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RESUMO

Um novo mutante isolado da levedura Saccharomyces cerevisiae,
sensivel a fotoativacao de psoralenos mono- e bi-funcionais, a UVC e ao
MNNG, complementou o fenotipo de sensibilidade a fotoadicao de
psoralenos conferido pelas mutacdoes psol a pso7 e assim foi chamado
pso8-1. O duplo mutante pso8-1 rad4-4 foi altamente sensivel a UVC,
indicando assim uma interacao sinergistica dos dois mutantes alelos. A
clonagem molecular pela complementacdo do fenotipo de sensibilidade a
radiacao UVC do mutante pso8-1 e estudos genéticos revelaram que pso8-1
¢ alelo ao gene RAD6. O produto do gene RAD6/UBC2 é uma enzima
conjugada a ubiquitina envolvida em reparacdao de DNA, esporulacao,
recombinacao, inducao de mutagénese, degradacao de proteinas, genes
silenciosos, transposicao Tyl. Enquanto o mutante pso8-1 apresenta um
fenotipo mutador espontianeo e possui baixa mutabilidade induzida a
mutagenos, a esporulacao de diploides homoalélicas mostrou eficiéncia
proxima a da linhagem selvagem. A analise da sequiiéncia do mutante alelo
mostrou que pso8-1 contém uma nova, e até agora desconhecida,
transicao T—C no nucleotideo 191, levando a substituicao de uma prolina
altamente conservada por uma leucina na posicao 64 (Rad6-[P64L]) que
pode ter severas consequéncias na estrutura terciaria da proteina mutada,

e consequente ligacdo a pRad18.
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ABSTRACT

A novel mutant isolate of Saccharomyces cerevisiae, sensitive to
photoactivated mono- and bi-functional psoralens, to UVC, and to
nitrosoguanidine, was found to be complementing the photoactivated
psoralen sensitivity-phenotype conferred by the psol to pso7 mutations
and thus was called pso8-1. A constructed pso8-1 rad4-4 double mutant
was super-sensitive to UVC, thus indicating a synergistic interaction of
the two mutant alleles. Molecular cloning via complementation of the pso8
mutant's sensitivity phenotype and genetical studies revealed that pso8 is
allelic to RAD6. RAD6/UBC2 gene encodes an ubiquitin-conjugating
enzyme which is involved in DNA repair, sporulation, meiotic and mitotic
recombination, spontaneous and induced mutagenesis, N-end-rule
pathway degradation of proteins, gene silencing and Tyl transposition.
While a pso8-1 mutant displayed a spontaneous mutator phenotype and
had low mutagen-induced mutability, homoallelic diploids showed nearly
WT-like sporulation. Sequence analysis of the mutant allele showed pso8-
1 to contain a novel, hitherto undescribed T — C transition in nucleotide
position 191 leading to a substitution by leucine of a highly conserved
proline at position 64 (Rad6-[P64L]) that may have severe consequences
for the tertiary stucture, and hence binding to Rad18p, of the mutant

protein.



INTRODUCAO

Uma vez descoberto que o DNA €& um componente quimico
informacionalmente ativo de quase todos os materiais genéticos (a excecao
do RNA de virus e de virdides), assumiu-se que essa macromolécula
deveria ser incrivelmente estavel para manter o alto grau de fidelidade
requerido para tal funcao. E, certamente, foi uma surpresa descobrir-se
que a estrutura primaria do DNA seria muito dinamica e alvo de
constantes mudancas tais como transposicoes génicas ou alteracdes na
quimica e sequéncia dos nucleotideos. Muitas destas alteracoes surgem
em consequéncia de erros introduzidos durante eventos celulares como a
replicacao, recombinacao e pela propria reparacao, ou resultantes da
instabilidade inerente as ligacoes 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 decomposicao de outros
organismos ou, ainda, produzidos industrialmente.

Qualquer modificacdo na estrutura molecular do DNA pode
interferir no seu metabolismo, incluindo replicacdo, transcricao e
recombinacao, tdo bem quanto outras funcodes celulares importantes tais
como regulacao do ciclo celular e/ou divisao celular.

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 protecdo e reparacdao aos

possiveis danos causados a esta molécula.
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Varios mecanismos de reparacao celular envolvendo etapas
multienzimaticas sdo capazes de remover rapidamente diferentes tipos de
lesdoes produzidas no DNA de acordo com a natureza quimica do agente
genotoxico. Estas lesoes, se nao forem reparadas ou o forem de maneira
incorreta, podem trazer sérias consequéncias, resultando em infidelidade
na replicacao, mutacoes, aumentando o risco de um individuo a varias
doencas degenerativas. Gerada pela infidelidade na reparacao de lesdes no
DNA, a instabilidade gendomica pode permitir alteracoes genéticas
relevantes para o desenvolvimento do cancer. Um grande progresso esta
sendo alcancado em todas as areas de reparacdao, especialmente com
células de mamiferos, e leveduras continuam sendo um excelente
paradigma para reparacao em humanos. Quase todas as vias de reparacao
e a maioria dos loci individuais sao significativamente homologos desde
leveduras até mamiferos.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € o mais perfeito
microorganismo eucariotico para estudos biologicos. A sequiiéncia completa
de seu genoma mostrou-se extremamente vantajosa como uma referéncia
voltada para o sequienciamento de genes humanos e de outros eucariotos
superiores. E um organismo unicelular, que apresenta um ciclo
eucariotico tipico e completo bem definido. A capacidade desta levedura de
replicar-se tanto em estado diploide como em estado haploide e a
facilidade de obter-se mutantes faz deste organismo um dos modelos
eucarioticos melhor caracterizados geneticamente quanto a resposta
celular aos danos provocados no DNA. Além disso, a facil manipulacao
genética de leveduras permite sua utilizacdo para convenientemente
analisar e funcionalmente dissecar produtos de genes de outros

eucariotos.
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1.1 VIAS DE REPARACAO DE DNA

O estudo dos mecanismos de reparacao de lesdes no DNA de
leveduras iniciou com o isolamento de uma série de mutantes sensiveis
aos efeitos das radiacoes 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 reparacdao de lesdes induzidas por radiacoes. O
estudo de alelismo entre simples mutantes sensiveis as radiacoes, bem
como das interacdes de epistasia e sinergismo entre duplos e triplos
mutantes estabeleceram trés grupos genéticos de reparacdao de lesodes
(Game e Cox 1971; 1972; Brendel e Haynes 1973; Game e Mortimer
1974), os quais correspondem as trés principais respostas celulares
referentes aos danos no DNA: reparacdo por excisao ressintese, via RADS3,
também conhecida por NER (nucleotide excision repair), reparacao por
recombinacao, via RADS2 e reparacao pos-replicativa e/ou mutagénica,
via RADG6 (para revisao, ver Friedberg et al. 1995; Nickoloff e Hoekstra
1998; Prakash e Prakash 2000; Game 2000; Kupieck 2000).

As interacoes epistaticas sao definidas de acordo com a resposta que
linhagens mutantes apresentam em relacdo a um determinado agente.
Dois genes sao ditos epistaticos quando um duplo mutante nao
apresentar sensibilidade maior do que o mais sensivel dos simples
mutantes. Isso indica que estes dois genes estao envolvidos em etapas
sequenciais de uma rota bioquimica ou fazem parte de um complexo
multimérico ou multiprotéico. Entretanto, se o duplo mutante apresenta
uma sensibilidade aumentada, os dois genes pertencem a grupos
epistaticos distintos e sao ditos sinergisticos, indicando que pertencem a
vias de reparacao que competem para o mesmo tipo de lesdo (Game e Cox
1972; Brendel e Haynes 1973; Friedberg et al. 1995; Nicklokff e Hoekstra
1998).
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Os grupos de epistasia dos genes envolvidos no processo de

reparacao sao mostrados na Tabela 1.

A complexidade dos processos de reparacao € evidente ndo somente

pelo grande numero de produtos génicos requeridos, como também pela

freqiente necessidade destes produtos associarem-se em complexos

multienzimaticos e as muitas interacoes, agora conhecidas, que ocorrem

entre estas vias de reparacao (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
reparacao de danos no DNA.

Grupo RAD3 Grupo RADG6 Grupo RADS2
RADI RADS5 (REV2) (SNM2) RAD50

RAD2 RADG6 (UBC2) RADS51

RAD3 RADS8 RAD52

RAD4 RAD9 RADS53

RAD7 RAD15 RAD54
RADIO RADIS8 RADS5S5
RAD14 RADH (SRS2) RADS56

SSL1 REV1 RADS57

SSL2 (RAD25) REV3 (PSO1) RAD58

TFBI CDC9 RADS59
RAD16 (PSOS5) REV5 PSO4 (PRP19)
RAD23 REV6 RAD24

CDC8 REV7 XRS2

CDC9 CDC7

MMS19 CDCS8

PSO2 (SNM1) MMS3

PSO3
UuvSiz
RAD26
CDC44
RFA1
POL30

PSO4 (PRP19)
UMR-7

Adaptado de Friedberg et al. (1995), Henriques et al. (1997) e Nickoloff e Hoekstra (1998).
Os genes entre parénteses sao alelos.
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1.1.1 Reparacao por excisao de nucleotideos (NER)

A reparacao por excisdao de nucleotideos (NER) representa a mais
importante via de reparacao unicamente adaptada para remover uma
grande variedade de lesoes no DNA, particularmente aquelas que causam
distorcoes 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 doencas, tais como
xeroderma Pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne (CS) e Tricodistrofia
ou PIBIS. Individuos XP sao extremamente sensiveis a luz UV e neles a
incidéncia de cancer de pele induzido pela luz solar é aproximadamente
2000 vezes maior do que em individuos normais (Hoeijmakers 1993; Wood
1997; Prakash e Prakash 2000).

O NER compreende uma série de reacoes enzimaticas necessarias
para remover lesdbes no DNA, iniciando por uma etapa de reconhecimento
da lesdao onde diversas proteinas ligam-se ao DNA lesado, fazem duas
incisoes na fita simples (3' e 5' ao dano) e removem um fragmento de
oligonucleotideos contendo a lesdo, cujo tamanho geralmente €& 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. coli, 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 lesdo e incisao
do DNA, tais como os genes RADI, RAD2, RAD3, RAD4, RAD10, RAD14,
SSL1, SSL2/RAD25, TFB1, TFB2 e TFB3. Alteracoes em quaisquer desses
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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 RAD?7,
RAD16, RAD23, RAD24 e MMS19. Mutacoes nestes genes apresentam
sensibilidade moderada a UVC e a outros agentes causadores de lesdes 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 fator primario de reconhecimento da lesdo no DNA seria feito pelo
produto do gene RADI14 (Guzder et al. 1993; Friedberg et al 1999), uma
proteina homologa em humanos a proteina do grupo A xeroderma
pigmentosum (XPA) e similar a proteina Uvra, que reconhece o mesmo tipo
de dano em bactérias. A pRadl14 possui regioes de ligacao ao DNA de
cadeia simples e dupla, apresenta um motivo de ligacao ao DNA do tipo
dedos de zinco e especificidade para lesées no DNA do tipo fotoproduto 6-4
causadas por radiacao UVC (Guzder et al. 1993; Friedberg et al 1999).
Como nao ha evidéncias de que ela se ligue aos CPDs, outras proteinas
devem estar envolvidas no reconhecimento dos varios tipos de lesodes
(Guzder et al. 1993; Wood 1996). A pRadl4 forma um complexo com as
proteinas pRadl e pRad10, chamado fator de excisdo de nucleotidios-1
(NEF-1). As proteinas Radl e RadlO sao sub-unidades de wuma
endonuclease, requeridas tanto em NER quanto em recombinacao mitotica
(Bardwell et al. 1992; 1994). RAD14 teria ainda a funcao de direcionar
esta endonuclease (RAD1/RADI0O) para o sitio da lesdo (Guzder et al
1996).

A seguir, a proteina RPA (Replication factor A) essencial para
replicacao do DNA, liga-se ao DNA (Wood 1997) e recruta as proteinas
Rad4 e Rad23 (Prakash e Prakash 2000) que, posteriormente, irdo atrair o
fator de iniciacado da transcricao RNA polimerase II (fator b ou TFIIH). A
proteina RPA interage com as proteinas XPA e XPG em humanos,
sugerindo seu envolvimento tanto na etapa de reconhecimento como na

incisao da lesao no DNA (Benhamou e Sarasin 2000). A pRad4 interage
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in vitro com TFIIH, e pRad23 interage com pRad14 e TFIIH (Guzder et al.
1995a). As pRad4 e pRad23 formam um complexo estequiomeétrico
chamado NEF-2, que pode atuar como um marcador molecular que
conecta NEF-1 ao fator de iniciacao da transcricao (TFIIH) no sitio da lesao
(Guzder et al. 1995b). Conhece-se relativamente pouco sobre o papel de
pRad4. Estudos in vitro e in vivo revelaram que o NER nao ocorre na
auséncia da proteina Rad4 (Svejstrup et al. 1995) e que esta proteina
interage com as proteinas Rad7 e Rad23 no ensaio diibrido (Wang et al
1997).

O fator TFIIH percorre a fita de DNA na auséncia de dano, sendo
recrutado pela proteina Rad3 quando a lesao aparece. RAD3 e RAD25 e
seus respectivos genes homologos em humanos XPD e XPB sao DNA
helicases que translocam sobre a simples fita de DNA na direcao 5'>3' e
3'>5' respectivamente (Schaeffer et al. 1994; Prakash e Prakash 2000),
que, associadas com TFIIH, desenrolam a hélice de DNA no sitio da lesao.
RAD3 e RAD25 constituem duas das seis sub-unidades do fator TFIIH que
irao remover a lesdao sob a forma de um fragmento contendo 27-30
nucleotideos (Feaver et al. 1993; Nickoloff e Hoekstra 1998; Guzder et al.
1999; Prakash e Prakash 2000). Enquanto RAD25 € indispensavel para a
transcricao e NER, RAD3 € somente necessario em NER (Ramotar e
Masson 1996; Prakash e Prakash 2000). TFIIH associado a pRad2 forma o
complexo NEF-3.

As pRadl e pRad10 formam um complexo estavel através de seus
dominios hidrofébicos presentes na regido C-terminal de ambas proteinas
(Bardwell et al. 1992) que, juntas, atuam como uma endonuclease que
corta juncoes de DNA simples fita para produzir um grupo 3'-hidroxila e
um terminal S'-fosfato em uma reacdo dependente de Mg2* (Tomkinson et
al. 1993; Ramotar e Masson 1996). A endonuclease RADI1/RADI10 realiza
a incisao na terminacao 5' do DNA lesado (Sung et al. 1993; Davies et al.
1995; Friedberg et al 1995), enquanto que RAD2, recrutado pelas
interacoes de TFIIH, realiza a incisao na terminacao 3' (Habraken et al.

1993). Esta reacao € dependente da hidrolise de ATP. A pRad2 € requerida
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para a incisdao de danos produzidos por UV no DNA e demonstrou possuir
uma atividade endonucleasica especifica para DNA simples fita (Habraken
et al. 1993). O complexo RADI/RADIO e o gene RAD2 de leveduras
apresenta homologia com o complexo XPF/ERCCI e com o gene XPG de
humanos (Bardwell et al. 1992; Prakash e Prakash 2000).

Apods a remocao do fragmento contendo a lesao, ocorre a sintese do
DNA pela DNA polimerase & e ¢ em presenca do antigeno nuclear de
proliferacao celular (PCNA) recrutado pelo fator de replicacao (RFC) (Wood
1996; Nickoloff e Hoekstra 1998; Braithwaite 1999). PCNA funciona como
um ativador para a DNA polimerase § e ¢, durante a replicacao de DNA. O
trabalho final de religacao da fita de DNA fica a cargo da proteina
codificada pelo gene CDC9, que € uma DNA ligase (Verhage et al. 1996).

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 transcricao (TCR), e a outra
estaria envolvida na reparacao global do genoma, um processo que opera
sobre o DNA de regides silenciosas, incluindo fitas nao transcritas de
genes ativos (Hoeijmakers 1993; Selby e Sancar 1993; Verhage et al. 1996;
Laat et al. 1999).

A velocidade do produto de NER em fitas transcritas de genes ativos
€ maior do que em fitas nao transcritas. Este efeito € devido a reparacao
preferencial de regides transcricionalmente ativas de DNA (Friedberg et al
1995; Sancar et al. 1996). O fenomeno de reparacao acoplado ao de
transcricao (TCR) tem sido documentado em Escherichia coli, leveduras e
humanos (Sweder e Hanawalt 1992; Mellon e Hanawalt 1989). Células
originadas de pacientes com Sindrome de Cockayne (SC) apresentam
defeitos na TCR (van Hoffen et al. 1993). SC é uma doenca rara
autossomica 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).
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Em leveduras, a reparacao de fitas nao transcritas e de regides
transcricionalmente inativas tém uma dependéncia especifica sobre os
genes RAD7 e RADI16. O reparo destas regides gendmicas € severamente
prejudicado em mutantes rad7 e radl6 (Verhage et al. 1994; Prakash e
Prakash 2000). As proteinas Rad7 e Rad16 formam um complexo estavel
chamado fator NEF-4, que funciona como um sensor de danos no DNA,
que, por sua vez, direciona as proteinas do NER a reparacao das fitas néo
transcritas de DNA (Guzder et al. 1997; Reed et al. 1998).

Foi inicialmente proposto que RAD7 e RAD16 estariam envolvidos no
remodelamento da estrutura da cromatina, para permitir o acesso das
proteinas de reparacao (Bang et al. 1992; Schild et al. 1992; Verhage et al.
1994) em sitios que apresentam o dano em regioes do DNA reprimidas na
transcricao. Sabe-se que muitas destas regides silenciosas do genoma
apresentam conformacao similar a da heterocromatina em eucariotos
superiores (Nasmyth 1982) e que, nestas regioes, a conformacao impede
ou dificulta o acesso da maquinaria de reparacdo. Atuariam como um
open up de regioes silenciosas do genoma (Reed et al. 1998; Friedberg et
al. 1999; Prakash e Prakash 2000).

O complexo formado pelas proteinas Rad7 e Rad16 liga-se a danos
no DNA de uma maneira ATP-dependente, diferente do fator de ligacao de
pRad14, RPA e do complexo pRad4/pRad23 que nao mostram
dependéncia de ATP ao ligar-se ao dano (Prakash e Prakash 2000).
Interessantemente, esta atividade é inibida pela presenca de danos no
DNA (Guzder et al. 1998). Esta observacao sugere um modelo no qual o
complexo pRad7/pRad16 utilizaria a energia livre da hidrolise de ATP para
translocar sobre o DNA. Quando em presenca de danos induzidos por UV
no DNA esta atividade € inibida e a inibicao da atividade ATPase no sitio
da lesao resultaria em uma ligacao estavel deste complexo com o sitio do
dano. De acordo com este cenario, o complexo pode ser o primeiro a
chegar no sitio do dano, e a ligacdo Rad7/Rad16-dano pode servir como
um sitio de nucleacao para os fatores da maquinaria do NER, conhecidos

como NEF-1, NEF-2, NEF-3 e a proteina de replicacao A, nas fitas nao
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transcritas de genes transcricionamente ativos e regides silenciosas de
DNA (Guzder et al. 1997; 1998; 1999; Reed et al. 1998; Prakash e Prakash
2000).

A proteina Rad7 liga-se ao DNA, mas nao especificamente a danos
induzidos por UV. Além disso, a existéncia de uma interacao fisica de
Rad7 com NEF-2 sugere uma funcao especifica para Rad7 como um fator
de ligacao ou como uma ponte entre NEF-2 e NEF-4 (Prakash e Prakash
2000).

1.1.2 Reparacao pos-replicativa e mutagénica

A via RADG6 é responsavel pela tolerancia celular a uma variedade de
lesdes que bloqueiam a replicacao de DNA (Xiao et al. 2000), e também
pela inducao de mutagénese em células de levedura (Lawrence 1994).

O DNA lesado normalmente bloqueia a maquinaria de replicacao,
entretanto a replicacao da fita lesada pode ocorrer pela sintese translesao,
na qual uma DNA polimerase especializada, presumidamente mais
tolerante as alteracoes 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 replicacao no sitio da
lesdo pode também resultar na formacdo de uma lacuna na nova fita
sintetizada no lado oposto a lesao. Esta lacuna € sintetizada por meios
recombinacionais ou nao recombinacionais que utiliza o DNA duplex
homologo nao lesado (Prakash et al. 2000).

Mutantes deste grupo em geral sao sensiveis a radiacao 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 reducao ou bloqueio na mutagénese

induzida por diversos agentes (Prakash 1976; Lawrence 1994; Nickoloff e
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Hoekstra 1998; Game 2000). Alguns sao defectivos em reparacao de DNA
pos-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).

O produto do gene RAD6/UBC2 € uma enzima conjugada a
ubiquitina (Prakash 1974; Jentsch et al. 1987; Sung et al. 1988; Hass et
al. 1990) envolvida em reparacao de DNA, esporulacao, recombinacao
mitotica e meidtica, inducao de mutagénese espontanea e induzida, via de
degradacao de proteinas (regra da extremidade N-terminal) (Morrison et al.
1988; Dohmen et al. 1991; Prakash et al. 1993; Lawrence 1994; Friedberg
et al. 19935), genes silenciosos (Bryk et al. 1997; Huang et al. 1997; Singh
et al. 1998) e transposicao Tyl (Picologlou et al. 1990; Liebman e Newnam
1993; Huang et al. 1999).

