrA, passando por um



mecanismo ainda nao totalmente esclarecido a interagir com UvrB (Zou e Van Houten, 1999).
Desta maneira, alteragdes conformacionais ocorreriam nas proteinas e no DNA. Durante a fase
de reconhecimento do dano, acredita-se que UvrA hidroliza ATP e dissocia-se do complexo
UvrAz,B, ou UvrB mesmo poderia ativar a liberagdo de UvrA da maquinaria de reparo,
permitindo a formagao do complexo estavel UvrB-DNA. Uma vez formado o complexo estavel
com a liberacdo de UvrA, a proteina UvrC através dos seus dois sitios cataliticos
independentes, liga-se ao complexo e promove os eventos de incisdo. A porgdao N-terminal é
responsavel pela clivagem de quatro a cinco nucleotideos das proximidades da regido 3,
enquanto a extremidade C-terminal corta oito nucleotideos da regido 5’, liberando um
fragmento de doze nucleotideos contendo a lesao (Lin e Sancar, 1992). Diversos trabalhos tém
mostrado que as duas incisdes sdo estruturalmente diferentes: a incisdo na regiao 3’ requer a
ligacdo de ATP, ao passo que na porgdo 5 a ativacdo pode ocorrer via ATP ou ADP
(Zwetsloot et al., 1986); para ocorrer a incisdo 3’ € necessario a interagao de UvrC com UvrB,
enquanto a auséncia de interacdo na extremidade 5 n&o altera a capacidade de clivagem
(Moolenaar et al., 1997); mutantes UvrC com substituicdes simples de aminoacidos ainda
mantém a capacidade de cortar na regido 3’, ao contrario da 5’ (Lin e Sancar, 1992).

Apos a incisdao pelo complexo UvrABC, a helicase UvrD procede a excisdao do
oligonucleotido lesado, antes ou durante a sintese de reparo, normalmente realizada pela DNA
polimerase |. A DNA ligase sela a molécula na regido 3’ e encerra 0 processo.

Estudando o comportamento dos mutantes uvrA, uvrB e uvrC, Lage et al, (2003),
obtiveram resultados interessantes. Experimentos in vitro indicaram que o mutante uvrB é
hipersensivel ao tratamento com mitomicina C e PUVA, quando comparado com a linhagem
selvagem e os mutantes uvrA e uvrC. Diferente de outros agentes quimioterapicos, mas similar
ao reparo com UVC, os trés mutantes apresentaram a mesma sensibilidade quanto tratados
com mustardas nitrogenadas. Anadlise dos perfis de sedimentagdo em gradiente de sacarose
alcalino, demonstraram que o mutante uvrB quanto tratado com mitomicina C e PUVA,
mantém a capacidade de cortar o ICL, mas é bloqueado na etapa de ressintese, nao
conseguindo restaurar DNA de alto peso molecular, comportamento semelhante ao
apresentado pelo mutante pso2-1 de S. cerevisiae. Estes dados sugerem que os processos de
incisdo no DNA lesado nao dependem da agao conjunta de UvrB e UvrC (Lage et al., 2003). O
produto do gene uvrB atuaria apenas na etapa de reconstituicio de DNA de alta massa

molecular (Lage et al., 2003).



Estas novas observagdes projetam um novo papel para a proteina UvrB , independente
da sua funcéo previamente descrita no complexo UvrABC, que poderia ser especifico para o
reparo de monoadutos, biadutos intra-cadeia e ICL (Lage et al., 2003).

O elevado grau de conservagao dos sistemas de protecdo e defesa da célula entre
organismos procariotos e eucariotos (Jazayeri e Jackson, 2003), permite a transferéncia
horizontal de genes que codificam proteinas de reparo em organismos inferiores para outros de
maior complexidade. Usando-se vetores especiais, € possivel expressar genes de reparo da
bactéria E. coli, em Saccharomyces cerevisiae, com o objetivo de aumentar a resposta frente a
alguns tipos de lesbes em linhagens competentes, ou para restaurar parcial ou totalmente os
fendtipos de sensiblidade em linhagens mutantes em qualquer sistema de reparagao
(Brozmanova et al., 2004). Os experimentos de expressdo heter6loga tém sido muito uteis
para o estudo de genes que codificam fatores de reparo (Brozmanova et al., 2004), tanto na
caracterizagdo de aspectos biogumicos e genéticos de numerosas proteinas, como na
identificacdo de novos genes através desta estratégia de clonagem. Como exemplo, pode-se
citar a expressao heterologa de alguns genes em S. cerevisiae, como 0 gene ada, que codifica
uma DNA —metiltransferase, proteina envolvida no reparo de alquilagdes produzidas no DNA; a
restauracado dos fendtipos selvagens do mutante pso4-1 de S. cerevisiae pelo gene recA de E.
coli (Morais et al., 1994); e a complementacdo do fendtipo de sensibilidade a perdxido de
hidrogénio (H202) do mutante pso3-1 de S. cerevisiae pelo gene nth de E. coli. (Brozmanova et
al., 2001).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como propédsito avaliar a possivel complementacao dos fenétipos de
sensibilidade do mutante pso2-1 de Saccharomyces cerevisiae pelos genes uvr de Escherichia

coli.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Amplificagdo dos genes uvr a partir de uma linhagem selvagem de Escherichia coli, e

clonagem em vetor de expressdo em levedura.

- Transformacao de linhagens selvagens e mutantes de Saccharomyces cerevisiae para o gene
PSO2, com os plasmideos contendo os genes uvr, seguido de ensaios de complementagao e
analise de expressdo para alguns fendtipos de sensibilidade e de mutagénese do mutante

pso2-1.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. LINHAGENS E PLASMIDEOS

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli utilizadas nesse trabalho
encontram-se descritas na tabela 3 e 4, respectivamente. Nas rotinas de laboratorio, para
propagacéo e amplificagdo plasmideal foram utilizadas as linhagens bacterianas DH5a e
TOP10.

Os vetores plasmideais de uso em S. cerevisiae e E. coli utilizados neste estudo

encontram-se descritos na tabela 5.

Tabela 3. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas para a realizagao deste estudo

Linhagens Genotipo Fonte

EH3846-  Mata ade2-1 lys1-1 his3 ura3-52 leu 2-3 112 Dr. M. Brendel,

4A trp 1 pso2-11 University Frankfurt,
Alemanha
YPH98 Mata ade2-101 leu2-A1 lys2-801 Henriques e

Moustacchi, 1980

CL100 YPH98, pVT103-U Este estudo
CL101 YPH98, pVT103-U::uvrB Este estudo
CL102 YPH98, pVT103-U::uvrC Este estudo
CL200 EH3846-4A, pVT103-U Este estudo
CL201 EH3846-4A, pVT103-U::uvrB Este estudo

CL202 EH3846-4A, pVT103-U::uvrC Este estudo




Tabela 4. Linhagens de E. coli utilizadas para a realizagao deste estudo

Linhagens Gendétipo Fonte
DH5q. F’/endA; hsdR17(rk mk”) supE44 thi-1 Invitrogen
recA1 gyrA (Nal’) relA1 A(lacZYA-argF)
U169 @80 lacZAM15).
TOP10 F~ mcrA A(mrr-hsdRMs-mcrBC 80/acZAM15 Invitrogen
AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL(Str) endA1 nupG
Tabela 5. Vetores de uso em S. cerevisiae e E. coli
Plasmideo Caracteristicas Fonte
pVvT103-U Vetor de uso em S. cerevisiae contendo URAS3 Brozmanova, 2001
como marcador genético
pZErOR-2 Vetor utilizado para clonagem de extremidades Invitrogen

cegas

3.2. MEIOS DE CULTURA

Todos os reagentes utilizados para a formulagao dos meios de cultura foram obtidos das
empresas Sigma, Synth e Difco. Para o crescimento das células de levedura foi utilizado meio
minimo (MM) ou meio sintético completo (SC) composto de 0,34% de bases nitrogenadas de
leveduras, sem aminodacidos, 0,5% de sulfato de aménio, 2% de glicose e 2% de bacto agar.
Na lavagem, suspensdo e diluicdo das células foi empregada solugdo salina (NaCl 0,9%).
Tambeém foi utilizado o meio liquido completo (YEPD), cuja constituicdo € 1% de extrato de
levedura, 2% de bacto peptona e 2% de glicose.

