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RESUMO

ALVES, I. R. ESTUDO DA SINTESE TRANSLESAO EM Caulobacter crescentus.
Tese de doutorado em Microbiologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

Como € de suma importancia a integridade da informacao contida no DNA, este recebe
protecdo contra agentes danosos que podem prejudicar sua estrutura. Mesmo em caso de
dano, a célula possui um grupo de proteinas que estdo envolvidas na correcdo e mitigacdo
destes danos. O primeiro grupo € um conjunto de proteinas envolvidas no reparo de DNA
livre de erro. Caso estas proteinas ndo consigam minimizar os danos, outro conjunto de
proteinas é expresso como uma alternativa ao reparo. Dentre estas, estdo as DNA
polimerases especializadas em usar uma fita de DNA danificada como molde para
replicacdo. Este mecanismo possibilita a célula sobreviver aos danos potencialmente
citotoxicos, as custas de mutagénese. Em bactérias, a reposta ao dano de DNA envolve
um conjunto de proteinas que sdo expressas como parte da resposta SOS. Dentre elas
estdo enzimas envolvidas na sintese translesdo (TLS). Diferentemente de Escherichia coli
que possui trés polimerases propensas a erro especializadas em TLS, Caulobacter
crescentus possui um cassete mutagénico imuABC que esta implicado na sintese de DNA
usando como molde uma fita danificada. Neste trabalho, estudamos o mecanismo de TLS
mediado por IMuABC nesta bactéria, e encontramos uma série de diferencas com o
mecanismo de bypass realizado pela principal polimerase implicada em TLS em E. coli
(Pol V). As proteinas IMuABC quando expressas em niveis maximos da resposta SOS
nédo sdo capazes de aumentar as taxas de mutagénese espontanea. O produto do operon
imuABC, diferentemente da Pol V, ndo necessita de RecA para realizar TLS. Apenas a
expressdo destas proteinas em um background sem o gene recA ja é suficiente para que
ocorra a mutagénese induzida por UVC. Ao estudar a mutagénese como resposta ao dano
de DNA induzido por radiacdo UVC em niveis gendmicos em C. crescentus, notamos
gue a maioria das mutacGes encontradas esta presente em regiGes que possuem
pirimidinas adjacentes que sabidamente sdo extremamente reativas a radiagdo UVC,
levando a formacdo de fotoprodutos. Nossos dados sugerem que existe uma regiao no
cromossomo circular de C. crescentus que é preferencialmente mutada, e este acimulo
de mutagdes pode ser consequéncia do reparo que acontece proximo a origem replicativa,
deixando as muta¢des acumuladas préximas a regido de término da replicacao.

Palavras chave: Sintese translesdo, Dano no DNA, ImMuABC, Caulobacter crescentus



ABSTRACT

ALVES, I. R. STUDY OF TRANSLESION DNA SYNTHESIS IN Caulobacter
crescentus. PhD thesis in Microbiology — Biomedical Sciences Institute, University
of Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

As the integrity of information contained in DNA is of utmost importance, it receives
protection against harmful agents that may harm its structure. Even in case of damage,
the cell has a group of proteins that are involved in the correction and mitigation of these
damages. The first group is a set of proteins involved in error-free DNA repair. If these
proteins fail to minimize damage, another set of proteins is expressed as an alternative to
repair. Among these are DNA polymerases that specialize in using a damaged DNA
strand as a template for replication. This mechanism enables the cell to survive potentially
cytotoxic damage at the expense of mutagenesis. In bacteria, the DNA damage response
involves a set of proteins that are expressed as part of the SOS response. Among them are
enzymes involved in translesion synthesis (TLS). Unlike Escherichia coli that has three
TLS error-prone polymerases, Caulobacter crescentus bears the imuABC mutagenic
cassette that is involved in DNA synthesis using a damaged template. In this work, we
studied the mechanism of TLS mediated by ImuABC in this bacterium, and we found a
number of differences relative to the characteristics of the principal polymerase involved
in TLS in E. coli (Pol V). ImMuABC proteins when expressed at maximum levels of the
SOS response are not able to increase the rates of spontaneous mutagenesis. ImuABC,
unlike Pol V, does not require RecA to perform TLS. The presence of these proteins in a
background without the recA gene is sufficient for UVC-induced mutagenesis to occur.
In studying mutagenesis as a response to DNA damage induced by UVC radiation at
genomic levels in C. crescentus, we noted that most of the mutations found are present in
regions that have adjacent pyrimidines, which are known to be extremely reactive to UVC
radiation, leading to the formation of photoproducts. Our data suggest that there is a
region on the circular chromosome of C. crescentus that is preferably mutated, and this
accumulation of mutations may be a consequence of the repair occurring near the
replicative origin, leaving the accumulated mutations close to the replication termination
region.

Keywords: Translesion DNA synthesis, DNA damage, ImuABC, Caulobacter
crescentus
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Ssb — Proteina de ligacéo a fita-simples de DNA

T — Timina

TLS — Translesion synthesis (sintese translesao)

UFC — Unidade Formadora de Colonias

UV - Ultra-Violeta

UVC - Radiacéo Ultravioleta C



SUMARIO

L INTRODUGAO .......coceeeceeeeeeeetee e tee ettt see s s 13
1.1 - CROMOSSOMO BACTERIANO: ORGANIZACAO E COMPACTACAO .. 13
1.2 = REPLISSOMO ...ttt ettt 14

121 —Replicase (POl T ... 14
1.2.2  —Duplicagdo dO GENOMA ......cceevuieieiieiieeie e sra e 16
1.3 - MECANISMOS DE RESPOSTA AO DANO NO DNA (DDR) ......cccoevvvvriene. 17
1.3.1 — Bloqueio e colapso da forquilha replicativa............ccccoovvevviieiieneiiicieenns 19
1.3.2 — SISEEMA SOS ...ttt 19
1.3.3 - Diversidade de polimerases em procariotos e sintese translesdo de DNA (TLS)
.................................................................................................................................... 22
1.3.3.1 - Mecanismos de TLS mediado pelas polimerases Pol IV e Pol V.............. 23
1.3.4 - Algumas bactérias utilizam outra Pol Il para fazer TLS: o cassete mutagénico
IMUABC (ANAE2) ......c.eiiiieiecie sttt ettt be e te e sreeneenee e 27
1.4 - Caulobacter crescentus: UM MODELO ALTERNATIVO PARA BIOLOGIA
CELULAR E GENETICA . .....ooiieteeeeeeee et ese st s sssas s nssnenns 29

2 OBUIETIVOS ...ttt sttt et et et et nenneereens 32

2.1 - OBJIETIVO GERAL .....ooiiiiiiieiee ettt 32
2.1.1 — ODbjetivos eSPECITICOS........civeiiiieie et 32

3 MATERIAL E METODOS.........coiiiiiieieiseiesie et 33
3.1 - CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDEOS E CONDI(;@ES DE
CRESCIMENTO DAS LINHAGENS UTILIZADAS NESTE TRABALHO .......... 33
3.2 - TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR UTLIZADAS EM CLONAGEM
.................................................................................................................................... 39

3.2.1 — Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) e Reacdo de Ligacéo.................... 39
3.2.2 — Preparacao de células quimio-competentes para clonagem.............c.......... 40
3.2.3 — Transformacao de células competentes..........cccccvveveiieieeve e 40
3.4 - TRATAMENTO DO RNA COM DNASE, SINTESE DE CDNA E qRT-PCR42
3.6 - ENSAIOS DE MUTAGENESE ..ottt eeeses e 44
3.7 -TESTE DE FLUTUAGAOD........c.ooeieieeteeeeeeeesee e teses s snes s 46
3.8 - ENSAIOS DE TRANSDUGAO..........oeieieeieeeeeeeesteeissseesssessessesisnenseneesenes 46
3.10 - EXPRESSAO DA PROTEINA IMUA ......oviiiirieniseieessee e 47
3.12 - SEQUENCIAMENTO DE GENOMAS ... 50

3.13 - ANALISE DOS GENOMAS DE Caulobacter Crescentus ..........oevevereevennnn. 52



314 —ESTATISTICA oot e e e e et e e e et e e er e 53

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD ...ttt eeee et eee et ensene s s een s 54
4.1 - A EXPRESSAO CONSTITUTIVA DE imuABC EM NIVEIS MAXIMOS
OBTIDOS NA RESPOSTA SOS NAO AUMENTA A MUTAGENESE
ESPONTANEA. ..ottt eee et e ettt e ettt s ettt n ettt en s st et et en s neeees 54

4.2 - A EXPRESSAO CONSTITUTIVA DE imuABC EM NIVEIS MAXIMOS DA
RESPOSTA SOS NAO AUMENTA A MUTAGENESE INDUZIDA POR DANOS
NO DINAL s S7

4.3 - EXPRESSAO DOS GENES IMUABC EM NIVEIS MAXIMOS
ENCONTRADOS NA RESPOSTA SOS RECUPERA A MUTAGENESE

INDUZIDA POR UVC NA AUSENCIA DE TECA ..o, 60
4.4 - EXPRESSAQO DA PROTEINA IMUA ..o 66
4.5 - ImuA NAO INTERFERE NAS FUN(;C)ES DESEMPENHADAS POR RecA

Y I O o Yo=Y 0L (0 TR 69

4.6 - OUTROS FATORES INDEPENDENTES DE ImuABC SAO RESPONSAVEIS
POR PARTE DA MUTAGENESE INDUZIDA POR UV, E PELA MUTAGENESE

INDUZIDA POR MMS EM C. CreSCENTUS .....eeeiieeiieiiiieiiesiie sttt 70
4.7 - ESTUDO DO ESPECTRO DE MUTACOES INDUZIDAS POR UVC EM
NIVEL GENOMICO ...t 75
4.7.1 - Determinacao do genotipo da linhagem NA1000 presente no nosso
FoT 010 =1 (0] [ ISR 75

4.7.2 - Taxas de sobrevivéncia distintas ao UVC alteram a frequéncia de mutacéo

em genomas IrrAdIAAOS. .........coueiiiiece e 77
4.7.3 — Distribuicdo de mutagdes induzidas por UV no cromossomo de C.
CEESCEINTUS ...ttt ettt ettt ettt ekttt ekt e e s he e et e e e be e e bt e nbe e et e e ebeeene e e nneeenes 79
4.7.4 - Espectro de mutacGes induzidas por UVC no genoma. .........ccccveeveevesneenne. 84
4.7.5 - O agrupamento de mutacgdes derivadas do mesmo genoma pode indicar a
distancia percorrida Pela TLS ..o 87
4.7.6 - As mutagdes induzidas por UV ocorrem majoritariamente em regides de
dinucleotideos de PirimidiNaS...........ccceevveiieiiiie i 89
4.7.7 — As fitas continua e descontinua sdo igualmente mutaveis por luz UV em C.
CIESCEINTUS ...ttt etttk e bttt e s he e et e e e bt e e bt e nhn e et e e e be e e e e e nneeenes 91
4.8 - MUTAGENESE INDEPENDENTE DE ImuABC A NIVEL GENOMICO .... 93
4.9 - MODELO DE TLS MEDIADO POR IMUABC .......cccoviiieiii e, 95
5 CONCLUSOES & DISCUSSAO GERAL ........oovveeieeirieeeeeeee s, 98
B PESPECTIVAS ..ttt e st e e e s e e e srae e e naeeeeanes 101
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........coovveiiieieieieeeeeee e 102

APENDICES ..o et e ettt e e e e et e s e e et e e et e e er e e e et e e esaeerereserans 113






1 INTRODUCAO

Por volta dos anos 50 do século XX o DNA (acido desoxirribonucleico), molécula
responsavel pela hereditariedade, foi caracterizada estruturalmente por Watson & Crick
(Watson & Crick, 1953). No final do seu artigo emblematico, os dois pesquisadores
comentam que a sua organizacdo em dupla hélice possibilita a transmissdo de informacéo
de uma célula para outra. A forma desta molécula e suas caracteristicas Gnicas permitem
a codificacdo de informac6es necessarias para a producdo de todo o contetdo celular,
assim como a fabricacdo de novas células.

O conjunto destas caracteristicas faz do DNA uma molécula extremamente
importante. As células possuem componentes especializados em replicar sua informacao
(proteinas presentes no replissomo — ver topico a seguir) e um conjunto de mecanismos
de reparo de DNA e de tolerancia aos danos que podem ser ocasionados durante o
processo de replicacdo ou por agentes nocivos enddgenos e/ou exdgenos a célula
(Friedberg et al., 2006).

1.1 - CROMOSSOMO BACTERIANO: ORGANIZACAO E COMPACTACAO

Em bactérias, o genoma geralmente est& organizado em um cromossomo circular
que se encontra em diferentes niveis de compactacdo durante o ciclo celular. Esta
organizacdo diferenciada permite uma série de processos como a replicacdo do DNA,
transcricdo em moléculas de RNA e recombinacdo (Badrinarayanan et al., 2015). O mais
interessante é que em procariotos todos estes processos acontecem de forma concomitante
com a migracdo destes cromossomos para 0s polos distintos da célula durante a divisdo
celular (Badrinarayanan et al., 2015). Hoje se sabe que o nucledide bacteriano néo esta
organizado de forma aleatéria no citoplasma e, dependendo das condi¢Ges de
crescimento, pode mudar a sua distribuicdo. Isso s6 acontece porque o0 DNA esta ligado
as proteinas de associacdo ao nucledide (NAPs: nucleoid associated proteins)
(Badrinarayanan et al., 2015; Lewis et al., 2000). Ao se associarem ao DNA, estas
proteinas modulam a natureza dindmica do nucleoide, e regulam a expressdo génica

(revisto por Dillon & Dornam, 2010).
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1.2 - REPLISSOMO

Para que a divisao celular seja completada em todos os organismos, é necessario
que aconteca primeiramente a duplicacdo do genoma. Este processo é responsabilidade
de um grupo de proteinas conservadas em todos os dominios da vida, que sdo
fundamentais para a replicacdo do DNA (Yao & O’Donnell, 2010; O’Donnell et al.,
2013). Os principais componentes do replissomo de Escherichia coli incluem as proteinas
DnaB (helicase), Ssb (Single-Strand DNA-Binding ou Proteina de Ligagdo a Fita-simples
de DNA), DnaG (primase) e a holoenzima DNA Polimerase 111 (associada aos complexos
de proteinas beta-clamp e clamp loader). As funcdes destas proteinas envolvem
respectivamente a separacdao da dupla-hélice em duas fitas simples de DNA (fsDNA);
ligagdo a fsDNA, estabilizacdo e remocdo de estruturas secundérias; confec¢do de
iniciadores para replicacdo; além da replicacdo do DNA com alta processividade e
precisdo (Yao & O’Donnell, 2010).

Na presenca de dano no DNA, a Polimerase 111 (Pol I11), especializada em duplicar
0 genoma, fica impossibilitada de cumprir sua funcdo, e pode ser substituida por outras
polimerases que fazem a sintese de DNA na presenca de dano. Estas enzimas propensas
a erro usam os demais componentes do replissomo para fazer uma sintese através da lesdo
(Sintese translesdo: TLS). Ao se ligar a cinta deslizante beta (beta-clamp) e a proteina
DnaB, este replissomo especializado em fazer o bypass de lesdes move-se lentamente e
de forma breve até ser substituido pelos componentes do replissomo classico que

prossegue com a sintese de DNA livre de erro (O’Donnell et al., 2013).

1.2.1 —Replicase (Pol I11)

A Pol 111 é uma holoenzima formada por 10 proteinas que podem ser divididas em
trés conjuntos funcionais diferentes. Em E. coli o cerne catalitico esta duplicado, e sua
constitui¢do inclui as proteinas a (codificada por dnak), € (dnaQ) e 6 (holE), sendo a
proteina o a polimerase responsavel pela sintese de DNA, enquanto que € é encarregado
da corregdo de erros da replicagdo, e 6 é uma proteina estrutural envolvida na
estabilizagdo da holoenzima Pol 11l (O’Donnell, 2006). O outro complexo funcional
consiste na cinta deslizante  ou beta-clamp (codificada por dnaN) (#—clamp) que é um
fator de processividade que assegura a ligacdo da Pol 111 com o DNA e, por fim, o clamp

loader (DnaXcx) que ¢ um complexo de 6 proteinas: y (dnaX — transcrito completo), 12
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(também codificado pelo gene dnaX — em um quadro de leitura alternativo), 6 (holA), &’
(holB), % (holC) e y (holD) (Robison & Van Qijen, 2013; O’Donnell, 2006). Na auséncia
de qualquer um dos grupos citados anteriormente, o cerne catalitico das replicases,
responsavel pela sintese de uma nova fita de DNA, ndo tem o mesmo nivel de afinidade
entre seus componentes, e sua acao ndo é distinguivel de outros grupos de Polimerases
quanto a processividade. Todavia, quando trabalham em conjunto, podem ser
caracterizados como uma replicase livre de erro e altamente processiva (McHenry,
2011a).

O produto do gene dnaE, a proteina catalitica o (Pol 111), que estd implicada na
replicacdo livre de erro em bactérias Gram-negativas, possui todos 0os dominios comuns
as DNA polimerases, sendo eles palm (participa da catalise), thumb (ajuda na
estabilizacdo da ligacdo com o DNA) e fingers (liga-se aos dNTPs que estdo sendo
recrutados para a extensdo da nova fita de DNA) (McHenry, 2011a; Yang & Woodgate,
2007). Esta proteina faz parte da Familia C de DNA Polimerases, que agrupa a maioria
das enzimas que conseguem sintetizar o DNA com precisdo. Porém, o seu dominio palm
possui um dobramento caracteristico de polimerases da Familia X, que é constituida de
enzimas que replicam o DNA com u’ma processividade menor quando comparadas com
as replicases (McHenry, 2011a).

A duplicacdo do genoma € catalisada pelo produto do gene dnaE. Porém, bactérias
com Gram + utilizam além desta proteina o produto do gene polC para a sintese de DNA
(McHenry, 2011b). Este codifica uma DNA polimerase da mesma familia, homdloga a
DnaE. Experimentos mostraram que em Bacillus subtilis a sintese de DNA é dividida por
estas proteinas de acordo com a fita que esta sendo sintetizada. Sendo DnaE responsavel
pela sintese da fita descontinua, enquanto que PolC sintetiza sem interrupcdo a fita
continua (McHenry, 2011b). Bruck e colaboradores (2003) mostraram que apesar de
ambas proteinas estarem envolvidas na duplicacdo do genoma, o produto do gene DnaE
€ menos processivo in vitro ao replicar a fita descontinua quando comparado com o
produto do gene PolC. Entretanto, a taxa de replicacdo mais lenta ndo contribui para o
aumento da taxa de erro desta polimerase (McHenry, 2011b).

A Pol 111 duplica o DNA com alta fidelidade, inserindo um nucleotideo errado a
cada 10° a 10° incorporados (Yao & O’Donnell, 2010). E mesmo ao falhar, existe um
mecanismo associado ao cerne catalitico com atividade de exonuclease de revisao 3’ — 5’
que possui a capacidade de corre¢do, e que diminui a possibilidade de erro de

incorporacéo para 107 (Yao & O’Donnell, 2010). Quando agregada ao cerne catalitico, o
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beta-clamp assegura que a ligacéo entre 0 DNA e a Pol 1l continue integra, conferindo
processividade a replicagdo (Yao & O’Donnell, 2010). Por fim, o clamp loader usa a
energia da hidrolise do ATP para permitir que o beta-clamp desempenhe seu papel
(O’Donnell, 2006); somado a esta atividade, o clamp loader ainda participa da
organizacdo do replissomo de uma forma que possibilite a ligacdo deste com a helicase
DnaB durante a incorporagdo de novos nucleotideos (Yao & O’Donnell, 2010).

A eficiéncia da replicagdo do DNA ¢, em grande parte, consequéncia da acdo
precisa da subunidade a — que possui um sitio catalitico compacto e especializado, e como
resultado, este mecanismo é facilmente perturbado pela presenca de lesdes na fita molde
de DNA (Yang & Woodgate, 2007; McHenry, 2011b). Com o objetivo de assegurar o
término da duplicacdo do genoma, as células possuem outro grupo de polimerases, que
diferentemente da Pol 111 especializada na duplicacdo do genoma, conseguem replicar o
DNA usando como molde uma fita lesionada (Sale et al., 2012). A sintese translesao
(TLS), que é consequéncia da acao deste grupo de polimerases especializadas propensas
aerro, € um mecanismo de tolerdncia ao dano de DNA que impede o colapso da forquilha
replicativa, quando a replicase ndo consegue prosseguir com a sintese de DNA (Sale et
al., 2012).

1.2.2 —Duplicacéo do genoma

Na maioria das bactérias, a replicacdo possui uma origem (nica no cromossomo
que € o ponto de partida para a formacdo de ambas as forquilhas que irdo se mover em
sentidos opostos ao replicar o DNA (Revisado por O’Donnell et al., 2013). Em E. coli,
esta regido € chamada de OriC, e neste microrganismo este processo € iniciado quando a
proteina DnaA reconhece uma sequéncia especifica, dando inicio a formacédo da bolha de
replicacdo ao desenovelar a dupla hélice. Apos este passo, a proteina DnaB é recrutada
para esta bolha replicativa nascente e se desloca na fita descontinua para dar inicio a
formacdo do Primossomo (DnaB - helicase + DnaG - primase). Esta estrutura é
extremamente importante, uma vez que é responsavel pela sintese do iniciador de RNA
que é necessario para sintese de DNA da fita continua e para os fragmentos de Okazaki
de aproximadamente 4000 pares de base (pb) que sdo sintetizados na fita descontinua.
Apbs a sintese do primeiro iniciador, a Pol 111 é formada (como descrito anteriormente)

para comecar a sintese de DNA (este mecanismo € revisto Robinson & Van QOijen, 2013).
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Quando ligada ao terminal do iniciador, a Pol Il replica o0 DNA com muita
eficiéncia. Estudos de single molecule usando fluorescéncia mostram que sua taxa de
replicacdo é de 500 - 1000 pb por segundo (Tanner et al., 2009; O’Donnell, 2006).
Entretanto, a taxa de progressdo do replissomo pode ser extremamente variada em
diferentes organismos. Mesmo dentro do filo Bacteria, alguns representantes como E. coli
replicam o DNA em uma velocidade maior quando comparados com outros, como
Caulobacter crescentus, que replica seu genoma lentamente, com uma velocidade
caracteristica de um representante do filo Archaea (O’Donnell et al., 2013).

A replicacdo do DNA em todos os organismos sé pode ocorrer no sentido 5° — 3’
como consequéncia de uma caracteristica das polimerases - que iniciam a replicacéo a
partir de uma hidroxila no carbono 3’ do agucar, logo, apenas a fita leading pode ser
sintetizada de forma continua. A outra fita (descontinua) é sintetizada de forma
concomitante a primeira, porém em pequenos fragmentos (Okazaki), no sentido oposto
ao movimento da DnaB (Robinson & Van Oijen, 2013). Estudos sugerem que esta
sincronia ao replicar ambas as fitas s6 é possivel pela presenca de uma pequena volta na
fita usada como molde, formada dentro da bolha de replicacdo, que possibilita acesso 5’
— 3’ para ambos os cernes cataliticos da Pol 111 presentes no replissomo (Hamdan et al.,
2009).