A proteina Rad6 participa do sistema ligase-ubiquitina (Jentsch et
al. 1987), € uma das 12 enzimas do tipo E2 que catalisa a transferéncia de
ubiquitinas ativadas as proteinas alvo (Jentsch 1992). A transferéncia da
ubiquitina para suas proteinas-alvo pode ser catalisada diretamente pelas
enzimas E2, como no caso das histonas H2A, H2B e H3 (Koken et al
1991), ou pode requerer a participacao de uma enzima do tipo E3, produto
do gene UBRI, que interage fisicamente com RAD6 (Dohmen et al. 1991;
Sung et al. 1991; Lawrence 1994; Varshavsky 1997; Nickoloff e Hoekstra
1998). O complexo Rad6-Ubrl é requerido na protedlise da via da regra
N-terminal (Lawrence 1994).

Mutantes rad6 apresentam deficiéncia na reparacao pos-replicativa
e acentuada diminuicdo da mutagénese apds tratamento com varios
agentes que causam danos no DNA (Prakash 1974; 1981; Lawrence 1982;
Prakash et al. 1993), independente do tipo de dano ou de locus da
mutacao observada, com excecao da mutagénese do DNA mitocondrial
(Friedberg et al 1995). Sao extremamente sensiveis a radiacao UVC, raios
Y, agentes alquilantes, psoralenos fotoativados e a varios agentes quimicos
(Prakash et al. 1990; Koken et al. 1991; Nickoloff e Hoekstra 1998). Apesar

de experimentos realizados com o gene RADG6 disrupto terem mostrado
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que ele nao é essencial a sobrevivéncia da célula, mutantes rad6
apresentam uma fase S prolongada e baixa eficiéncia de plaqueamento
(Prakash e Prakash 1977; Nickoloff e Hoekstra 1998).

Recentemente, RAD6 mostrou ser requerido por todos tipos de
silenciamento em leveduras (Sung et al. 1990; Huang et al. 1997, Singh et
al. 1998; Bryk et al. 1997). Além disto, mutantes rad6 causam ambos
uma elevacao na taxa de transposicao Tyl e uma alteracdo em sitios-alvo
preferenciais de Tyl em certos loci (Huang et al. 1999; Liebman e Newman
1993), sugerindo que a perda de rad6 cause uma alteracdo na estrutura
da cromatina, facilitando a integracao de elementos Ty1l.

A pRadl8 apresenta trés dominios de dedos de zinco, com
capacidade de ligacao a fitas simples de DNA e de hidrolisar ATP (Jones et
al. 1988; Bailly et al. 1994; 1997), forma um complexo estavel com a
pRad6 e ambas sao requeridas tanto para reparacao pos-replicativa
quanto em mutagénese (Sung et al. 1988; Balilly et al. 1997; Xiao et al.
2000; Prakash et al. 2000). O complexo forma um aduto tioester com a
ubiquitina e conjuga a ubiquitina a histona H2B. Assim, o complexo retém
a atividade de conjugacao de ubiquitina de pRad6 (Lawrence 1994; Bailly
et al. 1997; Freiberg et al. 2000). O papel do complexo Rad6-Radl18 na
sintese de danos nao € bem conhecido, mas é provavelmente regulatorio
(Prakash et al. 2000). Este complexo € formado separadamente daquele
entre pRad6 e pUbrl (Bailly et al. 1994; Lawrence 1994; Worthylake et al.
1998).

Similar ao mutante rad6, o mutante radl8 demonstra um alto grau
de sensibilidade para radiacdo UVC, raios X e varios agentes quimicos,
bem como a defeitos em reparacao pos-replicativa (Prakash 1981).
Entretanto a mutacao radI8 nao influencia a mutagénese induzida por
UVC ou HN2 (mustarda nitrogenada bifuncional), a esporulacao (Jones et
al. 1988; Bailly et al. 1997) e nem a recombinacao meiodtica (Lawrence
1982; Fabre et al. 1989).

Inicialmente isolado como um supressor dos mutantes rad6 e rad18

para sensibilidade a radiacdo UVC (Lawrence e Christensen 1979;
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Schiests et al. 1990) o gene SRS2 (RADH) codifica para uma helicase 3'-5'
com funcdao de ATPase (Aboussekhra et al 1989; Xiao et al. 1999).
Mutacoes neste gene conferem deficiéncia na mutagénese radioinduzida e
uma leve sensibilidade a UVC, deficiéncia esta que parece estar limitada a
fase G1 (Aboussekhra et al. 1989). O produto deste gene teria um
envolvimento com a canalizacao da reparacao das lacunas (gaps) de DNA
fita simples produzidas durante a replicacdo, no lado oposto a lesao. Este
direcionamento iniciaria o processo mutagénico, executado por
RAD6/RAD18 e competiria com a reparacao recombinacional dependente
da via RADS2 (Friedberg et al. 1995; Nickoloff e Hoekstra 1998).

O gene MMS2 de leveduras foi inicialmente isolado e identificado
como membro de uma via de reparacao pos-replicativa livre de erro (Xiao
et al. 1999; Brusky et al. 2000). O gene MMS2 codifica uma proteina
evolutivamente semelhante a pUbc, entretanto, ndo contém um residuo
ativo de cisteina dentro do dominio altamente conservado (Broomfield et
al. 1998). Foi recentemente relatado que pMms2 forma um complexo com
um novo membro de Ubc de leveduras, pUbcl13, que é requerido por sua
atividade de ubiquitinacdo. Entretanto, pUbcl13 é diferente de todas as
outras proteinas Ubc encontradas em leveduras, pois em lugar de
catalisar um residuo convencional de Lys-48 de uma proteina-alvo na
elongacao da cadeia poli-ubiquitinada, UBCI3 catalisa a montagem da
cadeia poli-ubiquitinada através de um residuo de Lys-63 (Hofmann e
Pickart 1999; Brusky et al. 2000). A mutacao ubcl3 € epistatica as
mutacoes mms2 e radb e, € sinergistica a mutacao rev3, indicando que o
gene UBCI13 esta em uma via alternativa da mutagénica REV3 (Brusky et
al. 2000).

O gene RAD30 codifica uma nova DNA polimerase Pol n, homoéloga
ao gene DinB, UmuC de E. coli, e REV1 de S. cerevisiae (Roush et al. 1998;
Johnson et al. 1999b). Pol n distinta das Pols a, B, 3, € e y catalisa a
sintese livre de erro sintetizando dimeros de timina com alta fidelidade

(Johnson et al. 1999b). In vitro, esta polimerase replica eficientemente
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apos bypass TT CPD, inserindo uma adenina oposta a cada timina, uma
lesdo que normalmente bloqueia a DNA polimerase (Johnson et al. 1999b;
Kunz et al. 2000; Prakash et al. 2000). Mutacoes em seu homologo em
humanos hRAD30 foram encontradas em pacientes XP (Johnson et al.
1999b; Masutani et al. 1999) cujas células apresentam defeitos na
atividade da Pol n (Masutani et al. 1999; Hubscher et al. 2000; Game
2000; Prakash et al. 2000).

Os mutantes rev da via mutagénica foram inicialmente isolados por
apresentarem uma freqiiéncia extremamente reduzida em mutagénese
induzida ap6s tratamento com UVC (Lemontt 1971; 1972).

Os genes REVI1, REV3 e REV7 sao requeridos para a mutagénese
induzida por radiacao UVC, enquanto RADS5, RAD30, POL30 e MMS2
fazem parte de uma via alternativa livre de erro para a sintese de lesoes no
DNA induzidas por UV (Johnson et al. 1999a; Kunz et al. 2000).

O gene REVI codifica uma deoxicitidil transferase envolvida na
sintese translesao (Nelson et al. 1996) com um trecho da seqiiéncia de
aminoacidos homologa ao gene UmuC de Escherichia coli (Larimer et al.
1989; Friedberg et al. 1995; Prakash et al. 2000; Lawrence et al. 2000).

A pRev3 e a pRev7 sao sub-unidades da DNA polimerase (,
aparentemente especifica na sintese de DNA translesao (Morrison et al
1989; Nelson et al. 1996; Johnson et al. 1999a; Van der Laan et al. 2000).
A DNA polimerase ( purificada é capaz de bypass dimeros de timina mais
eficientemente que Pol o (Nelson et al. 1996; Prakash et al 2000;
Lawrence et al. 2000). Assim a via mutagénica de leveduras parece contar
com uma DNA polimerase especifica (pol {) para o bypass de lesdes na
replicacao do DNA pelo custo no aumento de mutacoes (Xiao et al. 2000).
O gene REV3 € alelo ao gene PSOI (Cassier e Moustacchi 1988). O
mutante rev3 € bloqueado em mutagénese induzida e espontanea, € pouco
sensivel a UVC e nao € deficiente na reparacao pos-replicativa (Prakash

1981).
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O gene REV2 é alélico ao gene RADS e codifica uma proteina que
pertence a familia das helicases SNF2, que inclui ERCC6, RAD16, RAD54,
SNF2, MOT1 e o gene de Drosophila BRM (Eisen et al. 1999), possui sitios
de ligacao que lhe conferem a capacidade de interagir com diferentes
substratos de DNA (Prakash et al. 1993; Nickoloff e Hoekstra 1998) um
dominio do tipo dedos-de zinco (Johnson et al. 1992) e atividade ATPase
dependente de DNA (Johnson et al. 1994). RAD5/REV2 é requerido em
uma via de sintese translesao livre de erro (Prakash et al. 2000). Mutantes
rev2/rad5 nao sao requeridos na mutagénese induzida por UVC (Xiao et
al. 2000), contudo a mutacao rad5 limita a instabilidade de sequiéncias
simples repetitivas (Johnson et al. 1992) e aumenta a ligacao das quebras
duplas de DNA (DSB) (Ahne et al. 1997).

O produto do gene RAD9 € requerido para a reparacao de quebras
duplas de DNA induzidas por agentes genotoxicos quimicos e fisicos
(Lewis et al. 1998), atuando tanto em G1 como em G2 (Friedberg et al.
1995; Kaplun et al. 2000). Juntamente com RADI17 e RAD24, o gene RAD9
influi na regulacao da fase S do ciclo celular em S. cerevisiae, em resposta
a acao de lesdbes no DNA, atuando na inducdo de troca de cromatides
irmas, dependente da replicacdo (Paulovich et al. 1997; Paulovich et al
1998; Kaplun et al. 2000).

O gene CDC7 codifica uma proteina quinase que € requerida
tardiamente durante a transicao de G1/S por iniciacao da replicacao
(Nickoloff e Hoekstra 1998). A proteina Cdc7 pode ser componente de um
complexo de replicacao para sintese translesao, o qual é necessario para
permitir o bypass mutagénico de lesdes nao codificantes em S. cerevisiae,
a fim de garantir a sobrevivéncia da célula (Friedberg et al. 1995).

O gene POL30 € essencial e codifica o antigeno nuclear de
proliferacao-PCNA requerido na sintese de ambas Pol § e Pol ¢ (Xiao et al.
2000).

Xiao et al. (2000) sugerem que a via RADG6 € dividida em trés e nao
em duas sub-vias independentes como se acreditava anteriormente,

representadas pelos genes RADS5, POL30 e REV3; as vias RADS e POL30
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sdo supostamente livres de erros, enquanto a via REV3 é largamente
mutagénica. Os genes REV constituem a bem definida via sintese
translesdao que replica o DNA, sintetizando lesdes, com baixa fidelidade
(Lawrence e Hinkle 1996). Um grande numero de evidéncias aponta para a
existéncia de wuma via livre de erro, pos-replicativa, distinta da
mutagénica. A via mediada por RAD5/REV2 é tida como livre de erro, pois
uma delecao no gene RADS nao interfere fortemente na mutagénese
induzida por UV. Os genes RADS5 e POL30 foram designados para duas
vias de reparacao pos-replicativa distintas baseados sobre a interacdo
sinérgica entre os mutantes rad5 e pol30-46 (Xiao et al. 2000).

A sintese translesao pela Poln nao pode constituir apenas um modo
de tolerancia ao dano no DNA de leveduras. Sendo assim, a observacéao
que mutantes rad5 e rad30 sao sinergisticos para a mutagénese e morte
celular induzida por UV, sugere que rad5 e rad30 podem funcionar em
dois mecanismos distintos de tolerancia livre de erros largamente
dependente de RADG6. Isto pode explicar porque a mutagénese nao €

aumentada em mutantes rad5 (Kunz et al. 2000).

1.1.3 Reparacao de DNA por recombinacao homéloga

Existem muitas evidéncias de que a tolerancia aos danos no DNA,
associada aos mecanismos recombinacionais, € iniciada por quebras de
cadeias. Quebras de cadeias duplas (DSBs) sdo uma importante forma de
danos no DNA que, se mal reparadas, podem resultar em delecoes
mutagénicas, rearranjos ou translocacoes, (Parshad e Sanford 2001) e, se
nao reparadas, podem levar a perdas de cromossomos e morte celular
(Friedberg et al. 1995; Nickoloff e Hoekstra 1998). A reparacao de lesoes
na simples fita de DNA de leveduras € realizada utilizando imediatamente
a fita complementar acessivel como modelo, mas isso nao é possivel para

DSBs (Friedberg et al. 1995), que podem ser reparadas pela ligacao direta
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para prevenir perda de cromossomos e aumentar a sobrevivéncia celular,
mas com um custo mutagénico, se impreciso. Alternativamente, a
reparacao de DSBs pode ser realizada com alta fidelidade através de
recombinacao homologa (Shinohara e Ogawa 1998). Genes envolvidos em
vias recombinacionais sdo conservados entre eucarioticos superiores e
inferiores. O mesmo € verdadeiro para o mecanismo recombinacional
(Friedberg et al. 1995). Células diploides apresentam maior resisténcia aos
efeitos das radiacdes ionizantes do que células haploides, e células
haploides em fase G2 do ciclo celular, durante a replicacao 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 reparacao
recombinacional sdo colocados no grupo de epistasia liderado pelo gene
RADS52. Os alelos defectivos dos genes deste grupo conferem especial
sensibilidade a radiacao ionizante e a produtos quimicos que induzem
quebras de cadeia do DNA, mas nao sao sensiveis nem mostram alteracao
de frequiéncias mutagénicas apos irradiacao com UVC (Nickoloff e
Hoekstra 1998).

DSBs sao induzidas por uma variedade de agentes que danificam
DNA, incluindo radiacdes ionizantes, quimicos radiomiméticos, ou,
indiretamente, pela remocdo de agentes intercalantes como
furocumarinas, mostardas nitrogenadas e metilmetano sulfonato, ou
ainda pela remocao de lesdes muito proximas, mas em cadeias opostas
(Magana-Schwencke et al. 1982; Game 1993; Nickoloff e Hoekstra 1998;
Game 2000).

Mutacoes nos genes desta via de reparacao (RADS2), quando em
homozigose, podem provocar deficiéncia em meiose, afetando a taxa de
producao e viabilidade dos esporos, e as freqiéncias de recombinacao
mitotica e meidtica apods tratamento mutagénico (Henriques e Brendel
1990; Nickoloff e Hoekstra 1998).

Na primeira etapa da meiose, as quebras de cadeias duplas sao
introduzidas em loci especificos no cromossomo e servem como sitios de

iniciacao da recombinacdo (Friedberg et al. 1995; Nickoloff e Hoekstra
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1998). Mutacoes nos genes deste grupo também afetam a troca do sinal de
acasalamento, que envolve o processamento de quebras duplas em alvos
definidos e a transferéncia da sequiiéncia de DNA do locus silencioso HML
ou HMR para o locus ativo MAT (Haber 1992).

O gene RADSO codifica uma proteina capaz de ligar-se a cadeias
duplas de DNA em reacao dependente de ATP. Uma mutacao dentro do
dominio de ligacdo de ATP da pRad50 resulta em acentuada sensibilidade
a MMS (metil metanosulfonato) e bloqueio da meiose em estagios iniciais,
com falha no complexo sinaptonémico (Alani et al. 1990; Raymond e
Kleckner 1993). Os mutantes rad50 sao capazes de realizar a troca do
sinal de acasalamento, embora lentamente (Alani et al. 1990; Ivanov et al.
1994). Ensaios bioquimicos e através do sistema diibrido mostraram que
as proteinas Rad50, Xsr2 e Mrell interagem umas com as outras.
Mutacoes nestes genes conferem sensibilidade a agentes que causam
dano no DNA, incluindo radiacdo ionizante e MMS. Estes mutantes
mostram elevados niveis de recombinacdo mitética, sdao deficientes em
recombinacao meiodtica e formacao de esporos; DSBs especificas da meiose
nao sao observadas. Isso sugere que as proteinas Rad50, Xsr2 e Mrell
sdo parte de um complexo que atua na etapa inicial da formacao de DSB
de DNA necessarias para que haja recombinacdo meiotica (Johzuka e
Ogawa 1995; Kannar e Hoeijmakers 1998).

De fato, defeitos nestes trés genes alteram o processamento 5'-3' de
finais de quebras duplas de cadeia durante a mitose, indicando que
Mrell, Rad50 e Xrs2 podem diretamente constituir uma atividade
exonuclease 5' 3' (Johzuka e Ogawa 1995; Ramontar e Masson 1996).

As proteinas Mrell e Rad50 podem atuar juntas numa etapa
anterior a criacdo de quebras duplas de cadeia para recombinacao
meiodtica, além disto, mutantes mrell e rad50 apresentam um fenotipo
hiperrecombinogénico, e ambas proteinas podem ligar-se ao DNA dupla
fita (DNAds), sugerindo que o complexo Mrell/Rad50 liga-se a sitios
expostos da cromatina afim de reprimir a producdao de lesoes

recombinogenicas espontaneas (Ramontar e Masson 1996).
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A proteina Rad51 purificada possui atividades de ligacdo a DNAds e
DNAss (DNA simples fita) dependente de ATP (Heyer 1994). Apresenta alta
homologia com a proteina RecA de E. coli e, a semelhanca desta proteina,
polimeriza em torno de moléculas de DNA para formar um
nucleofilamento helicoidal sobre a simples e dupla fita de DNA (Shinohara
et al. 1992; Ogawa et al. 1993), a qual é capaz de promover o
emparelhamento homologo e a transferéncia entre cadeias, numa reacao
dependente de ATP (Ogawa et al. 1993; Sung et al. 1994), levando a
formacao do heteroduplex de DNA, em presenca da proteina RPA ligante
de DNA simples fita.

A Proteina Rad52 interage com a proteina Rad5S1 (Shinohara et al
1992; Milne e Weaver 1993). Homologos destas duas proteinas sao
conservados desde leveduras a humanos, sugerindo que o mecanismo
usado para o pareamento homologo de moléculas de DNA, durante a
recombinacao, pode ser universal em eucariotos (Shinohara e Ogawa
1998). RADS52 € capaz de ligar-se a DNA de fita simples e dupla e
promover o anelamento de fita simples de DNA complementar (Mortensen
et al. 1996). New et al. (1998) mostraram que Rad52 estimula a troca de
fitas de DNA direcionando a pRad51 ao complexo formado entre pRPA e o
DNAss. Foi proposto que o estimulo da pRPA apés a formacao de
nucleofilamentos € devido a sua habilidade em remover a estrutura
secundaria da molécula de DNA (Sung 1997; Shinohara e Ogawa 1998). A
pRad52 afeta o primeiro estagio da reacao, que € a formacao do filamento
pré-sinaptico, por superar os efeitos inibitorios da pRPA (New et al. 1998)
que compete com pRad51 por sitios de ligacdo sobre o DNAss (Shinohara e
Ogawa 1998). Esse estimulo da pRad52 € dependente da acdo conjunta da
pRad51 com pRPA, sugerindo entdo o requerimento de interacoes
protéicas especificas entre Rad52, Rad51 e RPA (New et al. 1998).

Analises feitas através do sistema diibrido mostraram interacoes
entre pRadS1 e pRadS5, sendo que pRad55 esta associado a pRadS57
(Hays et al. 1995), e interacdes entre pRad51 e pRad54 tém sido sugeridas
(Clever et al. 1997). Estas proteinas (Rad51, Rad52, Rad54, RadS55 e
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Rad57) formam um complexo multiprotéico denominado recombinossomo
(Hays et al. 1995; Ramontar e Masson 1996).

O gene RADS53 codifica uma proteina quinase de serina/treonina,
provavelmente envolvida na parada do ciclo celular, a fim de permitir a
correta resposta aos danos no DNA antes da progressao do ciclo celular
(Weinert et al. 1994; Kaplun et al. 2000). RAD54 codifica uma putative
ATPase/helicase da familia de genes SNF2/SWI2, que inclui ativadores de
transcricao e helicases que alteram a estrutura da cromatina (Troelstra e
Jaspers 1994). O gene RADS56 foi identificado como sendo SGEI e tem um
papel prognoéstico em resisténcia a multidrogas. Rad59 atua na
recombinacao mitotica independente de Rad51. A superexpressao de
Rad52 suprime os defeitos de recombinacdao e reparacao em mutantes
rad59, sugerindo a possibilidade de funcoes comuns entre essas duas

proteinas (Nickoloff e Hoeckstra 1998).

1.1.4 Reparacao de DNA por recombinacao nao-homologa ou ilegitima

Em leveduras, DSB de DNA sao reparadas predominantemente por
recombinacao homologa dependente do gene RADS52, enquanto em
vertebrados a reparacao DSB de DNA ¢é principalmente por recombinacao
nao-homologa dependente do gene KU. Estudos bioquimicos indicam que
o gene KU liga-se a extremidade do DNA e facilita a rejuncao. O gene
RADS52 de humanos, semelhante ao gene KU, liga-se diretamente a DSB,
protegendo as da atividade de exonucleases e facilitando as interacodes
entre as extremidades (Van Dyck et al. 1999).