Na determinagdao das marcas auxotréficas, as células de levedura foram semeadas em
SC suplementado com os aminoacidos e bases nitrogenadas requeridas, exceto aquelas
necessarias para determinar a marca auxotréfica, nas seguintes concentragdes: 20 mg.L™" de

hemissulfato de adenina, 10 mg.L™' de L-histidina, 30 mg.L" de L-leucina, 30 mg.L™" de



L-lisina, 20 mg.LI"" de uracil. Assim, para determinar se uma linhagem era auxotréfica para
lisina, por exemplo, suas células eram semeadas em SC contendo todos os nutrientes citados,
menos lisina. Esse meio passa entdo a ser denominado meio seletivo ou de omisséo.

Para o crescimento das linhagens bacterianas, utilizou-se o meio LB, composto de 1%
de extrato de levedura, 0,5% de cloreto de sddio e 2% de bacto triptona, com pH ajustado para
7,0 com NaOH 1 M e, quando necessario, solidificado com 2% de bacto agar. Para a selegao
de colbnias de bactérias transformantes e para a manutengao de plasmideos foi acrescentado
o antibiético ampicilina (100 pg.mL™) e ou canamicina (50 pg.mL™) ao meio LB (LB+Amp e
LB+Can) respectivamente, dependendo do plasmideo empregado.

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave, sob 1 atm de pressao e

temperatura de 121°C por 20 minutos.

3.3. AGENTES QUIMICOS

A furocumarina monofuncional 3-carbetoxipsoraleno (3-CPs) foi gentiimente fornecida
pelo Dr. E. Bisagni (Institut Curie, Orsay, Franga), e a furocumarina bifuncional 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) foi obtida da Sigma. As solugbes estoque foram preparadas segundo
Averbeck e Moustacchi (1975): apds dissolugao de 6,4 mg de 3-CPs ou 5,2 mg de 8-MOP em 4
mL de etanol absoluto (Synth), completou-se o volume com agua destilada até 10 mL. As
solugbdes foram armazenadas a 4°C ao abrigo da luz. A concentracdo final das furocumarinas

nas suspensdes de células tratadas é 5x10° M.

3.4. ESTOQUE DAS CULTURAS

As culturas de leveduras crescidas em meio seletivo durante 12-15 horas, ou até a
concentracdo celular de 107 células.mL™, foram diluidas 1:1 em tamp&o salina contendo 50%
de glicerol, e armazenadas em freezer a -20°C ou a -85°C.

As culturas de bactéria foram crescidas por 15 horas em meio LB com e sem antibiético,
diluidas 1:1 em solucdo de glicerol (65% glicerol, 0,1 M MgSO, 0,025 M Tris-HCL pH 8,0) e

armazenadas em freezer a -20°C.

3.5. CONDICOES DE CRESCIMENTO



Para obtengdo de culturas liquidas de células de levedura em fase estacionaria de
crescimento, aliquotas da placa estoque foram inoculadas em meio seletivo e incubadas a
28 °C com agitagao orbital de 180 rpm por 3 dias, ou até atingirem a concentragcdo de 2 a
4x10® cels.mL™, caracteristica de uma fase estacionaria. As células em fase exponencial de
crescimento foram obtidas com 12-15 horas de incubac&o a 28 °C com agitagdo orbital de

180 rpm, atingindo 1 a 2x10” células.mL™ e cerca de 20 a 30% de células em brotos.

3.6. TESTE EM GOTAS QUALITATIVO

Na determinagdo de marcas de auxotrofia, gotas com 5-10 uL de suspensdes celulares
em tampado salina contendo 10° a 10" cels.mL™" foram depositadas em placas de Petry
contendo meio MM ou meios de omissdo. Apds 3-4 dias de crescimento a 28 °C, as células
aptas a formar colbnias nos meios de omissdo eram consideradas prototréficas para os
respectivos aminoacidos omitidos, e aquelas que ndao formavam col6nias eram consideradas
auxotréficas. Também para caracterizar rapidamente um grande numero de transformantes
quanto a sensibilidade a diversos agentes mutagénicos foi utilizado o teste em gotas.

Para o ensaio de teste em gotas com 8-MOP + UVA e 3-CPs + UVA, uma suspensao
celular foi tratada com 5x10° M de 8-MOP e 3-CPs, e incubada por 15 minutos a 4 °C no
escuro. Apds o depdsito das gotas como descrito neste item, as placas foram irradiadas com 3
e 6 kJ. m? de UVA para o teste com 3-CPs, e 2 e 3 kJ. m? para 8-MOP.
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FIGURA 4. Esquema demonstrativo do funcionamento de um teste em gotas.

3.7. CURVAS DE SOBREVIVENCIA

3.7.1. Preparacao das suspensdes celulares

As culturas de células em fase estacionaria de crescimento foram centrifugadas a 5000
x g por 5 min a 4 °C e lavadas com salina por 3 vezes para a completa remocédo do meio de
cultura. Para dissociar eventuais agrupamentos celulares, as suspensdes celulares foram
submetidas a tratamento com ultrassom (Ultrasonic Homogenizer 4710, Cole-Palmer
Instrument) por 10 a 30 segundos. A concentragao celular foi determinada por contagem em

camara de Neubauer e ajustada para 2x10° céls.mL™".

3.7.2. Tratamento com 3-CPs e 8-MOP + UVA

Para os tratamentos com 3-CPs e 8-MOP, as suspensdes celulares em fase estacionaria
de crescimento foram incubadas a 4 °C por 15 min ao abrigo da luz com concentragbes
eqliimoleculares de 5x10° M de 3-CPs ou 8-MOP (ver item 2.3). Ap6s incubacao, retirou-se
uma aliquota para controle, e diluicbes apropriadas foram feitas e semeadas em SC-Ura.

Aliquotas de 10 mL foram expostas a doses crescentes de radiagdo UVA em placas de Petry



de plastico abertas. Aliquotas foram retiradas a cada dose, diluidas apropriadamente,
semeadas em triplicata em placas de SC-Ura e incubadas a 28 °C por quatro dias. Apos este
periodo, a contagem do numero de colbnias visiveis em cada placa foi realizada e, com base
nas diluigcbes efetuadas, calculou-se a fragdo de sobrevivéncia de cada linhagem em relagéo a
dose zero. A dose de radiagdo ao nivel da preparacédo celular foi de 1,1 kJ.m?, conforme
estabelecido por um dosimetro Black-Ray® J221 (Ultraviolet Products Inc.). Para irradiagao foi

utilizado o aparelho Stratalinker® 1800 (Stratagene).

3.7.3. Tratamento com radiagcdo UVC

As aliquotas de 10 mL das suspensdes de 2x10° cels.mL™" em fase estacionaria de
crescimento foram submetidas a irradiagdo com doses crescentes de UVC. A cada dose, uma
aliquota foi retirada, diluida e semeada em SC-Ura, em ftriplicata. As placas foram incubadas a
28 °C, durante 3 dias e as colbnias visiveis foram contadas, as diluicdbes foram corrigidas e
convertidas em taxa de sobrevivéncia com relagdo ao controle. A taxa de dose de UVC, ao
nivel da preparacao celular, foi de 10 J m?, conforme determinado por um dosimetro Black-Ray
J225 (Ultraviolet Products Inc).