Durante 0 movimento das forquilhas em direcOes opostas, estas acabam
encontrando sitios de terminacdo que estdo localizados antes da finalizacdo da duplicacédo
do genoma (O’Donnell et al., 2013). Em E. coli, as regifes de terminacdo, chamadas de
Ter, também sdo especificas. Estes sitios estdo agrupados em 10 sequéncias (cinco em
cada lado do replicon) que séo reguladas pela proteina de ligacdo ao DNA Tus. Apos esta
interacdo entre Tus e a fita de DNA, uma barreira polar é formada, impedindo que o

replissomo continue se movimentando (Dewar & Walter, 2017).

1.3 - MECANISMOS DE RESPOSTA AO DANO NO DNA (DDR)

Na presenca de danos no DNA, as células procarioticas e eucarioticas selecionaram
estratégias que restauram a sequéncia original do DNA com pouco ou nenhum dano a sua
estrutura. O conjunto destes mecanismos € comumente chamado de reparo de DNA livre
de erro. Geralmente, estes mecanismos estdo envolvidos na reparagdo de lesdes, e séo
recrutados de forma prioritéria frente a estes danos para que replicacdo do DNA prossiga

sem nenhum 6nus celular. No entanto, nem sempre estes mecanismos séo suficientes para
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a correcao destes erros, levando a célula para vias de tolerancia ao dano do DNA, que
diferentemente dos mecanismos de reparo livre de erro, evitam o efeito citotoxico das
lesBes a custa, frequentemente, do aumento da taxa de mutagéo (Friedberg et al., 2006).

Para organismos aerobicos, 0 DNA esta embebido em um ambiente rico em agua e
oxigénio o que facilita o aparecimento de lesdes espontaneas (dano enddgeno) (Friedberg
et al., 2006). Além das lesdes ocasionadas por componentes enddgenos que podem
lesionar esta macromolécula, alguns agentes quimicos e fisicos sdo responsaveis por
interagir de forma negativa com 0 DNA, levando a modificacGes em sua estrutura. Dentre
estes componentes genotoxicos, a radiacdo UV é responsavel pela inducdo de varias
lesbes citotdxicas, como os dimeros ciclobutano de pirimidina (CPDs: Cyclobutane
Pyrimidine Dimers) e os fotoprodutos (6,4) pirimidina — pirimidona (Pfeifer et al., 2005).
Além destas lesdes que sdo comumente formadas, a radiacdo UVC (que foi amplamente
utilizada neste trabalho) pode levar ao aparecimento de outras lesGes minoritarias como
os dimeros de purina e monoadutos de pirimidona (Pfeifer et al., 2005).

Além da radiagdo, drogas antitumorais como a Mitomicina C (MMC) interagem
negativamente com o DNA, formando varias lesdes. No ambiente intracelular, a MMC
sofre uma reducdo que leva a sua interacdo com residuos de desoxiguanosina (dG) no
DNA, que tera como consequéncia a formacédo de adutos MMC —dG (Weng et al., 2010).
Além disto, esta droga também é capaz de atacar sitios de guanosina — guanosina (GG) o
que pode acarretar em ligacdes cruzadas na mesma fita de DNA ou em fitas de DNA
adjacentes (Weng et al., 2010). Estas lesdes sdo potencialmente citotoxicas uma vez que
servem de bloqueio tanto para replicagdo quanto para a transcri¢do (Weng et al., 2010).

Além destes agentes genotdxicos classicos, hoje existe uma preocupacao com um
novo grupo de drogas, os antibidticos. Estas drogas vém sendo utilizadas no controle de
infeccBes bacterianas que acometem seres humanos, porém uma das consequéncias do
seu uso indiscriminado € o aparecimento de linhagens resistentes, isso porque um dos
alvos dos antibidticos € o DNA bacteriano. Os danos causados nesta molécula pelos
antibidticos podem ser responsaveis por induzir uma resposta global (reposta SOS), o que
ocasionara a expressao de um grupo de proteinas que vai processar este dano, podendo
levar a0 aumento das taxas de mutacdo, e desta forma conferir resisténcia a estas

linhagens em ambientes estressantes (Qin et al., 2015).
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1.3.1 — Bloqueio e colapso da forquilha replicativa

A persisténcia de lesdes na fita molde de DNA pode bloquear a replicagéo quando
estas distorcbes entram em choque com o replissomo. Isso acontece porque as
polimerases responsaveis pela duplicacdo do genoma possuem caracteristicas estruturais
que as impossibilitam, quase sempre, de usar como molde uma fita danificada. Esta
seletividade assegura que ndo acontecerd a incorporacdo de bases erradas durante o
processo de elongamento da replicagdo. Esta especializacdo é responsavel pela
duplicacdo do genoma de forma eficaz e precisa (Yeeles et al., 2013).

A localizacdo de lesbes nas fitas continua ou descontinua pode ter um papel
determinante no mecanismo celular que seré recrutado para que aconteca o0 processo de
mitigacao destes erros. Como a replicacdo na fita descontinua ocorre com a polimerizagao
de pequenas regides (fragmentos de Okazaki) pela Pol Ill, é mais provavel que
mecanismos de reiniciacdo da replicacdo ocorram preferencialmente em decorréncia da
descontinuidade deste processo, sendo desta forma a TLS um mecanismo mais propicio
a ser recrutado na fita continua (Yeeles et al., 2013).

Jé para lesdes localizadas no molde usado para a replicacdo da fita continua, os
mecanismos de tolerdncia sdo mais complexos. Sabe-se que a presenca de danos neste
molde impede quase sempre a progressao do replissomo e para que este aparato prossiga,
é necessario o bypass da lesdo por polimerases especializadas que podem replicar o DNA
usando como molde uma fita danificada. De forma alternativa, a corre¢do destes danos
também pode ser feita via reinicio da sintese de DNA a frente desta lesdo, seguido pelo
reparo pos-replicacdo (Yeeles et al., 2013). Caso nenhum destes mecanismos seja

recrutado, acontecera o colapso da forquilha replicativa que é extremamente citotdxico.

1.3.2 — Sistema SOS

Ao estudar cepas de E. coli irradiadas com UV, Evelyn Witkin propds, no final da
década de 60 do século XX, a existéncia de uma via comum de genes que provavelmente
era regulada por um repressor que seria inativado na presenca de dano no DNA (Witkin,
1967). Em meados da década de 70, Radman complementou a descoberta de Witkin ao
propor um “mecanismo de replicagdo celular que tendia ao aumento das taxas de
mutagdo” — e para que isso acontecesse, era necessaria a presenca dos produtos dos genes

recA e lexA (Radman, 1975). Hoje sabemos que a resposta SOS é o principal mecanismo
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de resposta ao dano de DNA em procariotos, tendo como uma das suas consequéncias a
mitigagdo do efeito citotoxico do dano através do aumento da taxa de mutagdo via TLS
(Schlacher & Goodman, 2007).

Depois de 60 anos de descoberta (Witkin, 1967), hoje se sabe que em E. coli, em
condigdes sem estresse, uma proteina repressora (LexA) reprime um grupo de ~ 40 genes
(Courcelle et al., 2001) que estdo envolvidos em varios processos celulares como inibigdo
da divisdo celular, reparo por excisdo de nucleotideos e TLS (Radman, 1975; Courcelle
et al., 2001; Erill et al., 2007). Parte destes genes foi identificada pelo grupo de Graham
Walker ao realizar uma varredura genética usando o fago Mud. Neste trabalho, eles
inseriram este fago carregando o gene lacZ desprovido de promotor de forma aleatoria no
cromossomo de E. coli. As linhagens carregando este elemento foram tratadas com MMC
e UVC, e tiveram os niveis de expressdo dos genes fusionados a este sistema
quantificados usando o ensaio de B-galactosidade. Como resultados, eles obtiveram um
grupo de genes que eram induzidos por dano (damage inducible), sendo este fendtipo
abolido em mutantes recA e lexA (Kenyon & Walker, 1980). Posteriormente, todo o
regulon foi determinado em experimentos de microarranjos de DNA (Courcelle et al.,
2001).

A proteina RecA, envolvida na resposta SOS, funciona como um sensor de dano
ao DNA, ligando-se a regides em fita simples (fsDNA), que ndo foram replicadas como
consequéncia do bloqueio da polimerase replicativa frente ao dano. Ao ligar-se a fSDNA,
a proteina RecA forma filamentos de nucleoproteina tornando-se ativada (RecA*).
Quando o repressor LexA se liga a esse complexo (fsSDNA+RecA*) ¢é induzido a um
processo de clivagem autocatalitica, que permite a expressdo dos genes da resposta SOS,
incluindo aqueles que codificam as polimerases capazes de usar uma fita de DNA
danificado como molde para a replicacdo. Ap6s o reparo ou o0 bypass das lesbes, RecA
torna-se inativa pela auséncia de fSDNA (Schlacher & Goodman, 2007; Erill et al., 2007)
(Figura 1).
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Figura 1. Esquema da resposta SOS em E. coli descoberta por Witkin. A) Na auséncia
de dano no DNA o repressor LexA esta ligado ao box SOS, impedindo a transcri¢do dos
genes pela RNA polimerase. B)Na presenca de um agente genotoxico, vai haver o
acumulo de fsDNA, que é reconhecido pela proteina RecA. Esta proteina comega a se
ligar nestas regides até se tornar uma nucleoproteina ativa. A ativagdo de RecA vai mediar
a autoclivagem de LexA, e como consequéncia, seu desligamento do box SOS,
permitindo a transcri¢do dos genes induzidos por esta resposta pela RNA polimerase.

21



1.3.3 - Diversidade de polimerases em procariotos e sintese translesdo de DNA (TLS)

As polimerases podem ser divididas em seis familias diferentes, com base na
homologia entre suas sequéncias (Jarosz et al., 2007). A Familia Y de polimerases reine
proteinas com homologos em todos os dominios da vida; estas enzimas séo especializadas
em realizar TLS (Yeeles et al., 2013). Em E. coli existem cinco DNA polimerases, sendo
trés delas induzidas como parte da resposta SOS ao dano de DNA (Pol II, Pol IV e Pol
V). Sabe-se que estas proteinas estdo envolvidas na via TLS de tolerancia ao dano neste
organismo (Napolitano et al., 2010).

A Pol Il de E. coli, codificada pelo gene polB, é uma proteina da familia B de
polimerases que realiza TLS (Wang & Yang, 2009). Nesta enzima estdo conservados
todos os motivos proteicos presentes nas replicases, assim como a atividade de
exonuclease de revisdo, o que é incomum para uma TLS-DNA-Polimerase (Wang &
Yang, 2009). In vitro a Pol Il é capaz de fazer o bypass de lesGes como sitios abasicos,
€C e adutos AAF (Al Mamun & Humayun, 2006; Becherel & Fuchs, 2001; Paz-Elizur et
al., 1996). Foi relatado que in vivo a Pol Il é responsavel por aumentar a frequéncia de
deleges (-2nt) ao sintetizar DNA sobre adutos AAF (Fuchs & Fujii, 2007).

DinB (Pol V) é a unica DNA polimerase da Familia Y que é conservada em todos
0s dominios da vida, incluindo em humanos com a Pol k (Fuchs et al., 2004). Codificada
pelo gene dinB, também conhecido na literatura como dinP (ambos aceitos), a Pol 1V ndo
possui atividade de exonuclease de revisdo 3’ — 5’ e realiza TLS (Wagner et al., 1999).
Jarosz e colaboradores (2006) mostraram que DinB participa do mecanismo de tolerancia
a danos causados por Nitrofurazona (NFZ) in vivo (adutos N2-dG), e atua em conjunto
com a proteina UmuD’>C na sobrevivéncia a 4-hidroxiaminoquinolona-n-6xido (adutos
de 4-NQO) em E. coli. Assim como para varias polimerases especializadas em TLS, o
mutante dinB é viavel em E. coli (Goodman & Woodgate, 2013). Em outras bactérias
como C. crescentus e Mycobacterium tuberculosis, a expressao de dinB ndo é induzida
por SOS (Galhardo et al., 2005; Rocha et al., 2008; Ordonez et al., 2014), e esta proteina
ndo participa de mecanismos de tolerancia ao dano aos agentes descritos para E. coli em
C. crescentus (dados ndo publicados). No entanto em experimentos de mutagénese
espontanea realizados recentemente por nosso grupo, os resultados mostraram que o
mutante dinB desta bactéria apresenta menos frameshifts -1 espontaneos quando
comparado com as linhagens selvagem e mutante imuC (Valencia, 2017). Este mesmo

fenotipo ja foi associado a proteina DinB em E. coli (Godoy et al., 2007).
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A Pol V (UmuD’,C) de E. coli € uma polimerase da Familia Y, composta pelo
produto génico do operon umuDC regulado pela resposta SOS nesta bactéria (Erill et al.,
2007; Ippoliti et al., 2012). Kato e Shinoura (1977), ao realizarem uma varredura genética
mostraram que mutacdes no gene umuC resultam na auséncia de mutagénese induzida
por UV em E. coli. Um estudo posterior de Rajagopalan e colaboradores (1992) mostrou
que o produto génico dos genes umuDC estdo envolvidos no bypass de lesGes in vitro,
porém neste trabalho eles acreditavam que estas proteinas, juntamente com a Pol IlI,
faziam o bypass das lesdes através de um complexo proteico chamado de Mutassomo. Na
década de 90, os trabalhos de Reuven e colaboradores (1999), Tang e colaboradores
(1999) e Bruck e colaboradores (1996) foram importantes para confirmar o papel dos
produtos dos genes umuDC na tolerancia de dano no DNA como polimerase capaz de
realizar TLS em E. coli (Reuven et al., 1999; Tang et al., 1999), sendo que a proteina
UmuC mantém esta habilidade de polimerizagdo mesmo na auséncia da Pol 111 (Bruck et
al., 1999).

Hoje sabemos que a Pol V de E. coli é composta de duas proteinas diferentes: o
dimero UmuD’, e a proteina UmuC (Bruck et al., 1996). A proteina UmuD sofre uma
autoclivagem estimulada por RecA apds o inicio da resposta SOS, dando origem a
UmuD’, fundamental para interagdo com UmuC e a formacédo da Pol V (UmuD’2C)
(Ippoliti et al., 2012). Dentre as trés polimerases envolvidas em mecanismos de tolerancia
ao dano de DNA em E. coli é correto afirmar que a Pol V € a responsavel por fazer o

bypass da maioria das les6es que podem acometer o genoma desta bactéria.

1.3.3.1 - Mecanismos de TLS mediado pelas polimerases Pol IV e Pol V

Existem algumas informacdes disponiveis na literatura sobre o mecanismo pelo
qual a proteina DinB (Pol 1V) faz o bypass de lesdes em E. coli. Em 2007, o grupo de
Graham Walker mostrou que o dimero UmuD: e a proteina RecA modulam a atividade
desta polimerase em diversos substratos de DNA. Eles sugerem que as proteinas citadas
anteriormente restringem o potencial mutagénico desta polimerase para frameshifts -1 ao
tornar seu sitio ativo seletivo para o bypass de apenas algumas modifica¢fes na estrutura
do DNA (Godoy et al., 2007). Neste trabalho, eles também sugerem que este controle vai
ser mais relaxado em uma fase mais avangada da resposta SOS, e que DinB podera ser
mais mutagénico em fases cronicas desta resposta ao dano em decorréncia desta regulacdo
(Godoy et al., 2007).
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Em um trabalho mais recente, Mallik e colaboradores (Mallik et al., 2015)
mostraram que apos a indugdo da resposta SOS, as proteinas DinB e RecA fusionadas
com marcadores fluorescentes formam um foco em lesdes de quebra-dupla de DNA. Eles
sugerem que a interacdo destas proteinas in vivo é importante para restaurar a forquilha
replicativa e evitar o seu colapso (Mallik et al., 2015). Scotland e colaboradores (2015)
sugeriram que ao superexpressar a proteina DinB, ela ganha acesso a forquilha replicativa
(na auséncia de danos no DNA), e este mecanismo € consequéncia de uma troca entre a
Pol 1V e a Pol 111 que resulta em queda da sobrevivéncia em E. coli (Scotland et al., 2015).
Eles chamam atencao que a troca entre estas enzimas, mediada pela interagdo com o beta-
clamp, € um mecanismo interessante que fornece pistas de como a TLS é regulada in vivo
ao permitir o acesso a forquilha replicativa da proteina DinB mesmo na auséncia de danos.

A Pol V ¢ altamente propensa a erro ao replicar o DNA. Por volta da década de
80 do século passado os primeiros modelos de TLS frente a fotoprodutos para esta enzima
surgiram na literatura (Bridges & Woodgate, 1985a; Bridges & Woodgate, 1985b). O
primeiro deles, chamado de modelo two-step (dois passos) (Bridges & Woodgate, 1985b),
recebeu este nome porque os autores acreditavam que a TLS de fotoprodutos acontecia
em um processo que abrangia dois passos principais, sendo eles: A Pol Il seria
responsavel por inserir um nucleotideo de forma oposta ao primeiro (3”) T (timina) do
dimero T-T (consequéncia da radiacdo UV), ja 0 segundo passo envolveria a aproximagao
da proteina RecA da regido da lesdo que ird possibilitar a interacdo da Pol Il com as
proteinas que compdem a Pol V para que em conjunto elas incorporem o préximo
nucleotideo (segundo (5°) T que compde o dimero T-T).

No comeco da década de 90, um segundo modelo foi proposto por Echols &
Goodman (Echols & Goodman, 1990) paraa TLS da Pol V. Eles intitularam este trabalho
como Mutation induced by DNA damage: A many protein affair (Mutagdo induzida por
dano no DNA: um caso de varias proteinas). O titulo ndo poderia ser mais preciso para o
que eles propunham neste trabalho. Neste modelo, eles acreditavam que a holoenzima Pol
I11 ao encontrar uma lesdo sofria um processo de desaceleracdo que culminava com o
recrutamento e montagem de um complexo proteico chamado por eles de “Mutassomo”
— este era composto por uma série de proteinas como RecA, UmuC, UmuD’, Ssh, além
da Pol 111 (com beta-clamp e clamp loader associados). O mutassomo seria responsavel
por fazer o bypass das lesdes. Neste modelo, eles ja levavam em conta que a proteina
RecA era fundamental para que acontecesse a clivagem de UmuD para UmuD’ (Bruck et

al., 1996). Logo apoés a esta proposta, ficou claro que além da clivagem desta proteina,
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era necessaria a presenca deste dimero (UmuD’;) para caracterizar a Pol V como
polimerase propensa a erro capaz de fazer o bypass de lesbes independente da presenca
da Pol IlI: o complexo proteico UmuD’>C purificado quando testado em ensaios de
replicacdo mostra sinais claros de sintese translesdo em E. coli (Bruck et al., 1999). Além
disso, ficou provado que a Pol Il ndo estd associada a replicacdo propensa a erro neste
organismo — uma vez que ela é responsavel pela duplicacdo do genoma bacteriano livre
de erro e com alta processividade (Yao & O’Donnell, 2010).

Hoje existem dois modelos de TLS para a Pol V aceitos na literatura (Figura 2), e
ambos herdaram do modelo de Mutassomo de Echols & Goodman a nocdo de que a
proteina RecA* (quando ativa) tem um papel chave neste mecanismo. Estes autores
acreditavam que esta proteina possuia um papel fundamental na mutagénese, ja que
células deficientes em lexA e recA ndo eram mutaveis na presenca de radiacdo UVC,
mesmo com o produto dos genes umuD* e umuC* sendo expressos em altos niveis de
forma constitutiva nestas linhagens (Blanco et al., 1982). O primeiro deles é o modelo
chamado de “Trans — ativagdo da Pol V por RecA” desenvolvido pelo grupo de Myron
Goodman em 2006 (Schlacher et al., 2006). A teoria deles é que existe um acumulo de
RecA* ativo em fsDNA em trans (que ndo esta sendo replicada), que quando em contato
com a Pol V (a jusante) torna-a ativa (Figura 2). Neste mesmo trabalho, foi testado um
modelo alternativo para o acumulo de RecA* em cis que ndo teve sucesso para TLS. Eles
explicam que esta teoria foi pensada com base na argumentacdo da Navalha de Occam
(que explica eventos baseado somente nas premissas que Sd0 necessarias para a
explicacdo do mesmo), ou seja, por parcimonia ndo teria porque RecA* se posicionar a
montante da forquilha replicativa (ver modelo alternativo abaixo), ja que esta acdo
poderia bloquear o progresso da Pol V.

O segundo modelo proposto em 2009 por Fujii & Fuchs (Fujii & Fuchs, 2009)
assim como o modelo anterior, foca na importancia da proteina RecA e do beta-clamp
para que aconteca TLS mediada pela Pol V. Neste modelo eles fazem uma analogia para
explicar a TLS, sendo que de forma figurada a Pol V seria um trem que desliza sobre um
trilho que seria composto por proteinas RecA ativa para que o bypass de lesdes aconteca.
Além da nucleoproteina RecA, acredita-se que o beta-clamp tenha um papel importante
para estabilizar a ligacdo da fsSDNA molde com a Pol V que desliza sobre moléculas de
RecA* em cis, e as retira do DNA para fazer TLS.
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SINTESE TRANSLESAO PolV

A) Clivagem de UmuD

RecA ativa
- UmuD UmuD’

= =) g

@

Autoclivagem

B) MODELO RecA EM frans: Mutassomo

5’
3’

C) MODELO RecAEM frans: Trilho

PolV
3’

RecA ativa

-

3,

Figura 2. Participagdo de RecA no processo de TLS mediado pela DNA Pol V. Figura
esquematica dos modelos de TLS vigentes para a Pol V de E. coli. A) Autoclivagem da
proteina UmuD estimulada pela presenca de RecA ativa. B) Modelo do Mutassomo
proposto pelo grupo de Goodman. Nesta figura apresentamos o modelo vigente em que
se acredita que a Pol V necessita da presenca de RecA ativa em trans para o fazer o bypass
de lesdes que nédo sdo replicadas pela Pol 11l — Eles nomearam este mecanismo como
Mutassomo porque além da polimerase propensa a erro, envolve um grande conjunto de
proteinas que estdo implicadas na replicacéo livre de erro e que sdo necessarias para TLS.
C) Modelo proposto por Fujii & Fuchs também chama atencéo para a necessidade da
interacdo de RecA ativa com a Pol V para que aconteca o bypass da leséo. Neste modelo
eles fazem a analogia ao trilho (nuclefilamento de RecA ativa) e o trem (Pol V) para
explicar como acontece a sintese translesdo em E. coli.
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Como descrito anteriormente, a Pol IV e Pol V foram estudadas exaustivamente
nas ultimas décadas, uma vez que séo as polimerases responsaveis pela sintese translesao
em E. coli (organismo modelo da biologia molecular). Porém, algumas bactérias ndo
possuem o operon umuDC que codifica a Pol V, e utilizam uma outra maquinaria para

fazer o bypass das lesdes (McHenry, 2011a).

1.3.4 - Algumas bactérias utilizam outra Pol Ill para fazer TLS: o cassete
mutagénico imuABC (dnaE2)

Algumas bactérias possuem uma copia extra do gene dnakE, chamada de dnaE2,
que codifica uma subunidade o “alternativa” que nao esta envolvida na duplicagdo do
genoma, e sim no bypass de lesbes que blogueariam a sintese de DNA feita pelo produto
do gene dnaE em microrganismos (McHenry, 2011b). Bactérias que usam a proteina
DnaE2 para fazer TLS geralmente ndo possuem ortélogos de umuDC (McHenry, 2011a).