A via de reparacao de DBS por recombinacdo nao-homoédloga em
mamiferos inicia com a ligacdo das extremidades livres pela proteina
quinase dependente de DNA (DNA-PK) (Price et al. 1997). DNA-PK é
composta por trés subunidades as proteinas Ku70 e Ku80 e uma

subunidade catalitica de 465kDa (Braithwaite et al. 1999; Game 2000).
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As proteinas Ku70 (70kDa) e Ku80 (86kDa) formam um
heterodimero que se liga fortemente as extremidades livres do DNA e,
subsequentemente, ativam a subunidade catalitica da DNA-PK. Esta
reparacao pode também requerer endonucleases especificas tal como o
produto dos genes FEN-1 e XPF-ERCC1 (Braithwaite et al. 1999).

O componente KU serve como uma subunidades regulatéoria da
DNA-PK (Smider e Chu 1997), aumentando a precisdo da reparacao,
possivelmente protegendo as extremidades livres do ataque nucleolitico
(Boulton e Jackson 1996).

A proteina Xrcc4 € um substrato eficiente para DNA-PK e o
complexo Xrcc4-DNA/ligaselV possivelmente pode ser uma ponte entre o
reconhecimento de DBS pela DNA-PK e a juncao pela DNA ligase IV (Yu et
al. 1999).

Os genes HDF1 (Feldmann e Winnacker 1993) e YKUS8O (Boulton e
Jackson 1996) ou KUS8O0O apresentam homologia com os genes KU70 e
KU86 de mamiferos, respectivamente (Game 2000).

Nenhum homologo da subunidade catalitica (PKcs) do complexo
DNA-PK de mamiferos foi encontrado em leveduras (Game 2000).

A levedura Saccharomyces utiliza a via de recombinacao
nao-homologa mais do que previamente suspeitava-se, mas somente para
ligar extremidades curtas complementares; leveduras nao sao muito
eficientes para juntar extremidades incompativeis. Mamiferos usam outras
microhomologias mais distantes da extremidade para produzir juncoes,
mas esta atividade é ineficiente em leveduras. Além disto, em leveduras
nao ocorre a associacao entre o gene KU e a subunidade catalitica da
proteina quinase, DNA-PKcs, enquanto em mamiferos a recombinacao
nao-homologa € fortemente influenciada por esta proteina (Haber 2000).

Em células de leveduras, a recombinacdao nao-homoéloga também
depende fortemente dos genes MREI1, RAD50 e XRS2. Estas trés
proteinas formam um complexo com DNA desenrolado e apresentam

atividade de nuclease (Haber 2000).
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Existe um grande interesse no papel das proteinas Sir em
recombinacao ilegitima. Estas proteinas estao envolvidas na remodelacao
da estrutura da cromatina; por isso a idéia de que as proteinas Sir
recrutadas pela proteina Ku formariam ao redor das extremidades
quebradas uma estrutura semelhante a de wuma heterocromatina
condensada, para retardar a degradacao e facilitar a recombinacao

nao-homoéloga (Haber 2000).

1.2 AGENTES QUE LESIONAM A CELULA

1.2.1 Radiacao UV

A radiacao UV € 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 radiacao de comprimento de onda curto,
que nao atinge praticamente a face terrestre, outros alertam para o fato de
que a radiacdao de maiores comprimentos de onda provocaria os mesmos

danos, somente em menor intensidade (Friedberg et al. 1995).

1.2.1.1 Dimeros de Pirimidina

A exposicao do DNA a radiacao de comprimento de onda curto (UV 2s54nm
ou UVC) promove a ligacao covalente entre as bases pirimidicas
adjacentes, formando uma estrutura anelar de ciclobutano chamada
dimero de pirimidina, CPD ou, ainda, dipirimidina ciclobutano, resultante

da saturacao de suas duplas ligacoes C5=C¢ (Figura 1).
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Estes dimeros sao extremamente estaveis mesmo em pHs e
temperaturas extremas, inclusive apoés hidrolise acida do DNA.
Entretanto, a formacdao de dimeros durante irradiacdo de DNA é um
processo reversivel que se mantém em equilibrio.

E mais freqiiente a formacado 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). CPDs provocam grandes distor¢coes na
hélice de DNA, provocando uma parada obrigatoria na replicacao, devido a

impossibilidade de inserir bases para formar pontes de hidrogénio estaveis

(Chan et al. 1985; Friedberg et al. 1995).

Anel Ciclobutano
2

3 5

Figura 1: Representacdo esquematica de um anel ciclobutano entre duas timinas
na mesma cadeia de DNA (Friedberg et al. 1991).

1.2.1.2 Fotoprodutos 6-4 (Pirimidina-pirimidona)

Semelhante a formacado de dimeros de pirimidina, apés a exposicao

a UVC pode ocorrer uma ligacdo entre o C® de uma timina e o C# da
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timina adjacente. A dupla ligacdo da pirimidina S' abre-se e reage com o
grupo exociclico da pirimidina 3' (Friedberg et al. 1995), gerando maior
distorcdo na estrutura do DNA (Taylor et al. 1988) (Figura 2). Sao lesoes
alcali-labeis (Lippke et al. 1981). Essa ligacao ocorre mais freqientemente
entre as citosinas (T-C, C-C) do que entre as timinas (T-T), porém nao
entre C-T. A metilacao da citosina na posicao C-5 aparentemente inibe a

formacao de fotoprodutos 6-4 (Friedberg et al. 1995).

Figura 2: Representacao esquematica de um fotoproduto 6-4, produzido pela
ligacado entre o C® de uma timina com o C* da timina adjacente (Friedberg et al.
1991).

1.2.1.3 Outros Fotoprodutos

A radiacao UVC pode resultar em pontes DNA-proteinas ou DNA-
DNA ou mesmo em quebras de cadeia, entretanto as doses necessarias
para tal sdo altissimas, correspondendo a quase 100% de inativacao das

populacoes de Streptococus e de fago T7.
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Agentes que provocam pontes intercadeias sado extremamente
importantes ja que impedem a separacado das cadeias, bloqueando a
replicacao e a transcricao.

As lesdes do tipo timina glicois sdo mais abundantes apods a
radiacdo ionizante, mas sao também encontradas apés UVC como
resultado da saturacao da dupla ligacao 5,6 de algumas pirimidinas.

Além dessas, podem ser observadas dipirimidinas nao ciclobutanos,
lesdes complexas envolvendo purinas e hidratos de pirimidinas (Friedberg

et al. 1995).

1.2.1.4 UV-mimético: oxido de 4-nitroquinolina (4-NQO)

O 4-NQO ¢é um potente agente carcinogénico, porém a espécie
reativa responsavel por essa acao € o produto de sua metabolizacao.
O 4-NQO é convertido em 6xido de 4-hidroxiaminoquinolina (4HAQO) e,
finalmente, em 6xido de 4-aminoquinolina (4AQO) que serve como aceptor
final de hidrogénio (Endo et al. 1971).

O 4-NQO é considerado um agente quimico UV-mimético porque produz
lesdes de bases que, da mesma forma que os CPDs e 6-4 fotoprodutos,
sdo reparadas pelo sistema NER. E capaz de formar lesdes do tipo
8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OH-dG), e de gerar uma quantidade
significativa de quebras de fita de DNA, provavelmente pela formacao de

adutos instaveis (Friedberg et al. 1995).
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1.2.2 Agentes alquilantes

Agentes alquilantes sao compostos eletrofilicos capazes de interagir
covalentemente com centros nucleofilicos de moléculas organicas, como
DNA. Podem ser mono ou bifuncionais. Os agentes monofuncionais
possuem um Unico grupo reativo e, portanto, interagem covalentemente
com um Unico centro nucleofilico no DNA. Sdo exemplos destes compostos
o metil metano sulfonato (MMS), etil metano sulfonato (EMS),
dimetilnitrosoamina, N-metil-N-nitrosouréia, N-etil-N-nitrosouréia e
mostarda nitrogenada (HN1).

Numerosos sitios reativos para alquilacao tém sido identificados em
todas as quatro bases, entretanto nem todas tém igual reatividade. A
reatividade destes centros é extremamente influenciada pela natureza das
bases adjacentes na molécula do DNA. Os centros mais reativos na base
adenina sao os nitrogénios N-1, N-3, N-7. Nas guaninas, sao os N-2, N-3 e
N-7, assim como o oxigénio O-6. Em geral, o nitrogénio do anel das bases
€ mais reativo do que o oxigénio, sendo N-7 da base guanina e o N-3 da
base adenina os mais reativos. Quanto as bases pirimidicas, os centros
mais reativos das citosinas sao N-3, N-4 e O-2, para as timinas sao N-3,
0O-2 e O-4 (Friedberg et al. 1995).

Os agentes alquilantes bifuncionais apresentam dois grupos
reativos, e cada molécula é potencialmente capaz de reagir com dois sitios
no DNA. Por exemplo, mostarda nitrogenada (HN2) e diepoxioctano (DEO).
Quando os dois sitios da reacao localizam-se na mesma cadeia de DNA, o
produto da reacdo chama-se pontes intracadeias; em cadeias opostas do
DNA, o produto da reacao chama-se ponte intercadeia (Figura 3). Agentes
que provocam pontes intercadeias sdao extremamente importantes ja que
impedem a separacao da dupla fita de DNA, bloqueando a replicacao e a

transcricao.
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Figura 3: Representacdo esquematica de uma ponte intercadeia formada por
mustarda nitrogenada, através dos N7 entre guaninas de fitas opostas de DNA
(Friedberg et al. 1991).

1.2.3 Psoralenos/Furocumarinas

As furocumarinas ou psoralenos sao compostos aromaticos
triciclicos de origem natural 8-metoxipsoraleno (8-MOP) ou sintética
3-carbetoxipsoraleno (3-CPs), formados a partir da condensacao do grupo
cumarinico (benzo-o-pirona ou 1,2-benzopirona) com o anel 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 ligacoes quimicas de natureza fraca, como
forcas 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 ligacoes covalentes formando adutos. Estas fotoadicoes podem
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ocorrer na forma de mono ou biadicoes, dependendo da estrutura
molecular da furocumarina.

Nas monoadicoes, a dupla ligacao C>-C® da base pirimidica liga-se a
dupla ligacao C3-C# do grupo cumarinico (monoadicoes do tipo 3,4) ou a
dupla ligacao C#-C5 do anel furano (monoadicoes do tipo 4’,5°) (Figura 4).
As monoadicoes do tipo 3,4 sao incapazes de absorver novos fétons de
comprimento de onda superior a 320nm (Dall’Acqua et al. 1979),
entretanto as monoadicoes do tipo 4’-5’ podem absorver um foton
adicional de 365nm e uma segunda fotoadicao pode ocorrer entre a dupla
ligacao C3-C* do grupo cumarinico e outra pirimidina localizada na cadeia
oposta do DNA, conduzindo a formacao de uma ponte entre as cadeias do
DNA (melhor conhecidas como Interstrand Cross Links, ICL).
Furocumarinas que possuem tanto o sitio C3-C* do grupo cumarinico
como o C4C5 do anel furano disponiveis e apresentam uma conformacao
planar podem formar tanto monoadicées quanto biadicoes, sendo
denominadas bi-funcionais, como os agentes 8-MOP e TMP. Por outro
lado, moléculas angulares ou com algum impedimento estérico num dos
sitios fotorreativos poderao formar somente monoadicoes.

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 fotoadigcoes, as furocumarinas podem causar
diversos efeitos genotoxicos ao DNA, resultando em Iletalidade,
mutagénese e recombinogénese em organismos procariotos e eucariotos
(Parsons 1980; Moustacchi 1988; Averbeck et al. 1992).

Foi demonstrado, entretanto, que as furocumarinas fotoativadas
podem também transferir energia para moléculas aceptoras, originando
agentes fotodinamicamente ativos. Desta forma, a transferéncia de energia
das moléculas de furocumarinas no estado excitado triplete para o
oxigénio molecular origina uma espécie excitada mais reativa, n oxigénio
singlet, que oxida os substratos com os quais entra em conwato (Averbeck

1989; Sage et al. 1989; Averbeck et al. 1992).
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Figura 4: Representacao esquematica da fotoadicao de furocumarinas ao DNA.
Apods a intercalacao da molécula de psoraleno entre os pares de bases do DNA,
um foton de 365 nm € absorvido gerando uma monoadicdo. Monoadicoes do tipo
4’5’ permitem a absorcdo de um segundo féton de 365 nm e formacao de pontes
ligando pirimidinas adjacentes.
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Estudos fotoquimicos demonstraram que a maioria dos derivados de
furocumarinas apresentam uma certa capacidade de gerar oxigénio
singlet, embora nenhum com a mesma extensdo que o derivado
monofuncional 3-CPs (Averbeck et al 1992; Joshi e Pathak 1995).
Demonstrou-se também que 3-CPs induz a foto-oxidacao dos residuos de
guaninas presentes no DNA via formacao de oxigénio singlet, originando
sitios alcali-labeis, e que as monoadi¢coes 4’-5’ surgem da ligacdo de
moléculas do psoraleno intercaladas entre as cadeias do DNA, enquanto
as moléculas livres de 3-CPs parecem ser as espécies mais acessiveis para
a transferéncia de energia e consequiente producao de oxigénio singlet

(Sage et al. 1989; Averbeck et al. 1992).

1.3 OS MUTANTES PSO

Em 1980, Henriques e Moustacchi isolaram, a partir de uma cultura
mutagenizada com EMS, uma nova classe de mutantes de Saccharomyces
cerevisiae sensiveis a fotoadicao de psoralenos mono (3-CPs) e
bi-funcionais (8-MOP): os mutantes pso.

A analise molecular desses genes e a caracterizacao fenotipica de
seus alelos mutantes tém progredido consideravelmente. Atualmente, dez
genes PSO estdo caracterizados fenotipicamente; destes, seis genes
codificam proteinas que estao envolvidas na reparacao de lesoes no DNA
geradas pela fotoativacdo de psoralenos e por outros mutagenos. Dois
genes nao estao envolvidos diretamente na reparacao de lesoes de DNA, o
gene PSO6 é responsavel por elementos estruturais da membrana e o gene

PSO7 envolvido com o metabolismo respiratoério celular.



Introducao 31

As caracteristicas dos genes PSOI1 a PSOI10 estao apresentadas na
tabela 2 (para revisao ver: Henriques e Brendel 1990; Henriques et al
1997; Brendel e Henriques 2001).

O gene PSOI é alelo ao gene REV3 (Cassier e Moustacchi 1988). O
produto do gene REV3 codifica uma proteina nao essencial de 173kDa,
uma DNA polimerase especifica de reparacao (Morrison et al. 1989) que,
junto com REV7, constitui a polimerase translesao zeta (pol {), uma
proteina responsavel pela sintese translesao (TLS) sujeita a erro, que
bypass dimeros de pirimidina (Nelson et al. 1996). A atividade da pol C é
controlada pela pRevl, entdao a perda da funcao de um ou outro destes
trés loci REV inibe a TLS sujeita a erro, portanto a mutagénese por UVC
(Lawrence e Hinkle 1996; Brendel e Henriques 2001). O mutante alelo
rev3 foi isolado por Lemontt (1971) entre outros mutantes de leveduras
bloqueados em mutacado induzida por UVC (Lemontt 1971; Brendel e
Henriques 2001). O mutante psol/rev3 € sensivel a uma série de agentes
genotoxicos como radiacao UVC, raios X, agentes alquilantes mono e
bi-funcionais e psoralenos fotoativados (Moustacchi 1988; Henriques and
Brendel 1990; Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001), sua
freqiéncia de mutacao reversa espontanea e induzida € extremamente
reduzida, apresentando um fenotipo antimutador (Cassier et al. 1980;
Henriques et al. 1997). A deficiéncia de reparacdo do mutante psol-I
afeta, principalmente, as células em fase G1 do ciclo celular.

O gene PSO2 é alelo ao gene SNMI1 (Cassier e Moustacchi 1988).
Estudos moleculares demonstraram que o gene PSO2/SNM1 codifica uma
proteina nuclear nao essencial de 76kDa, localizada no cromossomo XIII
com um dominio do tipo dedos de zinco, caracteristico de proteinas
ligantes ao DNA (Haase et al. 1989), que pode contudo nao ser importante
para sua funcdo em remover ICL, desde que sua remocao mutacional
manteve a resisténcia da célula semelhante a selvagem para sensibilidade
a HNI1. PSO2 ¢é pobremente 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
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nao por agentes alquilantes monofuncionais como MNNG e por UV
mimeético 4-NQO (Wolter et al. 1996). A inducao do gene parece depender
da presenca de sequiéncias DRE (damage response element), semelhante a
encontrada no promotor do gene PSO2 (Richter et al. 1992). O mutante
pso2-1 incisa perto de sitios de DNA contendo ICL no locus
transcricionamente ativos MATa, mas nao faz o mesmo no locus silencioso
HMLea, sugerindo uma associacdo de PSO2 com NER de genes
transcricionamente ativos (Meniel et al. 1995). Mutantes pso2/snml sao
capazes de incisar proximo as pontes intercadeias fotoinduzidas, mas sao
incapazes de restituir o DNA de alto peso molecular indicando entao um
bloqueio na etapa pos-excisao no mecanismo de reparacao de ICL no DNA
independente de sua natureza quimica (Magana-Schwencker et al. 1982).
Sao sensiveis aos agentes mutagénicos bi ou poli-funcionais, que induzem
a formacao de pontes intercadeias no DNA, como as mostardas
nitrogenadas e sulfuricas e seus derivados e psoralenos fotoativados
(Henriques et al. 1997). A sensibilidade de mutantes pso2/snml ¢€
independente do tipo de base envolvida na formacao de ICL. Dependendo
do mutageno usado, pode existir uma grande diferenca na estabilidade de
ICL, e a inducao de mutagénese e recombinacao mitotica podem ser total
ou parcialmente  bloqueadas (Brendel e  Henriques 2001).
Interessantemente mutantes pso2/snml exibem uma leve sensibilidade
para UVC, que pode ser explicado pelo fato de que UVC produz ICL,
embora em pequena quantidade (Rahn e Patrick 1976). Ao mesmo tempo
que timinas ICL induzidas por 8MOP+UVA sdo quimicamente estaveis,
fato que facilita sua exata quantificacdo por métodos bioquimicos,
ICL-N7-diguaninyl induzidos por mostardas nitrogenadas e sulfaricas nao
0 sao e tém uma meia vida de aproximadamente 2h a 36°. Assim, a
estabilidade de um ICL pode influenciar grandemente sua remocao via
enzimas de reparacao de DNA e pode ser diretamente correlacionada com sua

genotoxicidade. De todos os ICL aqueles induzidos por 8MOP+UVA sao os
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mais estaveis, os mais toxicos (Bankmann e Brendel 1989; Andrade et al
1989; Henriques et al. 1997).

O mutante pso3-1 apresenta sensibilidade ao tratamento com
psoralenos mono e bi-funcionais, € levemente sensivel a radiacao UVC, a
mostardas nitrogenadas mono e bi-funcionais e, embora nao afete a
resisténcia a agentes alquilantes e a radiacao gama, este mutante
apresenta uma reducdo na mutagénese induzida por tais agentes
(Moustacchi et al. 1983; Henriques e Brendel 1990; Henriques et al.
1997), & parcialmente defectivo na mutacao reversa induzida e mutacao
para frente e € defectivo em recombinacao mitética espontanea e induzida,
especialmente em conversao génica (Meira et al. 1994). Estudos realizados
através de interacao génica com os mutantes rad revelaram uma interacao
epistatica do mutante pso3-1 com rad3 e5 e pso2-1, pertencente ao grupo
de epistasia RAD3.

A sensibilidade do mutante pso3-1 ao anion superoxido gerado pelo
paraquat, a H2O2, a cloreto de cadmio e ao formaldeido sugere que este
gene participe da reparacdo de lesdes produzidas por estresse oxidativo
(Henriques et al. 1997; Brendel et al. 1998). Entretanto, Brendel et al
(1998), mostraram que alguns fenoétipos relacionados ao mutante pso3-1I1
eram atribuidos aos baixos niveis de glutationa (GSH) na célula do
mutante original e na linhagem selvagem N123, da qual todos os
mutantes pso, com excecdao do pso4-1, foram derivados. O gene GSH]I
codifica a enzima y-glutamil-cisteina sintetase, a qual € requerida no
primeiro passo da biossintese de glutationa. Os fenoétipos de resisténcia a
MNNG, sensibilidade a cadmio e formaldeido, bem como a instabilidade
das mitocondrias foram complementados quando o mutante
pso3-1 gshl-leaky foi transformado com gene GSHI. Entretanto, a
sensibilidade para UVC, a psoralenos fotoativados, a paraquat e a
peroxido de hidrogénio, e a reducao das taxas de mutagénese induzidas
por UVC foram mantidas (Brendel et al. 1998).