3.8. DETERMINACAO DA FREQUENCIA DE REVERTENTES HIS* E DE MUTACAO PARA
FRENTE OU “FORWARD MUTATION”

Para a determinagao da freqUéncia de mutacdes reversas, aliquotas de 0,3 mL de uma
suspensdo celular contendo 1x10° céls. mL™ foram incubadas com 8-MOP + UVA conforme
descrito nas curvas de sobrevivéncia. A seguir, as células foram semeadas em placas de Petry
contendo meio sintético com omissdo de arginina e acrescentado de canavanina a 60 pg.mL™ .
Apos a semeadura, as placas foram irradiadas com diferentes doses de UVA, e incubadas a 28
°C no escuro por 3 a 5 dias, sendo o experimento realizado em triplicata. As colénias mutantes
foram contadas e calculou-se a taxa de reversdo. A sobrevivéncia foi monitorada

paralelamente.

3.9. METODOS RELACIONADOS A ACIDOS NUCLEICOS

A preparacédo de solugbes e tampdes foi feita segundo a metodologia empregada em

laboratorios de Biologia Molecular, descritas por Ausubel et al., (1995) e Sambrook et al.,



(1989). Os produtos quimicos foram obtidos da Sigma, Merck, Fluka-Biochemika, Difco e
Gibco BRL.
As enzimas de restricdo e os respectivos tampdes usados nas técnicas de genética

molecular foram obtidos da Pharmacia, MBI e Invitrogen.

3.9.1. Extragdo de DNA genGmico

Para posterior amplificagdo por PCR dos genes uvrA, uvrB e uvrC de E. coli realizou-se
a extracdo do DNA genémico de uma linhagem selvagem de E. coli (DH5a), com o reagente
Easy-DNA™ Kit (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. A qualidade da extragéo foi

analisada por migracéao eletroforética em gel de agarose.

3.9.2. Amplificacdo do fragmento de interesse pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

Os genes uvrA (Qi/148164/), uvrB (Qil43283/) e uvrC (gi43287/) de E. coli foram
amplificados com a enzima Pfx DNA polimerase (Invitrogen), que possui atividade de corregao
3'— 5. A partir da sequéncia dos genes presente em banco de dados, foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores com a inser¢gdo dos sitios de restrigdo para as endonucleases
Sacl e Pstl, para a clonagem no vetor de expressao em levedura.

Os primers especificos utlizados para amplificacdo dos genes uvrA, uvrB e uvrC a partir

do DNA genbmico de E. coli DH5a foram os seguintes:

uvrA 5 GAG CTC GAAAGG TGAATG GAT AAGATCGAAG 3
5 CTG CAG GAT TAC AGC ATC GGC TTAAGG AAGC 3

uvrB 5 GAG CTC GCG ACT CAT GAG TAAACC GTT CAAA 3
5 CTGCAGCCTGTTACGATGCCGCGATAAACAG 73

uvrC 5 GAG CTC TTATCG CAT GTACGATGCTGGTGGT 3"
5 CTG CAG GAGACATCAATGTTITCAACGACCAG &



GAG CTC  sitio para Sacl e
CTG CAG sitio para Pstl

FIGURA 5. Primers especificos utilizados para amplificacdo dos genes uvrA, uvrB e

uvrC de E. coli a partir do DNA gendmico.

FIGURA 6. Mapa do Vetor de Expressado pVT103-U utilizado para o clonagem dos
genes uvrA, uvrB e uvrC de E. coli. O vetor contém uma origem de replicagdo para levedura
(2u ori); um promotor forte, de expressao constitutiva (ADH1), isolado do gene ADH1 de S.

cerevisiae; gene de resisténcia a ampicilina (Ap"); e o gene URA3 como marca prototréfica.

As misturas de reacbes continham 10 U de Pfx DNA polimerase, 0,4 yM de
oligonucleotideo iniciador, 1 yL de DNA gendémico de E. coli DH5a, 0,25 yM de cada dNTP, e
10 yL de tampé&o de reagédo da enzima 10x (Invitrogen) em um volume final de 100 pL. As
condigdes utilizadas para amplificagdo dos genes uvrA foram: desnaturacéo inicial a 95 °C por
2 minutos (1 ciclo); desnaturacdo 95 °C por 30 segundos; anelamento a 48 °C por 30
segundos, 30 ciclos; extensédo a 72 °C por 15 minutos (1 ciclo). Para o gene uvrB as
condicdes foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 minutos (1 ciclo);

desnaturagcdo 95°C por 30 segundos; anelamento a 49,5 °C por 30 segundos, 30 ciclos;



extensdo a 72 °C por 15 minutos (1 ciclo). Para amplificacdo do gene uvrC, a Unica
modificacdo as demais condicbes acima foi a temperatura de anelamento de 48,5°C. Os
produtos de PCR foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose 1% com 0,01
% de brometo de etideo e visualizados com iluminagédo ultravioleta. Os fragmentos de interesse
foram purificados para ligagéo no vetor pZErOR-2 (Invitrogen), para posterior subclonagem no

vetor de expressédo em levedura pVT103-U.

3.10. CLONAGEM DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS NO VETOR pZErOR-2
3.10.1. Purificacédo dos fragmentos amplificados

Apds a amplificacdo e separagao dos fragmentos de interesse por meio de eletroforese,
uvrA (~2,6 kb), uvrB (~2,1 kb), uvrC (~1,8 kb), realizou-se a extracdo do DNA do gel de
agarose 1% utilizando o reagente Concert Matrix Gel Extraction KIT® (GIBCO). O DNA extraido
foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm.

3.10.2. Ligacdo do fragmento amplificado no vetor pZErOR-2
A ligacao do fragmento de DNA amplificado no vetor pZErOR-2 (figura 7) clivado com a

enzima EcoRV , foi realizada com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), utilizando-se o

tampao proéprio desta. Incubou-se a reacado a 16 °C por 1 hora.
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FIGURA 7. Mapa do vetor de clonagem pZErOR-2 (Invitrogen), utilizado para o clonagem
dos produtos de PCR de 2,6 kb, 2,1 kb, e 1,8 kb correspondentes aos genes uvrA, uvrB e uvrC
de E. coli. Este vetor contém os seguintes elementos: um promotor Plac, que controla a
expressao do gene fusionado /lacZa-ccdB; o gene ccdB que codifica para uma proteina letal;
uma origem de replicacao f1 ori que permite a replicagdo em alto numero de cépias e a
manutencdo do plasmideo em E. coli. A ligagdo do fragmento resultante da PCR com
extremidades cegas interrompe a expressdo do gene fusionado lacZo-ccdB, permitindo o
crescimento de quase 100 % dos recombinantes positivos apdés a transformacao destes.

Kanamycin: ORF de resisténcia a canamicina.
3.10.3. Preparacédo de células célcio competentes de E. coli DHb5a.

Inoculou-se em 5 mL de LB liquido células da bactéria E. coli DH5a por 20 horas com
agitacdo de 180 rpm. Transferiu-se 2 mL deste inéculo inicial para um frasco Erlenmeyer
contendo 100 mL de LB liquido e incubou-se a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm por
aproximadamente 3 horas. As células foram centrifugadas a 3000 x g a 4 °C por 10 minutos. O
precipitado de células foi ressuspendido em 10 mL de CaCl, 0,1 M, e centrifugou-se novamente
a 3000 x g a 4 °C por 10 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado de células em 2 mL de CaCl,

0,1 M. Transferiu-se 200 uL da suspensao para tubos de microcentrifuga.



As aliquotas foram armazenadas a -80 °C. (Sambrook et al., 1989).

3.10.4. Transformacdo de células calcio competentes de E. coli DH5a com o plasmideo
PZEroR-2

As amostras de células competentes armazenadas a —80 °C foram descongeladas,
sendo 100 pL adicionados a 5 uL da reacéo de ligagao e incubadas no gelo por 5 minutos. Em
seguida, procedeu-se incubagao por 2 minutos em banho-maria a 42 °C, retornando ao gelo.
Adicionou-se 1 mL de LB liquido, misturou-se, e as amostras foram incubadas por 1 hora a 37
°C sob agitagdo. Em placas de LB+Can , plaqueou-se 100 pyL da transformacdo, sendo as

placas incubadas a 37 °C por 18 horas.