A mutagénese induzida por dano dependente de DnaE?2 foi caracterizada primeiro
em Mycobacterium tuberculosis e Caulobacter crescentus (Boshoff et al., 2003; Galhardo
et al., 2005). Boshoff e colaboradores observaram que em Mycobacterium a segunda
copia do gene dnaE (dnaE2) é regulada in vitro por varios agentes genotdxicos, e a perda
desta proteina reduz a sobrevivéncia a radiacdo UV e a viruléncia em camundongos
(Boshoff et al., 2003). Este grupo foi o primeiro a associar esta proteina como um
importante fator que contribui para o surgimento de mutac6es de resisténcia a agentes
antibacterianos (Boshoff et al., 2003).

Em 2005 nosso grupo mostrou que o gene dnaE2 (que também pode ser chamado
de imuC por ser o terceiro gene do operon imuABC) faz parte do cassete mutagénico
imuABdnaE?2 induzido por dano em C. crescentus, que é responsavel pela mutagénese
induzida por MMC, e participa de uma das vias de mutagénese induzida por UV neste
organismo (Galhardo et al., 2005); o prefixo “imu” usado para identificar estes genes ¢
uma referéncia ao termo inducible mutagenesis (mutagénese induzivel). Nossos dados
indicam que estes genes estdo na mesma via de epistasia, uma vez que mutantes simples
dos genes imuA, imuB e imuC (dnaE2), bem como combinacGes destas dele¢des génicas,
inibem a mutagénese induzida pelos agentes descritos anteriormente (Galhardo et al.,
2005). Vale a pena ressaltar a importancia e o pioneirismo deste trabalho ao associar a
acdao conjunta destes genes como resposta ao dano no DNA. McHenry em 2011
(McHenry, 2011b) chamou atencéo para a grande dispersdo destas proteinas em genomas
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bacterianos sequenciados até o momento da publicacdo do seu trabalho e, como é
importante que mais estudos se concentrem neste cassete mutagénico como uma forma
de entender o mecanismo de acdo responsavel pela mutagénese induzida por dano
mediado por estas proteinas, inclusive para tentar contornar os problemas de resisténcia
bacteriana aos antibidticos. Seguindo a sugestdo deste autor, utilizaremos neste trabalho
0 nome imuC para esta segunda copia de dnaE.

O cassete mutagénico regulado pela resposta SOS descoberto por Galhardo e
colaboradores é altamente difundido em bactérias (Galhardo et al., 2005). A proteina
ImUA € a que possui a sequéncia menos conservada, com similaridade com as proteinas
ImuA’ de M. tuberculosis, assim como RecA e SulA (Warner et al., 2010; Galhardo et
al., 2005). Em E. coli, RecA estd envolvida no reparo por recombinacdo homologa,
indugdo da resposta SOS, processamento da proteina UmuD’ e associacdo com a Pol V
para fazer o bypass de lesdes, enquanto que SulA atua no controle da divisdo celular
(Altschul et al., 1997; Galhardo et al., 2005). No entanto, o papel de ImuA na toleréncia
ao dano de DNA em organismos que possuem este operon mutagénico ainda é
desconhecido. A proteina ImuB possui similaridade com proteinas da Familia Y de
polimerases (Galhardo et al., 2005), e possui todos os dominios proteicos tipicos desta
familia que é especializada em TLS. Mudangas em regides da sequéncia que codificam
residuos cataliticos conservados em polimerases desta familia sugerem que esta proteina
ndo € funcional como polimerase (Warner et al., 2010). Por outro lado, Warner e
colaboradores observaram que a proteina ImuB de Mycobacterium interage com o beta-
clamp deste organismo, associacdo que nao é observada entre ImuC e B —clamp. Neste
mesmo trabalho eles mostraram que ImuB também é capaz de interagir com a proteina
ImuC (Warner et al., 2010). Com estas informag6es em maos, este grupo criou a hipotese
de que ImuB possui um possivel papel acessério/regulatério na sintese translesdo
catalisada pela proteina ImuC (Galhardo et al., 2005, Warner et al., 2010).

Em bactérias do género Pseudomonas, este cassete mutagénico também esta
presente. Em P. putida, o produto génico do gene imuC ndo possui efeito significativo no
aumento de delecdes de 1 par de base (Koorits et al., 2007), enquanto a proteina ImuB
parece estar envolvida no acimulo destas mutacdes na fase fase estacionaria (Koorits et
al., 2007), o que demonstra um papel antagbnico destas proteinas. Em Pseudomonas
aeruginosa, Cirz e colaboradores identificaram em experimentos de larga escala genes
gue sdo induzidos por dano, e dentre eles estdo o que codifica a polimerase DinB (Pol

IV), e o operon imuABC, e alertaram para a importancia destes genes em mediar o
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aumento da taxa de mutacdo e como consequéncia favorecer o aumento dos casos de
resisténcia bactéria neste organismo (Cirz et al., 2006). Mais recentemente nosso grupo
também vem investigando o papel da resposta SOS e destas polimerases na mutagénese

induzia por dano que contribui para a resisténcia a antibioticos (Valencia et al., 2017).

1.4 - Caulobacter crescentus: UM MODELO ALTERNATIVO PARA BIOLOGIA
CELULAR E GENETICA

O avanco dos estudos em biologia molecular sé foi possivel gracas ao progresso na
compreensdo de um microrganismo extremamente popular nos meios académicos: E.
coli. Esta bactéria se tornou modelo para uma série de fendmenos que explicam de forma
complexa e precisa mecanismos de regulacédo génica, replicacdo do DNA e mecanismos
de reparo de DNA e tolerancia ao dano (Friedberg et al., 2006). Porém, mesmo sendo um
excelente organismo modelo, esta bactéria ndo consegue explicar como alguns destes
mecanismos funcionam em outros microrganismos.

Buscando suprir estas lacunas, outras bactérias tém sido usadas como modelo para
diferentes areas de estudo da Biologia. Um exemplo disso € C. crescentus, pertencente ao
grupo Caulobacterales, descrito em 1935 por Henricini e Johnson (Henricini & Johnson,
1935). Neste trabalho, os autores chamam atencdo para a morfologia Unica deste grupo,
0 que levou a criacdo de uma nova ordem taxondmica. Dentro desta encontra-se C.
crescentus. Hoje esta é caracterizada como uma a-proteobacteria, Gram-negativa, de vida
livre, que possui varios atrativos fisioldgicos e funcionais que a tornam um excelente
modelo para a biologia molecular. Este microrganismo possui um ciclo celular com
divisdo assimétrica, que como consequéncia, gera dois tipos celulares morfologicamente
distintos. Apenas as células fixas, chamadas de talo, conseguem replicar o seu DNA e
prosseguir a divisdo celular, gerando ciclicamente dois tipos celulares: células flageladas
e talo (Collier, 2012). Esta sua caracteristica particular chamou atencao de varios grupos
de pesquisa ao redor do mundo que a utilizam para entender o controle do ciclo celular
em bactérias e mecanismos de replicacdo de DNA.

C. crescentus também é um organismo extremamente interessante quando se trata
de genética. A holoenzima DNA Polimerase 11 ainda néo foi caracterizada nesta bacteéria,
porém, analises comparativas entre 0os genomas sequenciados e depositados em bancos
de dados até 0 momento mostram que a subunidade 6 de E. coli, codificada pelo gene

holE, que tem sua fungdo associada com a estabilizag¢ao da subunidade € (dnaQ) no cerne
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catalitico e ligacdo dos componentes da replicase (Taft-Benz & Schaaper, 2004), esta
confinada somente no grupo das enterobacterias (Dietrich et al., 2014). Logo, estudos
usando como modelo outra Pol 111 sdo limitados para o entendimento do funcionamento
desta holoenzima para a sintese de DNA livre e propensa a erro em procariotos
bacterianos (Jensen et al., 2001).

Uma série de ferramentas genéticas ja foi desenvolvida para C. crescentus para
facilitar a manipulagdo genética deste organismo (e. g. Thanbichler et al., 2007). Estas
técnicas podem consolidar esta bactéria como um modelo genético alternativo as
enterobacteérias.

Em 2010, Marks e colaboradores sequenciaram o genoma de uma linhagem
derivada da CB15 (primeira linhagem de C. crescentus que teve seu genoma sequenciado
em 2001 por Nierman e colaboradores). Esta linhagem foi chamada de NA1000 e o seu
genoma apresenta 4.016.942 pb que codificam 3.767 genes que estdo espalhados em um
cromossomo Unico circular (sua sequéncia completa pode ser acessada no link a seguir:
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?gn:T00841). Este genoma (Marks et al.,
2010), sera usado como referéncia ao longo deste trabalho.

Hoje sabemos que o cassete mutagénico imuABC é amplamente disperso na
natureza, e a presenca destes genes em genomas bacterianos é mais frequente que o
operon umuDC. A compreensdo de particularidades de seu mecanismo de ativacéo pode
ser extremamente elucidativa para compreender como a maioria das bactérias faz o
bypass de lesdes e toleram a interacdo com agentes genotoxicos. Logo, estudar o
funcionamento deste mecanismo é fundamental para contribuir com informacGes que
permitam focar em novos alvos moleculares que nos permitam ampliar as ferramentas na
luta contra a resisténcia bacteriana que utilizam polimerases diferentes da Pol V.

Além de genes envolvidos em TLS, nosso grupo tem se esforcado para caracterizar
outros genes que fazem parte da resposta SOS em C. crescentus (Rocha et al., 2008).
Como resultado, em 2015 Lopes-Kulishev e colaboradores (Lopes-Kulishev et al., 2015)
mostraram que o produto do gene mmcB, induzido por SOS, € necessario para que
aconteca a mutagénese induzida por mitomicina C mediada por ImuABC (Galhardo et
al., 2005; Lopes-Kulishev et al., 2015). O fenémeno de mutagénese induzida por MMC
é inibido na auséncia de mmcB (que € induzido pela resposta SOS). O mesmo néo €
observado para danos causados por luz UV. Esta proteina processa o dano induzido por
este agente genotdxico. permitindo acesso da maquinaria de TLS (ImuABC). A

mutagénese induzia por UV, é independente de processamento por MmcB e parcialmente
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dependente de ImMuABC. Qutra parte do nosso grupo esta concentrada em desvendar este
componente independente de ImuC e dependente de SOS para a mutagénese induzida por
UV. Somado a estes esforgos, recentemente publicamos um trabalho mostrando que em
C. crescentus a TLS mediada por InuABC nédo depende da presenca de RecA (Alves et
al., 2017) — apéndice 8. Estes dados serdo descritos ao longo desta tese.

Em 2012, Bos e colaboradores chamaram atencdo para um mecanismo de resposta
ao dano de DNA presente em C. crescentus que € inteiramente independente da acéo de
TLS-DNA-Polimerases presentes neste organismo. A proteina BapE é induzida em
consequéncia da resposta SOS nesta bactéria e desempenha um mecanismo apoptose-like
que ao se deparar com danos no DNA ndo mitigados por mecanismos de reparo livre de
erro, direciona a célula para uma morte-programada mediada pela endonuclease BapE
(Bos et al., 2012).

Além da resposta SOS ao dano de DNA, outros pesquisadores que estudam C.
crescentus identificaram outro regulon que é também induzido pela presenca de lesdes de
DNA (Modell et al., 2014). Neste trabalho eles caracterizaram um novo inibidor da
divisdo celular, produto do gene didA que € responsavel pela filamentacédo das células na
presenca de dano no DNA. A proteina DidA se liga a FtsN levando ao bloqueio da
citocinese. A regulacdo deste gene € feita por DriD de forma independente de LexA/RecA
(Modell et al., 2014). Este mesmo grupo em 2011 (Modell et al., 2011) caracterizou a
proteina SidA que € induzida em consequéncia da resposta SOS em C. crescentus. O
produto do gene sidA € um inibidor da divisdo celular que ira atrasar a progresséo do ciclo
celular na presenca de dano no DNA (Modell et al., 2011).

Mesmo ndo sendo uma bactéria oportunista e/ou patogénica; C. crescentus vem
recebendo atencdo na comunidade cientifica ao redor do mundo por ser um excelente
modelo para estudar a replicacdo de DNA, regulacdo da expressdo génica e controle do
ciclo celular. Somada a este repertorio de técnicas, a presenca de genes que codificam as
proteinas IMuABC em seu genoma tornam esta bactéria extremamente interessante para

prosseguir os estudos de TLS em bactérias que utilizam modelos diferentes da Pol V.

31



2 OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

e Caracterizar o mecanismo molecular e o padrdo de mutagénese da sintese
translesdo de DNA mediada por ImMuABC em C. crescentus.

2.1.1 — Objetivos especificos

Objetivando compreender a distribuicdo de mutages em genomas expostos a
radiagdo UV, propdem-se:

e Analisar genomas de isolados das cepas NA1000 (wt) e imuC (deficiente em TLS)

expostos a luz UV. Desta forma, pretendemos estudar a mutagénese induzida por

UV, tanto em seu componente dependente de imuABC, quanto aquele

independente destes genes. Procuraremos comparar 0s tipos de mutacdo, bem

como sua localizagdo (posi¢do no cromossomo, preferéncia por fita transcrita ou

ndo transcrita, preferéncia por fita lagging ou leading).

Buscando avaliar se a mutagénese dependente de imuABC possui um componente

ndo-induzido, ou seja, se ela acontece de forma independente de lesGes, propomos:

e Utilizar cepas que possuem a expressao constitutiva nos niveis da reposta SOS
dos genes envolvidos em TLS em C. crescentus, para verificar se existe a presenca
de um fendtipo mutador espontaneo associado a mutagénese untargeted (ndo
direcionada a danos no DNA).

e Utilizar estas cepas como background para delecdo do gene recA, para entender

se existe dependéncia do produto deste gene para TLS realizada por ImuC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDEOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO
DAS LINHAGENS UTILIZADAS NESTE TRABALHO

As cepas de C. crescentus foram crescidas em meio PYE (Peptona 2 g/L; Extrato
de levedura 1 g/L; MgS047H.0 0,2 g/L; CaCl> 0,5 mM; 15 g/L de &gar foram adicionados
para obtengdo de meio sélido) a 30° C em agitacdo constante. Quando necessario, 0 meio
foi suplementado com gentamicina 0,5 pg/mL para caldo e 5 pg/mL para meio-sélido,
estreptomicina 10 pg/mL, espectinomicina 25 pg/mL e canamicina 5 pg/mL. Cepas de
E. coli, usadas como intermediérias de clonagem para a constru¢cdo dos mutantes e para
ensaios de expressdo proteica, foram crescidas em meio LB (Peptona 10 g/L; Extrato de
levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; sendo 15 g/L de &gar adicionados para obtencdo de meio
solido) em agitacdo constante a 37° C. Quando necessario para adaptacGes experimentais,

linhagens de E. coli também foram crescidas a 16° C.

Tabela 1. Linhagens de C. crescentus e E. coli usadas neste trabalho e seus
respectivos genotipos

(Continua)
Linhagens Genotipo Referéncias
C. crescentus
Evinger &
NA1000 (RSG 470) Linhagem parental de C. crescentus Agabian,
1977
_ : Galhardo
AIimuC (RSG 474) NA1000 AimuC::Spec®
et al., 2005
Construida
PimuA (RSG 536) NAZ1000 imuA::pPimuA por MAL
Noronha
Construida
PimuAo® (RSG 557) NA1000 imuA::pPimuAo® por MAL
Noronha
ArecA PimuA (RSG ] ) Este
NAZ1000 imuA::pPimuA ArecA
106) trabalho
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E. coli

Simon et

S17 294:RP4-2(Tc:Mu)(Km:Tn7)
al., 1983

Nishihara

BL21 (DE3) /PGro7 BL21: F, ompT, hsdSg(rs “ms "), gal, dcm
etal., 1998

fhuA2 [lon] ompT gal (ADE3) [dcm] AhsdS A
DE3 = A sBamHIoAEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21Anin5F- Studier &
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80dlacZAM15 Moffatt,
BL21 (DE3)DH10 B AlacX74 endA1 recAl deoR A(ara,leu)7697 1986Hana
araD139 galU galK nupG rpsL A- hah, 1983

Galhardo

S17pDnaE2del S17 pDnae2del
et al., 2005

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm pRARE
Rosetta™ Novagen
(CamR)

3

H


http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA
http://ecoliwiki.net/ecoliwiki/colipedia/index.php/mcrA

fhuA2 [lon] ompT gal (ADE3) [dem] AhsdS A Studier &
DE3 = A sBamHIoAEcoRI-B Moffatt,
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21Anin5 1986

O estudo da sintese translesdo em C. crescentus so € possivel pela descoberta dos
genes imuABC envolvidos neste mecanismo (Galhardo et al., 2005). Para este trabalho,
reconstruimos a linhagem mutante imuC::Spec® no background de outra linhagem
selvagem - NA1000 (fornecida pela professora Marilis Marques). A reconstrucao foi
necessaria apos a deteccdo de uma mutacao de aproximadamente 30.000 kpb presente na
linhagem NA1000 (parental) do nosso laboratorio, usada para a construcdo deste mutante
anteriormente. Este processo foi feito através da conjugacéo da linhagem de E. coli S17
que j& havia sido previamente transformada com o plasmideo pDnaE2del (Tabela 2)
(Galhardo et al., 2005) com a linhagem parental nova. Ap6s a conjugacao, selecionamos
0 primeiro evento de recombinagdo com canamicina e &cido nalidixico. Para sele¢do do
segundo evento, que retira o plasmideo suicida integrado no cromossomo de C.
crescentus, usamos selecdo em PYE-agar enriquecido com 3% de sacarose. Para
confirmacdo da mutacdo, colénias individualizadas foram testadas por PCR com oligos
iniciadores dnaE2CasseteSpecFwd e dnaE2CasseteSpecRev que flanqueiam o cassete de
espectinomicina que interrompe o gene imuC (Tabela 3). Células mutantes amplificam
um fragmento de 2,5 Kb (2.000 pb do cassete de espectinomicina + 500 pb do gene imuC)

enguanto que células selvagens amplificam apenas os 500 pb do gene imuC sem o cassete.

Tabela 2. Conjunto de vetores utilizados neste trabalho

Plasmideos Genotipo Referéncias
pBC Vetor de clonagem clo® Juran & Lazaridis, 2008
pBCimuAxy .
| pBC::imuAxyl Este trabalho
pMCS7 Vetor de integragéo Thanbichler et al., 2007

Delecdo em fase do gene recA clonado
pRECDEL Galhardo et al., 2005
no pNPT138
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_ Fragmento do gene imuA clonado no
pPimuA Este trabalho
vetor pMCS7
) Fragmento do gene imuA com a
pPimuAo® 5 Este trabalho
mutacdo o° clonado no vetor pMCS7
Fragmento do gene dnaE2 interrompido
pDnaE2del pelo cassete Spe® no sitio de EcoRl, Galhardo et al., 2005
clonado no vetor pNPTS138
Tag de His na regido N-
pET28-b terminal/Trombina/Tag para T7 + sitio Merck

adicional de His na regido C-terminal

Para a construcdo de cepas que expressam de forma constitutiva os genes do
operon imuABC, introduzimos a mutacdo o° (GA — CG) por mutagénese sitio dirigida
na regido promotora do gene imuA (Rocha et al., 2008), ap6s este passo clonamos o
fragmento com a mutacéo no plasmideo pMCS7.

As linhagens controle (PimuA) e a que expressa constitutivamente o produto do
operon iMuABC (PimuAo®) possuem uma pequena duplicacdo que consiste na regido
promotora do gene imuA e parte da CDS deste gene, sendo o diferencial da linhagem
PimuAo® a mutacédo o° que confere o fendtipo descrito anteriormente. Os insertos de DNA
com estas caracteristicas foram clonados em pMCS7 e posteriormente transferidos por
transformacéo para E. coli S17 para serem conjugados com C. crescentus. O evento de
recombinacdo que integrou o plasmideo ao cromossomo bacteriano foi selecionado em
meio contendo gentamicina. A mutacdo o° na regido promotora do gene imuA impede a
ligacdo do repressor LexA na regido do operador, o que leva a expresséo do produto do
operon IMUABC mesmo na auséncia de resposta SOS (Rocha et al., 2008). Estas
construcdes foram feitas pelo entdo aluno de iniciacdo cientifica do nosso laboratério

Marco Noronha. (Mais detalhes destas construcdes podem ser observados na Figura 4).
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Tabela 3. Conjunto de oligos usados como iniciadores neste trabalho e suas funcoes

(Continua)

Oligo
imuAfwd

imuArevTH

imuApxylfw
d
ImuApxylre
Vv
recAfwd

recArevTH
pimuAocfw
pimuAocrev
PimuAmutf
ow
PimuAmutr
ev
pimuAocfw?2
pimuAocrev
2
Oc check1

Oc check?

rpoDfwd

Sequéncia 5' - 3"
CATATGATGGAAGCGGGG
ACTCGGAC

GGATCCGATTTATCCGAA
GCGTCGTC
AAAGAATTCCTTGCGGCC
CTGAGAGG
TTTACTAGTTTATCCGAA
GCGTCGTC
AGTGAATTCATGACAAGT
CAGGCGGCTTT
CAGCTCGAGCTAGTCCTC
TTCGCCCTCTT
CATATGTCCGGACGGCGA
TCTC
CATATGACCACGCCAAAG
CCGCCG
CAGAACAAAAGTGCGAC
ATGGAGTTGGG
CCCAACTCCATGTCGCAC
TTTTGTTCTG
GTTCATATGCGTAGATGG
CCACGCTCT
GTTCATATGCTTCTCGCA
GGCCAGTTG
GAAGATCAGAACAAAAG
TGCG
GACAGGGTTTCAGCCTCA
TC
GAAGAACTGGCCGAAAA
GCT

Caracteristica e funcéo
Amplificacdo do gene imuA para

clonagem no pET28-b

Amplificagdo do gene imuA para
clonagem no pET28-b
Amplificacdo do gene imuA para
clonar no pNPT228XNE
Amplifica¢do do gene imuA para
clonar no pNPT228XNE

Confirma a delecdo do gene recA

Confirma a delecéo do gene recA

Amplificacdo de imuA com a
mutacao o°
Amplificacdo de imuA com a
mutacdo o°

Mutagénese sitio-dirigida

Mutagénese sitio-dirigida

Amplificacdo de imuA com a
mutacdo o°
Amplificacdo de imuA com a
mutacao o°
Deteccéo de recombinantes com a
mutacdo o°
Deteccdo de recombinantes com a
mutacao o°
RT- PCR (rpoD)
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rpoDrev CGTTCTTGTCCTCGATGA RT — PCR (rpoD)
AGTC
imuBfwd TCACCACCTCGATGCCGA RT — PCR (imuB)
imuBrev TGGCCAGGCTGGTCAAGC RT — PCR (imuB)
(continuagéo)
rpoBfow?2 Amplifica regido do rpoB que
ACGCGCCA-(I;%AAGGAACG abriga as mutacgoes Rif?
rpoBrev TGGACTGGGCGATGACGT Amplifica regido do rpoB que
cC abriga as mutagdes RifR
dnaE2Casse CGCTGGGCATGCTGCACG Confirmacdo de mutantes
tteSpec C dnaE2::spec
Fwd
dnaE2Casse = AGGCTCATGGCCTGCTCC Confirmacédo de mutantes
tteSpec TGG dnaE2::spec
Rev

Usando como background genético as cepas PimuA e PimuAo®, usamos o
plasmideo pRECDEL (derivado de pNPTS138) (Galhardo et al., 2005) para deletar o
gene recA nestas linhagens. Este foi introduzido nestas linhagens por eletroporagédo. Os
eventos de recombinacdo foram selecionados primeiro em meio PYE com estreptomicina
e espectinomicina, para ter certeza da insercdo do plasmideo no cromossomo. Seguido de
um segundo evento de recombinacdo selecionado em PYE-agar + 3% de sacarose que
objetivava selecionar mutantes que perderam o plasmideo. Para confirmacdo da delecédo
deste gene, fizemos PCR das colbnias que cresceram a sele¢cdo por sacarose e
selecionamos aqueles com o tamanho esperado para a delecdo do gene recA (Tabela 3).