O mutante pso4-1 chamado originalmente de XS9, uma vez que foi

isolado através de sua moderada sensibilidade a raios X (Benaten e Beam
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1977), foi posteriormente renomeado para pso4-1 devido a sua alta
sensibilidade ao psoraleno 8-MOP+UVA (Henriques et al. 1989). Esta
mutacao confere um fenoétipo pleitropico em defeitos na reparacao
(Henriques et al. 1997) e € um mutante termocondicional sem viabilidade
a 36°C (Brusky et al. 2000). A clonagem molecular mostrou que o gene
PSO4-1 € alelo ao gene PRP19 (Brusky et al. 2000). Este gene essencial de
levedura codifica uma proteina de 56,7 kDa associada ao complexo
spliceossomo (Cheng et al. 1993). A disrupcao do gene pso4-1/prpl9 é
letal em células haploides (Grey et al. 1996) e diploides heteroalélicas para
pso4-1/pso4-14, embora viaveis, demonstram retardo no crescimento
(Grey et al. 1996). Mutantes diploides homozigoticos sdo defectivos em
esporulacao e mostraram uma reducado acentuada em recombinacao
meiotica e mitotica (Meira et al. 1992; Silva et al. 1995; Morais et al.
1996). A analise de epistasia para sensibilidade a 8-MOP+UVA mostrou
que o gene PSO4-1 encontra-se na via de reparacao recombinacional
RADS2 (Henriques et al. 1997). As funcoes da proteina Prpl9/Pso4 na
atividade de espliceossoma em pré-mRNA, reparacao de DNA suyjeita a
erros e suas atividades recombinacionais indicam que esta proteina pode
estar associada com pelo menos dois complexos protéicos distintos na
célula: um envolvendo o processamento de pré-mRNA e outro na
reparacao recombinacional (Henriques et al. 1997). Assim, a sensibilidade
a mutagenos, baixa mutabilidade, recombinacdo e esporulacao
encontradas para mutante pso4-1 e suas diploides homozigéticas podem
ser resultado do nao splice (ou nédo splice parcial) do respectivo pré-
mRNAs (Brendel e Henriques 2001). Recentemente, descobriu-se que a
proteina Prpl9 interage in vitro com Snt309, uma outra proteina
associada ao mesmo complexo de Prp19p (Chen et al. 1998).

O gene PSO5-1 mostrou-se alélico ao gene RADI16 (Paesi-Toresan et
al. 1995) que tem a funcao na reparacao do genoma global de leveduras,
uma subvia de NER que repara preferencialmente CPDs induzidas por UV

em cadeias nao transcritas de DNA, que repara preferencialmente CPDs
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nos loci HMLa ou HMLa em regioes silenciosas do DNA e fitas nao
transcritas de DNA de genes ativos (Bang et al. 1992; Schild et al. 1992;
Verhage et al. 1994). PSO5/RAD16 codifica uma proteina de 91,3 kDa e
contém dois putativos dominios dedos—de-zinco e varias outras regioes
tipicas de helicases que sao também encontradas em varias outras
proteinas de leveduras semelhantes a Snf2, Rad54 e Motl (Cassier e
Moustacchi 1981; Bang et al. 1992; Schild et al 1992). A proteina
codificada por este gene pertence a familia SNF2 de helicases. RADI16
forma um complexo com RAD7 chamado NEF-4 e liga-se ao DNA de
maneira ATP dependente (Reed et al. 1998; Guzder et al. 1997; 1998;
1999; Prakash e Prakash 2000). O mutante pso5-1 caracteriza-se por
apresentar sensibilidade moderada a UVC, UV-mimético 4-NQO, HNI1 e
HN2 (Querol et al. 1994), apresenta sensibilidade cruzada ao psoraleno
monofuncional 3-CPS+UVA e a outros agentes quimicos que aumentam o
estresse oxidativo da célula como H2O2 e paraquat (Sage et al. 1989;
Averbeck et al. 1992; Querol et al. 1994). Estudos de interacdes protéicas
utilizando o sistema diibrido mostraram que a proteina Pso5/Radl6
interage com a proteina Sgsl envolvida em envelhecimento (Saffi et al
2000; 2001). O produto do gene SGSI em humanos corresponde a
sindrome de Wernwe, também conhecida como sindrome do
envelhecimento precoce e sindrome de Bloom, com fenétipo de
predisposicao ao cancer (Watt et al. 1995; Saffi et al. 2001).

O gene PSO6-1 € alelo ao gene ERG3, que codifica para a enzima
esterol A-5 desaturase, que introduz a dupla ligacao C5=C6 durante a
biossintese do ergosterol (Schmidt et al. 1999). Ergosterol € o esterol mais
abundante da membrana (90%) de leveduras (Thompson 1974) em
contraste a outras células eucarioticas que contém colesterol como
principal esterol. A falta de ergosterol leva a alteracoes na rigidez e
permeabilidade das membranas, assim como influencia a atividade de
diversas proteinas ligadas a membrana, como quitina sintetases (Schmidt
et al. 1999). Adicionalmente, ha evidéncias de que o ergosterol serve como

um agente de extincao de oxigénio singlete, assim como absorve as
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reacoes de peroxidacao de lipidios gerada por radicais de oxigénio,
atuando na protecao celular contra o estresse oxidativo (Schmidt et al.
1999; Bocking et al. 2000). Uma alteracao no padrao normal de esterois
levaria a uma diminuicdo da protecdo a agentes geradores de estresse
oxidativo presentes no metabolismo respiratéorio de fontes nao
fermentaveis de carbono (Schmidt et al 1999). O mutante pso6-1 é
deficiente na quantidade de esterois na membrana celular, principalmente
em ergosterol. Isto seria responsavel pela sensibilidade apresentada por
este frente a agentes geradores de estresse oxidativo (Schmidt et al. 1999).
Além da sensibilidade aumentada ao oxigénio singlet fotoinduzido pelo
3CPs+UVA especificamente em fase estacionaria de crescimento celular, o
mutante pso6-1 mostra-se também sensivel ao tratamento com outros
agentes envolvidos na geracao de radicais de oxigénio como paraquat e
peroxido de hidrogénio (Querol et al. 1994).

A clonagem e caracterizacao molecular do gene PSO7 mostrou que
este gene é alelo ao COXI11, o qual codifica uma proteina nuclear de
28kDa associada a membrana interna mitocondrial, responsavel pela
formacao do complexo protéico da citocromo oxidase (CO), que catalisa o
ultimo passo de transferéncia de elétrons do citocromo c reduzido para
oxigénio molecular, o aceptor da cadeia transportadora de elétrons
(Pungartnik et al. 1999). A auséncia do heme a/a3, caracteristica dos
mutantes pso7/cox11, diminui a eficiéncia de neutralizacao de EROS
produzida por 3CPs+UVA, assim como por outros tratamentos que geram
estresse oxidativo (Pungartnik et al. 1999). Devido a incapacidade da CO
captar os elétrons presentes na cadeia transportadora de elétrons,
aumenta o fluxo de elétrons disponivel para o ciclo redox de 4-NQO e
outros compostos quimicos, produzindo maior quantidade de espécies
ativas de oxigénio e conseqUentemente aumentando a sensibilidade da
célula. O mutante pso7-1 é particularmente sensivel ao psoraleno
monofuncional 3CPs+UVA em fase estacionaria de crescimento, e este
efeito também desaparece em presenca de azida sédica, um quelante de

oxigénio singlet (Querol et al. 1994) € também sensivel ao agente



Introducao

quimico UV mimético 4-NQO em crescimento celular, mas mostrou

resisténcia semelhante a selvagem ao agente 8MOP+UVA, bem como ao

tratamento com UV, HN2.

Tabela 2: Propriedades das proteinas codificadas pelos genes PSO e

os fenotipos dos seus alelos mutantes®.

Gene/Alelo Proteina (kDa)/Funcao Fenoétipo do mutante
173; polimerase sensivel a radiacdo e a agentes
PSO1/REV3 translesao (putativa) mutagenicos quimicos
baixa mutabilidade
PSO2/SNM1 72; desconhecida sensivel ao tratamento com todos os
agentes indutores de pontes
PSO3 Desconhecida reducdo na mutabilidade induzida
e recombinacao; células nao atingem
a fase estacionaria de crescimento
PS0O4/PRP19 56,7; proteina associada sensivel a agentes mutagénicos, nao
a spliceossoma recombina em mitose, baixa muta-
bilidade e defectivo em esporulacao
PSO5/RAD16 91,3; DNA helicase sensivel & UVC e lesoes oxidativas
PSO6/ERGS3 43; ergosterol sensivel a danos oxidativos
desaturase
PSO7/C0OX11 28; associa-se ao complexo células sensiveis a 4-NQO em fase de
citocromo-oxidase crescimento
PSO8/RAD6 19,5; enzima conjugada sensivel a UVC e a varios agentes
a ubiquitina mutagénicos; mutagénese reduzida
PSO9 Desconhecida sensivel a varios agentes mutagénicos;
mutagénese reduzida;
PSO10 Desconhecida sensivel a varios agentes mutagénicos;

mutagénese reduzida
bloqueado em esporulacao

aAdaptado de Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001.



OBJETIVOS

A clonagem e a caracterizacao molecular dos genes PSO tém
contribuido para o esclarecimento dos varios mecanismos que envolvem
etapas multienzimaticas de reparacao celular de lesbes no DNA, assim
como os mecanismos envolvidos na reparacao de lesdes induzidas por
psoralenos fotoativados. Com a finalidade de buscar novas informacoes
que possam auxiliar na melhor compreensao destes mecanismos, este

trabalho teve por objetivo:

e caracterizar fenotipica e genotipicamente um novo mutante de
Saccharomyces cerevisiae sensivel a fotoadicao de psoralenos, o
mutante pso8-1;

e isolar, clonar e caracterizar molecularmente o gene PSOS8.



MATERIAL E METODOS

2.1 LINHAGENS E PLASMIDEOS

Nas rotinas de laboratério para propagacao e amplificacado
plasmideal foi utilizada a linhagem DH-5a da bactéria Eschericchia coli
apresentando o genétipo:

F’/endA; hsdR17(rkmk*) supE44 thi-1 recAl gyrA (Nal")
relA1 A(lacZYA-argF) U169 (p80 lacZAM15).

Os vetores plasmideais de uso bifuncional em Saccharomyces
cerevisiae € E. coli e as linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste

trabalho encontram-se descritas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Vetores de uso bifuncional em S. cerevisiae e E. coli

Plasmideo Caracteristicas Fonte

YCp50 Vetor centromérico bifuncional contendo URA3 Rose et al. 1987

como marcador genético

PHRO1 Plasmideo Ycp50 contendo fragmento do banco este estudo

gendmico de levedura

PMGS861 Plasmideo pYCPS50 contendo gene RAD6 este estudo
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Tabela 4: Linhagens de S cerevisiae utilizadas para a realizacao deste estudo

Linhagens Genétipo Fonte
N123 Mata his1 gshl PSOS8 Henriques e Moustacchi
1980
56(16) Mata his1 gshl pso8-1 Henriques e Moustacchi
1980
MKPo Mata canl-100 ade2-1 lys2-1 ura3-52 leu2-3,112 Pierce of al. 1987
his3-4200 trp1-4901 PSO8
FF1852 Mata ade5 canl leu2-3 trp1-289 ura3-52 Dr. F. Fabre, Curie L., Paris,
Franca
MG5312 Mata/Mata ade2-101/ade2-101 LEU2/leu2-A1 LYS2/lys2-801 Schmidt et al. 1996
TRP1/trp1-A1 ura3-52/ura3-52 gsh1-41::URA3/gsh1-41::URA3
HRO112-10C Mata hisl ade2-1 ura3-52 leu2-3,112 GSH1 PSO8 este estudo

HRO112-11D Mata ade2-1 lys2-1 trp1-A901 wura3-52 leu2-3,112 este estudo

GSH1 pso8-1
HR1259-1A Mata ura3-52 leu2-3,112 ade2-1 lys2-1GSH1 PSO8 este estudo
HR1259-1B Mata ura3-52 leu2-3,112 ade2-1 trp1-4901 GSH1 pso8-1 este estudo

HR1259-1C Mata ura3-52 leu2-3,112 ade2-1 trp1-4901 his1 GSH1 pso8-1 este estudo

HR1259-1D Mata ura3-52 leu2-3,112 ade2-1 lys2-1 his1 GSH1 PSO8 este estudo
HT18-2C Mata his3 ade2-1 lys2-1 rad4::URA3 Dr. M. Brendel, University
Frankfurt, Alemanha
MB1625-1A Mata pso8-1 rad4-4 este estudo
MB1625-1C  Mata pso8-1 rad4-4 lys2-1 his3 ade2-1 rho este estudo
Y202 Mata ade2-1 canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 Dr. M. Brendel, University
ura3-A100 rad6::URA3 Frankfurt, Alemanha

2.2 MEIOS DE CULTURA

Para o crescimento das células de levedura foi utilizado o meio
liquido completo (YEPD), cuja constituicao € 1% de extrato de levedura
(Difco), 2% de bacto peptona (Difco) e 2% de glicose (Synth). Para a

obtencao de colonias isoladas e culturas para estoque, usou-se o meio
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YEPD solidificado pela adicao de 2% de bacto agar (Difco). Para prevenir a
presenca de mutantes "petite" (defectivos em DNA mitocondrial) nas
culturas em fase estacionaria de crescimento, foi utilizado o meio YEPG,
com a mesma constituicio do meio YEPD, exceto que a glicose foi
substituida por 2% de glicerol, uma fonte nao-fermentavel de carbono.

Também foi usado o meio minimo (MM) ou meio sintético minimo
(SC) composto de 0,34% de bases nitrogenadas de leveduras, sem
aminoacidos e sulfato de amonio (Difco), 0,5% de sulfato de amonio
(Synth), 2% de glicose (Synth) e 2% de bacto agar (Difco).

Na determinacao 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 auxotrofica, nas seguintes concentracoes: 20 mg.l'! de hemissulfato
de adenina (Sigma), 10 mg.l-'! de L-histidina (Sigma), 30 mg.l-1 de
L-leucina (Sigma), 30 mg.l'! de L-lisina (Sigma), 20 mg.1'! de uracil (Sigma).
Assim, para determinar se uma linhagem era auxotrofica 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 omissao (SC-lis).

Na lavagem, suspensao e diluicao das células foi empregada a
solucao tampao PBS que € composta de 0,01 M NaH>PO4 (Synth), 0,01 M
NaxHPO4 (Synth) e 0,9% NacCl (Synth), pH7.

Para o crescimento das linhagens bacterianas, utilizou-se o meio
LB, composto de 1% de extrato de levedura (Difco), 0,5% de cloreto de
sodio e 2% de bacto triptona (Difco), com pH ajustado para 7,0 com NaOH
1M e, quando necessario, solidificado com 2% de bacto agar (Difco). Para a
selecao de colonias de bactérias transformantes e para a manutencao de
plasmideos foi acrescentado o antibiotico ampicilina (100pg.ml-1 - Sigma)
ao meio LB.

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave, sob 1 atm de
pressao e temperatura de 121°C por 20 minutos (autoclave AV7S,

Phoenix).
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2.3 AGENTES QUIMICOS

A furocumarina monofuncional 3-carbetoxipsoraleno (3-CPs, peso
molecular 258) foi gentilmente fornecida pelo Dr. E. Bisagni (Institut
Curie, Orsay, Franca), e a furocumarina bifuncional 8-metoxipsoraleno
(8-MOP, peso molecular 216) foi obtida da Sigma. As solucdes estoque
foram preparadas segundo Averbeck e Moustacchi (1975): apos dissolucao
de 6,4 mg de 3-CPs ou 5,2 mg de 8-MOP em 4 ml de etanol absoluto
(Synth) previamente destilado, completou-se o volume com agua destilada
até 10ml. As solucdes foram armazenadas a 4°C ao abrigo luz. A
concentracao final das furocumarinas nas suspensoes de células tratadas

€ 5x10-5M.

N-metil-N'-nitrosoguanidina (MNNG)

A solucao estoque de MNNG (Sigma) foi preparada em acetona na
minima quantidade suficiente para dissolver a droga. A concentracao
adequada para estoque (100 mM) foi obtida completando-se o volume com
agua destilada estéril. As diluicoes necessarias foram feitas em agua

destilada estéril.

1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinium diclorido (Paraquat) e Peroxido de
hidrogénio (H202)
As solucoes estoque de Paraquat (Sigma) e H2O2 (Synth) foram

preparadas em agua destilada estéril em uma concentracao de 100 mM.

oxido de 4-nitroquinolina (4-NQO)
A solucao estoque de 4-NQO (Sigma) foi preparada em
dimetilsulfoxido-DMSO (Merck), em uma concentracao de 5.26 pM.

8-hydroxyquinolina (8-HQ)
A solucao estoque de 8-HQ (Merck) foi preparada em DMSO a uma

concentracao 0,5M.
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dietilnitrosamina (NDEA) e 1,2,7,8-diepoxioctano (DEO)
As solucoes originais dos quimicos NDEA (sigma) e de DEO (Aldrich)

apresentam as concentracoes 95mM e 970mM, respectivamente.

2.4 ESTOQUE DAS CULTURAS

Culturas de leveduras crescidas em meio rico ou seletivo durante
12-15 horas ou até a concentracao celular alcancar 107 células.ml-l,
caracteristica de uma fase exponencial de crescimento, foram diluidas 1:1
em tampao PBS contendo 50% de glicerol (Sigma) e armazenadas em
freezer -20°C (F27, Prosdécimo) ou -85°C (Freezer Ultra-Low, Sanyo, EUA).

Culturas de bactéria cresceram por 15 horas em meio LB ou
LB+Amp, diluidas 1:1 em solucao de glicerol [65% glicerol (Sigma), 0,1 M
MgSO4 (Synth), 0,025M Tris-HCL (Sigma) pH 8,0] e armazenadas em
freezer a -20°C.

Para rapido acesso durante o desenvolvimento dos experimentos,
placas de meio YEPD, seletivo ou LB com culturas em fase estacionaria de
ambos organismos foram mantidas refrigeradas a 4°C (R27, Prosdocimo)

por até 30 dias (Placa estoque).

2.5 CONDICOES DE CRESCIMENTO

Para obtencao de culturas liquidas de células de levedura em fase
estacionaria de crescimento, aliquotas do estoque em glicerol ou da
placa estoque foram inoculadas em meio rico ou seletivo e incubadas a

28°C com agitacao orbital de 180 rpm (Incubator Shaker G25, New
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Brunswick Scientific Co. Inc.) por 3 dias ou até atingirem a
concentracao de 2 a 4x108 cels.ml!, caracteristica de uma fase
estacionaria. Células de levedura também foram semeadas em meio YEPD
solido para obtencao de culturas em fase estacionaria, sendo incubadas a
28°C em estufa (TC-500, Instrulab), durante 5 a 7 dias.

As Células em fase exponencial de crescimento foram obtidas com
5 a 12 horas de incubacao a 28 °C com agitacao orbital de 180 rpm,
atingindo 1 a 2x107 células.ml! e cerca de 20 a 30% de células em
brotos.

Células de bactéria cresceram a partir de colonias isoladas em meio
LB ou LB+Amp a 37 °C com agitacao orbital de 250 rpm (Incubator
Shaker G25, New Brunswick Scientific Co. Inc.) por 2 horas (fase
exponencial de crescimento) ou 15 horas (fase estacionaria de

crescimento).

2.6 CONSTRUCAO DAS LINHAGENS DE LEVEDURA

As linhagens diploides foram obtidas pelo contato de duas linhagens
hapléides com sinais de acasalamento opostos em fase exponencial de
crescimento, por 6h em YEPD liquido, a 28°C. As culturas foram
centrifugadas a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C (centrifuga RCSC,
rotor SS34, Sorvall®Instruments, Du Pont Co.), lavadas e suspensas em
tampao PBS. As células dipléides construidas foram selecionadas por
prototrofia em meio seletivo ou através dos métodos classicos de
micromanipulacao de zigoto (Mortimer e Hawtorne 1969; Sherman et al
1986).

Linhagens diploides foram induzidas a esporulacao através da
inoculacao de culturas em fase exponencial de crescimento em meio KAC

solidificado, a 28°C por 4 dias. As células foram coletadas, suspensas em
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tampao PBS e tratadas com B-Glucoronidase (Sigma) por 15 min a 37°C
para rompimento parcial do envoltorio protetor dos ascosporos. Os
esporos foram separados por micromanipulacdo e inoculados em YEPD
por 3 dias. As tétrades obtidas foram analisadas quanto a segregacao
génica para a sensibilidade a radiacao UVC, para as marcas auxotroficas,

sinal de acasalamento e nivel de glutationa.

2.7 TESTE EM GOTAS QUALITATIVO

Para caracterizar rapidamente um grande numero de linhagens,
esporos ou transformantes quanto as suas marcas de auxotrofia, bem
como do carater mutante ou selvagem para o gene PSO8 dos esporos
segregantes foi utilizado o teste em gotas. Na determinacdo de marcas de
auxotrofia, gotas com 5-10ul de suspensoes celulares em tampao PBS
contendo 105 a 107 cels.ml! foram depositadas em placas de Petry
contendo meio MM ou meios de omissado. Apos 3-4 dias de crescimento a
28°C (estufa TC-500, Instrulab), as células aptas a formar tapetes
celulares nos meios de omissao eram consideradas prototroficas para os
respectivos aminoacidos omitidos, e aquelas que nao apresentavam
crescimento celular eram consideradas auxotroéficas.

O carater mutante ou selvagem foi definido pela
sensibilidade a UVC, quando 5 a 10 ul de suspensoes celulares
contendo 105 a 107 cels.ml! foram depositadas em meio YEPD
so6lido, submetidas a uma dose de radiacdao de 50J, e incubadas
durante trés dias a 28°C. Aquelas células capazes de formar tapetes
celulares nos limites das gotas inoculadas, em comparacao ao controle,
eram consideradas PSOS8*, enquanto aquelas que nao apresentavam

crescimento eram designadas pso8-1.
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2.8 DETERMINACAO DO SINAL DE ACASALAMENTO

Para a determinacdo do sinal de acasalamento, aproximadamente
100 céls.ml! de cada linhagem ou esporo foram colocadas em contato com
as linhagens testadoras Mata (FF1852 - Tabela 4) ou Mata (MKPo - Tabela 4)
na mesma concentracao celular, em meio YEPD liquido. Ap6s 4 a 6 horas
de incubacao a 28°C, a presenca ou nao de zigotos era observada em
microscopio universal (Zeiss Co., Alemanha), assumindo-se como Mata
aquelas linhagens que apresentavam zigotos nos inéculos contendo a
linhagem teste MKPo e Mata aquelas cruzadas com a linhagem teste

FF1852.