3.10.5. Selecao dos recombinantes

Apo6s 18 horas de incubagao a 37 °C, algumas coldnias foram isoladas, e colocadas para
crescer em meio LB+Can por 16 horas a 37 °C sob agitagado, para extragdo do DNA plasmideal
pelo método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989). Para a confirmacao de que a ligagéo dos
fragmentos purificados no vetor estava na orientagdo correta, clivou-se 3 puL da preparagao
plasmideal com as enzimas de restricdo Sacl e Pstl. O tamanho dos fragmentos clivados foi

observado em eletroforese em gel de agarose 1%.

3.11. SUBCLONAGEM DOS GENES wuvrA, uvrB e uvrC NO VETOR pVT103-U DE
EXPRESSAO EM LEVEDURA

Os fragmentos correspondentes aos genes uvrA, uvrB e uvrC foram purificados do gel
de agarose utilizando-se reagente Concert Matrix Gel Extraction KIT? (GIBCO). Para a reacéo
de ligacao no vetor pVT103-U foram utilizados 6 pL do inserto purificado (15 ng/uL ), 1 uL do
vetor linearizado com as enzimas Sacl e Pstl, 2 yL da enzima T4 DNA Ligase, e 2 yL de

tampao da enzima.

3.11.1. Transformacéao de células calcio competentes de E. coli DH5a com o plasmideo
pVT103-U



As amostras de células competentes armazenadas a —80 °C foram descongeladas,
sendo 100 pL adicionados a 5 yL da reacéo de ligagao e incubadas no gelo por 5 minutos. Em
seguida, procedeu-se incubagao por 2 minutos em banho-maria a 42 °C, retornando ao gelo.
Adicionou-se 1 mL de LB liquido, misturou-se, e as amostras foram incubadas por 1 hora a 37
°C sob agitacdo. Em placas de LB+Amp foram plaqueados 100 uL da transformacgao, sendo as

placas armazenadas a 37 °C por 18 horas.
3.11.2. Selecado do recombinantes

Apods 20 horas de incubacdo a 37 °C algumas col6nias isoladas foram colocadas para
crescer em meio LB+Amp por 18 horas a 37 °C sob agitacdo, para extragdo do DNA
plasmideal pelo método de lise alcalina (Sambrook et al., 1989). Com objetivo de se confirmar
a orientagdo correta dos fragmentos, clivou-se 3 pL da preparagcéo plasmideal com as
endonucleases de restricdo Sacl e Pstl. Nao foi possivel nesta etapa a subclonagem do gene

uvrA. O tamanho dos fragmentos foi observado em eletroforese em gel de agarose 1%.
3.11.3. Transformacdao de células de S. cerevisiae com o vetor de expresséao

Utilizou-se o método de acetato de litio (Gietz et al., 1992) para transformacéo das
linhagens de levedura com os plasmideos vazio, e contendo os genes uvrB e uvrC. As células
de levedura crescidas em meio SC-Ura a 28 °C por 15 horas até fase exponencial tardia
(contendo 2 a 6x10” cels.mL™) e foram centrifugadas a 5000 x g por 5 minutos a 4 °C, sendo as
células ressuspensas em 1 mL de acetato de litio 0,1 M. A suspenséo foi transferida para
tubos de microcentrifuga e centrifugada por 5 segundos a 12000 x g. O sobrenadante foi
aspirado, e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 1 mL de acetato de litio 0,1 M. A
suspensao foi dividida em tubos de microcentrifuga, cada um com 50 L. Nestes 50 uyL foram
adicionados 240 L de PEG 50%, 36 WL de acetato de litio 1 M, 20 uL de SS-DNA (2 mg.mL™),
3 UL de DNA plasmideal. A suspensédo foi incubada a 28 °C por 30 minutos, e logo apés foi
aplicado o choque térmico de 42 °C por 20 a 25 minutos. A mistura foi centrifugada a 12000 x
g por 5 segundos, e o sedimento gentilmente ressuspenso em 200 uL de agua ultrapura estéril.
A suspensdo celular foi plaqueada em meio SC-Ura, sendo as col6nias transformantes

analisadas apds 4 dias de crescimento a 28 °C.

3.12. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA



3.12.1. Preparacgao do fenol acido

O protocolo do fenol acido foi preparado de acordo com Kirby et al., (1964). Para tanto
se usou 500 gramas de fenol solido, incolor e destilado, 70 mL de m-cresol incolor, 0,5% de 8-
hidroxiquinolina e 55 mL de agua destilada.

Os 500 gramas de fenol foram liquefeitos a 65 °C em um banho de a&agua.
Separadamente, em um béquer fornado de um litro, adicionou-se o m-cresol e 8-
hidroxiquinolina. Com agitacéo lenta foram adicionados, aos poucos, 500g de fenol liquefeito. A
solucdo foi agitada por 10 minutos e a seguir adicionou-se agua. Quando a temperatura da
solugdo baixou para a temperatura ambiente, acondicionou-se esta em um frasco escuro de

boca larga e guardou-se sob refrigeragao a 4 °C durante um prazo maximo de um més.
3.12.2. Extrag&do de RNA de leveduras

As células de levedura foram crescidas em um volume 5-10 mL de SC-Ura até atingirem
a fase exponencial de 2 x 107 células/mL (aproximadamente 4 horas) e foram centrifugadas a
5.000 x g por 5 minutos. O precipitado celular foi ressuspendido em 0,85 mL de Solugao de
Spencer (50 mM de Tris-Cl pH 8,0, 1 mM de EDTA e 2% de N-lauroilsarcosinato, e transferido
para um tubo de microcentrifuga contendo 0,85 mL de fenol acido. Foi adicionado acetato de
sédio 3 M até atingir uma concentragao final de 50 mM, incubando-se com agitagdo ocasional
por uma hora a 65 °C. A solugao foi colocada no gelo por 10 minutos e apds centrifugada a
10.000 x g por 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo de microcentrifuga
contendo 0,85 mL de cloroférmio com o objetivo de separar as fases aquosas e organicas .
Agitou-se bem , e em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos. A fase
aquosa contendo o RNA foi transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 1,7 mL de
etanol absoluto, deixando-se incubar a -20 °C durante 30 minutos. A amostra foi centrifugada a
10.000 x g por 10 minutos e deixada secar. O material foi lavado com etanol 75% e
ressuspendido em 0,1 mL de formamida. A qualidade da extracdo foi visualizada por

eletroforese em gel de agarose 1%.



3.12.3 Analise da expressdo génica utilizando a técnica da transcricdo reversa
associada a PCR (RT-PCR)

Retirou-se 30 pyL da amostra de RNA total e submeteu-se a purificagdo com sucessivas
lavagens com etanol 70%, objetivando-se eliminar qualquer residuo de formamida, um inibidor
da reacdo de RT-PCR. Antes da realizacdo do RT-PCR, as amostras foram incubadas 15
minutos a 65 °C com DNase |. Para a produgdo de cDNA, utilizou-se 1,5 uyL do RNA total
purificado ressuspendido em agua estéril, 0,4 pL de oligonucleotideo (2 mmol), 1 yL de DTT
(0,1 M — Invitrogen), 4 uL de tampao de primeira fita 5X (Invitrogen), 1 yL da mistura de dNTP
(10 mM), 1 pL da enzima Superscript '™ 1l RNase H ~ Reverse Transcriptase (200 U/ pL). As
condigbes de reagdo foram as seguintes: 25 °C por 5 minutos, 55 °C por 60 minutos e 70 °C
por 15 minutos. Apds incubar as reagdes a 37 °C por 20 minutos com 0,5 uL RNAse H (2U/ uL
— Invitrogen), a primeira fita de cDNA produzida foi submetida a PCR, com os pares de primers
internos para os genes uvrC e uvrB como descrito no item 2.9.2. Os produtos das reagdes

foram visualizados por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5 %.



4. RESULTADOS

Com o objetivo de testar os fenétipos de sensibilidade do mutante pso2-1 de S. cerevisiae
transformado com os genes uvrB e uvrC de E. coli, os mesmos foram amplificados por PCR,
realizou-se a ligagdo no vetor pZErOR-2, e a subclonagem no plasmideo de expresséo em
levedura pVT103-U.