Para a construcdo do plasmideo imuApET28b usado para a expressdo da proteina
ImuA em E. coli, amplificamos o gene imuA flanqueado por sitios de Ndel e BamHI
(iniciadores imuApxylfwd e imuApxylrev que estdo descritos na Tabela 3) que permitiu a
clonagem deste fragmento em fase com a cauda de histidina C- terminal do vetor pET28-
b (gentilmente cedido pelo Professor Marcio Dias). Antes de clonar no vetor final, usamos
o0 vetor pBC como intermediario da clonagem: ligamos o inserto contendo o gene imuA
purificado com o pBC. O resultado da ligacdo (T4 DNA ligase — Thermo Fisher
Scientific, por 16 horas a 4° C) foi transformado em células DH10p. Os clones positivos,
previamente selecionados pela coloragédo azul e branca foram testados por amplificacao
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do gene imuA. Para a clonagem no vetor final, trés dos clones positivos em pBC foram
digeridos com Ndel e BamHlI, assim como o plasmideo pET28-b. O produto da digestao
do plasmideo pBCimuA foi purificado e clonado no plasmideo final. Um novo ciclo de
transformacéo quimica foi feito e possiveis clones foram testados por amplificagdo. Como
atestamos a presenca do gene imuA, sequenciamos 0 inserto para nos certificar da

integridade da sua sequéncia de DNA.

3.2 - TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR UTLIZADAS EM CLONAGEM

Todas as manipulagdes geneticas utilizadas para a construcdo de novas linhagens

descritas neste trabalho utilizaram as técnicas descritas a seguir.

3.2.1 — Reacao em cadeia da Polimerase (PCR) e Reacéo de Ligagao

Utilizamos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo de genes
de interesse e validacdo de clonagem. Para PCR que visava amplificar insertos génicos
usamos a enzima de alta fidelidade Phusion (BiolLabs) de acordo com o protocolo
sugerido pela empresa. Para PCR que tinha o objetivo de checar clonagem quanto a
presenca de insertos positivos, assim como para a amplificagdo de genes usados para a
construcdo de espectros de mutacdo utilizado neste trabalho, utilizamos a enzima Taq
DNA polimerase (Sigma) de acordo com as instrucdes do fabricante. A temperatura de
anelamento dos primers com o DNA foi utilizada de acordo com as caracteristicas
particulares das sequéncias de cada par de iniciadores utilizado neste trabalho.

Todas as reacfes foram acrescidas de DMSO e para facilitar a interacdo destas
polimerases com o DNA rico em GC de C. crescentus.

Apos a amplificagdo do inserto de DNA para a clonagem ele foi submetido a um
passo adicional de ligagdo a um vetor de clonagem e posteriormente ao vetor final. Esta
ligacdo foi feita com a enzima T4 Ligase (Sigma) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para melhorar a eficiéncia de ligacdo, mudamos a temperatura de incubacéo
da reacéo para 4° C (geladeira) por 16 horas.

Os plasmideos obtidos destas reacdes de ligagdo foram extraidos com ajuda do
KIT da Promega Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System.
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3.2.2 — Preparacéo de células quimio-competentes para clonagem

Neste trabalho as células competentes foram preparadas de acordo com o
protocolo proposto por Sambrook & Russell (2006) com algumas modificagdes.

As células foram recuperadas do freezer -80° C em placas de LB solido. No dia
seguinte, uma colonia isolada foi colocada para crescer em 2 mL de LB caldo por 2 horas
em agitacdo constante a 37° C em um tubo snap cap de 13 mL descartavel. Apos este
passo, o pré-cultivo foi transferido para um erlenmeyer de 250 mL e foi acrescido de 500
puL de MgCl2 1 M e 47,5 mL de meio LB liquido pré-aquecido a 37° C. Este cultivo foi
deixado agitando a 37° C ate atingir a DOsso 0,5 (aproximadamente 3 horas).

Enguanto as células chegavam na concentracdo desejada, 2 tubos tipo Falcon de
50 mL foram deixados imersos em gelo e a centrifuga foi colocada para resfriar a 4° C
para o prosseguimento do protocolo.

Com as células na concentracéo desejada (DOsso 0,5), elas foram transferidas para
os dois tubos previamente resfriados, e deixadas imersas em gelo por 15 minutos. Apés
este passo, os tubos foram centrifugados a 3000 g por 12 minutos a 4° C e o sobrenadante
foi descartado com cuidado para ndo perder o sedimento de células e ressuspendido
gentilmente com a ajuda de uma micropipeta (1 mL) na solucdo RF I (50 mL de KCI 1
M; 25 mL MnCl,.4H>0 1 M; 30 mL de acetato de potassio 0,5 M pH 6,9; 5 mL de
CaCl2H20 1 M; 75 mL de glicerol. Completar para o volume de 500 mL com &gua
MilliQ).

As células voltaram para o repouso em gelo por mais 15 minutos. Este passo foi
seguido de uma nova centrifugacdo a 3000 g por 12 minutos e o sedimento celular foi
ressuspendido em 2 mL da solugdo RF Il (10 mL de Na-MOPS 0,5 M pH 7; 10 mL de
KCI 0,5 M; 37,5 mL de CaCl>.2H.0 1 M; 75 mL de glicerol; completar o volume com
H20 MilliQ para 500 mL) e aliquotadas em tubos de 1,5 mL para serem guardadas no

freezer -80° C até o momento de serem utilizadas.

3.2.3 — Transformacéao de células competentes

As células foram transformadas com o DNA de interesse seguindo 0s passos a
seguir. Antes da transformacéo a temperatura do banho maria foi ajustada para 42° C e o
DNA plasmidial utilizado para a transformacéo foi retirado do freezer -20° C e deixado
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em repouso em gelo para que descongelasse. Apos estes passos, as aliquotas com as
células competentes foram retiradas do freezer -80° C para dar inicio a a transformacéo.

Para cada ensaio de transformacdo, foi utilizado 50 uL de célula competente e 5
uL de DNA plasmidial. Estes foram misturados em um tubo eppendorf e deixados em
repouso no gelo por 30 minutos. Apds este passso, o tubo da transformacéo foi submetido
aum choque térmico por 2 minutos no banho maria a 42° C e logo apds este procedimento,
0s tubos voltaram para mais 10 minutos em gelo. Para prosseguir com a transformacao
500 pL de LB liquido foi adicionado ao tubo e eles foram levados para serem incubados
a 37° C em agutacdo constante por 90 minutos.

As células transformantes foram plaqueadas em LB soélido acrescido do
antibiotico utilizado como marcador de selecdo e caso o plasmideo utilizado possuisse
selecdo azul e branca, as placas foram acrescidas de Xgal e IPTG para selecdo de

possiveis clones positivos.

3.3 - EXTRACAO DE RNA COM TRIZOL

Optamos por comparar a quantificacdo dos transcritos das linhagens selvagem
(NA1000), PimuA (controle) e PimuAo® para nos certificarmos dos niveis de expresséo
dos genes do operon imuABC ap6s a insercdo da mutacdo o° nas linhagens PimuA e
PimuAo®.

Para isso, extraimos o RNA derivado destas linhagens na fase exponencial
utilizando 10 mL das culturas, que foram centrifugadas a 5000 g por 10 minutos para
retirada do meio de cultura. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 1 mL de Trizol®
(Thermo Scientific) sem a utilizacdo do vortex e colocado no freezer -80° C durante a
noite para prosseguir a extracdo no dia seguinte.

Para continuar o protocolo de extracdo, a mistura homogénea (pellet bacteriano +
trizol) foi incubada em um banho seco a 65° C por 15 minutos, sendo que a cada 5 minutos
0s tubos foram vertidos para melhorar a homogeneizagdo. Apods este passo, 200 pL de
cloroférmio foram adicionados a solugdo, e os tubos voltaram a ser vertidos de forma
continua, desta vez por 15 segundos e colocados para descansar em temperatura ambiente
por cinco minutos.

A extracdo de RNA prosseguiu com a centrifugacdo a 12000 g por 15 minutos em
uma centrifuga previamente resfriada a 4° C. Como resultado, foram obtidas trés fases

(rosa, branca e transparente). Coletamos apenas a fase transparente e repetimos a lavagem
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com 200 pL de cloroférmio para nos certificarmos que todo o trizol foi retirado da
solugdo. Para precipitagdo do RNA, adicionamos a fase translicida em 500 pL de
isopropanol e levamos para o freezer com temperatura de -80° C durante a noite.

No dia seguinte, retiramos 0 RNA em fase aquosa do freezer -80° C e esperamos
descongelar no gelo. Assim que completado o passo anterior, centrifugamos os tubos por
20 minutos a 4° C. Retiramos o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta, para evitar
que o sedimento fosse perturbado. Para lavagem, usamos 1 mL de etanol 70% recém-
preparado e previamente gelado. VVoltamos a centrifugar os tubos por cinco minutos a 4°
C. Retiramos o sobrenadante e secamos o pellet por cinco minutos a 55° C em banho seco
e ressuspendemos em 50 pL de 4gua DEPC aquecendo os tubos a 55°C por cinco minutos.
Os RNAs foram mantidos a -80° C até serem utilizados.

3.4 - TRATAMENTO DO RNA COM DNASE, SINTESE DE CDNA E gRT-PCR

Para avaliar os niveis de expressdo do operon imuABC nas linhagens selvagem,
PimuA e PimuAo® usamos o gene imuB como alvo de qRT-PCR. Para este proposito,
foram usadas duas réplicas bioldgicas de RNA de cada uma das linhagens mencionadas
anteriormente na fase de crescimento exponencial.

Apos a extragdo do RNA, este foi tratado com DNase | (Thermo Scientific) por
40 minutos a 37° C. Para evitar que a DNase | continue agindo durante a sintese de cDNA,
1 uL de EDTA 1 M foi adicionado a reagdo, e esta foi incubada por 10 minutos a 65° C
em banho seco para inativacao desta enzima. Como controle da negativagédo da presenca
de DNA apds o tratamento descrito, fizemos uma PCR usando os iniciadores do gene
rpoB com aliquotas das amostras, assim como DNA genémico da linhagem NA1000
(usado como controle positivo). Em caso de auséncia de amplificacdo, seguimos para o
passo seguinte da sintese de cDNA.

A sintese de cDNA foi feita com o kit SuperScript Il first-strand synthesis for
RT-PCR (Invitrogen) utilizando 10 pL do RNA tratado com DNase | em dois passos,
como sugerido pelo fabricante. Para confirmar a sintese de cDNA, um novo controle de
amplificacdo foi realizado com aliquotas das amostras ap0s este passo e DNA gendmico
da linhagem selvagem (NA1000). Em caso de amplificagdo positiva, as amostras seriam
usadas para quantificacdo de transcritos por gPCR.

Os iniciadores usados na gRT-PCR (rpoDfwd e rpoDrev; imuBfwd e imuBrev)

tiveram sua eficiéncia testada previamente pelo entdo aluno de iniciacéo cientifica Marco
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Noronha por um ensaio de amplificacdo por curva padrdo e andlise da curva de
dissociacdo, o que foi fundamental para o célculo final de expressdo. Todos os iniciadores
utilizados neste trabalho assim como suas sequéncias, podem ser observados na Tabela
3. Para quantificacdo de transcritos, utilizamos os cDNAs em reacGes de PCRs
independentes para o gene imuB assim como para o normalizador, o gene que codifica a
subunidade sigma da RNA polimerase (rpoD). A linhagem NA1000 em fase logaritmica
(DOs00 0,5) foi utilizada como referéncia.

As reacdes de RT-PCR em tempo real foram realizadas em um volume final de
12,5 uL contendo 6,25 uL de Power SYBR Green PCR master mix, 1 uL de cada primer
(10 uM), 50 ng/uL de cDNA e 3,25 uL de &gua ultrapura (Gibco). As condicGes de
amplificagcdo foram 95° C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos contendo 95° C por 15
segundos e 60° C por um minuto. Os experimentos de RT-PCR foram realizados em
triplicata técnica utilizando-se a plataforma StepOne Plus (Applied Biosystems). As

analises foram realizadas como proposto por Pfaffl em 2001.

3.5 - EXPERIMENTOS DE SOBREVIVENCIA A AGENTES GENOTOXICOS

Ensaios de sobrevivéncia a diversos agentes genotoxicos foram realizados durante
este trabalho. As linhagens NA1000, PimuA, PimuAo®, ArecA PimuA e ArecA PimuAo°®
foram testadas com mitomicina C (MMC) e UV como descrito a seguir. Usamos cultivos
de C. crescentus na fase exponencial (DOsoo 0,4). Para os experimentos realizados com
UVC, deixamos as células atingirem a concentragdo desejada e separamos 8 mL do caldo
bacteriano em um tubo estéril, que foi centrifugado por cinco minutos a 5000 g para
retirada do meio PYE. Os sedimentos bacterianos foram ressuspendidos no mesmo
volume de agua MilliQ estéril com ajuda do vortex. A solucdo foi despejada em placas
de petri 60 x 15 e irradiada com 0, 50, 100 e 200 J/m? para as linhagens NA1000, PimuA
e PimuAo®. Os mutantes recA foram irradiados com doses menores de UVC (0 e 10 J/m?),
uma vez que a auséncia da resposta SOS e de recombinacdo homdloga nestas cepas as
deixa mais sensiveis a agentes que danificam o DNA.

Ensaios de sobrevivéncia ao UVC também foram realizados com a linhagem
NA1000 pareada com a imuC de forma similar ao ensaio descrito anteriormente com as
doses de 0, 150, 200, 250, 300 e 350 J/m?.

Para o célculo de sobreviventes, aliquotas foram retiradas antes e logo apés cada

irradiagdo com UVC, submetidas a diluicdo seriada em PYE, e semeadas em placas de
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PYE — agar, que foram posteriormente mantidas 48 horas a 30° C para contagem de UFC.
O célculo da fracdo de células que sobreviveram a irradiagdo foi obtido dividindo a
contagem do nimero de UFC obtidos apds a irradiacdo pelo nimero obtido em aliquotas
ndo irradiadas (N/NO). Todas as manipulacdes experimentais e 0 crescimento das
bactérias em PYE — agar foram realizados na auséncia de luz para evitar a fotorreativacéo,
que é um mecanismo de reparo de DNA em bactérias que repara os fotoprodutos (Kimura
etal., 2004).

A sobrevivéncia a MMC também foi feita com celulas em crescimento
exponencial nas linhagens NA1000, PimuA e PimuAo°®. Apds chegar DOsoo desejada (0,4)
o caldo bacteriano foi dividido em aliquotas de 1 mL em tubos Falcon ® de 13 mL de
fundo redondo, e receberam doses crescentes de MMC (0; 0,25; 1 e 2 pg/mL). O
tratamento com MMC aconteceu durante uma hora em agitacao constante a 30° C. Ap0os
este tempo, aliquotas de todos os tubos foram retiradas e diluidas de forma seriada para
plaguear em PYE — 4gar. A obtencdo do nimero de sobreviventes foi feita de forma
similar a descrita para a radiacdo UVC.

Experimentos de sobrevivéncia a Metil Metasulfonado (MMS) também foram
realizados com as linhagens NA1000 e imuC. Estas linhagens foram tratadas com 0 e 15
mM da droga recém diluida. Todo o procedimento metodol6gico para a sobrevivéncia a
este agente é igual aquele usado para MMC.

3.6 - ENSAIOS DE MUTAGENESE

Realizamos ensaios de mutagénese induzida por UV, MMC e MMS. Todos 0s
ensaios foram feitos de forma similar, sendo que suas particularidades serdo descritas a
sequir.

Para testar a mutagénese induzida por UVC irradiamos as células 50 J/m? (PimuA
e PimuAo°®); 10 J/m? (PimuAArecA e PimuAo®ArecA) e 10, 25, 50 e 75 J/m? (NA1000 e
imuC). Todas as rodadas de irradia¢do foram acompanhadas por um controle sem irradiar,
que foi usado como indicativo da mutagénese espontanea para cada uma das linhagens
descritas anteriormente.

Assim como a sobrevivéncia, 0s experimentos de mutagénese induzida por UV
foram feitos no escuro para evitar o reparo dos dimeros por fotoreativacdo. Neste
contexto, bactérias em caldo na fase exponencial (DOsoo: 0,4) crescidas em meio PYE

foram separadas em aliquotas de 8 mL que foram centrifugadas para a retirada do meio
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de cultura e ressuspendidas no mesmo volume de H>O MilliQ estéril para serem
irradiadas. Apos a irradiagdo com as doses descritas anteriormente, 200 uL foram
retirados de cada ponto, e adicionados a um tubo de 13 mL contendo 800 pL de PYE
liquido concentrado a 1,2 X. O mesmo procedimento foi feito com o controle sem irradiar.
Ap0s este passo, 0s tubos foram incubados por 24 horas longe da luz branca e em agitacéo
constante em uma estufa a 30° C. Para cada experimento de mutagénese utilizamos
duplicatas técnicas de cada ponto irradiado, assim como do controle.

No dia seguinte, aliquotas de 100 uL de cada um dos tubos foram retiradas para
diluicdo seriada e plaqueamento em PYE — agar, que foi usado para a contagem de
sobreviventes apés a irradiagdo. Do volume restante, 700 uL foi centrifugado a 3000 g
por trés minutos em temperatura ambiente e ressuspendido em 100 pL de PYE para
plaqueamento em PYE — agar com 100 pg/mL de rifampicina. Este antibiotico foi usado
para deteccdo de mutantes RifR apds o tratamento com todos os agentes testados neste
trabalho. Todas as placas foram mantidas na estufa a 30° C por 48 horas para a contagem
dos sobreviventes e das coldnias rifampicina — resistentes (Riff).

A mutagénese induzida por MMC e MMS, que sdo agentes quimicos, possui
passos adicionais aqueles descritos para UVC. O tratamento com estas drogas foi feito de
forma similar aquele descrito para a sobrevivéncia a estes agentes. Para a mutagénese
apos o tratamento, todo o caldo bacteriano (1 mL) que recebeu as doses de 0,25 pg/mL
de MMC (PimuA e PimuAo®) e 15 mM de MMS foi lavado duas vezes com PYE
(centrifugacdo 3000 g por cinco minutos e ressuspencdo em 1 mL de PYE liquido) para
a retirada de toda a droga do meio. Ap6s as lavagens, 200 pL da cultura tratada foram
adicionados em 800 pL de PYE liquido em tubos de 13 mL. A partir de cada um dos
tratamentos foram feitas duas réplicas técnicas para a mutagénese induzida por estas
drogas. Estes tubos foram deixados agitando por 24 horas a 30° C para retirada de
aliquotas para a sobrevivéncia e mutagénese RifX de forma similar ao descrito para
mutagénese UV.

Para calcular a taxa de mutagénese, calculamos a sobrevivéncia ap0s o0s
tratamentos e normalizamos a contagem de mutantes 700 puL para 1 mL. Dividimos o

namero de mutantes normalizado pelo nimero de viaveis para obter a taxa de mutantes.
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3.7 -TESTE DE FLUTUACAO

As taxas de mutacdo espontanea foram determinadas por testes de flutuagéo nas
linhagens PimuA e PimuAo® como proposto por Foster em 2006. Para este trabalho, um
pré — indculo das linhagens testadas foi feito no dia anterior em PYE liquido com 0,5
ug/mL de gentamicina. Este caldo bacteriano foi diluido para 10 células/mL em 11
culturas independentes em tubos tipo falcon 13 mL com tampa snap cap de fechamento
duplo (que permite oxigenagéo dos cultivos). Estes tubos foram deixados agitando por 48
horas a 30° C. Apds este passo, trés tubos aleatérios foram escolhidos para retirar
aliquotas de 100 pL para diluicdo seriadas usadas para a contagem de sobreviventes. Para
mutagénese espontanea 700 pL foram concentrados em 100 pL para serem plaqueados
em PYE — agar com Rifampicina (100 pg/mL). O célculo de mutantes foi determinado
pelo método Maximum likehood, utilizando o programa FALCOR (Hall et al., 2009).

3.8 - ENSAIOS DE TRANSDUCAO

Para testar a transducdo quantitativa nas linhagens PimuA e PimuAo® usamos o
fago ®Cr30 dinB::spec previamente construido no nosso laboratério, derivado do profago
Cr30 que é utilizado para ensaios de transducdo em C. crescentus (Ely et al., 2015). Antes
do ensaio de transducéo, a preparacdo de fagos foi diluida para uma concentracao de 10°
4, Cada ensaio era composto de 6 tubos, sendo trés controles e trés tratados. Os controles
estavam relacionados a integridade dos Fagos: 500 pL PYE liquido + 30 pL do fago
diluido; 2° e 3° foram usados como controle das linhagens testadas: 500 puL de PYE
liquido + 100 uL do pré-indculo saturado de cada uma das linhagens. Para a transducao
em si, adicionamos 30 pL do fago e 100 ul do pré-indculo em 500 pL de PYE liquido,
sendo que cada um dos controles e das transducdes foi feita em tubos individuais de 13
mL estéreis. Apos este passo, todos os tubos foram deixados agitando por quatro horas a
30° C. Quando chegou ao fim o tempo de agitacdo, plagueamos o contetido de todos 0s
tubos em placas de PYE-agar enriquecidas com espectinomicina, estreptomicina e
gentamicina que foram deixadas incubando por 72 horas a 30° C para a contagem dos

transductantes.
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3.9 - ESPECTRO DE MUTACOES

Para determinar o espectro de mutacdes ocasionadas pela radiacdo UVC nas
linhagens PimuA e ArecA PimuAo®, sequenciamos 0 segundo cluster de resisténcia a
rifampicina do gene rpoB, onde a vasta maioria das mutacdes Rif? se localiza, para
determinar as substituicdes de base que foram induzidas por UVC. Usamos um par de
iniciadores (rpoDfwd e rpoDrev) que flanqueiam uma regido de 100 pb que faz parte
desta regido do gene rpoB (Tabela 3). Foram coletadas 31 colbnias Rif® da linhagem
PimuA e 28 colbnias do mutante ArecA PimuAo°®. Todas as coldnias foram provenientes
de placas independentes de diversos experimentos em que usamos 10 J/m? de radiacio
UVC.

O fragmento de interesse foi amplificado por PCR de col6nia, purificado usando
o kit Wizard DNA clean UP system (Promega) e sequenciado usando o método de Sanger
com BigDye™ termination v3.1 cycle sequencing kit (ThermoFisher). As reacgoes de
sequenciamento foram amplificadas e preciptadas em nosso laboratério, e a
microeletroforese para determinar as sequéncias foi feita pela Central analitica 1Q — USP.
As sequéncias obtidas foram comparadas com a do gene rpoB de C. crescentus presente
nos bancos de dados para determinar as mudancas que conferiram resisténcia, usando o

software Geneious 8.1 (Biomatters)

3.10 - EXPRESSAO DA PROTEINA ImuA

Em parceria com o grupo do professor Dr. Marcio Dias do ICB-USP tentamos as
seguintes metodologias para tentar expressar a proteina ImuA de C. crescentus em E. coli.
Como descrito previamente, clonamos o gene imuA em fase com o vetor de expressdo
pET-28b com a tag de histidina. O primeiro passo para a expressdo foi feito através de
um protocolo teste de expressao de proteinas em E. coli, padronizado pelo grupo do Prof.
Marcio Dias.