2.9 DETERMINACAO MICROBIOLOGICA DO CONTEUDO DE
GLUTATIONA

A determinacao do conteudo endogeno de glutationa e consequiente
caracterizacao dos esporos provenientes de linhagens diploides heterozigoticas
para o gene GSH|1 foi realizada conforme descrito por Schmidt et al. (1996). A
linhagem indicadora MGS5312 (gsh1-41::URA3/ gshl1-A1::URA3 - ver tabela 4)
foi crescida em YEPD a 28°C, sob agitacao, até atingir a fase
estacionaria de crescimento. As células foram coletadas por
centrifugacdao a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C (centrifuga RCS5C,
rotor SS34, Sorvall® Instruments, Du Pont Co.), lavadas 2 vezes e
diluidas para 2x107 cels.ml'! em tampao PBS. Apéds, 100ul da
suspensdo celular foi diluidas em 3,5 ml de Agar de superficie (4g de
bacto agar em tampao PBS) a 48°C, sendo semeadas em placas de meio
sintético completo ou seja suplementado com todos os aminoacidos e

bases nitrogenadas essenciais as leveduras, sem glutationa. Células em
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fase estacionaria das linhagens a serem testadas eram suspensas em
tampao PBS numa proporcao de 20% (peso/volume), sendo entao
submetidas a disrupcao térmica em banho-maria a 85°C por 15 minutos,
apos, os restos celulares foram precipitados por centrifugacao e 20ul do
sobrenadante foi aplicado sobre filtros de papel de 10mm de diametro
(Schleicher & Schull, Alemanha) depositados sobre as placas indicadoras.
Apods 3-4 dias a 28°C, a glutationa presente no extrato difunde-se pelo
agar, e um halo forma-se ao redor do filtro devido ao crescimento da
linhagem indicadora. O diametro do halo de crescimento foi medido em
mm e convertido para ug de glutationa.ml! com base na curva padrao
feita com solucdoes de glutationa sintética de concentracdes conhecidas

(Boeringer Mannheim GmbM, Alemanha).

2.10 CURVAS DE SOBREVIVENCIA

2.10.1 Preparacao das suspensoes celulares

Culturas de células em fase estacionaria ou exponencial de
crescimento foram centrifugadas a 5000 rpm (Centrifuga RCSC, rotor
SS34, Sorvall® Instruments, Du Pont Co.) por 5 min a 4°C e lavadas com
tampao PBS por 3 vezes para a completa remocdao do meio de cultura.
Para dissociar eventuais agrupamentos celulares, as suspensoes celulares
foram submetidas a tratamento com ultrassom (Ultrassonic Homogenizer
4710, Cole-Palmer Instrument) por 10 a 30s para dissociacdo dos grumos
celulares. A concentracdo celular foi determinada por contagem em

camara Neubauer e ajustada para 2x106 céls.ml-1.
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2.10.2 Tratamento com 3-CPs e 8-MOP+UVA

Para os tratamentos com 3-CPs e 8-MOP, as suspensoes celulares
em fase estacionaria ou exponencial de crescimento foram incubadas a
4°C por 15 min ao abrigo da luz com concentracoes equimoleculares de
5x10-5 M de 3-CPs ou 8-MOP (ver item 2.3). Ap6s incubacéo, retirou-se
uma aliquota para controle e diluicoes apropriadas foram feitas e
semeadas em YEPD. Aliquotas de 10 ml foram expostas a doses
crescentes de radiacao UVA (lampada Phillips-HPW de alta pressao de
mercurio, 125W) em placas de Petry de vidro abertas. Entre a lampada de
mercurio e a suspensao de células a ser irradiada foi colocado um
cristalizador Pirex contendo 150 ml de agua destilada, tendo como
objetivos evitar o aquecimento da preparacao celular e filtrar radiacoes
com comprimentos de onda inferiores a 320 nm. Aliquotas foram retiradas
a cada dose, diluidas apropriadamente, semeadas em triplicata em placas
de YEPD e incubadas a 28°C (geladeira Prosdocimo, com TC-500
adaptado, Instrulab) por 4 dias. Apods este periodo, a contagem do numero
de colonias visiveis em cada placa foi realizada e, com base nas diluicoes
efetuadas, calculou-se a fracdo de sobrevivéncia de cada linhagem em
relacdo a dose zero. A dose de radiacao ao nivel da preparacao celular foi
de 1,1 KJ.m? min-!, conforme estabelecido por um dosimetro Black-Ray®

J221 (Ultraviolet Products Inc., San Gabriel, EUA).

2.10.3 Tratamento com radiacao UVC

Aliquotas de 10 ml das suspensoes de 2x10° cels.ml! em fase
estacionaria ou exponencial de crescimento foram submetidas a irradiacao

com doses crescentes de UVC (General Eletric G 15T8). A cada dose, uma



Material e Métodos 49

aliquota foi retirada, diluida e semeada em YEPD, em triplicata. As placas
foram incubadas a 28°C, durante 3 dias (geladeira Prosdocimo, com TC-
500 adaptado, Instrulab) e as coldnias visiveis foram contadas, as
diluicoes foram corrigidas e convertidas em taxa de sobrevivéncia com
relacao ao controle. A taxa de dose de UVC, ao nivel da preparacao
celular, foi de 10 erg.mm=2.s1, conforme determinado por um dosimetro

Black-Ray J225 (Ultraviolet Products Inc., San Gabriel, EUA).

2.11 TRATAMENTO COM MNNG, 4-NQO, DEO, NDEA, 8-HQ, H,O. e PARAQUAT.

A sensibilidade aos agentes mutagénicos foi determinada pelo teste
em gotas segundo Ruhland et al. (1981). Culturas de células em fase
estacionaria e exponencial de crescimento foram centrifugadas a
4000 rpm (Centrifuga RCS5C, rotor SS34, Sorvall® Instruments, Du Pont
Co.) por 5 minutos a 4°C, lavadas e diluidas para 2x108 céls.ml! em
tampao PBS. Aliquotas de 1 ml de cada cultura foram incubadas por
2 horas a 28°C com agitacao (Incubator Shaker G25 Co Inc) com: 0,1 e
1 mM de MNNG, 5 e 10 mmM de Paraquat, 5 e 10 mM de H202, 20 e
40 mM de 8-HQ, 0.4 e 0.8 mM de NDEA, 15 e 45 mM de DEO, 5x104 e
1x10-3 de 4-NQO. De cada aliquota, foram feitas diluicoes seriadas (1:10),
partindo de 1 a 2x108 céls.ml! e 6ul de cada diluicdo foram plaqueados

sobre meio YEPD. As placas foram incubadas a 28°C por 4-5 dias.

2.12 DETERMINACAO DA FREQUENCIA DE REVERTENTES HIS* E
DE MUTACAO PARA FRENTE (FORWARD MUTATION)

Aliquotas de 20 ml de uma suspensao celular em fase estacionaria

de crescimento, contendo 2x107 céls.ml-! foram tratadas com 3-CPs,
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8-MOP+UVA ou UVC, como nas curvas de sobrevivéncia. Apos o
tratamento, as suspensoes foram coletadas por centrifugacao a 4000rpm
(Centrifuga RCS5C, rotor ss34, Sorvall® Instruments, Du Pont Co.),
durante 5 minutos a 4°C e concentradas para uma densidade de
2x108 céls. ml-! em tampao PBS.

Para a determinacao da inducao de mutacoes reversas, aliquotas de
0,3 ml das suspensoes (2x108 céls. ml!) tratadas foram semeadas em
placas de Petry contendo meio de omissao SC-his e incubadas a 28°C
(geladeira Prosdocimo, com TC-500 adaptado, Instrulab) durante 7 a
8 dias, em quatro réplicas. As colonias revertentes foram contadas, e
transformadas em taxa de reversao.Para determinacao de mutacoes para
frente, as suspensoes celulares tratadas foram diluidas para uma
concentracao final de 2x10° céls.ml-!. Aliquotas de 0,3 ml foram
semeadas, em triplicata, em placas de Petri contendo meio SC
suplementado com os aminoacidos e/ou nucleotideos necessarios para o
crescimento das células e 40 pg.ml! de sulfato de canavanina. Apos
incubacao a 28°C (geladeira Prosd6cimo, com TC-500 adaptado, Instrulab)
durante 4 a 5 dias, as colonias mutantes foram contadas. A sobrevivéncia
foi monitorada paralelamente, em todos os experimentos com os diferentes

agentes. Os experimentos foram repetidos duas vezes.

2.13 METODOS RELACIONADOS A ACIDOS NUCLEICOS

A preparacao de solucoes e tampoes foi feita segundo a metodologia
empregada em laboratorios de Biologia Molecular, descritas por Ausubel et
al. (1989) e Sambrook et al. (1989). Todos os produtos quimicos utilizados
foram P.A. e obtidos da Sigma, Merck, Fluka-Biochemika, Difco e Gibco
BRL.
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As enzimas de restricao e os respectivos tampodes usados nas
técnicas de genética molecular foram obtidos da Pharmacia, MBI e

Cenbiot Enzimas (Centro de Biotecnologia-UFRGS).

2.13.1 Maxi-prep (Adaptado de Ausubel et al. 1989)

O banco gendémico de levedura em YCpSO foi amplificado a partir de
um estoque em E. coli a -20°C. Uma aliquota de 200 ul foi diluida em 1 ml
de LB e semeada em placas de LB+Amp incubadas a 37°C (Incubator
Shaker G25, New Brunswick Scientific Co. Inc.) por 15 horas. Os tapetes
celulares resultantes foram lavados com 5 ml de LB e finalmente
inoculados em 500 ml de LB+Amp. Apos crescimento inicial por 2 horas a
37°C sob agitacao orbital de 250 rpm, foi adicionado 170 pg de
cloranfenicol por ml de cultura e novamente incubada por 13 horas a
37°C com agitacdo a 300 rpm. As células foram entdo centrifugadas a
5000 rpm (Centrifuga RCS5C, rotor SS34, Sorvall® Instruments, Du
Pont Co.) por 15 minutos a 4°C, ressuspensas em 25 ml de STE (10 mM
NaCL, 10 mM Tris-HCL pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) e centrifugadas
novamente sob as mesmas condicoes, sendo finalmente ressuspensas
em 13 ml de Solucao I (50 mM sacarose, 25 mM Tris-HCL, 10 mM pH 8,0
EDTA pH 8,0) contendo 600 pg.ml-! de lisozima e incubadas a 25°C por
10 minutos. As células foram entdo lisadas pela adicao de 25 ml de
Solucao II (0,2 N NaOH, 1% dodecil sulfato de s6dio) e incubadas a 4°C
por 15 minutos. A reacao foi neutralizada com a adicao de 19 ml de
Solucao III gelada e pH 4,8 (29,4% acetato de potassio, 11,5 % acido
acético glacial) e incubadas a 4°C por 1 hora. O lisado foi entao
centrifugado a 5000 g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi

recuperado, diluindo-o 1:1 com isopropanol e incubado a 25°C por 15
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min. Apos centrifugacao a 4°C com 10000 g (Centrifuga RCSC, Sorvall®
Instruments, Du Pont Co.) por 10 min, o precipitado resultante foi seco,
gentilmente lavado com etanol 70 % e novamente seco em dessecador a
vacuo. O precipitado foi entao solubilizado em 3 ml de TE (10 mM Tris-HCl
pH 8,0 e 1 mM EDTA pH 8,0), tratado com 36 ul de acetato de amonio 10 M
(Sigma) e 600 pl de SDS 10% e agitado vigorosamente por 5 segundos.
Procedeu-se entao 3 extracoes consecutivas dos acidos nucléicos com uma
mistura de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico numa proporcao 25:24:1. A
fase aquosa final tratada com 40 pul de acetato de amoénio 10 M e 6 ml de
etanol absoluto e os acidos nucléicos precipitados a -20°C por 15 horas. O
precipitado foi finalmente centrifugado a 13000 rpm (Centrifuga Spin I,
Incibras) a 4°C por 15 minutos e o precipitado de DNA lavado com etanol

70%, seco a vacuo e solubilizado em 500 ul de TE sendo mantido a -20°C.

2.13.2 Mini-prep (Adaptado de Ausubel et al. 1989)

2.13.2.1 Extracao de plasmideos contidos em células de bactéria

Células de uma colbénia isolada de E. coli contendo o plasmideo de
interesse foram inoculadas em LB+Amp a 37°C por 15 horas (Incubator
Shaker G25, Scientific Co. Inc.). Aliquotas de 1,5 ml da cultura foram
centrifugadas a 13000 rpm por 20segundos (Centrifuga Spin I, Incibras) e
os sedimentos ressuspensos em 100 ul de Solucao I e incubados a 25°C
por S minutos. Adicionou-se 200 ul de Solucéao II gelada e incubou-se a
4°C por S minutos. A reacao foi neutralizada com 150 pul de Solucéao Il e
mantida a 4°C por mais 5 minutos. O precipitado foi centrifugado a
13000 rpm por 1 minutos, recuperado e precipitado com 0,9 ml de Etanol

absoluto a -20°C por 15 a 30 minutos, novamente centrifugado a 13000 rpm
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por 1 minutos e os precipitados foram lavados gentilmente com etanol

70%, secos a vacuo e ressuspensos em 40 pl de TE sendo estocados a -20°C.

2.13.2.2 Extracado de plasmideos contidos em células de levedura

Para extracao de DNA a partir de células de levedura, culturas a
partir de uma colonia isolada foram crescidas a 28°C por 15 horas em
meio seletivo (SC-Ura). Centrifugou-se 1,5 ml a 13000 rpm por 20 s e os
sedimentos resultantes foram ressuspensos em 150 ul de SE (1m Sorbitol
e 0,1 M EDTA pH 7,5) contendo 5 U.ml! de liticase e incubados a 37°C
por 1 hora para romper a parede celular. Os protoplastos foram entao
centrifugados a 13000 rpm por 1 minuto e ressuspensos em 100 ul de
Solucéao I seguindo o protocolo a partir deste ponto como para células de

bactéria.

2.13.3 Extracao de DNA cromossomico das linhagens de levedura

Para extracao de DNA cromossomal de células de leveduras, 10 ml
de cultura foi centrifugada em tubos SS-34 a 5000rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente (Centrifuga Sigma 3K12). O sobrenadante foi
aspirado e as células ressuspensas em 1 ml de agua MilliQ estéril. A
suspensao foi transferida para tubos Eppendorf e centrifugada por
S5 segundos a temperatura ambiente. As células foram ressuspensas em
200 ul de Breaking Buffer ou tapao de lise [2% (v/v) Triton x-100, 1% (p/V)
SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,0 e 1 mM EDTA], e foram
adicionados 0.3g de glass beads (425-600um) e 200 pul de



Material e Métodos 54

fenol/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1). A mistura foi agitada por
Vortex durante 3 minutos. Foi adicionado 200 pl de TE e agitado
brevemente com Vortex. A suspensao foi centrifugada a 13000 rpm por
S5 minutos a temperatura ambiente e, cuidadosamente, a fase aquosa
foi transferida para um novo tubo Eppendorf, onde foi adicionado 1 ml de
etanol. Apos centrifugacdo de 3 minutos a 13000 rpm a temperatura
ambiente o sedimento foi ressuspenso em 400 ul de TE. Foram
adicionados 30 pl de RNase A (1mg.ml-1), misturados e incubados
5 minutos a 37°C. A mistura, foram adicionados 10 ul da solucdo 4 M de
acetato de amonio e 1ml de etanol e, apoés misturados por inversao,
foram centrifugados por 3 minutos a 13000rpm a temperatura ambiente.
Apos o sedimento seco o DNA foi ressuspenso em 100ul de TE e estocado

a -20°C.

2.14 TRANSFORMACAO
2.14.1 Transformacao de células de bactéria

2.14.1.1 Eletroporacao

Foram inoculadas células de E. coli (previamente crescidas por
15 horas) em meio LB por 2 a 3 horas (Incubator Shaker G25, Scientific
Co. Inc.) sob vigorosa agitacdao, até atingirem fase exponencial de
crescimento. A cultura foi entao resfriada e mantida a 4°C durante todo o
tratamento. As células foram coletadas por centrifugacao a 5000 rpm por
15 minutos a 4°C (Centrifuga RC5C, Sorvall® Instruments, Du Pont Co.) e
ressuspensas em agua Milli-Q estéril (MP10, Millipore S.A.) por 3 vezes
para remocdo do meio de cultura, sendo finalmente ressuspensas em
glicerol 10% numa concentracao celular de 108 células.ml-!, e estocadas a

-20°C, estando desta forma aptas a serem transformadas (células eletro-
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competentes) por até 3 meses. Estas aliquotas recebiam de 200 a 1000 ng
de DNA plasmideal e eram submetidas a choque elétrico em cubetas de
0,4 cm com auxilio de um aparelho eletroporador (Gene Pulser ™, Pulse
Controler e Capacitance Extender Bio-Rad, BIO-RAD Inc.,Hercules)
ajustado para 2,5 kV, 200Q), 25 uF. As células assim transformadas eram
incubadas a 37°C por 1 hora em meio LB e entao semeadas em placas de
meio LB+Amp, sendo as colonias transformantes analisadas apos

15 horas de crescimento a 37°C.

2.14.1.2 Cloreto de Calcio

Uma cultura de E. coli em fase exponencial de crescimento, obtida
de forma semelhante a do protocolo de eletroporacao ja descrito, apos
resfriada e mantida a 4°C, foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. O
sedimento obtido foi lavado por 3 vezes com solucdo de CaCl, (60mM
CaCly e 15% de glicerol) para remocao de meio de cultura e incubado em
solucao de CaCly por 30 minutos a 4°C, sendo novamente centrifugado a
3000 rpm por 5 minutos e concentrado para cerca de 108 células.ml! em
solucao de CaClz. Essa suspensao celular foi distribuida em aliquotas
contendo 500ul que apos estocadas a -20°C mantinham-se em condicoes
de ser utilizadas por até 3 meses. As células assim consideradas aptas a
serem transformadas (células calcio-competentes) foram tratadas com 200
a 1000 ng de DNA plasmideal e submetidas a choque térmico de 42°C
por 2 minutos, sendo entdo incubadas a 37°C em meio LB por 1 h e
semeadas em placas de meio LB+Amp. As colonias transformantes eram

analisadas apos 18 horas de crescimento a 37°C.
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2.14.2 Transformacao de células de levedura

2.14.2.1 Acetato de Litio (Gietz et al. 1992)

Células de levedura crescidas em meio rico a 28°C por 15 horas até
fase exponencial tardia (contendo 2 a 6x107 cels.ml"!) foram centrifugadas
a 5000 rpm por 5 min a 4°C (Centrifuga RCSC, Sorvall® Instruments, Du
Pont Co.) e as células ressuspensas em 1 ml de 0,1 M acetato de litio. A
suspensao foi transferida para tubos Eppendorf e centrifugada por
S segundos a 12000 rpm (Centrifuga Spin I, Incibras). O sobrenadante foi
aspirado, e o sedimento ressuspenso em aproximadamente 1 ml de 0,1 M
acetato de litio. A massa celular foi dividida em tubos Eppendorf, cada um
com 50 pl. Nestes 50 pl foram adicionados 240 pl de PEG 50% (p/v), 36 pl
LiCoH302 1 M, 20 pl SS-DNA (2 mg.ml1), 3 pg de DNA plasmidial. A
suspensao 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 rpm por 5 segundos, e o sedimento gentilmente ressuspenso em
200 pl de agua MilliQ estéril. A suspensao celular foi plaqueada em meio
seletivo, sendo as colonias transformantes analisadas apos 4 dias de

crescimento a 28°C.

2.14.2.2 Eletroporacao

Para transformacoes de rotina, quando um pequeno numero de
transformantes era necessario, utilizou-se o protocolo de Grey e Brendel
(19924a). Células de levedura crescidas em meio rico até fase estacionaria
(ressuspensas em sorbitol 1M com auxilio de alca de platina) receberam

200 a 1000 ng de DNA plasmideal e foram submetidas a choque elétrico
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com auxilio de aparelho eletroporador (Gene Pulser ™, Pulse Controler e
Capacitance Extender Bio-Rad, BIO-RAD Inc.,Hercules, CA, EUA)
calibrado em 1,5 kV, 200Q, 25 uF, sendo entdo semeadas em placas de

meio seletivo e incubadas a 28°C por 4 dias.

2.15 PERDA PLASMIDEAL

Linhagens de levedura portadoras de plasmideos foram inoculadas
em meio YEPD e crescidas até a fase estacionaria. A cultura final foi entao
diluida e semeada em meio YEPD de modo a obter colénias isoladas. Apos
3 a 4 dias de crescimento estas colonias eram repicadas em meio seletivo
(SC-Ura) para averiguacao da percentagem de perda plasmideal e testadas
para os fenotipos associados aos plasmideos, tais como resisténcia a

agentes quimicos e fisicos.

2.16 ANALISE E CONSTRUCAO PLASMIDEAL

2.16.1 Restricao enzimatica

Nas reacoes de restricao, 0,5ug a 10pg de DNA plasmidial foram
misturados a 10ug de RNAse A, a 1/10 do volume total de 10x tampao de
restricdo e a uma unidade de enzima por pg de DNA a ser digerido em um
volume final de 20pl. As amostras foram incubadas durante duas horas a

37°C e analisadas por eletroforese em gel de agarose.
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2.16.2 Eletroforese

Os plasmideos intactos ou fragmentados pelas digestoes enzimaticas
foram tratados com 1/6 de volume de tampao de corrida (0,25% azul de
bromofenol, 0,25% cianol-xileno FF e 30% de glicerol). As eletroforeses de
DNA foram feitas em tampao 0,5x TBE (44,5 mM Tris Base, 1,0 mM
EDTA, 44,5 mM acido borico) em gel de agarose 0.7% contendo 0,5 ug.ml-!
de brometo de etideo, nas seguintes condicoes: 60 a 80 V, 500 mA, 250 W
por 30 a 60 minutos. As bandas formadas foram analisadas através de
transluminador de UV 302 nm (EB-20E, Ultra Lum Inc.) em comparacao
com uma amostra de DNA marcador e eventualmente fotografadas em

camara Polaroid com filme MP4 (Polaroid).