4.1. AMPLIFICAGAO DOS GENES uvrA, uvrB e uvrC de E. coli DH5c UTILIZANDO A
TECNICA DE PCR

Os genes uvrA, uvrB e uvrC foram amplificados a partir do DNA gendmico de uma linhagem
selvagem de E. coli DH5a, com emprego da enzima Pfx DNA polimerase, utlizando
oligonucleotideos iniciadores especificos. Sitios de reconhecimento para as endonucleases de
restricdo Sacl “forward primers” e Pstl “reverse primers”, foram incluidos na construgéo dos
oligonucleotideos, conforme o esquema apresentado na Figura 5. Posteriormente, estes sitios de
restricdo foram utilizados para a clonagem dos genes uvrB e uvrC no vetor de expressdo em
levedura pVT103-U. Diversas PCRs foram feitas empregando-se a enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen), para fins de se otimizar a amplificagdo do fragmento com o uso de diferentes
temperaturas de anelamento, tempos de extensdo e concentragédo de alguns reagentes. Somente
apos a reagdo estar padronizada, com os fragmentos obtidos no tamanho correto, utilizou-se a
enzima Pfx DNA polimerase, devido a sua atividade de corregdo 3' — 5. Os produtos de PCR
correspondente aos genes uwvrA, uvrB e uvrC, separados em gel de agarose , podem ser
visualizados nas Figuras 8 e 9, respectivamente.



Figura 8. Amplificagdo por PCR dos fragmentos correspondentes a seqiiéncia dos genes uvrA,
e uvrB de E. coli DH5a. A analise dos produtos de PCR foi realizada em eletroforese em gel de agarose
0,8 % e 0,5 pg/mL de brometo de etideo. Coluna A: marcador de peso molecular A DNA/HindlIl (Invitrogen),
coluna B: produto de PCR correspondente ao gene uvrA , coluna C: controle negativo (mistura da reag&o),
coluna D: fragmento correspondente ao gene uvrB.

Figura 9. Amplificagdo por PCR do fragmento correspondente a sequéncia do gene uvrC de E. coli
coli DH5a. A analise dos produtos de PCR foi realizada em eletroforese em gel de agarose 0,8 % e 0,5
Hg/ml de brometo de etideo. Coluna A: marcador de peso molecular A DNA/Hindlll, coluna B: produto de
PCR correspondente ao gene uvrC, coluna C: controle negativo (mistura da reacéo).



4.2. CLONAGEM DOS FRAGMENTOS uvrA, uvrB e uvrC NO VETOR PLASMIDEAL pZErOR-
2

A sistematica utilizada pelo vetor pZErOR-2, conhecida como selecdo positiva, permite
selecdo direta dos recombinantes, visto que os fragmentos de DNA sao ligados no vetor ja
previamente linearizado em um local que causa a interrupgcéo da expressdo de um gene letal,
ccdB (Figura 7). Este gene é naturalmente encontrado no lécus ccd, “control of cell death”, do
plasmideo F. A proteina CcdB age inibindo a DNA girase bacteriana (topoisomerase Il), uma
enzima que catalisa o super-enrolameno negativo do DNA, de uma forma ATP-dependente
(Bernard et al., 1993). Deste modo, apds a transformagdo da célula hospedeira, somente os
recombinantes que receberam o inserto (recombinantes positivos) podem crescer. As células
contendo vetores que nao receberam o inserto perdem a viabilidade quando semeadas, visto que
a proteina CcdB é expressa. Mesmo com esse sistema de selegcdo, ocorreram casos de falso-
positivos em algumas amostras testadas. O resultado da triagem dos clones recombinantes para

0s genes uvrA, uvrB e uvrC esta apresentado nas Figuras 10 e 11, respectivamente.
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Figura 10. Triagem dos clones recombinantes (plasmideo pZErO®-2 contendo os insertos de 2.600 pb e

1.800 pb, correspondentes aos genes uvrA e uvrC, respectivamente). Os DNAs plasmideais foram



digeridos com as enzimas Sacl e Pstl e analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e 0,5 ug/mL
de brometo de etideo. Coluna A: marcador de peso molecular A DNA/Hindlll, coluna E: clone que apresenta

o inserto uvrA, colunas L e M: clones que apresentam o inserto correspondente ao gene uvrC.

9360 pb
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Figura 11. Triagem dos clones recombinantes (plasmideo pZErOR-2 contendo o inserto de 2.100
pb, correspondente ao gene uvrB). Os DNAs plasmideais foram digeridos com a enzima Sacl e Pstl e
analisados por eletroforese em gel de agarose 1 % e 0,5 ug/mL de brometo de etideo. Coluna F: marcador
de peso molecular A DNA/Hindlll, coluna C,H,K: clones que apresentam o inserto de 2.100 pb

representativo do gene uvrB.

4.3. SUBCLONAGEM DOS GENES uvrA, uvrB e uvrC NO VETOR DE EXPRESSAO EM S.
cerevisiae pVT103-U

Com a construgcdo dos oligonucleotideos iniciadores contendo sitios de reconhecimento
para as enzimas Sacl e Pstl para os trés genes uvr, clivou-se o vetor pZErO®-2 com as
respectivas enzimas, liberando os fragmentos correspondentes aos genes uvrA, uvrB e uvrC. Os
fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% e purificados com o reagente
Concert Matrix Gel Extraction KIT® (GIBCO). Apds a purificacdo, foi realizada a ligagéo no vetor de
expressao pVT103-U, transformou-se em células de E. coli DH5a calcio competentes, sendo a
selecdo dos recombinantes feita em meio LB + Amp. A confirmagao de que os insertos estavam
na posicao correta foi feita clivando-se o vetor pVT103-U com as enzimas de restricdo Sacl e Pstl.
Devido a problemas durante a etapa de ligagao no vetor de expressao nao foi possivel a clonagem
do gene uvrA. Os plasmideos de expressao, contendo os insertos no tamanho e posigao corretas,

bem como o plasmideo vazio, foram transformados em células de levedura (linhagem selvagem e



mutante) com o método de acetato de litio (Gietz et al., 1992) para a realizagdo das comparagoes
fenotipicas. A clonagem dos genes uvrC e uvrB no vetor de expressao esta mostrada nas figuras

12 e 13, respectivamente.
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Figura 12. Clivagem do inserto relativo ao gene uvrC clonado no plasmideo pVT103-U. Os DNAs
clivados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 ug/ml de brometo de etideo.
Coluna E: marcador de peso molecular A DNA/Hindlll, colunas G, H, |, J, K, L, M, N, O: DNA plasmideal

(pVT103-U::uvrC) clivado com as enzimas Sacl e Pstl.
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Figura 13. Clivagem do inserto relativo ao gene uvrB clonado no plasmideo pVT103-U. Os DNAs

clivados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 pg/mL de brometo de



etideo. Coluna B: marcador de peso molecular A DNA/Hindlll, colunas A, C: inserto correspondente ao

gene uvrB.

4.4. EXPRESSAO DOS GENES uvrB e uvrC

A expressao dos genes bacterianos clonados no vetor de levedura sob indugéo do promotor
ADH1, foi verificada através de ensaios de RT-PCR. As linhagens de levedura foram crescidas em
meio SC-Ura e, apds 48 horas de crescimento (fase estacionaria), foi feita a extracdo de RNA total
das células. As linhagens analisadas foram as seguintes: CL200, CL201, CL202, e CL100. Os
pares de oligonucleotideos iniciadores foram especificos para os genes (ver materiais e métodos).
Somente as linhagens transformadas com os plasmideos que continham o gene uvrB ou uvrC

clonado, apresentaram amplificacdo a partir do RNA. Os resultados podem ser vistos na figura 14.

Figura 14. Analise da expressdo génica em levedura por RT-PCR. Painel superior: - Coluna A:
marcador de peso molecular A DNA/Hindlll, colunas B, D: fragmento correspondente ao gene uvrB, colunas
C, E: fragmento correspondente ao gene uvrC, colunas F, G: amplificagdo realizada a partir do cDNAobtido

das linhagens transformadas com o plasmideo vazio. Painel inferior: extracao de RNA total.