Para isso, transformamos previamente as seguintes linhagens de E. coli quimio-
competentes: BL21, Rosetta e BL21/pGRO7 (Tabela 1) com o plasmideo imuApET-28b.
De placas frescas de transformacéo (1 a 3 dias ap6s o crescimento) coletamos uma coldnia
isolada de cada uma das células transformadas e inoculamos em 2 mL de LB para testar

a expressdo na temperatura de 37° C. Tubos adicionais foram preparados para testar a
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expressdao a 18° C. Deixamos o caldo inoculado agitando (200 — 220 rpm) nas
temperaturas adequadas por aproximadamente 4 horas, quando ja era possivel observar o
crescimento bacteriano por turbidez. Para o teste de expresséo realizado na temperatura
de 18° C, deixamos a cultura agitando por 30 minutos adicionais a 37° C para partir para
0 préximo passo.

Para inducdo da expressdo da proteina, adicionamos 1 upL de isopropyl-B-
thiogalactopyranoside (IPTG) na concentracdo de 400 nM, e deixamos em agitagio
constante por quatro horas a 37° C e durante a noite a 18° C. Apds a expressao,
transferimos 500 uL dos cultivos para tubos de 1,5 mL para centrifugacdo (12000 g por
um minuto). O sobrenadante foi removido com cuidado para ndo perturbar o sedimento
formado. Para a lise, tratamos o sedimento utilizando 1/10 do volume de cultura (50 pL)
do reagente BugBuster (Sigma), 5 puL de Lisonase (uma mistura de DNase 100 mM e
Lisozima 100 mM) — este passo tem como objetivo ajudar na lise das células e degradar
0 DNA gendmico. O sedimento foi ressuspendido com ajuda do vértex e a solugéo foi
deixada na bancada em temperatura ambiente por 15 minutos. Apos este passo, o lisado
foi centrifugado por trés minutos a 12000 g. O sobrenadante, que corresponde a fracdo
soltvel, foi transferido para um tubo novo e ressuspendemos o sedimento em 10 pL de
BugBuster (Sigma), e voltamos a centrifugar por trés minutos a 12000 g. O sobrenadante
foi descartado, e o sedimento foi ressuspendido em 50 pL de BugBuster. Apds este passo,
corremos a fracdo soltvel e o pellet ressuspendido em BugBuster em um gel SDS-Page
para avaliar o resultado da expresséo.

Apos o teste de expressdao com as trés linhagens descritas anteriormente, a
linhagem BL21 foi escolhida como a mais promissora para a expressdo em larga escala.
Para isso, esta linhagem foi transformada com o plasmideo imuApET28b. Apds 24 horas
de incubacdo a 37° C, uma colbnia isolada da linhagem transformada foi escolhida para
fazer o pré-inoculo em 100 mL de LB + canamicina. No dia seguinte, 10 mL do pré-
inéculo foi adicionado em erlenmeyers contendo 1 L de LB (no total de 2 L). Os
erlenmeyers foram colocados para agitar a 37° C até os cultivos atingirem DOsoo: 0,6 (fase
exponencial), apds este passo, foi iniciada a inducdo com IPTG (200 nM) que aconteceu
durante a noite a16° C. No dia seguinte, o caldo bacteriano total foi centrifugado (5000 g
por 20 minutos a 4° C). O sedimento que resultou da centrifugacdo foi transferido para
um Becker e tratado com 50 mL com Tris — HCI pH: 7,8; 200 uL Lisozima 100 mM; 200
puL DNase 100 mM e 200 uL de Phenylmethane sulfonyl fluoride (PMSF) que é um

inibidor de protease. Para homogeneizar o sedimento nos reagentes durante a lise
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quimica, foi utilizado um bastdo de vidro e a solucédo foi deixada descansando por uma
hora com o seu conteudo imerso em gelo. Apos este tempo, o contetdo da lise quimica
imerso em gelo foi sonicado por seis ciclos de 30 segundos, sendo cada um destes ciclos
espacados por tempos de um minuto de descanso com pulsos de trés.

O lisado foi centrifugado por uma hora com uma rotacdo de 15000 g a 4° C,
corremos um gel de SDS-Page para avaliar o resultado da expressdo e com o auxilio da
Aluna de doutorado do professor Marcio Dias, Priscila Bury, purificamos a proteina
usando o aparelho AKTA (GE Healthcare).

De forma alternativa, também tentamos purificar a proteina ImuA em E. coli
usando outro método de lise mecénica. Desta vez utilizamos ciclos de congelamento e

descongelamento em nitrogénio liquido (cinco ciclos) no lugar do uso do sonicador.

3.11 - ISOLAMENTO DE COLONIAS E EXTRACAO, QUANTIFICACAO E
CONTROLE DE QUALIDADE DE DNAS USADOS PARA O SEQUENCIAMENTO
DE GENOMAS

As linhagens NA1000 e imuC foram expostas a doses crescentes de radiagdo UVC
(0, 150, 200, 250 e 350 J/m?). A sobrevivéncia a estas doses foi obtida como ja descrito
anteriormente neste trabalho. A partir dos nossos resultados de sobrevivéncia escolhemos
a dose de 300 J/m? para coleta de coldnias isoladas.

De cada experimento de sobrevivéncia ao UV, recuperamos uma Unica colénia
isolada da dose de 300 J/m?, que foi semeada em uma placa nova de PYE — agar. A partir
desta placa, recuperamos uma coldnia isolada para a extracdo de DNA.

Um pré — inoculo de 4 mL foi feito a partir desta colénia, e parte deste caldo (1,35
mL) foi usado para congelar as células no dia seguinte na nossa colecdo, e o restante foi
centrifugado a 12000 g por 10 minutos para obten¢édo de sedimento com bactérias para a
extracdo de DNA gendmico. Além das colonias isoladas de sobreviventes ao UVC,
também congelamos e extraimos o0 DNA de amostras que ndo foram irradiadas.

A extracdo de DNA gendmico foi feita usando os kits da Promega Wizard™
(Genomic DNA purification) ou Qiagen (Dneasy Blood & tissue kit). Apds a extracdo,
todos os DNAs foram submetidos a controles de qualidade. O primeiro deles foi uma
eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a integridade da molécula e possivel
contaminagdo com RNA. Também quantificamos os DNAs usando o NanoDrop™, que

além de estimar a concentracdo, também nos fornece dados de pureza nas razdes 260/280
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(para esta razéo foram considerados valores préximos 1.8 — que séo considerados puros
para DNA). Valores proximos 1 podem ser considerados problematicos para a
contaminagdo com proteinas, fendis ou demais compostos que possuem absor¢édo a 280
nm. A razdo de 260/230 também foi usada (valores que estdo fora do intervalo 2 — 2.2
podem ser considerados problematicos para contamina¢do com compostos que absorvem
a 230 nm).

Para a construcdo das bibliotecas da Illumina, os DNA gendmicos foram
quantificados por fluorimetria, usando o Qubit (kit Qubit™ dsDNA BR assay — Thermo
Fisher Scientific). Apenas os DNAs que estavam com uma concentracdo acima de 40
ng/uL (obtido com Qubit) e com razdes aceitaveis obtidas pelo NanoDrop foram usados

para sequenciamento.

3.12 - SEQUENCIAMENTO DE GENOMAS

C. crescentus é uma bactéria que possui 0 genoma rico em bases GC, por isso,
usamos para o preparo das bibliotecas genémicas o kit TruSeQ PCR free - Hlumina®. O
protocolo detalhado para a construcdo pode ser consultado neste site:
(https://www.illumina.com/techniques/sequencing/dnasequencing/wholegenomesequen

cing.html).
O primeiro passo para a construcdo de bibliotecas nesta metodologia é a

fragmentacdo de DNA usando o Covaris® para obtencdo de fragmentos de 550 pb. Para
aperfeicoar o protocolo de fragmentacdo sugerido pela Illumina, testamos o ciclo
proposto por eles (duty cycle: 10%; intensidade: 2.0; cycles per bust: 200; duragédo 45
segundos; modo: frequency sweeping; displayed power: S2 9w e temperatura 5,5° - 6° C)
e fizemos uma mudanca no tempo de 45 para 35 segundos. Apos a fragmentacdo do DNA,
corremos um gel de agarose 1,5 % e comparamos os tamanhos dos fragmentos obtidos

para os dois tempos.
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Figura 3. Teste de fragmentacdo de DNA gendmico no Covaris. A) Marcador de peso
molecular; B) Fragmentacdo com 45 segundos; C) Fragmentacdo do DNA com 35
segundos e D) Marcador de peso molecular Lambda DNA/Hind I11).

O nosso teste mostra que existe um acumulo de DNA maior na faixa de 250 — 500
pb quando o DNA foi fragmentado com 35 segundos. Por isso, o protocolo de
fragmentacdo foi adequado para este novo tempo no preparo de todas as bibliotecas
genémicas de C. crescentus construidas neste trabalho. Sem outras adaptacdes o
protocolo para construcdo das bibliotecas de 550 pb foi 0 mesmo proposto pelo o manual
da lllumina.

De forma adicional, a Illumina sugere dois ensaios para avaliar a qualidade das
bibliotecas recém-preparadas antes do sequenciamento. O primeiro deles € uma
microeletroforese de capilar feita no Bioanalyzer (Agilent DNA 1000 — Agilent
Technologies). Neste caso, aliquotas de 3 pL das bibliotecas foram mandadas ao CEFAP
— USP paraarealizacdo do ensaio. Os resultados foram considerados satisfatérios quando
indicavam que a maior concentracdo de DNA estava proxima a 1 Kb.

Para quantificar a concentracdo de fragmentos no tamanho adequado que estéo
ligados a adaptadores usados no sequenciamento, a Illumina sugere realizar uma gPCR
com o KAPA Library quantification Kit, o seu protocolo detalhado pode ser encontrado
no link a sequir:
http://www.mbl.edu/jbpc/files/2014/05/KAPA_Library Quantification_lllumina_TDS.p
df. Para a gPCR, diluimos as bibliotecas de DNA para 0,6 pMol (previamente

quantificadas com Qubit) com Tris — HCI 10 nM pH 8 + 0,05% Tween™. A normalizagéo
da concentracdo de cada amostra foi feita usando o fator de diluicdo para 0,6 pM e 0
tamanho de 650 pb (proposto pela Illumina).
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O pool de amostras sequenciadas foi feito tanto normalizando as amostras para 2
nM, quanto para 4 nM. Esta variacdo é consequéncia da heterogeneidade de
concentragdes de bibliotecas obtidas em diferentes corridas durante este trabalho.

Todas as sequéncias foram obtidas pelo MiSeq, em parceria com o CEFAP — USP

usando cartuchos (v3) de 600 ciclos (2 x 300 pb) e como controle interno 1% de PhiX.

3.13 - ANALISE DOS GENOMAS DE Caulobacter crescentus

Analisamos as sequéncias obtidas na corrida do aparelho MiSeq usando o
software Geneious 8.1 (Biomatters limited). Apos a transferéncia dos dados, pareamos as
sequéncias FastQ obtidas dos dois ciclos de sequenciamento. Esta analise nos permitiu
obter conjuntos de fragmento de DNA com o mesmo tamanho, assim como a leitura de
ambas as pontas do fragmento, gerando desta forma, dados de alta qualidade.

Para a deteccdo de SNPs, incluimos na nossa biblioteca do Geneious a sequéncia
da linhagem selvagem de C. crescentus NA1000 previamente sequenciada
(http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?refseq:NC_011916) por Marks e
colaboradores, 2010. Para a chamada de SNPs automatizada pelo Geneious, as sequéncias
foram primeiro mapeadas contra esta referéncia. S6 foram contabilizados como SNPs,
indels e mutagdes in Tanden aqueles que estavam presentes em pelo menos 75% dos reads
mapeados. ApoOs esta andlise, regibes contendo estas variacBes foram analisadas
individualmente quanto a sua cobertura para verificar a solidez dos dados em relacéo a
cobertura total.

Com as variantes confirmadas, fizemos as seguintes analises manuais sobre os
SNPs encontrados. Realizamos analises de posicionamento destas no mapa circular do
genoma de C. crescentus para verificar se existe uma regido preferencial de acimulo de
mudangas como consequéncia a lesdes provocadas por luz UV. Olhamos também as bases
vizinhas para verificar se as mutagdes encontradas ocorrem exclusivamente em locais de
dinucleotideos de pirimidina, ou se ndo necessariamente ocorrem frente aos
fotoprodutos.Analisamos também o contexto das mutacdes para verificar se elas estavam
presentes em regides génicas e/ou intergénicas.

Por fim, procuramos entender se existe um viés de acimulo de mutacdes que é
determinado pelo posicionamento dos fotoprodutos nas fitas leading ou lagging. Esta
andlise foi feita levando em conta a natureza da replicacdo do DNA em bactérias em que

dois replicons se movimentam em sentido opostos para sintese de DNA. Esta analise s

52



foi possivel para aquelas mutacGes localizadas em dinucleotideos de pirimidina, onde
assumimos que a fita contendo o dinucleotideo de pirimidinas era a fita contendo a leséo
que foi replicada. Assim, determinamos se as mutacfes advém de lesGes presentes na fita

leading ou lagging.

3.14 — ESTATISTICA

Usamos o teste ndo paramétrico de analise de variancia Mann-Whitney para
determinar possiveis diferencas estatisticas nos ensaios de mutagénese, sendo
considerado valores de p < 0,05 como significativos. As analises estatisticas usadas para
validar os dados obtidos pelo sequenciamento dos genomas serdo feitas em parceria com
o Prof Ricardo Véncio, da USP, Ribeirdo Preto, SP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - A EXPRESSAO CONSTITUTIVA DE imuABC EM NIVEIS MAXIMOS
OBTIDOS NA RESPOSTA SOS NAO AUMENTA A MUTAGENESE
ESPONTANEA.

Para estudar os efeitos da expressdo do produto dos genes imuABC em niveis
fisiol6gicos obtidos durante a resposta SOS, construimos a linhagem PimuAo® (Tabela 1).
Esta linhagem possui uma mutacao (0°) no sitio de ligacdo do repressor LexA, que impede
sua interacdo com a sequéncia do operador, permitindo a expressao constitutiva destes
genes (Rocha et al., 2008). Como controle, construimos a linhagem PimuA, que é
geneticamente idéntica a PimuAo®, com excesso da mutagdo 0°, o que mantém a expressao
destes genes reprimida na auséncia de sinal indutor da resposta SOS (Figura 4).

Com objetivo de avaliar os niveis de expressdo dos genes deste operon em PimuA
e PimuAo®, e desta forma validar estas construcées, fizemos a quantificacdo relativa de
transcritos do gene imuB. Nossos resultados mostram que ha um aumento de 28 vezes na
expressao de imuB na linhagem PimuAo® quando comparada com a linhagem controle
PimuA (Figura 4b). Este dado é corroborado por um resultado anterior do nosso grupo
(Galhardo et al., 2005) que mostrou um aumento de aproximadamente 16 vezes na
expressdo deste gene apds irradiacdo com luz UV.

A quantidade de transcritos do gene imuB se mostrou equivalente entre a linhagem
selvagem (NA1000) e a linhagem controle, o que sugere que a pequena duplicacdo do
gene imuA presente na linhagem PimuA néo interfere nos niveis de expressao destes genes
em condig¢des normais (Tabela 1; Figura 4b). Experimentos adicionais foram realizados
com as cepas selvagem, PimuA e PimuAo®, e mostraram que a construcdo destas linhagens
também ndo alterou a dindmica de crescimento celular (dados ndo mostrados).

Estudos em E. coli mostram que mesmo na auséncia da resposta SOS as proteinas
envolvidas em TLS levam ao aumento das taxas de mutagénese espontanea quando tem
acesso a forquilha replicativa. Nesta bactéria, ensaios de superexpressao do gene dinB
(Pol 1V) através de um plasmideo heter6logo (F’lac) aumenta a taxa de mutagéo

espontanea até 800 vezes (Kim et al., 1997).
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Figura 4. Caracterizacdo das cepas PimuA e PimuAo® através do ensaio de RT-PCR
quantitativa. A) Esquema da construgéo das linhagens mostrando a regido promotora do
gene imuA com uma pequena duplicacdo seguida da insercdo do plasmideo pMCS7 no
cromossomo de C. crescentus e do cassete génico imuABC. A diferenga entre as linhagens
PimuA e PimuAo® pode ser observada nas sequéncias ao lado da sua identificacdo que
assinalam as duas bases trocadas dentro do operador de LexA (em destaque), tornado o
promotor constitutivo. B) Niveis relativos de expressdo de imuB. Os dados de expressdo
observados foram gerados usando como controle a linhagem PimuA. Sendo estes resultados
a média de dois experimentos independentes.

Outros casos envolvendo o operon umuDC (Pol V) também ja foram relacionados
ao aumento da mutagénese espontanea em uma linhagem mutante, chamada de recA730.
Este mutante é caracterizado por possuir atividade de coprotease constitutiva em relacao
as proteinas UmuD e LexA, permitindo a formagéo da proteina Pol V (UmuD’,C) (Ennis
et al., 1995). Como consequéncia, esta linhagem mostra um aumento da mutagénese
espontanea quando comparada com a linhagem selvagem. Este fen6tipo mutador é
suprimido quando o gene umuC é deletado (Caillet-Fauquet & Maenhaut-Michel, 1988).

Em 1995, Ennis e colaboradores (1995) caracterizaram bioquimicamente o mutante
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recA730 com uma substituicdo no acido glutdmico da posi¢do 38 por uma lisina na
sequéncia da proteina.

Entender o acesso destas polimerases propensas a erro a forquilha replicativa na
auséncia de lesdo é extremamente importante. A mutagénese untargeted, ou seja, aquela
que é consequéncia da resposta SOS, mas néo é direcionada aos sitios com dano no DNA,
foi primeiramente caracterizada por Maenhaut-Michael em 1985. Um trabalho posterior
deste autor (Caillet-Fauquet & Maenhaut-Michel, 1988) concluiu que o acimulo destas
mutacdes era consequéncia do acesso da Pol V a forquilha replicativa, mesmo na auséncia
de dano no DNA. Hoje se sabe que estas proteinas envolvidas em TLS sdo responsaveis
por uma serie de eventos do compartimento celular, incluindo aqueles de interesse
médico, como a mutagénese induzida por antibiéticos (Gutierrez et al., 2013) e
mutagénese induzida por estresse (Galhardo et al., 2007).

Diferentemente de estudos focados nas polimerases responsaveis pelo aumento da
mutagénese untargeted em E. coli, nenhum trabalho foi feito para verificar se os produtos
dos genes ImuABC tem acesso a forquilha replicativa e conseguem aumentar a
mutagénese na auséncia de dano. Para responder a esta pergunta, comparamos as taxas
de mutagénese espontanea das linhagens PimuA e PimuAo® em C. crescentus (Figura 5).
Nossos resultados para as taxas de mutacdo espontanea obtidos por ensaios de flutuacéo
mostram que n&o existe diferenca estatistica para o aparecimento de mutantes RifR entre
as duas linhagens.

Existem algumas hipo6teses que podem explicar porque a superexpressdo dos
genes imuABC é incapaz de aumentar as taxas de mutagénese espontanea. E possivel que
a funcionalidade das proteinas IMUABC esteja ligada a algum tipo de processamento pos
traducional, como acontece com UmuD que precisa sofrer autoclivagem mediada por
RecA (Figura 2) antes de formar o complexo funcional da Pol V (Ippoliti et al., 2012).
Porém, € improvavel que este mecanismo de ativacdo seja feito pela proteina RecA, ja
que nenhuma das trés proteinas codificadas por imuABC possui homologia com alvos de
processamento por RecA (UmuD, CI e LexA). Outra possibilidade é que estas proteinas
sO tenham acesso a forquilha replicativa na presenca de lesdes, e quando ndo existe DNA
danificado como molde, elas ndo séo recrutadas e/ou sdo incapazes de ter acesso ao
replissomo. Contudo, um estudo recente com Myxococcus xanthus superexpressando ~
100 vezes apenas o produto do gene imuC mostrou um aumento discreto da mutagénese
espontanea (cerca de quatro vezes) (Peng et al., 2017). Vale a pena lembrar que no nosso

modelo estes genes ndo estavam superexpressos, e sim obedeciam a niveis de expressao
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semelhantes aqueles da resposta SOS em C. crescentus (Rocha et al., 2008). Estudos
adicionais seriam necessarios para compreender como funciona a dindmica de replicacéo
da proteina ImuC e a sua interagdo com 0s outros componentes do replissomo durante a
sintese de DNA danificado e livre de lesbes para compreender o papel do produto de

imuABC na mutagénese untargeted.
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Figura 5. Expressdo dos genes imuABC em niveis maximos obtidos durante a resposta
SOS nédo é capaz de aumentar a taxa de mutagénese espontanea. Este grafico é
representativo da média de cinco experimentos de flutuacdo independentes, e mostra a
auséncia de diferenca estatistica entre as linhagens PimuA e PimuAo°® (p=0,46017).

4.2 - A EXPRESSAO CONSTITUTIVA DE imuABC EM NIVEIS MAXIMOS DA
RESPOSTA SOS NAO AUMENTA A MUTAGENESE INDUZIDA POR DANOS
NO DNA.

Como ja discutido anteriormente, os produtos dos genes imuABC sdo necessarios
para a mutagénese induzida por dano em C. crescentus (Galhardo et al., 2005), fenémeno
este que é reflexo da atividade de TLS mediada por estas proteinas. Testamos se a
expressdo constitutiva destes teria algum efeito na mutagénese induzida por UV.
Primeiramente, comparamos a linhagem PimuA com a linhagem selvagem (NA1000) em
pequenas doses (10 J/m?) de UVC, para verificar se a presenca do plasmideo integrado
ao cromossomo da linhagem controle (PimuA) afeta a capacidade de induzir mutagénese
dependente de TLS (Figura 6). Verificamos que ndo ha diferenca entre as linhagens,

indicando que a construcdo ndo afeta negativamente a capacidade de TLS de C.
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crescentus. Com o objetivo de verificar se a expressdo constitutiva destes genes poderia
ocasionar um aumento e/ou disfuncdo da mutagénese induzida por dano, submetemos as
linhagens PimuA e PimuAo® a ensaios de mutagénese, e quantificamos os mutantes RifR

apos exposicdo a MMC (Figura 7) e UV (Figura8).
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Figura 6. Mutagénese induzida por UV nas linhagens selvagem (NA1000) e PimuA. Este
dado € um indicativo que a construcdo da linhagem PimuA ndo altera a mutagénese
induzida por UV. O gréafico mostra a média de trés experimentos independentes. O
asterisco € um indicativo de diferenca estatistica entre a mutagénese espontanea e
induzida por UV.

Nossos resultados mostram que as linhagens controle (PimuA) e PimuAo® ndo
diferem na porcentagem de sobreviventes a MMC (Figura 7a). Para testar a tolerancia a
este agente, fizemos um ensaio de sobrevivéncia a diferentes doses de MMC (0; 0,25; 1
e 2 pg/mL). Os resultados obtidos ndo mostram diferengas em nenhum dos pontos
testados, indicando que a expressdo em niveis maximos da resposta SOS dos genes
imuABC ndo contribui para um aumento na tolerancia aos dados causados por MMC.