2.16.3 Isolamento de fragmentos a partir de Gel de Agarose

Os fragmentos de interesse para construcao de novos vetores foram
recuperados a partir de géis de eletroforese, conforme descrito por Grey e
Brendel (1992b). As bandas eram recortadas do gel com o uso de bisturi
livre de DNAse e congeladas a -20°C por 30 min. Apds os fragmentos de
gel retornarem a temperatura ambiente, eram pressionados com o uso de
uma seringa descartavel de 2ml entre dois filtros de papel de 10mm de
diametro (Schleicher & Schull, Frankfurt, Alemanha). A seguir, o fluido
resultante era tratado com 0,2 volumes de NaCl 1,2 M e 1 volume de
Isopropanol a fim de precipitar o DNA presente. Apos centrifugacao a
12000 rpm por 20 min (Centrifuga Spin I, Incibras), o precipitado era

lavado com etanol 70% e ressuspenso em TE.
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2.17 SEQUENCIAMENTO

O fragmento de DNA de interesse (o passageiro) foi sequiienciado a
partir dos seguintes primers: CW (TAC GCG ATC ATG GCG ACC ACA) e
CCW (TGC CGG CCA CGA TGC GTC CGQG) pelo método de terminacao
de cadeia com dideoxinucleotideos, desenvolvido por Sanger e
colaboradores em 1977. Estes primers apresentavam a mesma
sequiéncia encontrada nas bordas do sitio BamHI (presente no gene da
tetraciclina) do plasmideo centromérico YCpSO0, onde foram introduzidos
os fragmentos do genoma de S. cerevisiae na construcdao do banco
genomico (Rose et al. 1987).

Na identificacao da sequiéncia do mutante alelo pso8-1 [linhagens
mutantes HR1259-1c e 56(16)] foram utilizados os primers RAD6
CW (CAACGAAGATCGAATTCCAAAG) e CCW (ATCGAATTCATAATATCGGCTC).
Os mesmos primers foram utilizados para a amplificacao da ORF RAD6

diretamente do DNA gendmico por PCR.

2.18 BANCO DE DADOS INTERNACIONAL

A sequéncia de DNA obtida apos a leitura do gel de seqiienciamento

foi submetida aos arquivos do genoma de Saccharomyces cerevisiae pelo

acesso publico do NIH (National Institute of Health, Bethesda, EUA) na

Rede Internacional de Computadores (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Este

servico tem ligacdo direta aos bancos de dados do EMBL (European

Molecular Biology Laboratory data library), Genebank e NBRF (National

Biomedical Research Foundation nucleic acid database), entre outros, e

esta configurado de forma a encontrar seqiiéncias idénticas de DNA

rapidamente (Altschul et al. 1990).
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A linhagem mutante pso8 original isolada para sensibilidade a
fotoadicao de psoralenos por Henriques e Moustacchi (1980), além de
portadora de um defeito no gene GSHI, herdado de sua selvagem
isogénica N123 (Brendel et al. 1998) nao apresentava marcas auxotroficas
compativeis com os sistemas de selecdo normalmente utilizados em
biologia molecular, como genes URA3 ou LEU2 (Tabela 3).

A fim de evitar interferéncias do fator glutationa na obtencdo dos
resultados, assim como de obter linhagens com marcas genéticas
apropriadas, a linhagem pso8 original 56(16) foi cruzada com a selvagem
MKPo. A diploide resultante do cruzamento foi induzida a esporulacao. Os
ascosporos resultantes da meiose foram dissecados por micromanipulacao
(ver item 2.6), e os esporos obtidos foram selecionados para as marcas
desejadas através dos testes em gotas qualitativos e da determinacao
microbiologica de glutationa (ver itens 2.7 e 2.9). Os esporos selecionados
apresentaram niveis de glutationa semelhantes ao da linhagem selvagem
MKPo (Tabela 5). Assim, as caracteristicas fenotipicas e genotipicas
apresentadas pela linhagem 56(16) neste trabalho devem-se
exclusivamente a mutacao pso8-1. Um novo cruzamento foi realizado
entre duas linhagens GSHI - HR0112-10c e HRO112-11d - resultantes do
primeiro cruzamento, para obtencao de esporos PSO' e pso8-1 que
portassem ao mesmo tempo o alelo selvagem GSHI e as marcas de
selecao wura3-52 e leu2-3,112. Construiram-se assim as linhagens

HR1259-1a, -1b, -1c, -1d (Tabela 3).
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Tabela 5: Conteudo de glutationa das células hapléides S. cerevisiae.

Linhagens Glutationa (ug.mg! células)a
N123 0,4-0,8
MKPo 2,4-2,8
N123s6(16)° 0,4-0,8
HR1259-1ac 2,4-2.8
HR1259-1be 2,3-2,7
HR1259-1cc 2,4-2,8
HR1259-1d¢ 2,4-29

a Peso iimido de células em fase estacionaria de crescimento.
b Mutante originalmente isolado.
¢ Ascosporos utilizados para a caracterizacao do mutante pso8-1.

3.1 ANALISE GENOTIPICA DA MUTACAO pso8-1

A segregacao do fenotipo de sensibilidade a radiacao UVC foi
analisada pelo cruzamento entre a linhagem pso8-1 e a linhagem PSOS8 de
sinais de acasalamento opostos. A tabela 6 mostra uma resposta
mendeliana (2:2) dos fenotipos de resisténcia e sensibilidade a radiacao
UVC. A segregacao das marcas auxotroficas para os loci ade2-1, lysi-1,
ura3-52 também foram normais entre os ascosporos (Tabela 6). Isto indica
que, durante a meiose, o gene PSOS8, assim como os dez mutantes pso ja
caracterizados, segrega como genes mendelianos (Henriques et al. 1997,

Brendel e Henriques 2001).

Tabela 6: Segregacao da mutacao pso8-1 para sensibilidade a radiacao UVC.

Cruzamento N° de asci segregacao de segregacao de
analisados lysl-1 ade2-1 ura3-52 pso8-1
PSO8/pso8-1 10 2+:2- 2+:2- 2+:2- 2Res.:2Sens.

A segregacdo das marcas de auxotrofia para os loci lys1-1, ade2-1, ura3-52 é apresentada
para ilustrar a segregacdo meidtica. A determinacdo qualitativa da sensibilidade dos
ascosporos a UVC foi realizada pelo teste em gotas descritos no item 2.7.
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A sobrevivéncia de linhagens dipléides homozigoticas e
heterozigoticas para mutacao pso8-1, apos tratamento com radiacao UVC
foi analisada em células em fase estacionaria de crescimento. Células
dipléides heterozigotas (PSO8/pso8-1) demonstraram  resisténcia
semelhante a de linhagens diploides homozigoticas PSOS8, indicando que a
mutacao pso8-1 € recessiva (Figura 5). Células dipléides homozigéticas
PSO8/PSO8 sao levemente mais resistentes que células haploides PSOS,
enquanto células diploides homozigoticas para a mutacdo pso8-1
mostraram a mesma resposta apos tratamento com radiacao UVC que
células haploides pso8-1. Este resultado indica, como descrito
previamente por Chanet et al. (1973), que a mutacao pso8-1 suprimi o

efeito de resisténcia diploide apos tratamento com radiacao UVC.
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Figura 5: Sobrevivéncia das linhagens hapléides selvagem PSOS8 (o) e mutante
pso8-1 (¢) em comparacdo com as dipléides homozigotas PSO8/PSO8 (*) e
pso8-1/pso8-1 (A), e da dipléide heterozigota PSO8/pso8-1 (¢) apos tratamento
com radiacdo UVC em fase estacionaria de crescimento.
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3.1.1 Efeito da mutacao pso8-1 sobre a esporulacao

A mutacao pso8-1 nao tem efeito significativo sobre a esporulacao.
Na condicao homozigética, em células diploides, a esporulacao ocorre com

eficiéncia quase semelhante a linhagem selvagem (tabela 7).

Tabela 7: Efeito da mutacao pso8-1 sobre a esporulacao de linhagens
dipléides.

Linhagem Esporulacao(%)
PSO8-1 x PSOS8-1 49,0%
PSOS8-1 x pso8-1 47,7%
pso8-1 x pso8-1 37,7%

O numero de células contadas em cada cultura esporulada foi em torno de 500.

3.1.2 Teste de complementacao

A complementacao pela resposta a inativacdo a radiacao UVC foi
sistematicamente utilizada. A mutacao pso8-1 foi complementada pelas
mutacoes posl-1/rev3-1, pso2-1/snml-1, pso3-1, pso4-4/prpl9-1,
pso5-1/radl6-1, psob6-1/erg3, pso7-1/coxll, pso9-1 e psolO-1. Além
destas, pso8-1 complementa a mutacao rad2-6 e rad3-e5 representantes
da via de reparacao por excisdo-ressintese, rad9-1 da via de reparacao
mutagénica e rad50-1 da via de reparacao recombinacional. Estes
resultados sugerem que pso8-1 representa loci distintos daqueles testados.

Pela comparacao da sensibilidade de simples e duplos mutantes a
radiacao UVC foi analisado o modo de interacao da mutacao pso8-1 com a
mutacao rad4-4, a qual pertence a via de reparacao por excisao-ressintese
(Prakash e Prakash 2000). Na figura 6 observa-se que o duplo mutante

pso8-1rad4-4 mostrou, apdés o tratamento com radiacao UVC,
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sensibilidade maior do que a observada pelo mais sensivel dos simples
mutantes (rad4-4). Esta resposta caracteriza uma interacao do tipo
sinergistica entre estes dois loci. Isto significa que eles nao sao alelos e

atuam em vias de reparacao distintas.
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Figura 6: Interacdo entre as mutacoes pso8-1 e rad4-4. Sobrevivéncia apos
radiacao UVC em fase estacionaria de crescimento dos segregantes haploides
derivados do cruzamento entre pso8-1 x rad4-4, pso8-1 (), rad4-4(m) e
pso8-1rad4-4 (A, tho-; A, rho*).

3.2 ANALISE FENOTIPICA DA MUTACAO pso8-1

3.2.1 Sensibilidade do mutante pso8-1 ao efeito letal de diferentes

agentes mutagénicos

A sobrevivéncia do mutante pso8-1 apos tratamento com diferentes
agentes quimicos foi analisada em comparacao a linhagem selvagem
PSO8. Células em fase estacionaria de crescimento foram comparadas
com células em fase exponencial com o objetivo de verificar a influéncia da

mutacdo pso8-1 sobre a resisténcia caracteristica das células em broto
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(fase S-G2 do ciclo celular) ao efeito letal de agentes genotoxicos (para

revisao ver Henriques e Brendel 1990; Henriques et al. 1997).

3.2.1.1 Sobrevivéncia apos a fotoadicdo de furocumarinas mono
(3CPs) bi-funcionais (SMOP).

As células selvagens PSOS8, tratadas com 8-MOP+UVA em fase
estacionaria de crescimento sao inativadas segundo uma curva sigmoide
(figura 7C e F). Por outro lado, em fase exponencial de crescimento (S-G2
do ciclo celular), estas células exibem maior extensao no ombro da curva
de sobrevivéncia, a qual esta relacionada com a maior resisténcia das
células em brotos (Henriques et al. 1977; Henriques e Moustacchi 1980)
(figura 7C). Consequentemente, as células selvagens tratadas em fase
exponencial sdo mais resistentes do que as em fase estacionaria
(LDsoExp/LDsoEst, tabela 8).

Como previamente descrito por Averbeck et al. (1978) e Henriques e
Moustacchi (1980) as células selvagens PSO8 em fase estacionaria apos
tratamento com 3-CPs+UVA apresentam uma curva de sobrevivéncia
exponencial (figura 7E). Quando em fase exponencial de crescimento,
observa-se que a primeira parte da curva de sobrevivéncia apresenta um
declinio, seguido de um componente de resisténcia representado pela
fracao de células em broto presentes na populacao celular (figura 7B).

Os valores de LDso apresentados na tabela 10 evidenciam a maior
sensibilidade da linhagem selvagem ao agente bifuncional em relacao ao
agente monofuncional. Ja & fato bem estabelecido que a furocumarina
bifuncional é mais efetiva na inducdo de morte celular do que a
monofuncional (Averbeck e Moustacchi 1975; Henriques et al. 1977,
Henriques e Moustacchi 1980).

O mutante pso8-1 é muito sensivel a fotoadicao de furocumarinas

mono e bi-funcionais, em ambas as fases de crescimento (figura 7,
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tabela 8, valores de RS). A maior sensibilidade das células mutantes
apos a foto-adicao de 8-MOP nao é s6 confirmada pelos valores de RS,
como também pela auséncia do ombro presente nas curvas de

sobrevivéncia das células selvagens, em fase estacionaria e exponencial de

crescimento (figura 7C e F).
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Figura 7: Sobrevivéncia da linhagem selvagem PSOS8 (e) € do mutante pso8-1 (0)
apos tratamento com 3-CPs, 8-MOP fotoativados (UVA) e radiacao UVC.

Suspensoes celulares (2x10°6 cels.ml!) foram tratadas em fase exponencial (A, B, C)
e estacionaria de crescimento (D, E, F).
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Apoés a foto-adicao de 3CPs, as curvas de sobrevivéncia sao
exponenciais em ambas as fases de crescimento, o declive da reta € mais
pronunciado do que aquele apresentado pela linhagem selvagem e nao
existe o componente de resisténcia nas curvas de sobrevivéncia (figura 7B e E).

As células do mutante pso8-1 em fase exponencial apresentam
praticamente a mesma sensibilidade do que as células em fase
estacionaria. Isto indica que a mutacdo pso8-1 aboliu a resisténcia
caracteristica das células em broto (S-G2 do ciclo celular) ao efeito letal
fotoinduzido pelos psoralenos (valores de LDsoExp/LDsoEst, tabela 8)
(Henriques et al. 1977; Henriques e Moustacchi 1980). As células
mutantes sdo 2 vezes mais sensiveis a fotoadicao de 8-MOP do que ao
3-CPs (valores de LDso, Tabela 8).

Convém ressaltar que o mutante pso8-1 e a linhagem selvagem nao

foram sensiveis ao efeito letal isolado da radiacao UVA.

3.2.1.2 Sobrevivéncia apos a radiacao UVC

Em culturas de células selvagens tratadas com radiacao UVC,
observa-se maior resisténcia das células em fase S-G2, quando
comparadas com as em fase G1 do ciclo celular (Henriques e Moustacchi
1980). Estas observacoes sao também verdadeiras para a linhagem
selvagem PSOS8, que € cerca de 2 vezes mais radiorresistente em fase
exponencial do que em fase estacionaria de crescimento ao tratamento
com UVC (LDsoExp/LDsoEst, Tabela 8).

O tratamento com radiacao UVC leva as células pso8-1 a uma
inativacao exponencial. O mutante pso8-1 é sensivel ao efeito letal da
radiacdo UVC, em ambas as fases de crescimento em que se encontram as
células durante o tratamento (figura 7A e D, valores de RS, Tabela 8).
Entretanto, a magnitude deste efeito € muito mais acentuada para as

células tratadas em fase estacionaria. O mutante pso8-1 mostrou-se 2
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vezes mais resistente ao tratamento com UVC em fase logaritmica do que

em fase estacionaria de crescimento (LDsoExp/LDsoEst, Tabela 8).

Tabela 8: Caracteristicas da sobrevivéncia do mutante pso8-1 em relacao
a linhagem selvagem PSOS8-1 apods o tratamento com UVC, 8-MOP+UVA
e 3-CPs+UVA.

Linhagens 3-CPs+tUVA 8-MOP+UVA

Fase Fase Fase Fase
exponencial  estacionaria |p_, exp. exponencial  estacionaria |p_ exp.

LDso RS LDso RS LDso est. LDso RS LDsg RS LDso est.

PSO8 4.0 - 2.2 - 1.8 2.0 - 1.0 - 2.0
Pso8-1 1.0 4.0 0.9 2.4 1.1 0.25 8.0 0.25 4.0 1.0
Linhagens Radiacao UVC

Fase Fase

exponencial estacionaria
p LDso exp.

LDso RS LDso RS LDso est.

PSO8 50 - 25 - 2.0
Pso8-1 10 5.0 5.0 5.0 2.0

LDsp corresponde as doses (em kdJ.m2 de UVA) que resultam em 50% de sobrevivéncia.
RS é a sensibilidade relativa do mutante pso8-1 em comparacdo a linhagem selvagem
PSOS8, calculada pela razao LDso da linhagem selvagem pela LDso do mutante.

3.2.1.3 Sobrevivéncia apos tratamento com DEO, MNNG, NDEA,
4-NQO, 8-HQ, Paraquat e H>02.

Como se pode observar na Figura 8, o mutante pso8-1 mostrou-se
nitidamente sensivel apos o tratamento com os agentes alquilantes DEO e
MNNG, assim como ao composto UV-mimético 4-NQO, independente da
fase de crescimento em que se encontram as células durante o

tratamento.
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WT WT
ZERO NDEA
pso8-1 pso8-1
WT WT
MNNG laraquat
pso8-1 pso8-1
4-NQO H,0,
pso8-1 pso8-1
WT
DEO 6-HO WT
pso8-1 Ds08-1
WT WT
ZERO NDEA
pso8-1 pso8-1
WT
MNNG WT
PSo8-1 paraquat
pso8-1
WT
4-NQO WT
HQOQ
pso8-1 PS08-1
WT
DEO WT
pso8-1 8-HQ
pso8-1

Figura 8: Teste em gotas. Diluicdes seriadas (1:10) partindo de uma suspensao
celular de 1x107 céls.ml! tratadas com MNNG (0,2mM), 4-NQO (0,5uM), DEO
(15mM), NDEA (0,4mM), paraquat (10mM), H>O, (SMm) e 8-HQ (40mM) em fase
exponecial (painel superior) e estacionaria de crescimento (painel inferior).
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Quanto a sensibilidade para os agentes indutores de
estresse oxidativo H2O2 e Paraquat (Maris et al. 2000; 2001), as células do
mutante pso8-1 demonstraram resisténcia a acado desses agentes
semelhante a linhagem selvagem. O mesmo resultado foi observado apods
tratamento com o agente 8-HQ, o qual € um derivado quinolinico como o
4-NQO e o agente alquilante monofuncional NDEA, o qual € também

gerador de estresse oxidativo (Goto et al. 1999).

3.2.2 Resposta mutagénica da mutacao pso8-1 para diferentes

agentes genotoxicos

A resposta mutagénica das células do mutante pso8-1 foi verificada
pela analise da inducao de mutacao reversa para o locus hisl e para frente
(forward) para o locus canl em comparacao a resposta da linhagem
selvagem. Os agentes mutagénicos utilizados foram os mesmos que para
as curvas de sobrevivéncia. Todos os tratamentos foram realizados quando

as células encontravam-se em fase estacionaria de crescimento.

3.2.2.1 Inducao de mutacao reversa

O alelo hisl analisado neste estudo, embora nao caracterizado,
parece ser do tipo "sem sentido" (Snow 1978).

A comparacao entre as figuras 9A e 9B demonstra que, em doses
equivalentes de UVA o numero de revertentes HIS da linhagem selvagem é
muito maior apos a fotoadicdo de 8-MOP do que a de 3-CPs. Estes
resultados confirmam que a furocumarina bifuncional 8-MOP é mais

efetiva do que a monofuncional 3-CPs na inducao de mutacoes reversas,
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como ja descrito por Cassier et al. (1980), Moustacchi et al. (1983) e por
Henriques e Brendel (1990).

O mutante pso8-1 apresenta uma freqiéncia reduzida de
revertentes HIS quando comparada a da linhagem selvagem, apoés
tratamento com UVC (Figura 9C), 3-CPs+UVA (Figura 9A) e 8-MOP+UVA

(Figura 9B), tanto em funcao da dose como da sobrevivéncia.
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Figura 9: Inducdo de revertentes HIS na linhagem selvagem PSOS8 (s) € no
mutante pso8-1 (o) apos tratamento com 3-CPs (A), 8-MOP (B) fotoativados (UVA)
e UVC (C) em funcao da dose e da sobrevivéncia.
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3.2.2.2 Inducao de mutacao para frente (forward mutation)

A analise da inducao de mutacoes para frente foi realizada pela
obtencao de um fenoétipo de resisténcia a canavanina.

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

A furocumarina 8-MOP para dose de 1,0 KJ.-m2 de UVA, foi capaz
de, na linhagem selvagem, induzir um numero de mutantes canl 15 vezes
maior do que aquele obtido pela furocumarina monofuncional 3-CPs,
confirmando mais uma vez que a furocumarina bifuncional 8-MOP é mais
efetiva do que a monofuncional 3-CPs também na inducao de mutacoes
para frente (Cassier et al. 1980; Moustacchi et al. 1983; Henriques e
Brendel 1990) (figuras 10A e B).

A figura 10A mostra que, para o tratamento com 3-CPs+UVA, o
mutante pso8-1 apresenta uma inducao de mutacdo para frente similar
aquela apresentada pela linhagem selvagem. Entretanto, em funcado da
sobrevivéncia, a inducdao de mutacoes para frente apresenta-se reduzida
(Figura 10A).