4.5. ANALISE FENOTIPICA DO MUTANTE pso02-1 de S. cerevisiae TRANSFORMADO COM
pVT103-U::uvrB e pVT103-U::uvrC



A sensibilidade do mutante pso2-1 de S. cerevisiae e de sua linhagem selvagem
transformados com o plasmideo de expressdao vazio e contendo os genes uvrB e uvrC
isoladamente, foi testada frente a diversos agentes mutagénicos, entre eles, os psoralenos
fotoativados, (3-CPs + UVA , 8-MOP + UVA), e ultravioleta curto (UVC), em comparagédo com a
linhagem selvagem PSO2 e ao préprio mutante pso2-1. Realizou-se inicialmente um teste em
gotas (ver materiais e métodos), e depois foram feitas curvas de sobrevivéncia para os agentes

acima descritos.

4.5.1. Sensibilidade do mutante pso2-1 de S. cerevisiae e da linhagem selvagem ao efeito

letal de diferentes agentes mutagénicos

Para avaliar o comportamento do mutante pso2-1 de S. cerevisiae apos inser¢gao dos genes
uvrB e uvrC e do plasmideo vazio, bem como da linhagem selvagem PSO2, diversas colbnias
submetidas a crescimento até fase estacionaria foram expostas ao tratamento 8-MOP + UVA, 3-
CPs + UVA e UVC. A sensibilidade das linhagens CL100, CL101, CL102, CL200, CL201, e CL202

frente a estes agentes mutagénicos pode ser visualizada nas figuras 15, 16 e 17.

CL100

CL101
CL102
CL200

CL201

CL202

Dose Zero Dose 50 J.m™ Dose 100 J.m™

Figura 15. Sensibilidade das diferentes linhagens a UVC. Dilui¢gdes seriadas (1:10) partindo de uma

suspensao celular de 1x 10”céls.mL™ tratadas em fase estacionaria de crescimento.



CL100
CL101

CL102

CL200
CL201

CL202

Dose Zero Dose 3 KJ.m™ Dose 6 KJ.m™

Figura 16. Sensibilidade das diferentes linhagens a 3-CPs + UVA. Diluigbes seriadas (1:10) partindo
de uma suspensao celular de 1x 107céls.mL™ em fase estacionaria de crescimento.

CL100
CL101
CL102
CL200

CL201
CL202

Dose Zero Dose 2 KJ.m™ Dose 3 KJ.m™

Figura 17. Sensibilidade das diferentes linhagens a 8-MOP + UVA. Diluigbes seriadas partindo de

uma suspensao celular de 1x 10’céls.mL™”" em fase estacionaria de crescimento.



4.5.2. Sobrevivéncia ap6s a adicdo de furocumarinas mono (3-CPs + UVA) e bi-funcionais
(8-MOP + UVA)

A sensibilidade das linhagens EH3846-4A, CL200, CL201, e CL202, quando comparada a
respectiva linhagem YPH98 foi semelhante quando expostas a 3-CPs + UVA e 8-MOP +UVA. Nas
figuras 18 e 19, pode-se observar a sensibilidades das linhagens transformadas a exposigdo aos
psoralenos fotoativados.
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Figura 18. Sobrevivéncia das linhagens mutante pso2-1 e selvagem transformadas com o
plasmideo vazio e contendo os genes uvrB e uvrC apds tratamento com 3-CPS fotoativado. CL100
(quadrado preenchido); CL101 (triangulo preenchido); CL102 (circulo preenchido); CL200 (quadrado nao
preenchido); CL201 (tridngulo ndo preenchido); CL202 (circulo ndo preenchido). As suspensoes celulares

foram tratadas em fase estacionaria de crescimento.
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Figura 19. Sobrevivéncia das linhagens mutante pso2-1 e selvagem transformadas com o
plasmideo vazio e contendo os genes uvrB e uvrC apods tratamento com 8-MOP fotoativado. CL100
(quadrado preenchido); CL101 (tridngulo preenchido); CL102 (circulo preenchido); CL200 (quadrado nao
preenchido); CL201 (tridangulo ndo preenchido); CL202 (circulo ndo preenchido). As suspensdes celulares

foram tratadas em fase estacionaria de crescimento.
4.5.3. Sobrevivéncia apo6s tratamento com radiacdo UVC

A sensibilidade do mutante pso2-1 de S. cerevisiae difere muito pouco em relacédo a
linhagem selvagem PSO2 quando exposta a radiacdo UVC. A figura 20 mostra a curva de
sobrevivéncia das linhagens mutante EH3846-4A e selvagem transformadas com o plasmideo

vazio e contendo os genes uvrB e uvrC.



100

sobrevivéncia (%)
o
|

1 I I I I I
0 25 50 75 100 125 150

UVC(JI/m?)

Figura 20. Sobrevivéncia das linhagens mutante pso2-1 e selvagem transformadas com o
plasmideo vazio e contendo os genes uvrB e uvrC apés tratamento com UVC. CL100 (quadrado
preenchido); CL101 (tridngulo preenchido); CL102 (circulo preenchido); CL200 (quadrado ndo preenchido);
CL201 (tridangulo ndo preenchido); CL202 (circulo n&o preenchido). As suspensdes celulares foram tratadas

em fase estacionaria de crescimento.
4.6. INDU(;AO DE MUTA(;AO PARA FRENTE “FORWARD MUTATION"

A analise da inducdo de mutacdes para frente foi realizada pela obtencao de um fendtipo de
resisténcia a canavanina.

A canavanina é um analogo a arginina. Seu transporte para dentro das células de leveduras
é realizado pela permease da arginina, a qual € codificada pelo gene CAN1. Uma vez dentro das
células, a canavanina ira incorporar-se as proteinas, resultando em defeitos estruturais. Assim,
quando este gene é mutado, codifica uma enzima inativa, e este alelo defectivo ird conferir
resisténcia a canavanina, ja que esta nao sera captada pelas células (Hampsey, 1997).

O mutante pso2-1 de S. cerevisiae € parcial ou totalmente bloqueado na inducdo de
mutagénese (Brendel e Henriques, 2001), sendo que qualquer resultado diferente poderia ser
atribuido aos genes uvr. Para os dois agentes mutagénicos testados (UVC e 8-MOP + UVA), nao
se verificou alteragao na indugdo de mutagénese nas linhagens CL100, CL101, CL102, CL200,

CL201, e CL202, como mostram as figuras 21 e 22, respectivamente.
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Figura 21. Inducdo de mutantes canl® nas linhagens selvagem e mutante transformadas com o
plasmideo vazio e contendo o gene uvrB e uvrC apés tratamento com UVC em funcdo da dose. CL100
(quadrado preenchido); CL101 (triangulo preenchido); CL102 (circulo preenchido); CL200 (quadrado nao

preenchido); CL201 (tridngulo ndo preenchido); CL202 (circulo ndo preenchido).
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Figura 22. Inducdo de mutantes canl® nas linhagens selvagem e mutante transformadas com o
plasmideo vazio e contendo o gene uvrB e uvrC apés tratamento com 8-MOP + UVA em fungao da dose.
CL100 (quadrado preenchido); CL101 (triangulo preenchido); CL102 (circulo preenchido); CL200 (quadrado

nao preenchido); CL201 (tridngulo ndo preenchido); CL202 (circulo ndo preenchido).