Comparamos também as frequéncias de mutantes espontaneos, e também a
mutagénese induzida por MMC entre PimuA e PimuAo®, e ndo observamos diferenca
significativas entre as duas linhagens (Figura 7b). Além disso, comparamos as taxas de
mutagénese espontanea e induzida por MMC de cada linhagem, e nossos resultados
mostram que tanto a linhagem PimuA quanto a linhagem PimuAo® sdo proficientes na
mutagénese induzida por MMC. Desta forma, ndo foi observado nenhum incremento de

mutagénese relacionado a expressdo constitutiva de imuABC na linhagem PimuAo®.
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Figura 7. Efeitos da expressdo constitutiva de imuABC na sobrevivéncia e mutagénese
induzida por mitomicina C. A) Porcentagem de sobreviventes a diferentes doses de
MMC. B) Mutagénese induzida por MMC (0,25 pg/mL) nas linhagens PimuA e PimuAo°.
N&o ha diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias de mutantes espontaneos
e induzidos por MMC quando as duas linhagens sdo comparadas. Ambas as linhagens se
mostraram proficientes na mutagénese mediada por dano (MMC), mostrando taxas que
diferiram da mutagénese espontanea (PimuA p=0,01 e PimuAo® p=0,03).

Resultados similares aos descritos anteriormente para MMC de tolerancia e
inducdo da mutagénese também foram encontrados quando usamos radiagdo UV como
agente estressor (Figura 8). As linhagens PimuA e PimuAo® ndo apresentaram diferencas
significativas na resisténcia a luz UV, assim como ndo foram estatisticamente distintas
em relacdo as taxas de mutagénese espontanea e induzida por UV. A radiacdo UV (50
J/im?), assim como a MMC, também foi eficiente em induzir a mutagénese mediada por
SOS nas linhagens PimuA e PimuAo® quando comparado com os dados de mutagénese
espontanea das duas linhagens (Figura 8B).

Nossos resultados para tolerancia e mutagénese induzida por MMC e UV mostram
que a expressdo dos genes imuABC em niveis maximos da resposta SOS ndo afeta o
fenotipo descrito por Galhardo e colaboradores quando caracterizaram a mutagénese
mediada por estes genes (Galhardo et al., 2005). Além disso, nossos resultados sugerem
que ndo existe nenhum acréscimo de toleréncia a estes agentes genotoxicos que esteja

relacionada a esta expresséo diferenciada destes genes. Em conjunto, estes dados indicam
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que a expressdo de imuABC obtida ap6s o tratamento com 0s agentes genotdxicos é

suficiente para a TLS, e consequente mutagénese.
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Figura 8. Efeitos da expressdo constitutiva de imuABC na sobrevivéncia e mutagénese
induzida por radiacdo UVC. A) Porcentagem de sobreviventes a diferentes doses de UV.
B) Mutagénese induzida por UV (50 J/m?) nas linhagens PimuA e PimuAo®. Ndo ha
diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias de mutantes espontaneos e
induzidos por luz UV quando as duas linhagens sdo comparadas. Ambas as linhagens se
mostraram proficientes na mutagénese mediada por dano UV, mostrando taxas que
diferiram da mutagénese espontanea (PimuA p=0,006 e PimuAo® p=0,006).

4.3 - EXPRESSAO DOS GENES IMUABC EM NIVEIS MAXIMOS
ENCONTRADOS NA RESPOSTA SOS RECUPERA A MUTAGENESE INDUZIDA
POR UVC NA AUSENCIA DE recA

Em E. coli existem alguns modelos que tentam explicar como funciona o
mecanismo em que uma enzima propensa a erro assume a forquilha replicativa e faz o
bypass de lesGes. Todos estes modelos foram introduzidos anteriormente neste trabalho e
possuem um ponto de sobreposicdo. Existe necessidade da proteina RecA no complexo
proteico responsavel pela TLS (Schlacher et al., 2006; Fujii & Fuchs, 2009). Outro ponto
em comum nestes modelos é que eles estdo restritos a E. coli, que possui como principal
enzima responsavel pelo bypass de lesdes a Pol V (Goodman, 2014). Diferentemente do
operon imuABC presente em C. crescentus, umuDC estéo restritos a um pequeno grupo
de organismos dentro do filo Bacteria. Esta restricdo filogenética chama atencéo para
necessidade de entender diferentes modelos de sintese translesdo como aqueles que

possuem outras TLS-DNA-Polimerases como ImuABC, por exemplo.
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Para a Pol V, RecA é fundamental para varias funcGes, comecando pela auto-
clivagem do repressor LexA, 0 que permite a expressédo do operon umuDC durante a
resposta SOS (Radman, 1975; Erill et al., 2012). Posteriormente, é necessaria para um
novo mecanismo de processamento, que vai mediar a autoclivagem da subunidade UmuD
para UmuD’ que ¢é necessaria para a formagdo do complexo proteico Pol V (UmuD’2C)
(Burckhardt et al., 1988), e por fim, existe a necessidade desta proteina associada ao DNA
para que o mecanismo de TLS em si ocorra (Schlacher et al., 2006; Fujii & Fuchs, 2009).
Além da Pol V, o produto do gene dinB (PollV) também necessita de RecA na forquilha
para que aconteca a replicacdo de DNA mediada por esta polimerase em E. coli (Godoy
et al., 2007; Mallik et al., 2015).

Para testar se o cassete mutagénico imuABC presente em C. crescentus também
necessita da proteina RecA para 0 mecanismo de tolerancia ao dano, construimos no
background das linhagens PimuA e PimuAo® mutantes ArecA, chamados de ArecA PimuA
e ArecA PimuAo® (Tabela 1). A mutacdo em recA previne a inducdo da resposta SOS por
agentes genotoxicos, porém a linhagem contendo a mutacdo PimuAo°® expressara imuABC
em niveis maximos, tendo em vista que o sitio de ligacdo de LexA esta alterado. Assim
sendo, podemos aferir se ha a necessidade de RecA para outra atividade que ndo seja a
inducdo do SOS em si, no que diz respeito a TLS mediada por imuABC. Escolhemos para
estes experimentos somente a luz UVC, uma vez que nosso grupo publicou um trabalho
mostrando que para que aconteca a mutagénese induzida por MMC, é necessaria a
presenca da endonuclease MmcB, que é regulada pela resposta SOS. Sem a acdo desta
proteina a proteina ImuC nao teria substrato para fazer o bypass deste tipo lesdo especifica
causado por este agente (Lopes-Kulishev et al., 2015).

Nossos resultados podem ser observados a seguir (Figura 9). Primeiramente,
pode-se observar que a auséncia de recA abole a mutagénese induzida por luz UV.
Entretanto, na linhagem recA (que n&o possui resposta SOS) com a expressao constitutiva
dos genes iMuABC (drecA PimuAo®), o fendmeno de mutagénese induzido por radiacao
UVC (10 J/m?) é estatisticamente igual ao observado na linhagem PimuA. Estes
resultados permitem duas conclusdes. Primeiramente, pode-se inferir que ndo ha nenhum
outro gene do regulon SOS cujo aumento da expressao seja necessario para a TLS de
fotoprodutos em C. crescentus. Além disso, fica evidente que RecA é dispensavel para o
mecanismo de TLS mediado por ImMuABC, sendo somente necessaria para a inducdo da
resposta SOS.
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Existem algumas hipdteses que podem explicar a auséncia da necessidade de
RecA para a TLS mediada por ImuABC. A mais provavel esta na fungdo ainda obscura
da proteina ImuA. Sabemos que esta proteina possui regides de homologia com RecA e
SulA (Figura 9), que sdo proteinas induzidas por SOS em E. coli e estdo envolvidas em
maultiplas fungdes dentro da célula, incluindo processamento de polimerases e ativacao
da TLS e controle da diviséo celular, respectivamente (Galhardo et al., 2005). Talvez o
acumulo de ImuA na forquilha replicativa na presenca de uma lesdo seja fundamental
para o recrutamento das proteinas ImuB (que € uma polimerase da familia Y) e ImuC
(polimerase da familia C) para que ocorra a TLS. Para testar essa hipotese, o ideal seria
purificar estas proteinas e fazer ensaios de atividade para testar se a proteina ImuA possuli
afinidade com a fsSDNA (substrato para TLS-DNA-Polimerases) e verificar se ImuB e/ou
ImuC possuem sitios de interacdo com o beta—clamp e com outros componentes do
replissomo, como as helicases, que sdo caracteristicas fundamentais para que as

polimerases sejam funcionais.

RecA —E. coli AFU91764.1 = = =  s-ccecececcccccccccccccnes RAWKIETIWYSIMRLGEDRSMDVETISTGSLSLDI
RecA — C. crescentus ACL94606.1 MTSQAALKLVAKEEGDKQRALEAALAQIDRAFGKGSVMKLGEKGKVEIESVSTGSLGLDI
ImuA — C. crescentus YP_002518691.1 =  ---c---ceeeeeeoo-- MELGMAGSREARLAALRGRIAAMEAGTRTPTPVLSFGEPSIDG
RecA —E. coli AFU91764.1 ALGAGGLPMGRIVEIYGPESSGKTTLTLQVIAAAQREGKTCAFIDAEHALDPIYARKLGY
RecA — C. crescentus ACL94606.1 ALGIGGLPKGRIVEVYGPESSGKTTLALHVVAEVQKAGGTAAFVDAEHALDPSYAYKLGY
ImuA — C. crescentus YP_002518691.1 CFPGGGLPLGGWHEVTGAGLEDETGAAPAAFVTQLIRG---------~ LTDRKGGAVWIWV
RecA —E. coli AFU91764.1 DIDNLLCSQPDTGEQALEICDALARSGAVDVIVVDSVAALTPKAEIEGEIGDSHMGLAAR
RecA — C. crescentus ACL94606.1 NLDNLLVSQPDNGEQALEITDTLVRSGAVDIVVVDSVAALTPKAEIEGEMGDSLPGLQAR
ImuA - C. crescentus YP_0202518691.1 ARRADLFAPGLLGLGFPAARLIQVRARDEAETLSLLEDALSTQGVAAAVAEAEAPDLTAG
RecA —E. coli AFU91764.1 MMSQAMRKLAGNLKQSNTLLIFINQIRMKIGVMFGNPETTTGGNALKFYASVRLDIRRIG
RecA — C. crescentus ACL94606.1 LMSQALRKLTASINKANTIVIFINQIRHKIGVMYGSPETTTGGNALKFYASVRLDIRRTG
ImuA — C. crescentus YP_002518691.1 RRLQLACEKRGGFG-=--~~-~-~- VVLHRRPYGGRAGGKPRLVSGSASFSRUWR- -~ -~ IAPAP
RecA —E. coli AFU91764.1 AVKEGENVWGSETRVKVVKNKIAAPFKQAEFQILYGEGINFYGELVDLGVKEKLIEKAGA
RecA — C. crescentus ACL94606.1 SVKARDEIVGNNVRVKVVKNKVAPPFREVEFDIMYGEGISKLGEVIDLGVKAGIIDKAGS
ImuA — C. crescentus YP_002518691.1 SGPPPDDIG-----=---=-~--~- LGPPRWRVELERCRGG--==-==-=====emmeum- RPG
RecA —E. coli AFU91764.1 WYSYKGEKIGQGKANATAVILKDNPETAKEIEKKVRELLLSNPNSTPDLCRRIWNG- -

RecA — C. crescentus ACL94606.1 WFSYGSQRIGQGRDNVREFLKNNPDVAADIEKAVRKSSQKIEEELLVGGPEEGEED

ImuA — C. crescentus YP_002518691.1 GWILQAQEAGHGPHPFRLVSQLADHDVAAAEAGRRFG--~-----==-==cuuuun

Figura 9. Alinhamento multiplo das sequéncias das proteinas RecA de E. coli e C.
crescentus e da proteina ImuA da bactéria estudada neste trabalho. O alinhamento foi
feito com ClustalW2 online (http://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).

Usando como modelo bacteriano M. tuberculosis que utiliza os genes imuAd’ e

imuBC (neste organismo estes genes nao estdo organizados em operon) para fazer TLS,
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Warner e colaboradores sugeriram um mecanismo parcial para a TLS feita pelos produtos
destes genes. Eles acreditam que as proteinas ImuB e ImuC funcionam em conjunto para
replicar o DNA lesionado, sendo ImuB uma proteina acessoria fundamental para a TLS
realizada por ImuC. Porém neste modelo eles ndo sugerem nenhum papel funcional para

a proteina ImuA (Warner et al., 2010).
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Figura 10. A expressdo constitutiva de imuABC restaura a mutagénese induzida por luz
UV no mutante recA. A mutagénese induzida por luz UVC na linhagem recA PimuA nao
difere da contagem de mutantes espontaneos (p= 0,29). Porém, a mutagénese dependente
de fotoprodutos é restaurada na linhagem que expressa as proteinas ImuABC em niveis
fisiolégicos (ArecA PimuAo®) (p= 0,00205). As taxas de mutagénese induzida (p= 0,17)
ndo diferem entre as linhagens ArecA PimuAo®e PimuA (usada como controle positivo
do fendmeno de mutagénese induzida por UV).

Em 2005 quando Galhardo e colaboradores (Galhardo et al., 2005) descreveram
0s trés genes responsaveis pela mutagénese induzida por dano em C. crescentus, foi
caracterizado um espectro de mutacdes caracteristico da acdo desta via de TLS. Outras
polimerases que sdo propensas a erro tendem a deixar uma “assinatura de mutagdes” que
é caracteristica da forma que ela faz o bypass das lesdes. Um exemplo deste mecanismo
é a Pol 1, que quando ausente do genoma humano existe uma diminuicdo bruscas das
substituicdes AT (Martomo et al., 2005). Com objetivo de verificar se os tipos de mutagéo
encontrados na linhagem PimuA na recA PimuAo®sdo equivalentes, o que sugeriria que o

mecanismo de TLS operando na linhagem selvagem e na linhagem recA com expressao

63



constitutiva de imuABC é o mesmo, amplificamos e sequenciamos o0 gene rpoB de
colbnias RifR? de ambas as linhagens.

Obtivemos sequéncias da regido do gene rpoB de 31 mutantes Rif? da linhagem
PimuA e 28 da cepa recA PimuAo®. Analisamos cada uma delas comparando com a
sequéncia integra do banco de dados, e obtivemos o espectro de muta¢des causadas pela
exposicdo a luz UVC (Figura 11 e Tabela 4). Como ja introduzido neste trabalho, a
radiacdo UVC é responsavel por gerar prioritariamente lesGes chamadas de fotoprodutos
(Pfeifer et al., 2005). Estas modificacdes no DNA acontecem prioritariamente em
citosinas adjacentes, sendo as sequéncias TT e TC mais reativas que CT e CC (Rastogi et
al., 2010).

Nossos dados mostram que a maioria das mutagdes encontradas em ambas as
linhagens séo transi¢es G:C—A:T, aparecendo em uma frequéncia de 71% das mutac¢des
da PimuA e 64,3 da linhagem ArecA PimuAo®. Estes dados sdo consistentes com aqueles
observados por Galhardo e colaboradores em 2005 (Galhardo et al., 2005). No seu
trabalho esta mudanca também foi a mais frequente (42,9%) para coldnias RifR
recuperadas apos a irradiacio com 90 J/m? de UVC. Neste mesmo trabalho, ficou
determinado que a assinatura de mutacgdes da proteina ImuC envolve também as mutacdes
G:C—C:G. Este tipo de mudanga era totalmente abolido no espectro de mutagdes no
mutante 4imuC (Galhardo et al., 2005). No nosso sequenciamento encontramos este tipo
de mutacdo tanto na linhagem PimuA (6,5%) quanto na cepa ArecA PimuAo® (7,1%).

Outra possivel assinatura de mutacdes dependentes de ImuC descrita
anteriormente por Galhardo e colaboradores em 2005 é o aparecimento de mutacdes in
tandem, que neste caso sdo mutagdes agrupadas em bases adjacentes ou duas mutacgoes
separadas por uma base. Quando sequenciamos esta regido do gene rpoB, encontramos
um total de 6,5% destas mutagdes para a linhagem PimuA e 3,6% ArecA PimuAo®. Este
tipo particular de mutagdo também foi muito frequente quando sequenciamos 0 genoma
completo de C. crescentus (linhagem selvagem) ap6s a irradiar com doses maiores de UV
(300 J/m?) (ver adiante).

Apesar das variagdes encontradas nas frequéncias das mutacGes, todas as
mudangas indicadas como fazendo parte do espectro de mutagbes de ImuC foram
amostradas nas duas linhagens, o que é um indicativo de que elas foram consequéncia da
mesma viade TLS, ou seja, houve restauracao do fendmeno de TLS mediado por imuABC

na linhagem recA.
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Tabela 4. Tipos de mutacoes induzidas por UVC nas linhagens PimuA e ArecA

PimuAo°®
Tipo de mutagéo PimuA  ArecA PimuAo®
G:C—AT 71,0 64,3
G:C—-CG 6,5 7,1
AT-G:C 9,7 25
A T—-C:G 0 0
AT-TA 6,5 0
Mutac0es in tandem 6,5 3,6
Total 100% 100%

Quando comparamos o espectro de mutagdes induzidas por UVC obtidos para as
linhagens PimuA e ArecA PimuAo® (Tabela 4) é possivel observar que elas estdo
representadas em proporcdes semelhantes entre as duas cepas. Pequenas diferencas
podem se dever ao baixo numero amostral e aleatoriedade dos ensaios de mutagenicidade.
As mutacdes A:T—T:A foram representadas apenas na linhagem PimuA. Este tipo de
mutacdo ndo foi apontado por Galhardo e colaboradores (Galhardo et al., 2005) como
fazendo parte da assinatura TLS mediada por ImuABC, e a maioria destas mutacGes néo
estdo localizadas em regides de dimeros de timina (Figura 11), e provavelmente ndo séo
derivadas do bypass de fotoprodutos pelo produto dos genes imuABC . Este mesmo tipo
de substituicdo também foi pouco amostrado no espectro de mutacGes presentes em
genomas derivados da linhagem NA1000 apos ser irradiado com 300 J/m? (ver adiante).
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PimuA — 31 mutacdes
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Figura 11. Regido do gene rpoB mostrando de forma esquematica mutacfes presentes
em mutantes RifR apds a exposicio a radiacdo UVC (10 J/m?). As cepas PimuA e ArecA
PimuAo® estdo mostradas acima, com a sequéncia original do gene rpoB em preto, e as
mutacdes encontradas posicionadas acima desta sequéncia. Nesta figura € possivel
observar as mudancas listadas na (Tabela 4).

4.4 - EXPRESSAO DA PROTEINA ImuA

Para tentar entender o papel da proteina ImuA na sintese translesdo dependente de
imuABC, construimos o plasmideo imuApET28-b (Tabela 2) que possui imuA clonado em
fase com uma cauda de histidina, para a purificagdo desta proteina ao usar uma coluna de
niquel que possui afinidade por este aminoacido. A expresséo foi feita através da inducéo
por IPTG e 0s nossos resultados podem ser vistos a seguir.

Com o objetivo de escolher o melhor hospedeiro para expressao da proteina ImuA,
fizemos um ensaio piloto com as seguintes linhagens de E. coli BL21, BL21 (pGRO7) e
Rosetta. Nossos resultados indicaram a linhagem BL21 como a mais adequada para a

expressao da proteina ImuA (dados ndo mostrados).
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A proteina ImuA tem massa molecular predita de 25,45 kDA (sem a cauda de
histidina) e coeficiente de extincdo de 1,14. Para obtencdo da proteina ImuA, a
expressamos em larga escala em BL21 (4 L), e purificamos usando uma coluna de niquel
que possui afinidade por histidina. Os nossos resultados da purificacdo identificaram um
pico pequeno de 130 mAU presente no intervalo das fracdes 6 a 12. Para tentar determinar
se este resultado era correspondente com o tamanho da proteina ImuA corremos um gel

de acrilamida 10% que pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12. Gel de acrilamida 10% com as amostras das fracfes 12 a 6 (decrescente da
esquerda para direita) da purificacdo da proteina ImuA. Neste gel podemos ver a presenca
de uma banda de 25 kDA, presumivelmente da proteina ImuA, nas fraces indicadas pela
seta vermelha (fragdes 11, 10, 9 e 8) quando comparadas com a banda de mesma massa
do marcador. No gel também temos o Flow through (FL), Lisado (L) e a fracdo
recuperada com 5% do tampé&o b (5%b)

Nossos resultados mostram pouca especificidade e baixo rendimento para a
expressdo da proteina ImuA usando a BL21 em um protocolo em larga escala. A
discrepancia entre os resultados do ensaio piloto e dos dados mostrados anteriormente
pode ser consequéncia de mudancas protocolares em relagdo a lise celular. Quando
testamos a melhor linhagem para expressar ImuA, o protocolo de lise era inteiramente

quimico (usando o reagente BugBuster). Porém, o uso deste protocolo é inviavel para
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grandes volumes que sdo necessarios para expressdo de proteinas e purificacao.

Tentando eliminar este viés experimental, resolvemos usar um novo protocolo
para expressdo e purificagdo das proteinas. Desta vez utilizamos a lise mecénica com
nitrogénio liquido, e para aumentar nossas chances de sucesso, voltamos a incluir as trés
linhagens de E. coli como receptores para o vetor imuApET28-b. Estes resultados podem

ser observados na Figura 13.

BL21 (pGRO7) Rosetta BL21
I

A A
L) W w u

-=
-
—

2h S
2h P
NI

1h S
1h P
2h S

1h S
1h P

z
NI: Nio induzido

1h S: 1 hora de indug@o — sobrenadante
1h P: 1 hora de indugdo — pellet

2h S: 2 horas de indugdo — sobrenadante

2h P: 2 horas de indugdo — pellet
25kDA

25kDA

Figura 13. Gel de acrilamida 10%. Expressdo da proteina ImuA em BL21, BL21
(pGROY7) e Rosetta. Para testar a eficiéncia do método de expressao usando lise mecénica
0 nitrogénio liquido. Comparamos o NI (ndo induzido) com a inducdo por 1 e 2 horas
com IPTG para as trés linhagens. N&o € possivel observar diferencas na inducéo da
expressao quando comparado com os controles nas trés linhagens.

Mesmo mudando o protocolo de extracao, o experimento mostrou-se ineficiente.
Quando comparamos 0s niveis de expressdo do ndo induzido, com os tratamentos que
sofreram inducéo por IPTG (1 e 2 horas) ndo observamos diferenga na densidade das
bandas presentes no gel (Figura 13) mostrando que este protocolo de expressao usando
lise mecanica mediada por hidrogénio liquido ndo foi eficiente para obtencdo das
proteinas. Uma possivel explicagdo € a presenca de cddons raros na sequéncia imuA para
a expressdo em E. coli (Figura 14). Esta analise mostrou que existe a presenca de cinco
trincas incomuns neste organismo, o que pode ter contribuido para o baixo rendimento da
expressao (para fazer a analise da sequéncia de imuA para trincas raras usamos este link:

http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/). Qutros problemas podem estar relacionados a

natureza da proteina que estd sendo expressa. Ainda ndo sabemos sua fungdo, porém por
homologia (Figura 9) e parcimonia é possivel que ela tenha um mecanismo de agdo
analogo a da proteina RecA (Schlacher et al., 2006). Baseado nestas informagdes e

possiveis caracteristicas da proteina ImuA, talvez o método mais eficaz para purificar esta
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proteina seja usando um substrato de DNA ligado a ela para aumentar a sua estabilidade.
Para fugir dos codons raros presentes em E. coli como organismo hospedeiro, uma outra
possibilidade seria clonar esta proteina em um vetor de expressdo diretamente em C.
crescentus, ou substituir esses codons raros através de mutagénese sitio-dirigida.