O tratamento das células do mutante pso8-1 com 8-MOP para doses
muito pequenas leva a um aumento no numero de mutacoes reversas
canl semelhante a selvagem. Esta inducao, quando expressa em funcao
da sobrevivéncia, apresenta uma nitida reducao na inducao de mutantes
canl (Figura 10B).

Apos tratamento com UVC a resposta da linhagem pso8-1 a inducao
de mutacoes para frente parece ser dose-dependente. Na figura 10C pode-se

perceber que, até a dose de UVC correspondente a 15 J.-m~2, o mutante
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pso8-1 possui uma cinética de inducao de mutantes canl semelhante a da

linhagem selvagem. No entanto, em doses mais elevadas, este efeito é

abolido,

e a inducao apresenta-se reduzida. Porém,

em funcao da

sobrevivéncia, o mutante apresenta-se claramente reduzido na inducao de

mutacoes para frente.
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3.3 CLONAGEM DO GENE PSOS8

A estratégia de clonagem do gene PSO8 foi realizada pela
complementacao fenotipica do mutante pso8-1 a sensibilidade ao agente
UVC. A linhagem mutante haploide HR1259-1c foi transformada com o
plasmideo centromérico YCpS0, contendo o banco gendmico de
Saccharomyces cerevisiae (Rose et al. 1987), utilizando o protocolo de
acetato de litio estabelecido por Gietz et al. (1992). Este método baseia-se
na alteracao da permeabilidade da membrana pelos cations Li*2 e requer
incubacao celular com acetato de litio por cerca de 2 horas. Empregando
este protocolo, foi possivel obter mais de 15.000 transformantes em uma
Unica transformacdo com o banco gendémico de levedura, na linhagem
mutante.

Apos a analise de aproximadamente 6.700 transformantes para
crescimento apods exposicao a radiacao UVC, obteve-se 1 transformante
resistente, o 41(24). Submetido a perda plasmidial, este transformante
demonstrou subsequiente perda do fenétipo de resisténcia, mostrando-se
clone positivo, indicando que o plasmideo continha um fragmento de
banco genomico que conferia resisténcia a radiacao UVC. O plasmideo
contendo o inserto de banco gendémico foi extraido do transformante
41(24) e amplificado em bactéria, sendo denominado pHRO1. A seguir foi
retransformado em uma outra linhagem pso8-1 (HR1259-1d), bem como
em sua selvagem isogénica (HR1259-1a). O pHRO1 foi capaz de restaurar
a sobrevivéncia da linhagem mutante semelhante a da linhagem selvagem

apos os tratamentos com radiacao UVC, 3-CPs+UVA e 8-MOP+UVA (figura 11).
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Figura 11: Sobrevivéncia apos tratamento com UVC, 3-CPs+UVA e 8-MOP+UVA
da linhagem haploide pso8-1 HR1259-1d contendo o plasmideo pHRO1 (o) e sem
o plasmideo pHRO1 (x) em comparacdo a linhagem PSO8 HR1259-1a com
plasmideo YCpSO0(e).

3.3.1 Mapeamento do inserto

Com o uso de enzimas de restricao, a analise molecular demonstrou
que o plasmideo pHRO1 isolado do transformante 41(24) continha um
passageiro de aproximadamente 15 kb no sitio BamHI/Sau3A do
plasmideo original YCp50. Apds o sequenciamento de 700 pares de bases
desta regiao e a partir de sua leitura, procedeu-se a busca de identidade
da sequéncia no banco de dados internacional do genoma de
Saccharomyces cerevisiae.

O fragmento de DNA sequenciado e contido no plasmideo pHRO1
apresentou uma identidade 687/705 (97%) com uma sequiéncia de bases

contida no braco esquerdo do cromossomo VII de levedura. A fim de
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determinar o exato segmento de DNA do passageiro que continha o gene
PSOS8, o pHRO1 foi subclonado. O tamanho do passageiro foi reduzido pela
delecao de um fragmento interno de 7 kb localizado entre os sitios Sall
presentes no interior do fragmento e na regidao do plasmideo hospedeiro,
com posterior religacao do vetor, resultando o pMG861. Este plasmideo foi
capaz de restaurar a sobrevivéncia do mutante semelhante a da linhagem
selvagem apoés tratamento com radiacao UVC. O pMG861 continha um
sub-fragmento com 4 ORFs com funcdes ainda desconhecidas e o gene
RAD6 (figura 12A), considerado o mais provavel candidato a
complementacao do fenétipo de sensibilidade do mutante pso8-1.

Paralelamente a subclonagem, foi realizado um teste de
complementacao entre as linhagens y202 radb6A e HR1259-1c pso8-1.

O cruzamento entre radbA com o mutante pso8-1 produziu uma
dipléide altamente sensivel a UVC, um fenétipo tipico para um mutante
rad6 homozigotico (figura 13). O fenotipo de sensibilidade das células
diploides foi completamente restaurado, semelhante ao da linhagem
selvagem, pela transformacao com o pMG861 (figura 12B), assim como o
da linhagem haploide mutante HR1259-1c, apés o tratamento UVC.
Consequentemente PSOS8-1 € alelo a RADG6.

A sequiéncia nucleotidica do gene RAD6 contém uma ORF de 516
pares de bases que codificam 172 aminoacidos. Os primeiros 149 residuos
de aminoacidos compreendem uma proteina tipicamente globular,
enquanto que os 23 residuos C-terminal formam wuma cauda acida

livremente estendida (Jentsch et al. 1987).
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selecionado por complementacdo da mutacdo pso8-1. B — nao complementacao
da sensibilidade a radiacdo UVC conferida pelo alelo pso8-1 em diploides
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Figura 13: Teste em gotas. Suspensoes celulares (1x107 céls.ml-!) foram tratadas
com radiacdo UVC nas doses 0, 15J, 50J, em fase estacionaria de crescimento.
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3.3.2 Seqiienciamento da mutacao pso8-1

Com o objetivo de aprofundar o estudo genético e molecular da
mutacao pso8-1, pareceu interessante identificar o tipo de mutacao e sua
localizacao na sequiéncia de bases que codifica o gene PSO8/RADSG.

A sequéncia de DNA de ambas as fitas foi determinada pelo
sequenciamento da ORF completa do alelo mutante do gene RAD6. A
regiao sequenciada foi amplificada por PCR diretamente do DNA gendmico
total, extraido das células da linhagem mutante original 56(16) e da
linhagem HR1259-1c. Analises das trés sequéncias produzidas
independentemente no PCR revelaram que o alelo mutante pso8-1 contém
uma transicao do nucleotideo C—T na posicao 191, que resulta na troca
de uma prolina por uma leucina, produzindo uma proteina Rad6 alterada

na posicao 64aa, uma mutacao missense Rad6-P64L (figura 14).

RAD6 1  MSTPARRRLM RDFKRMKEDA PPGVSASPLP DNVMVWNAMI IGPADTPYED GTFRLLLEFD
Pso8-1 1  MSTPARRRLM RDFKRMKEDA PPGVSASPLP DNVMVWNAMI IGPADTPYED GTFRLLLEFD

RAD6 61 EE NKPPHV KFLSEMFHPN VYANGEICLD ILOQNRWTPTY DVASILTSIQ SLFNDPNPAS

Pso8-1 61 EE NKPPHV KFLSEMFHPN VYANGEICLD ILQNRWTPTY DVASILTSIQ SLFNDPNPAS

RAD6 121 PANVEAATLF KDHKSQYVKR VKETVEKSWE DDMDDMDDDD DDDDDDDDDE AD
Pso8-1 121 PANVEAATLF KDHKSQYVKR VKETVEKSWE DDMDDMDDDD DDDDDDDDDE AD

Figura 14: Sequéncia dos 172aa amplificada por PCR da ORF RAD6 diretamente
do DNA genomico total do mutante pso8-1 e da linhagem selvagem.
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A fotoquimioterapia empregando psoralenos+UVA (PUVA terapia) €
largamente wutilizada para tratar desordens dermatologicas desde
dermatites atipicas a psoriase e vitiligo (Horio 2000; Greenberg et al.
2001). Os produtos formados pela fotoativacdo de psoralenos nos
fibroblastos da pele sao responsaveis pela eficacia deste tratamento
(PUVA), devido a sua alta citoxicidade na replicacao celular (Greenberg et
al. 2001). Os psoralenos fotoreagem com as bases pirimidinas do DNA
produzindo monoadutos-timinas e interstrand crosslinks (ICLs) entre as
timinas de fitas opostas, da cadeia de DNA (Dronkert e Kanaar 2001;
Greenberg et al. 2001). Comparados a monoadutos, ICLs sao mais toxicos,
mutagénicos e recombinogénicos (para revisao Averbeck et al. 1992;
Henriques et al. 1997). Um unico ICL pode ser letal as células de
leveduras e bactérias deficientes em reparacdo, assim como cerca de 40
ICLs podem ser letais as células de mamiferos também deficientes em
reparacao (Henriques et al. 1997; Dronkert e Kanaar 2001). O principal
determinante da toxicidade de ICLs é devido a sua inibicao na separacao
das fitas de DNA e, portanto, na replicacao e segregacao do DNA (Dronkert
e Kanaar 2001).

Entretanto, embora a PUVA terapia seja efetiva no tratamento da
psoriase, os fotoprodutos resultantes desta associacao (8-MOP+UVA)
inibem o metabolismo do DNA, causam mutacoes e danos cromossomais,
podem induzir apoptose e um elevado risco de cancer de pele, de uma
maneira dose-dependente (Greenberg et al 2001; Dronkert e Kanaar
2001).

Um dos principais avancos na tentativa de esclarecer os

mecanismos de reparacdao do DNA originou-se do isolamento e
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caracterizacao de linhagens sensiveis a agentes mutagénicos (mutantes).
Em muitos casos, estas linhagens sao defectivas em etapas especificas dos
mecanismos que controlam a manutencao e integridade do DNA (material
genético). Baseados neste procedimento, Henriques e Moustacchi (1980)
trataram uma populacao selvagem da levedura Saccharomyces cerevisiae
com etilmetanosulfonato, e o critério de selecao das colonias sobreviventes
foi a maior sensibilidade a fotoadicao de psoralenos.

O estudo de mutantes de levedura sensiveis a fotoadicdo de
psoralenos (mutantes pso) permitiu consideraveis progressos no
entendimento dos processos celulares envolvidos na reparacao do DNA
lesado, assim como compreender as consequéncias fotoquimicas,
biologicas e genéticas do tratamento PUVA em células vivas.

Inicialmente, trés mutantes psol, pso2 e pso3, cada um definindo
um locus distinto, foram caracterizados detalhadamente. Desde entao,
mais alelos mutantes pso foram clonados e caracterizados fenotipica e
genotipicamente. Atualmente dez genes pso estao caracterizados (tabela 2,
introducao). Estes genes nao codificam um grupo de proteinas com
funcoes similares. Enquanto a maioria apresenta um papel na reparacao
de lesdoes induzidas por psoralenos fotoativados e outros mutagenos
(Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001), pelo menos dois (pso6-1
e pso7-1) dos dez mutantes pso nao sao deficientes em reparacao de DNA.
Todavia seus fenotipos de sensibilidade originam-se de deficiéncias
fisiologicas, que influenciam a genotoxicidade a psoralenos, em vez de sua
capacidade de reparacdo. Os genes psob-1 e pso7-1 sdao responsaveis por
elementos estruturais da membrana e pela funcionalidade da cadeia
respiratoria, respectivamente.

Dando continuidade a analise dos mutantes isolados por Henriques
e Moustacchi (1980) um novo mutante pso denominado pso8-1 foi
caracterizado fenotipica e genotipicamente.

A analise meiotica do cruzamento entre o mutante pso8-1 e a

linhagem selvagem, deixou claro que a sensibilidade do mutante pso8-1



Discussao 81

segrega como um fator mendeliano. A mutacao pso8-1 € recessiva e
complementa todos os gene pso até entao descritos.

O mutante pso8-1 foi fenotipicamente caracterizado como sensivel a
fotoadicao das furocumarinas mono (3-CPs) e bi (8-MOP) funcionais, bem
como a radiacao UVC, aos tratamentos com os agentes alquilantes MNNG
e DEO e ao agente UV-mimético 4-NQO (figuras 7 e 8).

Quando foi examinada a resposta de sobrevivéncia das células
haploides pso8-1, tratadas com furocumarinas mono e bifuncionais mais
UVA, MNNG, 4-NQO e DEO, observou-se a perda do componente de
resisténcia caracteristico para as células em fase logaritmica de
crescimento (Henriques et al. 1977; Henriques e Moustacchi 1980;
Henriques e Brendel 1990). Deve-se, no entanto, destacar a manutencao
parcial deste componente logaritmico de resisténcia nas células pso8-1
haploides tratadas com UVC. A maior resisténcia das células diploides em
relacao as haploides, bem como das células no fim da fase S e G2 em
relacdo as células G1 estdo correlacionadas a presenca do genoma
duplicado que favorece a acao de processos recombinacionais, responsaveis
pela reparacao de uma fracao adicional dos danos induzidos no DNA destas
células (Henriques et al. 1977; Moustacchi et al. 1987; Henriques e Brendel
1990). Entretanto o mutante pso8-1 nao foi sensivel aos agentes indutores
de estresse oxidativo H2O2 e Paraquat, demonstrando uma resisténcia a
acao desses agentes semelhante a linhagem selvagem (figura 8).

Sabe-se que a fotoadicao da furocumarina monofuncional 3-CPs
pode causar lesdes através da formacao de monoadicoes na cadeia de DNA
ou pela fotooxidacao de residuos de guaninas devido a geracao de oxigénio
singlete (Sage et al. 1989; Averbeck et al. 1992). Conforme citado
anteriormente, a caracterizacao fenotipica dos mutantes pso5-1, pso6-1 e
pso7-1 demonstrou que estes mutantes sdo sensiveis principalmente a
fotoadicao de 3-CPs, e que esses trés genes estdo comprovadamente
envolvidos em eventos de estresse oxidativo (Henriques et al. 1997,
Pungartnik et al. 1999; Schmidt et al. 1999). Portanto, diferentemente do
observado para os genes PSO5-PSO7, o gene PSO8 nao deve estar
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envolvido na reparacao de danos causados por agentes indutores de
estresse oxidativo. A sensibilidade do mutante pso8-1 a furocumarina
monofuncional 3-CPs+UVA deve ser consequUéncia da formacao de
monoadicoes nas cadeias de DNA, e nao devido a geracdo de oxigénio
singlete.

Em duplos mutantes pso8-1 rad4-4, os alelos interagem
sinergisticamente para a sensibilidade a radiacao UVC, assim a interacao
nao-epistatica com um alelo do NER (rad4) permitiu a alocacao do
mutante pso8-1 no grupo de epistasia RAD6 de genes de reparacao.
Mutantes de reparacdao pos-replicativa/translesdo geralmente sao
sinergisticos com ambas as vias de reparacado, NER (grupo RAD3) e por
recombinacao (grupo RADS2) (Dronkert e Kanaar 2001). Os resultados dos
estudos de mutagénese, apos tratamento com radiacdo UVC, e a
fotoadicao de 3-CPs e 8-MOP reforcam a participacao deste mutante nesta
via de reparacao. O mutante pso8-1 quando tratado com estes agentes
apresenta reduzida inducao de mutacdoes tanto reversa para o locus
his1>HIS quanto para frente CANl—canl® em relacdo a linhagem
selvagem (figuras 9 e 10). Além disto pso8-1 mostrou um fenétipo mutador
espontaneo, tipico de mutantes rad6 (Hastings et al. 1976) e de alguns
membros da via RADG6 (para revisao ver Prakash 1974; Prakash e Prakash
1980; Nickoloff e Hoekstra 1998).

Confirmando estes resultados, a clonagem molecular do plasmidio
contendo um fragmento de DNA de levedura, subsequente
sequenciamento do mutante alelo, e complementacao genética, mostraram
que o mutante pso8-1 € alelo do gene RAD6G.

O passageiro de 15 kB de banco genomico contido em um plasmidio
simples copia (YCpS0) complementou perfeitamente a sensibilidade do
mutante pso8-1 a radiacao UVC e ao tratamento com 3-CPs+UVA e
8-MOP+UVA (figura 11). O sequenciamento de 700bp deste passageiro de
DNA revelou que este fragmento originado do braco direito do cromossomo
VII continha, entre muitas ORFs com funcoes desconhecidas, o conhecido

gene de reparacao de DNA RAD6 (figura 12). A delecao de cerca de 7 kB
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deste fragmento de banco gendémico, restando a presenca do gene RAD6
no vetor simples copia (figura 12), nao alterou a habilidade do pequeno
plasmidio de complementar inteiramente o fenotipo de sensibilidade a
UVC de mutantes pso8-1, bem como complementar a sensibilidade a
radiacdo UVC de uma diploide resultante do cruzamento genético entre
pso8-1 e rad6bd (figura 13). A nao complementacao de diploides
heteroalélicas derivadas do cruzamento entre pso8-1 e radbA mostraram
inequivocamente que ambos os mutantes contém alelos em um mesmo
locus.

O gene RADG6 codifica uma proteina pequena (19,7kDa) que contém
um dominio globular altamente conservado de 149 aminoacidos e uma
cauda poliacidica na extremidade carboxiterminal composta por 13
residuos de acido aspartico (Reynolds et al. 1985; Morrison et al. 1988). A
porcao meédia contém um unico residuo de Cisteina (Cys-88) responsavel
pela anexacao da ubiquitina a pRad6 por uma ligacao tio-éster (Sung et al.
1994; Bailly et al. 1994; Brusky et al. 2000). A proteina Rad6 participa do
sistema ligase-ubiquitina (Jentsch et al. 1987), e € uma das 12 enzimas do
tipo E2 que catalisam a transferéncia de ubiquitinas de uma enzima do
tipo E1 para moléculas-alvo, geralmente na forma de cadeia
multiubiquitinada de ligacdes isopeptidicas (Jentsch 1992). Estas
modificacoes direcionam proteinas para degradacao pelo proteossomo 26s
(Kaplun et al. 2000).

O isolamento de um novo mutante pela selecao para a sensibilidade
a fotoadicao de psoralenos nao é surpreendente, uma vez que mutantes
rad6 sensiveis a radiacao UVC apresentam sensibilidade cruzada a
praticamente todas radiacoes e tratamentos quimicos que danificam o
DNA (Swietlinska et al. 1976; Cassier et al. 1980; Prakash et al. 1993) e,
paralelamente, também exibem baixa mutabilidade induzida por
mutagenos (Siede 1988; Lawrence 1994). Somente com
6N-hydroxiaminopurina, um analogo de bases que atua como um
mutageno direto, os mutantes rad6 apresentam a mutabilidade

semelhante a linhagem selvagem (Cassier et al. 1980; Shcherbakova et al.
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1996). Por outro lado, a mutacao espontanea € aumentada em mutantes
rad6, como € a recombinacao espontanea e recombinacdao dano-induzida
(Nickoloff e Hoekstra 1998). Em particular, a taxa de mutacao espontanea
devido a retrotransposicao de elementos transponiveis Ty €
significativamente alta no patrimonio genético de mutantes rad6
(Picologlous et al. 1990; Sung et al. 1993).

O sequenciamento do mutante alelo pso8-1 revelou que este contém
uma mutacdo missense C—T ainda nao descrita, que resulta em uma
proteina Rad6 alterada na posicao 64aa (rad6-[P64L]), deixando o resto da
proteina inalterada. Entre os mutantes de reparacao de DNA, rad6
apresenta um fenotipo altamente pleitropico (Siede 1988) e a proteina
pRad6 tem varias funcoes biologicas que abrangem desde a conjugacao de
ubiquitina, reparacao de DNA, mutagénese, silenciamento de telomero e
esporulacao.

Entretanto, as funcoes da proteina Rad6 em reparacdo e
mutagénese induzida podem ser dissociadas: supressores de certas
mutacoes de ponto de RAD6 foram caracterizados por eliminarem a
sensibilidade a radiacao UVC, mas nao apresentavam nenhum efeito
sobre mutagénese (Nickoloff e Hoekstra 1998).

A simples troca de aminoacidos em pso8-1 resultou no fenotipo de
sensibilidade a mutagenos, baixa inducao de mutabilidade e de
crescimento lento das células em ambos estagios hapléoide e diploide, seu
tempo de geracao € duas vezes maior que o das células selvagens. O
pequeno tamanho das colénias sobre as placas e um aumento em 30% no
tempo de crescimento em meio liquido observado em mutantes pso8-1I
caracteriza defeitos em mitose. Da mesma forma um leve aumento no
tamanho dos brotos sugere um atraso na fase S ou G2/M do ciclo celular
(Robzyk et al. 2000). Entretanto a esporulacao de diploides heteroalélicas
pso8-1 ocorreu com eficiéncia quase semelhante a linhagem selvagem
(tabela 7). Isto mostra que a proteina mutada Rad6-[P64L]| codificada por
pso8-1 ainda tem alguma atividade biologica. A esporulacao requer a

funcionalidade de dois dominios de pRad6: primeiramente, um
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carboxiterminal intacto, isto €, uma cauda constituida de 23 residuos de
aminoacidos acidos (Morrison et al. 1988) e secundariamente, a atividade
de conjugacao de ubiquitina, que de fato € um pré-requisito para todas as
funcoes biologicas de pRad6. Este ultimo depende da presenca de um
unico residuo de cisteina na posicao 88 (Sung et al. 1990; Bailly et al.
1997; Robzyk et al. 2000; Freiberg et al. 2000; Brusky et al. 2000).