5. DISCUSSAO

Os organismos respondem a acédo de agentes fisicos e quimicos capazes de alterar a
integridade estrutural e funcional dos &cidos nucléicos por diferentes estratégias, tais como,
modulagao do ciclo celular, reparacédo do DNA, morte celular por citotoxicidade ou por apoptose
(Jagetia et al., 2001). Dentre essas estratégias, os mecanismos de reparagdo de DNA constituem
ferramenta eficiente e versatil tanto na remocgao direta do dano e corregcao fiel da sequéncia
nucleotidica, quanto na sinalizacdo de morte celular. Sendo de extrema importadncia na
manutencado da integridade gendmica, ndo € surpreendente que deficiéncias no reparo estejam
envolvidas na génese, promogao e susceptibilidade ao cancer e doengas degenerativas. Dentre
as lesdes genotoxicas conhecidas, as pontes intercadeias, produzidas por drogas de uso
terapéutico como o 8-MOP fotoativado, mitomicina C e cisplatina, constituem lesdes
consideravelmente citotoxicas, altamente mutagénicas, e que envolvem complexos mecanismos
de reparo de DNA (Dronkert et al., 2001; Brendel e Henriques, 2001; Brendel et al., 2003).

Os mutantes pso de S.cerevisiae apresentam-se como 6timo modelo de estudo da
reparagao de pontes intercadeias em células eucariéticas (Brendel e Henriques, 1990; Henriques
et al., 1997; Brendel e Henrgiues, 2001; Brendel et al., 2003), e o mutante pso2-1 possui particular
importancia nesse contexto pela sua sensibilidade especifica aos tratamentos com 8-MOP+UVA e
mustarda nitrogenada (HNZ2) (Henriques e Moustacchi, 1980; Ruhland et al., 1981). Desde o
estabelecimento do alelismo entre os genes PSO2 e SNM1, ficou claro que a auséncia dessa
proteina funcional conferia sensibilidade especifica a agentes mutagénicos citotéxicos bi- ou poli-
funcionais, mas o seu papel especifico na reparacdo dessas lesdes ainda permanecia
desconhecido (Cassier e Moustacchi, 1988). Exemplificando, a importancia de Pso2p no reparo
dos crosslinks € tdo grande, que a delecdo desse gene nédo permite que o mutante sobreviva a
mais que 30-50 crosslinks por genoma (Brendel e Henriques, 2001). Alguns estudos posteriores
mostraram que 0 mutante pso2/snml possuia a capacidade de cortar proximo as pontes
intercadeias fotoinduzidas, mas nao era capaz de reconstituir DNA de alta massa molecular,
indicando entdo um bloqueio na etapa pds-excisdo no mecanismo de reparacdo de pontes
intercadeias no DNA, independente de sua natureza quimica (Magafna-Schwencke et al., 1982;
Wilborn e Brendel, 1989; Henriques et al., 1997; Brendel e Henriques, 2003). De forma similar a
mutantes de reparacédo pés-replicativa, mas contrastando com mutantes da via de reparo por

excisdo de nucleotideos (NER), o mutante pso2-1 é proficiente no processo de inciséo perto de



sitios de DNA contendo pontes intercadeias no locus transcricionalmente ativos MAT«, mas nao
faz 0 mesmo no locus silencioso HML«, sugerindo uma associagdo de PSO2 com NER de genes
transcricionalmente ativos (Meniel et al., 1995).

Alguns estudos também sugeriram a participacdo de Pso2p na modulagédo de cromatina
associada com eventos de reparacdo de DNA enquanto outros, indicaram uma possivel
participacdo dessa proteina no reparo recombinacional (Henriques e Moustacchi, 1980; Saeki et
al., 1983; Magana-Schwencke e Averbeck, 1991 ). O exato mecanismo pelo qual Pso2p participa
no reparo de pontes intercadeias ainda permanece desconhecido.

Os estudos de reparacdo de pontes intercadeias causadas por 8-MOP e 3-CPS
fotoativados em procariotos, sempre apontaram interessantes direcbes na elucidagdo dos
mecanismos de reparo dessas lesées. O modelo proposto por Cole e colaboradores em E. coli
(1973) envolve trés passos importantes: (i) incisdo em um lado do crosslink, (ii) recombinagéo e
(iii) reparo por excisao utilizando o DNA incorporado por recombinacdo como molde para
replicacdo. Dessa forma, esses processos envolveriam diversas proteinas tais como RecA, PolA e
principalmente o complexo UvrABC (Grossmann et al., 2001). O papel de uvrABC nesse processo
dindmico tem sido recentemente investigado e reavaliado (Lage et al., 2003).

Em mutantes uvrB de E.coli, a sensibilidade a psoralenos fotoativados é muito alta,
sugerindo o envolvimento da proteina uvrB, uma helicase tradicionalmente envolvida no reparo de
lesdes pela via de excisao de nucleotideos (NER), na remogéo dessa classe de danos (Lage et
al.,, 2003). Embora em E.coli, uvrB atue na via NER em um complexo formado com os produtos
génicos uvrA e uvrC, estudos com simples mutantes uvrA, uvrB e uvrC frente ao tratamento com
agentes indutores de pontes intercadeias como a mitomicina C, mostraram que a auséncia de
uvrA e uvrC nao afetava a resisténcia ao agente, ao contrario da resposta observada no mutante
uvrB (Lage et al., 2003). Esses estudos sugeriram um papel chave e especifico para uvrB nesse
evento de reparo de DNA, principalmente na remocdo de monoadutos causados pelo tratamento
com 3-CPS+UVA, embora outros resultados in vitro também possam sugerir um papel para uvrA e
uvrC (Lage et al., 2003). Em meio a estudos tao refinados e, as vezes, controversos, analises de
sedimentagao em gradiente alcalino de sacarose realizados nos mutantes uvrA, uvrB e uvrC apés
tratamento com 8-MOP+UVA mostraram dois fatos importantes: (i) as incisdes no DNA lesado
parecem né&o ser dependentes das fungdes das nucleases uvrB e uvrC e (ii) a auséncia da funcao

de uvrB impede a ressintese de DNA de alta massa molecular (Lage et al., 2003 ).



Considerando a similaridade dos fendtipos observados entre o mutante pso2-1 de
S.cerevisiae e uvrB de E.coli quanto a incapacidade da restituicdo do DNA de alta massa
molecular apds lesdo com 8-MOP+UVA; a sensibilidade especifica do mutante pso2-1 a
psoralenos fotoativados; a participagdo desconhecida e especifica da proteina uvrB no reparo das
lesdes de psoralenos ativados por UVA em E.coli, e o fato da agao de uvrB ser independente do
complexo uvrABC na remocgao de lesdes causadas por PUVA (fato que é contrario ao observados
em adutos gerados pela mustarda nitrogenada HNZ2), o objetivo desse trabalho foi avaliar a
resposta fenotipica do mutante pso2-1 transformado com os genes uvrB e uvrC de E.coli frente ao
tratamento com PUVA em termos de citotoxicidade e mutagénese.

Em termos de sensibilidade ao tratamento com 8-MOP e 3-CPS fotoativados, a expressao
de uvrB e uvrC nao foi capaz de complementar o fendétipo de sensibilidade do mutante pso2-1 nem
total, nem parcialmente, bem como a resposta mutagénica ao tratamento com esses agentes.
Nessa situacao, € fundamental considerar a possibilidade de algumas condigbes importantes
antes de descartar a hipotese de auséncia de similaridade funcional ou cooperativa de uvrB em
pso2-1. Embora os resultados experimentais de transcricdo tenham mostrado a existéncia do
MRNA codificador de uvrB e uvrC no mutante pso2-1, torna-se interessante considerar a
possibilidade de problemas em nivel de tradugcdo, os quais inviabilizariam quaisquer
probabilidades de alteracéo fenotipica no mutante.

Outro evento importante a ser considerado em expressao heterologa é a possibilidade de
diferentes eventos de modificagdo pos-traducdo. E conhecido o fato que procariotos realizam
pouquissimas modificagdes pos-traducionais, citando-se apenas algumas adigdes de caudas
lipidicas em certas proteinas. Contudo, € também relevante notar a diferenca entre essas poucas
modificagdes procarioticas e a grande gama de alteragdes realizadas em eucariotos inferiores. Ao
analisar-se a sequéncia de aminoacidos de uvrB e uvrC ndo se evidenciam sequUéncias de
aminoacidos que possam ser confundidas com peptideos sinais de exportagao para reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, locais conhecidos da maioria das modificacbes pos-
traducdo em eucariotos. Dessa maneira, provavelmente esta hipétese ndo € a responsavel pela
auséncia de complementacgao fenotipica observada na linhagem pso2-1 transformada.