A expressdo da proteina que codifica a subunidade catalitica da Pol VV (UmuC) foi
ardua. Em um trabalho reflexivo sobre a importancia do mecanismo de TLS mediado por
Pol V Goodman (um dos responsaveis por um dos modelos de TLS para esta proteina ja
descrito) descreve como foi dificil expressar e purificar UmuC (Goodman, 2014). Neste
mesmo trabalho ele ressalta como a proteina purificada foi fundamental para entender o
mecanismo de TLS em E. coli. Expressar e purificar as proteinas ImuABC é o proximo
grande passo para compreender como a maioria das bactérias (que ndo possuem umuDC)
sdo capazes de realizar TLS. Esforcos futuros do nosso grupo se concentrardo em otimizar

a obtencdo de ImuA recombinante para estudos bioquimicos e estruturais.

Sequéncia do Gene imu4 (735 nucleotideos)

atg gaa gcg ggg act cgg act ccgact ccg gtg ctg tcg ttc gga gag ccg tcg atc gac ggg tge tit ccg gge ggt ggt ctg
ccg ctg gge ggc tgg cat gag gtg acc ggt geg ggg ctg gag gac gaa ace gge gee geg CCC gee gec tit gtc acc cag
ctg atc cgt ggg ctg aca gat cgg aag ggc gga geg gtg gic tgg gtg geg CGA cgg gee gat cic tic geg ceg
gga CTA ctg ggg ctg ggg tit ccg geg geg AGG ctg atc cag gtg cgg gee cge gat gag get gaa ace ctg teg ctg
ctg gag gac gecg ctg tcg acc cag gge gic gee gee get gtg gec gag gee gag get ccg gac ctg ace geec ggg cge cge
ctg caa ctg gee tge gag aag cge gge ggc tit gge gtg gtg ctg cac cge cgt CCC tac gge ggg CGA geg gga goc
aag cca AGG ctc gic tcc gge teg geg teg tic agt cge tgg cgg atc geg CCC geg CCC age ggt ccg ccgecg gac
gac atc gge ctg gge ccg ceg cge tgg cgg gic gaa ctc gag cge tge cgg gge gga cgt CCC goe ggetgg ate tig caa
gct cag gag gece gge cat gge ceg cat cct tic cgt ctg gtg tce caa ctg gec gat cac gac gtg gcg geg geg gag gec
gga CGA cge ttc gga taa

Figura 14. A sequéncia do gene imuA (Caulobacter crescentus) com os cinco cdédons
raros em E. coli, com seu posicionamento destacado em vermelho na sequéncia.

4.5 - ImuA NAO INTERFERE NAS FUN(;C)ES DESEMPENHADAS POR RecA EM
C. crescentus

Para tentar verificar se existe alguma diferenca nas taxas de recombinagédo
homdloga quando o operon imuABC esta sendo expresso em niveis da resposta SOS,
fizemos ensaios de transducdo quantitativa usando as linhagens PimuA (controle) e
PimuAo®. Contagens diferenciadas de transductantes entre as duas linhagens poderia ser

um indicativo de que a proteina ImuA quando expressa em niveis maximos, poderia
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competir com RecA por substratos, afetando assim suas fungdes, como a recombinagéo
homdloga.

Nossos resultados podem ser observados na Figura 15, e mostram que nesta
condicdo (com expressao em niveis maximos da resposta SOS), a expressdo de IMuUABC
ndo afeta a frequéncia de recombinacdo homdloga. 1sso pode se dever ao fato de que os
niveis de ImuA atingidos durante a resposta SOS ndo promovem competi¢cdo com RecA
por substratos, ou simplesmente indicar que ImuA ndo se liga as regiGes de fSDNA.
Outros dados obtidos por nosso grupo também indicam que ImuA néo interfere na
capacidade de inducdo da resposta SOS mediada por RecA. Novas abordagens serdo

necessarias para testar o papel dessa proteina.
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Figura 15. Transdugdo quantitativa. Teste da eficiéncia da transducdo das linhagens
PimuA e PimuAo°® com o fago Cr30 dinB::spec.

4.6 - OUTROS FATORES INDEPENDENTES DE ImuABC SAO RESPONSAVEIS
POR PARTE DA MUTAGENESE INDUZIDA POR UV, E PELA MUTAGENESE
INDUZIDA POR MMS EM C. crescentus

A mutagénese induzida por UV € apenas parcialmente dependente de imuABC,
conforme demonstrado anteriormente para células irradiadas com 90 J/m? de UV

(Galhardo et al., 2005). Nestes experimentos foi mostrado que 1/3 das mutagdes induzidas
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por UVC ocorrem de maneira independente de imuABC. Para tentar entender se este
fendmeno ¢é dose-dependente, fizemos ensaios de mutagénese com doses progressivas de
radiacdo (10, 25, 50 e 75 J/m?) nas linhagens NA1000 (selvagem) e no mutante imucC.
Nossos resultados confirmam que existe um componente adicional a imuABC que é
responsavel por parte da mutagénese induzida por UV, tendo em vista que em todas as
doses testadas pode-se observar um aumento da mutagénese por luz UV na linhagem
imuC.

Quando comparamos as taxas de mutacdo nas duas linhagens para entender os
dois fendmenos, observamos que existe diferenca entre as cepas selvagem e mutante nas
doses de 25, 50 e 75 J/m? mostrando que quanto maior a dose, maior prevaléncia de TLS.
Por outro lado, o componente independente de imuC ndo exibe a dependéncia de dose,
sendo constante em todas as doses testadas.

Estes dados s@o corroborados por dois trabalhos que discutem a importancia do
acumulo de dano para autoclivagem de LexA mediada por RecA em E. coli (Krishna et
al., 2007; Sassanfar & Roberts, 1990). Neste organismo sabe-se que as enzimas que séo
responsaveis por TLS ndo sdo expressas de forma prioritaria no decorrer desta resposta,
sendo induzidas somente apds a expressdo de genes envolvidos em mecanismo de reparo
de DNA menos propensos a erro (Kreuzer, 2013). Esta regulacéo esta relacionada com a
forca de ligacéo diferenciada do repressor LexA pela regido operadora de diferentes genes
expressos em consequéncia da resposta SOS em E. coli (Krishna et al., 2007; Sassanfar
& Roberts, 1990).
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Figura 16. Mutagénese induzida por UV nas linhagens NA100O e imuC. Nesta figura
podemos observar as diferentes frequéncias de mutantes Rif® para as duas linhagens,
sendo o asterisco (*) indicativo de diferencas significativas entre as cepas NA1000 e imuC
nas doses de 25 (p=0,01876), 50 (p=0,001) e 75 J/m? (p=0,00453). Comparamos também
diferencas entre as taxas de mutagénese espontanea e induzida por UV nas duas
linhagens, com a indicando diferencas estatistica para a cepa selvagem (NA1000) em 10
(p=0,00005), 25 (p=0,00001), 50 (p=0,00001) e 75 J/m? (p=0,00004) e b indicando
varia¢des na linhagem mutante para imuC (imuC) nas doses: 10 (p=0, 00001), 25 (p=0,
00001), 50 (p=0, 00001) e 75 J/m? (p=0, 00256). Média de pelo menos cinco experimentos
independentes.

Como ja introduzido anteriormente, C. crescentus possui outra polimerase
propensa a erro (homologo do gene dinB). Porém esforgos passados do nosso grupo
mostram que esta proteina ndo esta envolvida no mecanismo de tolerancia ao dano nesta
bactéria (dados ndo publicados). E diferentemente de imuABC, dinB nao é induzido como
consequéncia da resposta SOS em C. crescentus (Galhardo et al., 2005; Rocha et al.,
2008).

O mais interessante € que mesmo dentro da resposta SOS, existem outras proteinas
que podem participar da resposta ao dano de DNA neste organismo. Uma delas é a
proteina BapE, que é uma endonuclease de C. crescentus, que esta envolvida em um
mecanismo de apoptose-like, que seria uma via alternativa de resposta ao dano (Bos et
al., 2012). Ainda dentro de genes da resposta SOS envolvidos neste mecanismo de
mutagénese indugdo da mutagénese UV, nosso grupo tem estudado de forma paralela a
este trabalho um possivel papel de fotoproduto liases, que reparariam estes danos

residuais (dados em desenvolvimento).
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Hoje sabemos que a resposta SOS é um mecanismo universal de resposta ao dano
de DNA em bactérias. Outros grupos que também estudam C. crescentus mostraram que
existem genes ndo regulados por LexA que participam de mecanismos de tolerancia ao
dano nesta bactéria (Modell et al., 2014). A acao destes genes pode se dar em paralelo ou
em conjunto com genes regulados por LexA, em mecanismos ainda nao elucidados, para
tolerar danos induzidos por UVC.

Além de estudar a mutagénese induzida por UV, resolvemos testar MMS para
entender se 0s genes imuABC estdo envolvidos no mecanismo de tolerancia ao dano deste
agente. Sabe-se que em E. coli o produto do operon umuDC é responsavel pela
mutagénese induzida por MMS (Grzesiuk & Janion, 1996); que quando em contato com
0 DNA é responsavel por modificar a guanina para 7-metilguanina e adenina para 3-
metiladenina. Drogas com efeito alquilante, como o MMS, podem levar a erro de
pareamento e bloqueio da replicacdo (Lundin et al., 2005). C. crescentus nao possuli
homdlogos dos genes que codificam a Pol V, sendo o produto dos genes do cassete
mutagénico imuABC a Unica via de TLS mediada por polimerases propensas a erro com
fenotipo de tolerancia responsaveis pela mutagénese induzida por dano nesta bactéria
(Galhardo et al., 2005).

Nossos resultados para mutagénese induzida por MMS mostram que esta
independe da TLS mediada por ImuABC em C. crescentus (Figura 17). Quando
comparamos as linhagens selvagem e deficiente em TLS, ndo encontramos diferencas
estatisticas entre as frequéncias de mutantes Rif*. No entanto, se olharmos com cuidado
os resultados, é possivel verificar que existe uma tendéncia biolégica de aumento da taxa
de mutagénese induzida por MMS na linhagem selvagem quando comparada com o
mutante imuC, porém este aumento nao € estatisticamente distinto. Este resultado pode
indicar que mesmo presente, a TLS ndo € o mecanismo prevalente para a mutagénese

induzida por este agente nestas condigdes experimentais.
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Figura 17. Mutagénese induzida por MMS. O gréfico mostra que existe um componente
independente de imuC que € responsavel pela mutagénese induzida por MMS em C.
crescentus. A linhagem NA1000 (selvagem) possui taxas de mutagdo estatisticamente
distintas quando comparamos a mutagénese espontanea e induzida por MMS (a: p=0,
00122). Tambem encontramos diferenca entre as taxas de mutagénese espontanea e
induzida por MMS na linhagem imuC::spec (b: p=0,00047). Quando comparamos as duas
linhagens em relacdo a diferencas na mutagénese espontanea (p=0,06944) e induzida por
MMS (ns: p=0,15866) ndo encontramos diferencas estatisticas. Média de trés
experimentos independentes.

O MMS ¢ uma droga alquilante, e quando interage com o DNA leva a formacéo
de lesBes que sdo potencialmente citotoxicas, ja que podem bloquear a progressdo da
forquilha replicativa (Lundin et al., 2005). Na presenca deste tipo de dano, a TLS pode
ser recrutada para continuar com a replicacdo e impedir o colapso da forquilha. Nossos
resultados (Figura 17) mostram que a mutagénese induzida por MMS é independente de
imuC. Além desta TLS-DNA-Polimerase, nosso grupo também investigou se o produto
do gene dinB participa da sobrevivéncia e da mutagénese mediada por esta droga (dados
ndo publicados). Os resultados obtidos para o mutante dinB sdo semelhantes a estes
encontrados para imuC. Sabe-se que a proteina DinB (Pol IV) é recrutada para fazer o
bypass de lesdes alquilantes em E. coli e participa da tolerancia a agentes alquilantes
(Bjedov et al., 2007). A proteina Pol V também participa da tolerdncia a danos
ocasionados por este agente neste organismo (Bagg et al., 1981). Estes dados mostram a
importancia da TLS para a tolerancia de danos alquilantes em E. coli. No entanto, em C.
crescentus nossos dados sugerem que a TLS mediada por ImuC e mesmo por DinB tem

um papel secundario no mecanismo de tolerancia a este agente.
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Para descartar a participacdo dos genes imuC e dinB na toleréncia a agentes
alquilantes em C. crescentus, seria interessante testar no futuro se existe ambos podem
atuar sobre estas lesdes, analisando o duplo mutante. E possivel que neste caso uma

proteina compense a auséncia da outra.

4.7 - ESTUDO DO ESPECTRO DE MUTACOES INDUZIDAS POR UVC EM
NiVEL GENOMICO

Estudos de mutagénese sdo essenciais para entender como as células se
comportam na presenca de agentes nocivos. Comumente, usamos genes como marcadores
da mutagenicidade. Um exemplo € o gene rpoB que é a base molecular para o
aparecimento de mutantes que séo resistentes a Rifampicina (Rif?). Sendo que 95% das
mutacgdes que determinam este fenotipo estdo restritas a uma sequéncia de apenas 81 pb
(Telenti et al., 1993). Estes marcadores sdo extremamente funcionais, porém sdo uma
simplificacdo do que acontece globalmente no genoma na presenca de estresse. Wyrick
& Robert discutem em seu artigo de 2015 (Wyrick & Robert, 2015) as vantagens das
abordagens gendmicas para estudar mecanismos de reparo de DNA e mutagénese. Os
autores chamam atencdo para as caracteristicas do cromossomo: seja em niveis de
compactacdo (exercido por proteinas de associagdo ao nucledide) ou através do
dinamismo que ocorre em regides regulatorias para a expressao de genes. Todos estes
eventos estdo intrinsicamente ligados aos mecanismos de reparo de DNA (Wyrick &
Robert, 2015). Logo, a abordagem gendmica pode nos fornecer pistas adicionais e somar
caracteristicas ao espectro de mutacdo que é caracteristico de cada agente. Desta forma,
utilizamos o sequenciamento do genoma de bactérias irradiadas para analise do processo

de TLS em C. crescentus.

4.7.1 - Determinagéo do gendtipo da linhagem NA1000 presente no nosso laboratério

Para analisar o espectro de mutac¢des induzidas por UVC em nivel gendmico em
C. crescentus, primeiramente sequenciamos o0 genoma de 4 isolados da linhagem NA1000
(selvagem) e dois isolados da linhagem imuC que néo foram irradiados com UVC e foram
usados como controle.

Esta abordagem é necessaria para que exista a caracterizacdo de possiveis
mutacdes presentes na linhagem NA1000 usada em nosso laboratério quando comparada

com a sequéncia depositada no banco de dados (NC_011916.1). Além disso, nos permite
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inferir o nimero de mutacbes espontaneas que podem estar presentes nos genomas de
bactérias que passaram por um ciclo de descongelamenteo, crescimento em meio liquido,
e isolamento de uma coldnia. Nossos resultados mostram a presenca de seis mutagdes que
foram encontradas em todos os genomas usados como controle da linhagem selvagem
(listadas na Tabela 5), que séo caracteristicas da linhagem selvagem presente no nosso
laboratério. Este mesmo grupo de mutacGes também foi encontrado na linhagem imuC.
Além destas mudancas, uma dele¢do de um pouco mais de 2 Kb também foi observada
na nossa linhagem parental (Tabelas 5). Fora estas muta¢fes comuns, nenhum dos seis
isolados apresentou nenhuma mutacéo exclusiva, indicando que a frequéncia de mutacoes
espontaneas que ocorrem durante o crescimento descrito acima € baixa, e ndo deve afetar
a interpretacdo dos resultados obtidos na andlise de células irradiadas que sera mostrada
adiante.

Estas mutacgdes serdo subtraidas do conjunto de mutac@es induzidas por UVC de
cada genoma estudado a seguir, como uma forma de determinar apenas as mutagdes que

séo consequéncia da radiag&o.

Tabela 5. Lista de mutacgdes encontradas nos genomas usados como controle sem
irradiar nas linhagens NA1000 e imuC mostrando os loci afetados, nome do gene a
funcao proteica

Locus Gene Funcéo

CCNA 00944 S/ Determinac&o do comprimento do gancho
flagelar

CCNA _00987 csbD Proteina de resposta ao estresse
CCNA 01467 ccoN Subunidade I: citocromo C oxidase tipo ccb3
CCNA 01803 S/ Complexo de piruvato desidrogenase
CCNA_03557 S/ Proteina hipotética
CCNA 03876 rho Fator de terminacgéo da transcri¢do rho
CCNA _03239, S/I; Proteina de ligacédo a putrecine; Glutamina
CCNA 03240, glnA3; sintetase; Glutamato-1-semialdeido 2,1-
CCNA 03241 S/l aminomutase

*S/1: Gene sem
identificacéo
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4.7.2 - Taxas de sobrevivéncia distintas ao UVC alteram a frequéncia de mutacao
em genomas irradiados

Para entender a importancia do mecanismo de tolerancia ao dano de DNA
mediado por IMUABC em C. crescentus, fizemos ensaios de sobrevivéncia a radiagdo
usando doses progressivas de UVC (0, 150, 200, 250 e 300 J/m?) tanto para a coleta de
colénias da linhagem selvagem como para cepa mutante imuC. Como mostrado
anteriormente (Figura 16), a TLS mediada por ImuC torna-se prevalente em doses mais
altas de radiagdo, por isso optamos por utilizar a dose de 300 J/m? como uma forma de
otimizar a coleta de colbnias que sobreviveram a radiacéo através de TLS.

Coletamos 10 colénias isoladas da linhagem selvagem que foram irradiadas com
300 J/m?de UVC em meio PYE (ndo transparente), e apresentaram taxa de sobrevivéncia
de 10%. Como resultado dos sequenciamentos, encontramos apenas 2 SNPs (single
nucleotide polymorphism) nos dez genomas sequenciados. Os mapas destes dois genomas
com estes SNPs unicos podem ser observados na Figura 18.

Desta forma, ficou evidente que necessitdvamos de doses mais efetivas de UV
para que a mutagénese pudesse ser estudada satisfatoriamente. Para aprimorar o
experimento fizemos mudancas no protocolo de irradiagdo, que incluem um passo
adicional de centrifugacdo do caldo bacteriano, com sua posterior substituicdo por agua
MilliQ estéril. Com a irradiacdo das bactérias em meio translicido, foi possivel
potencializar o efeito da luz UVC, como pode ser observado na Figura 19. Este efeito
protetor em relacdo a radiacdo pode ser explicado pela absorcdo dos raios UVC por
aminoéacidos presentes no meio de cultura.

Apos a adequacdo do protocolo de irradiacdo, sequenciamos 10 genomas da
linhagem selvagem (NA1000) com sobrevivéncia de aproximadamente 0,001% (300 J/m?
— Figura 19). O aumento da suscetibilidade nessas condices reflete na diferenca da taxa
de SNP/genoma entre os diferentes experimentos. Quando os isolados foram obtidos de
ensaios com 10% de sobrevivéncia ao UV, observamos uma média de 0,2 SNP/genoma.
Ja quando os isolados sequenciadas séo derivadas de tratamentos que geram 0,001% de
sobrevivéncia ao UV, temos um aumento para 5,1 SNP/genoma, conforme detalhado a

seguir
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Figura 18. Mapas de SNPs encontrados nas linhagens RSG483 e RSG574 (derivadas da
NA1000) ap6s serem irradiadas com 300 J/m?. O DNA foi extraido a partir de coldnias
isoladas que sdo derivadas de experimentos com taxa de sobrevivéncia proxima a 10%.
Os mapas foram gerados com o Geneious 8.1, usando como modelo 0 cromossomo
circular de C. crescentus.
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Figura 19. Curva de sobrevivéncia ao UVC. Porcentagem de sobreviventes a doses
crescentes de radiagdo (150, 200, 300 e 350 J/m?). Estes dados s3o a média de pelo menos
quatro experimentos independentes que foram realizados apds a padronizacdo do
protocolo de irradiacdo quando retiramos 0 meio de cultura e substituimos por agua
MilliQ estéril.

4.7.3 — Distribuicdo de mutac@es induzidas por UV no cromossomo de C. crescentus

C. crescentus € um excelente modelo para o estudo do ciclo celular em bactérias.
Isso porque esta a-proteobacteria possui uma divisao celular assimétrica que a permite a
partir de uma célula talo gerar dois tipos morfo-fisioldgicos de células distintos (talo e
flagelada) a cada ciclo de divisdo (Collier, 2012). Esta caracteristica o torna um excelente
organismo para estudos de replicacdo do DNA e de progressdo e divisao celular (Schrader
& Shapiro, 2015).

Ao compilar todas as mutacGes induzidas por UVC em todos os genomas
derivados da NA1000 irradiada com luz UV, foi construido um ‘“Pan-Genoma”,
mostrando todas as mutacOes, que pode ser observado na Figura 20 (Os genomas
individuais ndo mostrados ao longo do texto estdo presentes em apéndices no final deste
trabalho). A organizacdo espacial das mutacbes € extremamente interessante, ja que
mostra um acumulo espelhado de mudancas na sequéncia de DNA em regibes

intermedidrias entre a origem e o término da replicacao.
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Para estudar a organizacéo espacial das mutacdes induzidas por UVC no genoma
de C. crescentus, dividimos o cromossomo circular de 4042929 pb em 16 regides de
256683 pares de base cada. As 51 mudancas encontradas em relacéo a linhagem parental
podem ser observadas na Figura 21 (A Tabela mostrando os limites das 16 regides e a
quantidade de mutagdes que estd presente em cada uma delas pode ser observada no
Apéndice 7). Nossos resultados mostram que duas regides gendmicas possuem a maioria
das mutagdes. A primeira delas é o intervalo 1010733 a 1263415 pb com 7 mutaces e a
segunda regido é 2779514 a 3032196 pb com 15 mudancas.

Quando dividimos o genoma em dois, separando as mutacdes que estdo mais
proximas a origem de replicacdo (proximal) ou ao término da duplicacdo do genoma
(distal), mostramos na Figura 25b que 78% das mutacGes totais encontram-se mais
préximas a regido de término da replicacdo, e apenas 22% destas mudancgas estdo

localizadas préximo a origem de replicacao.

Figura 20. Pan-Genoma com a somatoria de todas as mutagfes derivadas de isolados de
NAZ1000 irradiados com UVC. A e B, assinalados pelas chaves sdo regifes que
aparentemente séo preferencialmente mutadas no cromossomo de C. crescentus quando
irradiado. As cores diferentes representam mutacdes derivadas de de genomas diferentes.
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Os mecanismos de replicacdo e divisdo celular ocorrem ao mesmo tempo em
bactérias e como consequéncia existe uma intensa maquinaria regulatdria que trabalha
para que eles acontecam em sincronia (Taylor et al., 2017). Em C. crescentus, para que a
replicacdo seja iniciada, € preciso que aconteca primeiramente um processo de
diferenciacéo celular. Este fendbmeno é consequéncia da distincdo das células flageladas
(mdveis) que sdo incapazes de replicar o DNA em células talo (que possuem replicacao
ativa) (Mohl et al., 2001).

Apos a sintese de DNA que acontece nas células talo, a divisao celular ira produzir
novamente duas células morfologicamente distintas (flagelada ou talo). Como implicito
pela dindmica do ciclo celular incomum desta bactéria, existe uma regulacéo adicional
que acontece no inicio da replicacdo de DNA (Taylor et al., 2017). Este passo extra é
consequéncia da acdo de uma proteina chamada GapR que € uma NAP de C. crescentus,
que se liga preferencialmente em sequéncias ricas em AT que estdo localizadas na regido
promotora de genes que controlam o ciclo celular (Ricci et al., 2016). De forma
independente, Arias-Cartin e colaboradores (2016) mostraram que este tipo de NAP
(GapR) possui um viés de ligacdo ao longo do cromossomo bacteriano. Sendo que regides
préximas ao inicio da replicacdo séo alvos preferenciais de ligacdo desta proteina em C.
crescentus.