Todas as funcoes de pRad6 sdo suprimidas em mutantes rad6éa e
rad6-[C88A], -[C88V] (Sung et al. 1990), e -[C88S] (Huang et al. 1997)
enquanto outras pRad6, contendo mutacoes simples e duplas envolvendo
troca de aminoacidos nao intimamente ligados ao residuo de cisteina 88,
podem, entretanto, ter algumas das atividades biolégicas inerentes na
linhagem pRad6 selvagem.

Robzyk et al. (2000) demonstraram que a anexacao da ubiquitina as
histonas H2B depende primariamente da atividade de pRad6/pUbc2 e que
a ubiquitinacao de H2B € requerida para um crescimento celular mitoético
otimo e para meiose. As linhagens que continham formas de histonas H2A
e H2B mutadas no sitio aceptor a conjugacao de ubiquitina foram viaveis,
mas apresentaram um pronunciado defeito mitético e meiotico. O defeito
em meiose resultou em uma falha de mutantes dipléides homozigbticas
para formar esporos. Foi observado que estes mutantes diploides
apresentavam uma Unica massa de DNA, indicando que nenhuma divisado
meiotica ocorreu e que o programa meiotico foi bloqueado em um estagio
anterior. As células param de esporular em um passo subsequente a
sintese de DNA pré-meiotica mas anterior a recombinacdo meiodtica
(Prakash et al. 1993).

Entretanto a ubiquitinacao de histonas por pRad6 nao pode ser a
base para o fenotipo de reparacao de DNA de mutantes rad6. A delecao da
cauda acida suprimi a ubiquitinizacao de histonas in vitro, mas esta
alteracdao somente resulta em defeitos de esporulacdo (Sung et al. 1988).
De fato, genes HHR6A e HHR6B homoélogos a pRad6 altamente
conservados em humanos e Drosophila, que perdem o terminal acido,

complementam o defeito da delecido do mutante rad6 em reparacao e
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mutagénese, mas somente complementam fracamente o defeito da
esporulacao (Nickoloff e Hoekstra 1998).

Dois interatores de pRad6, pUbrl e pRad18 sado conhecidos por ligar
pRad6 a proteinas alvo distintas. Ubrl, uma proteina ubiquitina ligase E3,
liga pRad6 a proteinas alvos que possuem seqUéncias amino-terminais
desestabilizados, tornando-as extraordinariamente vulneraveis para
degradacao (Dohmen et al. 1991; Sung et al. 1991; Varshavsky 1997).
Rad18, uma proteina de ligacao de DNA fita simples (DNAss), forma um
heterodimero com pRad6, presumidamente facilitando a participacao de
pRad6 na reparacao de DNA (Bailly et al. 1994; 1997). pRad6 € incapaz de
ligar-se ao DNA na auséncia de pRad18 (Bailly et al. 1994), nao contém
um motivo de ligacdo ao DNA. O complexo Rad6-Rad18 tem atividade de
conjugacao de ubiquitina assim como de ligacao a DNAss e atividade
ATPase dependente de DNAss. O complexo Rad6-Radl8 representa o
primeiro exemplo onde uma enzima conjugada a ubiquitina € fisicamente
associada a uma proteina de ligacao-DNA (Bailly et al. 1997).

A pRad6 nao se liga a pRad18 e pUbrl em um mesmo complexo e a
porcao da molécula de pRad6 que interage com pRad18 e pUbrl nao se
sobrepoe (Bailly et al. 1994). As regioes de ligacdao-pRad18 e pUbrl estao
localizadas sobre o mesmo lado da estrutura de pRad6, que € o lado
oposto do sitio ativo E2 (cisteina-88) (Worthylake et al. 1998).

Estas observacoes suportam a idéia de que proteinas companheiras
contribuem para separar substratos especificos de pRad6 e sugerem a
possibilidade de que pRad6 pode interagir com outras proteinas
companheiras (Freiberg et al. 2000).

A ubiquitinacao de proteinas alvos nao-histonadas mediada por E3
também aparentemente nao € essencial para a funcdo de pRad6 em
reparacao e mutagénese. Delecao de N-terminal altamente conservado de
pRad6 suprime a interacdo com pUbrl, e assim a degradacao de proteinas
dependente da via da regra N-terminal in vivo. O mutante é defectivo em

esporulacdo mas somente moderadamente sensivel a radiacdo UVC e
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normal com respeito a inducdao de mutagénese (Nickoloff e Hoekstra
1998).

O importante indicio do papel de pRad6 mediando a ubiquitinacao
em reparacdo e mutagénese pode ser sua associacdo com pRad18.

O complexo Rad6-Radl8 pode associar-se com componentes da
maquinaria de replicacao; seguida a parada do complexo de replicacao no
sitio da lesdo do DNA, a ubiquitinacdo de proteinas do complexo de
replicacao dependente de Rad6-Radl8, pode ser indispensavel para
modular a uniao de proteinas da sintese translesdo a maquinaria de
replicacao (Prakash et al. 2000).

A sensibilidade a mutagenos e a baixa mutabilidade induzida
conferida pelo mutante alelo pso8-1 sugere uma modificacdo na estrutura
terciaria da proteina Rad6-[P64L], que poderia nao permitir a formacao do
heterodimero com pRadl8 de ligacdo a DNA, um pré-requisito para a
reparacao de DNA pos-replicativo sujeito a erro (Prakash 1981; 1989).
Modificacoes na sequiéncia de aminoacidos criticos nos residuos 10-22
N-terminal ou residuos 141-149 carboxiterminal, respectivamente, sao
conhecidos por proibir interacoes com pRadl8 (Bailly et al. 1997) mas
estas trocas nao ocorreram em pRad6 codificado por pso8-1.

Quando comparamos as trocas moleculares nas mutacoes induzidas
por mutagenos em alelos rad6 caracterizados até agora, € interessante
salientar a alta incidéncia de substituicobes do aminoacido P—L na
proteina. Estas trocas foram encontradas em diferentes localizacoes
dentro da pRad6 (Freiberg et al. 2000), e sempre originam-se de uma
transicdo C—»T. Embora a substituicao de uma prolina por uma leucina
sempre leve a uma modificacao conformacional nas pRad6 mutantes,
sabe-se que somente mutacoes em dois sitios, Rad6-[P64L] e Rad6-[P98L]
(Freiberg et al. 2000) interferem negativamente na reparacdo pos-
replicativa, como observado pelo fenotipo de sensibilidade a mutagenos e a
baixa mutabilidade induzida. Contudo, com a excecao de Rad6-[P98L]

(que apresenta uma mutacao proxima ao residuo critico de Cisteina 88
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necessario para todas as funcoes de pRad6) todas as outras proteinas
contendo mutacoes missense (Rad6-[P4L/ASV], Rad6-[P43L], Rad6-[P64L]),
que tém um C88 correto e um carboxiterminal acido intacto, permitem a
esporulacao até algum ponto (Freiberg et al. 2000).

Enzimas de conjugacao de ubiquitina sao altamente conservadas em
eucariotos. Prolinas na posicao 64aa e outros sitios de aa sao conservados
em todos os genes homologos a pRad6, nao somente dentro das muitas
enzimas de conjugacao de ubiquitina de S. cerevisiae, mas também em
ratos e no homem (tabela 9). A troca de um destes residuos de prolina na
posicao 64 aparentemente leva a perda de somente algumas das funcoes
de pRad6, como observado nos fenoétipos de crescimento lento e em
defeitos na reparacdao do mutante pso8-1 de leveduras, enquanto resta
alguma atividade intacta de conjugacao ubiquitina que, junto com cauda
polipeptidica carboxi terminal de 23aa semelhante a selvagem, é

necessaria para a esporulacao em dipléides de leveduras.

Tabela 9: Representacao da regido altamente conservada de enzimas
conjugada-ubiquitina de diferentes organismos, incluindo a proteina
Pso8-1 alterada.

J *
Sc pso8-1 (60-101) DEEYLNKIREHVKEFLSEMFHIENVYANGEICLDILONRWTIETYD
Sc RADG (60-101) DEEYENKIBEFHVKELSEMFHIENVYANGEICLDILONRWTIETYD
Sc UBC4 (58-99) PTDY)RFKIEKISFTTKIYHIENINANGNICLDILKDQWSISALT
Hs UBE2B (60-101) SEEYIENKIBETVRFLSKMEFHIENVYADGSICLDILONRWS)IFTYD
Hs UBE2A (60-101) TEEYENKIRETVRFVSKMEFHIENVYADGSICLDILONRWSIHTYD
Hs UBE2D1 (57-98) PTDYEFKIREKTIAFTTKIYHIENINSNGSICLDILRSOQWSIFALT
Hs UBE2D2 (57-98) PTDYEFKIREKVAFTTRIYHIENINSNGSICLDILRSOQWSIFALT
Ce ubc-1 (60-101) TEEYRENKIRETVKEISKMFHIENVYADGSICLDILONRWSIHTYD
Ce ubc-2 (57-98) PTDYRFKIEKVAFTTRIYHIENINSNGSICLDILRSQWSISALT
Mm ube2a (60-101) TEEYENKIRETVRFVSKMEFHIENVYADGSICLDILONRWSIHTYD
Mm ube?2b (60-101) SEEYENKIBETVREFLSKMFHIENVYADGSICLDILONRWSIEFTYD
Sp ubc?2 (1-150) DEQYIINKISEI. VKFVSTMFHIENVYANGELCLDILONRWS)|FTYD
Sp ubc4 (57-98) PTDY)RFKIEKVNFTTRIYHIENINSNGSICLDILRDOQWSISALT

Sc, S. cerevisiae; Hs, H. sapiens; Ce, C. elegans; Mm, M. musculus; Sp, S. pombe.

{ indica o ponto de troca de prolina na pPso8 mutada, * residuo de cisteina-88,
esencial para a atividade de conjugacao de ubiquitina de pRad6; em preto, residuos de
prolina conservados.
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Os genes PSO8/RAD6, PSO1/REV3, PSO2/SNM1, PSO3 e PSO4/PRP19

atuam em uma via sujeita a erros especifica para a reparacao de ICL?

A tabela 10 resume o modo de interacdo observado entre os
mutantes pso e os mutantes rad que representam os trés grupos de
epistasia de reparacao de DNA de leveduras, via de reparacao por excisao
de nucleotideos (grupo RAD3), reparacao pos-replicativa (grupo RADG6) e
reparacao por recombinacao (grupo RADS2).

Para esta analise, envolvendo os genes RAD3, RAD6 e RADS52, pode-se
concluir que PSO2 e PSO3 pertencem ao grupo de epistasia RAD3,
enquanto PSO1 e PSO4 pertencem a via RAD6 e RADS2 respectivamente.
Dentre os dez genes PSO estudados detalhadamente, sete (PSOI, PSO2,
PS03, PSO4, PSO8, PSO9 e PSO10) sao defectivos na inducao de mutacao
reversa e para frente apos tratamento com agentes indutores de ICL e
monoadutos fotoinduzidos pelo 3-CPs (para revisao: Cassier et al. 1980;
Cassier e Moustacchi 1981; Henriques et al. 1989; Henriques e Brendel
1990; Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001).
Surpreendentemente os mutantes pso2-1, pso3-1 e pso4-1 interagem
epistaticamente um com o outro e com psol/rev3 apos tratamento com
8-MOP+UVA, entretanto estes trés mutantes interagem sinergisticamente
com rad6/pso8. Sugere-se, a partir desses dados que os genes PSOI a
PSO4 controlam uma via de reparacado sujeita a erros, especifica para
lesoes de ICL fotoinduzidas por 8-MOP durante a fase estacionaria de
crescimento, onde a DNA polimerase translesao (Pol () estaria processando
os intermediarios de reparacao gerados pelas proteinas Pso2, Pso3 e Pso4,
independente de Rad6 (Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001).
Convém salientar que o fenotipo pleitropico do mutante pso4/prpl9
quanto ao bloqueio na reparacdao de DNA, na inducao de mutacao,
recombinacao, esporulacao e na atividade e splicing no RNA (Henriques et
al. 1987) pode ser explicado por duas razoes: a) a atividade da proteina

Pso4/Prpl19 tem mais que uma funcdo, e uma delas pode diretamente
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afetar a reparacdao de DNA e recombinacao; ou b) o splice nao efetivo do
pré-mRNAs de um a varios dos 225 conhecidos pré-mRNAs de leveduras
contendo introns na temperatura permitida poderia levar a uma fisiologia
celular parcialmente defectiva.

Entretanto, os mutantes rad6/pso8 (figura 7, resultados; Henriques
e Moustacchi 1981) e rad18 (Meniel et al. 1995), os quais sao envolvidos
em etapas iniciais da resposta celular pos-lesao no DNA, sao sensiveis a
8-MOP fotoativado. Este fato, associado a relacao de epistasia entre o
mutante rad6/pso8 e rev3 (tabela 10) apds tratamento com esse agente,
sugere que exista outra via de reparacao de ICL, onde pRad6 e pRad18
provavelmente produzam intermediarios de reparacdo que serao
processados também por pRev3 via sintese translesao.

Mutantes rev3 sao muito sensiveis a ICL, mas apresentam uma
fase-S normal, indicando que a DNA polimerase { ndo € requerida para a
cinética normal de replicacao (Xiao et al. 2000). Ainda apresentam uma
parada na fase terminal de G2 do ciclo celular apos danos-ICL,
confirmando a participacao de pRev3 na reparacao pos-replicativa de

DNA-ICL (Grossmann et al. 2001).

Tabela 10: Interacao entre mutantes rad e pso para a sobrevivéncia a
radiacao UVC e a fotoadicdao de 8-MOP e 3-CPs.

rad3 rad6 psol/rev3 rad52

8-MOP 3-CPs UVC 8-MOP 3-CPs UVC 8-MOP 3-CpPs UVC 8-MOP 3-CpPs UVC

Psol S S S S E E E - - E S S

Pso2 E E E E NE S E E S NE NE Nd
Pso3 E E Nd nd S S E E A NE E nd
Pso4  E= NEa Ea NE Nd E E nd E E nd nd

E, A, S, NE referem-se a epistasia, aditividade, sinergismo e nao-epistasia (sensibilidade
levemente maior do que a aditividade)

nd, ndo determinado

Adaptado de Henriques et al. 1997

aCardone 2000
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Estes dados levam a hipotese de que outras DNA polimerases
poderiam atuar na reparacao de ICL. Entretanto, RAD30, uma polimerase
translesao (Pol n), que também pertence a via RAD6, nao apresenta um
papel importante na reparacao de ICL. Em contraste a mutantes rev3, os
mutantes rad30 nao sao significativamente mais sensiveis a 8-MOP
fotoativado do que a linhagem selvagem, e a reparacao de ICL ocorre sem
um checkpoint prolongado em G2 (Grossmann et al. 2001). Estas
observacoes sugerem que a atividade de sintese translesdao tem um papel
especifico e ndao substitui ou tem atividade que se sobrepde na reparacao
de ICL, reforcando a idéia de que rev3 possui um papel importante na
sintese translesdo de danos-ICL (Grossmann et al. 2001). E importante
salientar que, embora mutantes psol a pso4 mostrem uma interacao
epistatica para mutagenos indutores de ICL, ndo se tem nenhuma
evidéncia até agora de que as proteinas de reparacdao Psol/Rev3 a
Pso4/Prpl19 podem interagir sozinhas ou em um complexo (entre elas
mesmas ou com outras proteinas de reparacao) para um possivel
procedimento sequiencial e remocao destas lesdbes no DNA de leveduras
(Brendel e Henriques 2001).

Recentemente Grossmann et al. (2001) mostraram que os mutantes
psol/rev3, pso2-1 e rad51 tratados em fase logaritmica com 8-MOP+UVA nao
apresentam uma interacao epistatica. O triplo mutante rad51 psol(rev3) pso2
apresenta maior sensibilidade que os duplos mutantes, e tolera somente
um ICL por genoma a uma dose de 37% de sobrevivéncia, sugerindo uma
completa deficiéncia para reparacao de ICL. Isto indica que nao existe
uma via adicional e que os genes RADS51, PSO1/REV3 e PSO2 representam
trés diferentes vias na reparacao de ICL. O fato que mutantes pso2-1 (via
NER), pso4-1 e rad51-1 (via recombinogénica) sao bloqueados na ligacao
de DBS induzidas por 8-MOP+UVA, embora sejam habeis para incisar ICL
(Jachymczyk et al. 1981; Magana-Schwencke et al. 1982; Morais et al.
1996; Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques 2001), indica que a
ligacao de quebras pode provavelmente ser processada por mais do que

uma e portanto diferentes vias recombinacionais. Inobstante, Meira et al.
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(1994) mostraram que a mutacao em PSO3, a qual pertence a via RAD3
(Benfato et al. 1992), reduz especificamente a recombinacao
intracromossomal entre sequiéncias repetidas, um fendémeno ja conhecido
para os mutantes radl e radl0 da via NER (Klein 1988; Saffran et al
1994).

Se a reparacao de DBS faz parte da resposta a ICL, é possivel que
parte dos passos envolvidos na recombinacao possam ser utilizados por
todas as vias de reparacao de ICL. O grande numero de mecanismos
alternativos existentes para recombinacdo homologa ou nao-homologa
torna possivel que cada via utilize um mecanismo diferente de
recombinacao (Meniel et al. 1995; Grossmann et al. 2001).

Embora o exato mecanismo de reparacao de ICL ainda nao esteja
bem compreendido, conforme as informacoes bioquimicas sobre
intermediarios de reparacao e sobrevivéncia de mutantes (Henriques et al.
1997; Brendel e Henriques 2001), dois cenarios de eventos de reparacao
podem ser propostos: (a) em ceélulas em fase estacionaria (G1 do ciclo
celular), a remocao unilateral de um braco do ICL, pelo NER de genes
transcricionamente ativos, pelo BER ou pela instabilidade quimica, seguida
pelo preenchimento da lacuna pela sintese translesao/pods-replicativa
(DNA polimerase () e, em uma segunda etapa, a remocao da lesao
monofuncional restante via NER (Miller et al. 1982); e (b) em células em
fase exponenciais, a remocao do ICL, incisado em ambas as fitas de DNA,
(apos a sintese de DNA) em G2 com subsequiente reparacao das DBS
resultantes, por reparacado recombinacional homologa ou nao-homologa, a
ultima talvez associada com inducao de mutacdes (Holbeck e Strathern

1997).



CONCLUSOES

A caracterizacao fenotipica, genotipica e molecular do gene PSOS8 de

Saccharomyces cerevisiae permite concluir que:

v

a mutacao pso8-1 é recessiva, durante a meiose segrega como genes

mendelianos e complementa as mutacoes pso até entao descritas;

o mutante pso8-1 é sensivel a fotoadicao das furocumarinas mono (3-
CPs) e bi (8-MOP) funcionais, apresenta sensibilidade cruzada a
exposicao a radiacao UVC, aos tratamentos com os agentes alquilantes

MNNG e DEO e ao agente UV-mimeético 4-NQO;

a mutacdo pso8-1 causa um aumento na taxa de mutagdes esponténeas, o que lhe

confere um fendtipo mutador;

a mutacao pso8-1 apresenta uma importante reducao na inducao de

mutacgoes reversa e para frente, em relacao a linhagem selvagem;

a clonagem do gene PSOS8 através da complementacao fenotipica da
sensibilidade do mutante pso8-1 a radiacao UVC, revelou que este €

alelo ao gene RAD6, que pertence a via de reparacao pos-replicativa;

o sequenciamento do mutante alelo pso8-1 revelou que este contém

uma mutacao missense, ainda nao descrita, uma transicao C—T no
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nucleotideo 191, que leva a substituicAdo de uma prolina por uma

leucina na posicao 64aa (rad6-[P64L]);

v' a mutacao pso8/rad6-[P64L] resulta em um fenoétipo de sensibilidade a

mutagenos, baixa inducao de mutabilidade e crescimento lento;

v a mutacao pso8/rad6-[P64L] permite a esporulacdo, indicando que a
Rad6p-[P64L] apresenta alguma atividade biologica inerente a Rad6p

selvagem.



PERSPECTIVAS

O sequenciamento do mutante alelo pso8-1 revelou que este contém
uma mutacao missense C—T ainda nao descrita, que resulta em uma
proteina Rad6 alterada na posicao 64aa -Rad6-[P64L]-, deixando o resto
da proteina inalterada.

A esporulacao de dipléides heteroalélicas pso8-1 ocorre com
eficiéncia proxima aquela observada para a linhagem selvagem.
Inobstante, o mutante pso8-1 apresenta sensibilidade a varios mutagenos,
entretanto para a radiacao UVC ele € menos sensivel que mutantes rad6éA.
Estes resultados sugerem que a proteina mutada Rad6-[P64L| apresenta
alguma atividade de reparacao. Isto significa que existe ainda uma
interacao residual com pRad18, resultando em um complexo funcional.

Seria interessante comprovar que pRad6-[P64L| codificada pelo gene
PSO8 mutado apresenta alguma atividade residual inerente na pRad6
selvagem. Para tal, propoe-se a construcao de linhagens rad64 haploides e
diploides homozigoticas para rad64, transformadas com plasmidios de
copias simples e maultiplas, contendo o gene PSO8 mutado. Assim, a
analise da resposta da mutacao pso8-1 no background da linhagem radé,
frente a diferentes mutagénicos, tanto para a sobrevivéncia quanto para a
inducao de mutacao (reversa e para frente), possibilitaria verificar a
existéncia ou nao desta atividade residual.

Além disso, poder-se-ia analisar, também, se a super expressao da
pRad-[P64L] tem algum efeito sobre o fenotipo de crescimento lento e
sobre a sobrevivéncia em baixas temperaturas.

Da mesma forma, seria interessante checar se a mutacao missence
apresentada por Rad6-[P64L] tem alguma influéncia sobre a funcao de

ubiquitinar as histonas H2A e H2B.
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