O dultimo impedimento que poderia bloquear qualquer alteracdo fenotipica no mutante
pso2-1 transformado, poderia residir no fato que uvrB atua, na via NER, em complexo formado
conjuntamente com uvrA e uvrC. Entretanto, como exposto anteriormente, sabe-se que o reparo

de lesbdes de PUVA em E.coli requer a participacdo de uvrB independente de uvrA e uvrC. Dessa



forma é possivel perceber que uvrB nao é capaz de complementar o fenétipo de sensibilidade do
mutante pso2-1 a psoralenos fotoativados e radiagao ultravioleta curta (254 nm). Esta analise é
bastante surpreendente, pois revela dados contrarios ao predito pela comparacao fenotipica,
mostrando que essas duas proteinas, quando ausentes ou nao funcionais, impedem a restauragao
de DNA de alta massa molecular em seus organismos nativos, mas parecem nao atuar pelo
mesmo mecanismo quando expressas em S.cerevisiae.

Em E.coli o reconhecimento do dano pela via NER é acompanhado pelo complexo
heterotrimérico uvrA;B. Apds a localizacdo da lesdo, o dimero uvrA dissocia-se do complexo e
forma-se entdo uvrB ligado ao DNA contendo o aduto. A ligacédo de ATP induz uma mudanca
conformacional no DNA, a qual é pré-requisito para que a endonuclease uvrC catalise a primeira
incisdo na porgcdo 3’ da lesdo. Na verdade, uvrB ndo possui agdo nas incisées de remogao de
dano, as quais sao realizadas por uvrC. Pso2p esta envolvida exclusivamente no passo pés-
incisdo durante a remocgao dos adutos de psoralenos intercalados na dupla fita do DNA (Magania-
Schwencke et al., 1982) e, portanto, parece justificavel que ndo haja complementagao do fenétipo
pso2-1 pelo gene uvrB, afastando qualquer possibilidade de funcionalidade semelhante entre
essas proteinas. Recentemente foi demonstrado que a proteina Pso2/Snm1 possui funcéo
5’exonucleasica (Li et al., 2005) e, tal como seu homdlogo em mamiferos, Artemis, poderia atuar
em um passo pos-incisdo para limpeza das extremidades geradas por outras nucleases, como o
complexo MRX (D"Amours e Jackson, 2002). A limpeza destas extremidades é fundamental para
a religacao dos fragmentos e a restituicdo do DNA de alta massa molecular. Por outro lado, uma
vez que uvrC realiza as incisdes torna-se interessante investigar o efeito de sua expressao no
mutante de S.cerevisiae.

A expressao de uvrC também ndo alterou a resposta fenotipica de pso2-1, o qual possui
incisdo normal ao crosslink no DNA, seja em termos de sobrevivéncia, seja em termos de
mutagénese. Nesse caso, na remocgado dos adutos, outras proteinas de reparagdo de DNA,
funcionais no mutante, estdo envolvidas e atuam sem a necessidade da agao de uvrC.

Sabe-se que a via de reparo por excisdo de nucleotideos é atuante na remocgao de pontes
intercadeias em S.cerevisiae (Dronkert et al., 2001; Brendel e Henriques, 2001). Entretanto,
mutantes defectivos em NER sempre sdo menos sensiveis que o mutante pso2A, sugerindo que a
incisdo por NER possa ser necessaria, mas outras vias de reparo devem agir de maneira

cooperativa para completa remogao da lesdo (Grossmann et al., 2001). Uma vez que a via NER é



integra em pso2-1, pode-se descartar a possibilidade dessa proteina atuar por um mecanismo
semelhante ao de uvrB ou uvrC no processo de restituigdo de DNA de alta massa molecular.

A resposta a agentes causadores de pontes intercadeias em células eucaridticas € ainda
muito pouco entendida (Dronkert et al., 2001; Brendel e Henriques, 2001; Brendel et al., 2003).
Trabalhos de complementagao fenotipica em eucariotos por meio de proteinas procariéticas, séo
capazes de adicionar informacdes interessantes ao contexto e contribuem para a proposi¢cao de
partes de modelos de mecanismos de certas vias de reparagao, e contribuem especialmente na
investigacao das proteinas Pso. A indugao da expressao do gene RNR2, promovida pela presenga
do gene RecA de E.coli no mutante pso4-1 de S.cerevisiae, permitiu propor uma diregdo no
controle da resposta mutagénica em levedura (Morais et al., 1994). Além disso, a
complementacao do fendtipo de sensibilidade e mutagénese induzida por peroxido de hidrogénio
no mutante pso3-1 transformado com o gene nth de E.coli, indicou uma possivel fungdo para
Pso3p na remogéo de bases oxidadas (Brozmannova et al., 2001). Os nossos resultados indicam
que Pso2p restitui o DNA de alta massa molecular em S.cerevisiae apds a excisdo de crosslinks,
mas a maneira pela qual desempenha essa fungdo ndo assemelha-se suficientemente ao modo

pelo qual a proteina uvrB ou uvrC agem cooperativamente para a mesma finalidade em E.coli.



6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A expresséo dos genes uvrB e uvrC de E. coli na linhagem selvagem e no mutante pso2-1
de S. cerevisiae nao foi capaz de restaurar os fendtipos de sensibilidade e mutagénese da
linhagem mutante, afastando a possibilidade de homologia funcional entre esses genes, em
especial na reconstituicdo do DNA de alta massa molecular no passo pés-incisdo da remocao de
pontes intercadeias do DNA.

Verificou-se a presenca de transcritos dos genes uvrB ou uvrC em linhagens de S.
cerevisiae transformadas com plasmideos contendo esses insertos génicos sob controle do

promotor ADH1 de levedura.

A expressdo dos genes uvrB e uvrC de E. coli na linhagem pso2-1 n&o foi capaz de
restaurar o fendtipo de resisténcia a agentes genotdxicos como psoralenos fotoativados (8-MOP +
UVA e 3-CPs + UVA) e radiagao UVC.

A expressao dos genes uvrB e uvrC na linhagem mutante pso2-1 também ndo causou
alteracado na frequéncia de mutacao reversa induzida por 8-MOP + UVA e radiagdao UVC no loco
CANL.

Nao foram observadas quaisquer incrementos na resposta de sensibilidade a psoralenos

fotoativados ou radiagdo UVC na linhagem selvagem expressando uvrB ou uvrC.

Seria relevante dar continuidade a esse estudo tendo, como perspectiva geral, a obtengéo
de mais dados que indiquem que os genes uvrABC nao possuem homologia funcional com o gene

PSO2/SNM1 de S. cerevisiae. Como perspectivas especificas podem ser citadas:

1. Confirmar a tradugédo das proteinas UvrB e UvrC nas linhagens transformadas por

meio da técnica de “Western Blot” com uso de anticorpos especificos.

2. Realizar a subclonagem do gene uvrA no vetor de expressao de levedura, e testar
os fendtipos de sensibilidade e mutagénese do mutante pso2-1 transformado com o plasmideo

contendo este gene.



3. Construir novos vetores contendo diferentes marcas de selegao auxotréficas em S.
cerevisiae que permitam a co-transformacdo com diversos plasmideos. Assim, sera possivel
transformar o mutante pso2-1 com os genes uvrA, uvrB e uvrC e analisar a ocorréncia de

complementacédo quando o complexo UvrABC estiver presente.

4. Realizar transformacé&o da linhagem pso2-1 com novos plasmideos que permitam co-
transformar S. cerevisiae com os genes uvrB e uvrC simultaneamente, seguido pela anélise do

fendtipo de sobrevivéncia e mutagénese em resposta a agentes genotdxicos.

5. Considerando que o gene PSO5/RAD16 de S. cerevisiae codifica para uma
importante helicase envolvida na reparagcao de DNA, seria interessante analisar uma possivel

complementacgao fenotipica do mutante pso5/rad16 pelos gene uvrB de E.coli.
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