Assim como o cromossomo eucariético, o nucledide bacteriano esta associado a
um conjunto de proteinas (histonas-like) chamadas de NAPs, que permitem a
compactacdo do DNA durante a divisdo celular. Estas proteinas sdo caracterizadas pela
sua ligacdo quase sempre aleatéria com DNA, e a sua auséncia afeta o fitness celular
(Badrinarayanan et al., 2015).

Estudos in vitro mostraram que a proteina HU (NAP) de E. coli tem afinidade por
DNA lesionado e pode estar implicada em mecanismos de reparo de DNA (Oberto et al.,
2009). A auséncia de HU neste organismo foi associada a sensibilidade a radiagédo UV,
pelo comprometimento do reparo por recombinacdo homdloga (Li & Waters, 1998). Em
2009, Oberto e colaboradores caracterizaram em E. coli um regulon induzido por HU que
controla um grupo de genes diversos, incluindo a expressdo de proteinas que estdo
relacionadas a anaerobiose, estresse a acido, alta osmolaridade e, mais interessante ainda,
esta proteina estaria envolvida na modulacdo do repressor LexA, que é o regulador
negativo da resposta SOS em bactérias e controla a indugdo da expressdo de varias

proteinas envolvidas na resposta ao dano de DNA.
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Estudos recentes em C. crescentus identificaram uma NAP, chamada de GapR.
Na auséncia desta proteina, a célula cresce com dificuldades e apresentada fendtipos
relacionados ao estresse (Ricci et al., 2016; Taylor et al., 2017). Diferentemente das NAPs
de E. coli e B. subtilis (Badrinarayanan et al., 2015), GapR possui regides de ligacédo
preferencial no cromossomo de C. crescentus com Viés de interacdo maior com regides
proximas a origem de replicacdo do que ao término (Arias-Cartin et al., 2016). A interacdo
desta proteina com estas regides pode ser uma das explicacBes para a distribuicdo dasos
mutacdes observadas neste trabalho.

Em C. crescentus ndo existem homologos para o operon hupAB que codifica HU
(Arias-Cartin et al., 2016). Porém sabemos hoje que GapR caracterizada como uma NAP
nesta bactéria aparentemente estd relacionada de alguma forma com a resposta ao
estresse. No seu trabalho publicado em 2016, Arias-Cartin e colaboradores fizeram uma
anélise por RNA-seq do mutante 4gapR e da linhagem selvagem (NA1000). Quando
comparados, a auséncia desta proteina é responsavel pela regulacéo positiva de 25 genes
que estdo envolvidos com a resposta ao estresse, sendo que 16 deles participam de
mecanismos de reparo ao dano de DNA e oito sdo induzidos como consequéncia da
resposta SOS - incluindo proteinas envolvidas em TLS (imuABC) (Galhardo et al., 2005)
e outros mecanismos de tolerancia ao dano nesta bactéria (bapE e didA) (Bos et al., 2012;
Modell et al., 2014).

A ligacdo de forma preferencial de GapR proximo a regido do inicio da replicacao,
e 0 acumulo de mutacgdes induzidas por dano proximas a regides de término, podem
sugerir algumas hipoteses. Como discutido por Arias-Cartin e colaboradores (2016)
GapR aparentemente possui um papel regulatério para o inicio da replicacdo de DNA em
Caulobacter. O mutante AgapR é viavel, porém apresenta fenotipos pleiotropicos de
perda de fitness. Assim como HU, talvez a presenca desta proteina module positivamente
algumas repostas ao dano de DNA, que por sua vez, corrijam lesdes de forma eficiente
néo deixando substrato para TLS.
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Figura 21. Localizagdo dos SNPs totais nas 16 subregides do genoma de C. crescentus
(A). Em B) mostramos que ao dividir o genoma em duas regides que sao caracterizadas
pela sua proximidade com a origem (proximal) e terminacdo da replicacéo (distal) existe
um viés para o0 acumulo de mutac@es proximas ao término da replicacéo.

Existem alguns trabalhos que associam as NAPs de outras bactérias com a

modulacdo positiva do reparo por recombina¢do homologa — que é um mecanismo de
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tolerancia ao dano de DNA livre de erro (Li & Waters, 1998) alem da modulacdo de
outros mecanismos de reposta ao dano de DNA que ndo séo propensos a erro (Oberto et
al., 2009). Baseado nestas informagdes, é possivel que o0 UVC seja eficaz em lesionar o
DNA de forma uniforme ao longo do cromossomo de C. crescentus. Contudo, o
diferencial para a menor quantidade de mutagdes proximas a origem de replicacdo pode
ser a presenca da proteina de associa¢do ao nucledide GapR, que por sua vez poderia
modular positivamente o reparo de DNA livre de erro nestas regides, levando a uma
distribuicdo ndo uniforme de mutacdes ao longo do cromossomo (Figuras 20 e 21). Por
outro lado, também é hipotese plausivel que NAPs como a GapR atuem como barreiras
fisicas para a luz UV, diminuindo o nimero de lesGes nas regides em que estas proteinas
se liguem preferencialmente.

Foster e colaboradores em 2013 estudando mutag6es espontaneas em linhagens
de E. coli deficientes em reparo de erros de emparelhamento (MMR) em nivel genémico
mostraram um padrdo de acumulo de mudangas proximas a regifes de término da
replicacdo, similar ao encontrado neste trabalho (Figura 25). Eles explicaram a
mutabilidade preferencial desta regido ao assumir que como a replicacdo do DNA possui
uma origem Unica e a sintese é bidirecional, regifes que estdo préximas ao inicio da
replicacdo (DNA recém-replicado) possuem mais substratos para recombinacdo
homdloga, e por mais tempo, que regides proximas ao término (Foster et al., 2013). A
recombinacdo homologa é uma outra alternativa para célula tolerar lesées no DNA que
bloqueiam a progresséao da replicacdo, sendo este mecanismo livre de erro (Fuchs, 2016).
Este fenbmeno também poderia promover o viés de mutacBes para regides mais distais a

origem de replicacdo.

4.7.4 - Espectro de mutag6es induzidas por UVC no genoma.

Para estudar o espectro de mutagdes induzidas por UVC em nivel gendbmico na
linhagem NA1000, compilamos todas as substituicbes encontradas e comparamos com
dados ja publicados pelo nosso grupo (Galhardo et al., 2005; Alves et al., 2017 — este
trabalho) para tentar correlacionar as mutacGes encontradas nos genomas com aquelas
com assinatura de TLS mediada por ImuC. Nossos resultados podem ser observados na
Tabela 6.
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Tabela 6. Espectro de mutacg6es induzidas por UVC em C. crescentus

Tipo de mutagéo Genoma NA1000*  imuC* PimuA#
(NA1000)
G:C—A:T 29,4 42,9 88,6 71
G:C—C:G 15,7 28,5 0 6,5
A:T-G:C 25,5 14,3 11,4 9,7
A:T-C:G 11,8 2,9 0 0
AT-T:A 2,0 0 0 6,5
Indel 59 0 0 0
Mutacdes in tandem 9,8 10,4 0 6,5
Total 100% (51) 100% (35) 100% (35) 100% (31)
* Galhardo et al.,
2005

#Este trabalho

Em 2005, Galhardo e colaboradores publicaram o espectro de mutagdes induzidas
por UVC das linhagens NA1000 (selvagem), imuC e imuB. Parte deste resultado pode ser
observada na Tabela 6. Para gerar estes dados, eles compilaram as substituicdes de base
encontradas no segundo hotspot do gene rpoB que confere resisténcia a Rifampicina
quando irradiadas com 90 J/m? (Galhardo et al., 2005). A partir destes dados, foi possivel
determinar uma assinatura de mutacGes que sdo ocasionadas pela TLS mediada por
IMUABC sendo elas substituigdes G:C—C:G e mutagdes in tandem. Estas mudancas
desaparecem do espectro de substituicdes do mutante imuC que é deficiente em TLS
mediada por ImuABC.

Estas mutac6es que sdo consideradas caracteristicas da assinatura de ImuC voltam
a aparecer no espectro de mudancas da linhagem ArecA PimuA (Alves et al., 2017 — este
trabalho: Tabela 4) mesmo sendo derivadas de experimentos de irradiagdo com uma dose
diferente (10 J/m?). Assim como Galhardo e colaboradores (2005), neste trabalho também
usamos mutantes RifR? para determinar o conjunto de substituicdes encontrados na
linhagem deficiente em SOS e com TLS ativa.

Quando comparamos as mutacdes encontradas em genomas derivados da
linhagem NA1000 com as substituicdes achadas em mutantes RifR na mesma cepa, é
possivel observar algumas diferencas. Quando analisamos as mutagBes que estdo

presentes em nivel gendmico, encontramos algumas dele¢fes de um unico nucleotideo,
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que estdo ausentes de todos os demais espectros mostrados na Tabela 6. Trabalhos
anteriores ja associaram frameshifts de -1 par de base como consequéncia da TLS
mediada pela Pol IV em E. coli (Strauss et al., 2000). C. crescentus possui um ort6logo
do gene dinB porém ndo foi observado nenhum efeito deste gene sobre a mutagénese
induzida por UVC. Néo é impossivel que as dele¢cdes mostradas na Tabela 6 possam ser
consequéncia da acdo desta proteina quando acionada nestas condicGes especificas ou
pode ser que seja uma assinatura da mutagénese mediada por ImuC que so foi possivel
observar em escala genémica. Deve-se levar em conta que insercdes e delecfes ndo sdo
toleradas no gene rpoB, de forma que os espectros de mutacdo anteriormente
determinados sdo incapazes de fornecer informacdo quanto a este tipo de mutacdo. Para
teste destas hipdteses, o ideal seria sequenciar isolados das linhagens dinB e imuC
irradiados com UV, para verificar se este tipo de delecao desaparece dos seus respectivos
espectros de mutagao.

Com sequenciamento gendmico, também encontramos uma substituicdo
A:T—T:A que também esta presente no espectro de mutaces da linhagem PimuA
(Tabela 6). Como é pouco frequente, € possivel que este tipo de mudanca esteja associado
a mutagénese espontanea independente de danos causados pela radiacéo, ja que nédo esta
presente em regides de dinucleotideos de pirimidinas (Figura 11). O aparecimento desta
mutacdo também pode ser consequéncia de outro mecanismo de resposta ao dano de
DNA, mais precisamente ao UVC, diferente da TLS mediada por ImuC.

Como ja mencionado, uma das caracteristicas da mutagénese UVC mediada por
ImuC é a presenca de mutagdes in tandem. Na compilacdo das mutagdes encontradas em
genomas derivados de isolados obtidos em condigdes de irradiagdo com 0,001% de
sobrevivéncia, estes tipos peculiares de substituicdes agrupadas voltaram a aparecer com
9,8% das mutacBes totais. Este valor é muito similar ao encontrado por Galhardo e
colaboradores em 2005 — quando eles computaram 10,4% de substitui¢fes in tandem da
soma total das mutacgdes totais presentes na linhagem NA1000. O mais interessante neste
dado é a correlagdo dos tipos especificos de mutacdes in tandem encontradas nos genomas
irradiados e nos dois espectros publicados anteriormente por Galhardo e colaboradores
em 2005, e Alves e colaboradores em 2017. Além da frequéncia, os mesmos tipos de
substituicdes se repetem em relacdo a mutacOes agrupadas; o que sugere que s&@o
resultados do mecanismo de TLS mediado pela ImuC.

Além disso, as trocas G:C—C:G voltam a ser observadas, com uma frequéncia de

15,7%. Lembrando que este tipo especifico de mutacdo desaparece do espectro de
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mutacdes da linhagem imuC publicado em 2005 (Galhardo et al., 2005), e esta associado

a assinatura de TLS de ImuC em C. crescentus.

4.7.5 - O agrupamento de mutacgdes derivadas do mesmo genoma pode indicar a
disténcia percorrida pela TLS

Pouco se sabe como estas polimerases tem acesso a forquilha replicativa, porém
é claro que esta regulacgdo fina para sua ativacdo € um mecanismo celular para prevenir o
acumulo de mutacGes mediada pela sua acao na auséncia de danos no DNA. Ja foi descrito
que Pol V de E. coli na presenca do fator de processividade (beta-clamp) e da proteina
RecA faz o bypass de lesdes (Schlacher et al., 2006; Fujii & Fuchs, 2009). Em 2004, Fujii
& Fuchs mostraram como ocorre a troca da Pol 111 pela Pol VV em um sitio de lesdo. Neste
trabalho, os autores chamam atencdo para a baixa processividade da Pol V — mesmo
ligada ao beta-clamp - e como consequéncia desta caracteristica, foi sugeridoa TLS é um
evento breve, que ndo se prolonga por muitos pares de bases de extensao, e logo ap6s o
bypass da leséo a Pol 111 retoma a forquilha replicativa, e prossegue com a replicagao livre
de erro (Fujii & Fuchs, 2004). Como resultado, as mutacdes decorrentes da sintese de
DNA propensa a erro tendem a se acumular em regides pequenas proximas a lesdo, pelo
menos no que diz respeito & Pol V de E. coli. Como a TLS em C. crescentus usa uma
polimerase que nao pertence a familia Y, esse quadro pode ser diferente.

Alguns dos nossos resultados mostram que existe um actimulo de mutacdes
induzidas pela radiacdo UVC em regides pequenas. Um exemplo desta natureza esta
mostrado na Figura 22, onde possivel observar o acimulo de mutacGes em pequenas
regides do genoma. Estes eventos podem estar associados a sintese translesdo. Como ja
discutido, estas proteinas sdo pouco processivas e percorrem pequenas distancias no
genoma — esta caracteristica € uma consequéncia da sua baixa afinidade com os demais
componentes do replissomo (Goodman & Woodgate, 2013). O primeiro dos eventos que
chamamos atencdo, assinalado por A na Figura 22, tem uma distancia de 4276 pares de
bases entre as mutacfes. Se acreditarmos que estas mudancas na sequéncia do DNA sao
consequénciada TLS, é mais provavel que a polimerase responsavel por esta sintese tenha
tido acesso a forquilha replicativa uma Unica vez e como consequéncia da TLS foi

responsavel por estas duas mutagdes.
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Figura 22. Mapa genémico de uma linhagem derivada da cepa selvagem NA1000 ap6s
ser irradiada com UVC. Nesta figura podemos observar todas as mutagdes, com destaque

para dois pontos assinalados por A e B, onde a distancia entre estas mudangas € pequena.
Este fendmeno pode ser associado a eventos de TLS.

88




4.7.6 - As mutacdes induzidas por UV ocorrem majoritariamente em regides de
dinucleotideos de pirimidinas

A radiacdo UVC é responsavel por gerar fotoprodutos na molécula de DNA ao
reagir com bases pirimidicas adjacentes (Rastogi et al., 2010). Estas lesfes sdo altamente
citotoxicas, ja que impedem a progressdo da replicacao feita pela Pol Ill. Em E. coli, a
Pol V é a polimerase responsével por fazer a TLS destes danos, isso acontece quando esta
TLS-DNA-Polimerase é recrutada e assume a forquilha bloqueada evitando o colapso da
replicacdo, tendo como consequéncia 0 aumento da taxa de mutacdo (Schlacher &
Goodman, 2007).

Para verificar se existe uma correlacdo entre o contexto da sequéncia de DNA e o
aparecimento de mutac6es induzidas por UVC, analisamos as mutagdes provenientes dos
experimentos com aproximadamente 0,001% de sobrevivéncia. Nossos resultados podem
ser observados na Figura 23, e mostram que 86% das mutacOes catalogadas estdo em
regides de pelo menos duas pirimidinas adjacentes. Este resultado é bastante expressivo,
sugerindo que as mutacdes sdo majoritariamente decorréncia de TLS diretamente sobre
lesbes no DNA. Entretanto, 14% das mutacGes observadas se ddo por outros mecanismos
que ndo a sintese de DNA frente aos fotoprodutos em dinucleotideos de pirimidina.

Outros mecanismos como o reparo por excisdo de nucleotideos (NER) também
sdo recrutados na presenca de dano causado por UV. O NER é orquestrado por um grupo
de quatro genes (uvrABCD) que estdo envolvidos no reconhecimento do dano, excisao e
resintese do DNA usando como molde uma fita ndo danificada (Kisker et al., 2013).
Como este mecanismo é pouco passivel de erro, € improvavel que estas mutacdes seja
uma consequéncia de falhas do NER.

Na presenca de fotoprodutos, as replicases sdo incapazes de prosseguir com a
replicacdo do DNA e as mutacdes derivadas destas lesdes sdo consequéncia da acdo de
polimerases especializadas que conseguem utilizar uma fita de DNA danificado como
molde para prosseguir a replicacdo. Estas enzimas sao propensas a cometer erros durante
a sintese de DNA devido a caracteristicas morfoldgicas que as permitem fazer TLS (Sale
et al., 2012). Possivelmente estas proteinas estdo sendo recrutadas nestes sitios de lesdes
para impedir o colapso da forquilha, e como séo propensas a erros deixam pelo caminho
um rastro de mutagBes que esta associado & sua a¢do. E possivel que as demais mutagoes
gue ndo se encontram em dinucleotideos de pirimidinas sejam consequéncia desta

atividade em curtos trechos de DNA contendo fotoprodutos. Em outras palavras, seriam
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fruto da TLS de lesBes vizinhas, e consequéncia da natureza propensa a erro das

polimerases envolvidas nesse processo.

N

m Outras Sequéncias Dinucleotideos de Pirimidina

Figura 23. Porcentagem de mutagOes localizadas em sequéncias de pirimidinas
adjacentes, que sdo alvo da radiacdo UVC para a formacdo de fotoprodutos.
Aproximadamente 86% das mutacOes encontradas em genomas irradiados derivados da
linhagem selvagem estéo localizados em dinucleotideos deste tipo. Dados contabilizados
apenas dos experimentos com 0,1% de sobrevivéncia a UVC — linhagem selvagem
(NA1000).

Dentre as sequéncias de pirimidinas adjacentes proximas as regides de mutacao,
fizemos um levantamento para saber se existe sequéncias de dinucleotideos mais
propensas a mutagénese por luz UV. Nossos resultados podem ser observados na Figura
24, e mostram que a sequéncia CC é a mais frequentemente mutagenizada por luz UVC
(44%), seguida pelas sequéncias TC com 28%, CT com 16% e TT com 12%. Ao
analisarmos as frequéncias destas sequéncias de dinucleotideos no genoma de C.
crescentus encontramos 0s seguintes nimeros: 39,3% de CC, 27,3% de TC, 21,4% de CT
e 11,9% de TT. Quando comparamos estes valores com aqueles encontrados para a
frequéncia de dinucleotideos que estdo no contexto de mutacdes induzidas por irradiacao
com UVC, existe claramente uma manutengdo das mesmas proporgdes (Figura 24). Estes
dados sugerem que a frequéncia de mutacfes nos diferentes dinucleotideos reflete a
abundancia destes dinucleotideos no genoma de C. crescentus, e ndo a reatividade
individual destes duplos com a radiagio UVC, ou mesmo uma caracteristica da
maquinaria de TLS mediada por ImMuABC. Esta hipétese difere dos dados revisados por

Rastogi e colaboradores (2010), que mostram que as sequéncias TT e TC sdo mais
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reativas a radiacdo UVC. Os nossos dados indicam que a natureza ricaem GC do genoma
de C. crescentus (Marks et al., 2010) é a caracteristica preponderante para determinagdo
do espectro de dinucleotideos que estdo no contexto de mutacées induzidas por UVC.
Parte das mutacfes (14% - Figura 23) que ndo estdo localizadas em dimeros
podem ser consequéncia de fenbmenos de mutacdo espontanea. No entanto, parte delas
deve ser consequéncia da agédo destas polimerases que sdo propensas a erro que assumem
a forquilha na presenca de uma lesdo e persistem com a replicagdo pouco precisa até a

replicase assumir a forquilha replicativa.

mCC mTC mCT mTT HCC mTC mCT mTT

A)

Figura 24. Frequéncia de sequéncias de pirimidinas adjacentes. A) Sequéncias de
dinucleotideos de pirimidina encontrados no contexto das muta¢des induzidas por UVC
em genomas de C. crescentus (Dados contabilizados apenas de genomas de isolados
obtidos em condi¢bes de 0,001% de sobrevivéncia a UVC — linhagem selvagem:
NA1000). B) Frequéncia de dinucleotideos de pirimidina no genoma de C. crescentus.

4.7.7 — As fitas continua e descontinua sédo igualmente mutaveis por luz UV em C.
crescentus

Para a duplicacdo do material genético, organismos vivos utilizam as fitas senso
e antisenso como moldes. Em 2012, Furusawa criou um modelo implicando as diferencas
de fidelidade entre a replicagé@o destas duas fitas. Neste trabalho ele considera a natureza
estocéstica das mutagdes, porém julga que diferencas no mecanismo de replicacdo das
fitas leading (continuo) e lagging (descontinuo) podem contribuir para um viés no
aparecimento de mutagdes como consequéncia do mecanismo de replicagdo do DNA. Isto
acontece porque durante a sintese continua de DNA, a replicase se mantem na forquilha

replicativa e a presenca de lesdes que blogueiam é mais perceptivel, podendo ser
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facilmente corrigida, ja ao replicar de forma descontinua 0 DNA as vérias entradas da
replicase podem mascarar estas lesdes e dificultar o processamento destas.

Quando analisamos nossos dados de genomas provenientes de células irradiadas
com UVC, fizemos uma triagem para determinar se existia alguma tendéncia de acimulo
de mutacdes que foram consequéncia da replicacdo continua ou descontinua de DNA.
Esta anélise s foi possivel para mutacGes que estdo posicionadas em dinucleotideos de
pirimidina, nas quais assumimos que a fita onde a lesdo estava originalmente posicionada
é conhecida. Apos determinar se o dinucletideo de pirimidina estava presente na fita + ou
- (Apéndice 8) calculamos a porcentagem de lesbes presentes na fita continua e
descontinua (Figura 25).

Nossos resultados mostram que ndo existe um viés neste aspecto para o
aparecimento de mutacgdes induzidas por UVC em C. crescentus, com 45% das lesdes que
originaram mutacdes presentes na fita descontinua, e 55% presentes na fita continua.

Nossos resultados sugerem que o aparecimento de mutacGes induzidas por UVC
no genoma de C. crescentus ndo tem influéncia da maquinaria replicativa. Outros
trabalhos mostram que o acimulo de mutacdes na fita lagging é bem documentado na
literatura. Em 1993, Veaute & Fuchs ao testar o que eles chamaram de efeito assimétrico
da mutagénese, usaram plasmideos contendo lesdes na fita continua e descontinua. Os
resultados deles mostraram que para a mutagénese causada por adutos AFF existe um
aumento de pelo menos 20% na frequéncia de mutacGes quando as lesbes estavam
localizadas na fita descontinua (este aumento da frequéncia foi observado na presenca e
auséncia da resposta SOS).

No comeco da década passada, o grupo de Fijalkowska publicou dois trabalhos
(Maliszewska-Tkaczyk et al.,, 2000 & Gawel et al., 2002) para tentar relacionar o
posicionamento de lesdes induzidas por UVC e seu potencial mutagénico quando
presentes na fita continua e/ou descontinua.

No trabalho de 2000, ao estudar linhagens de E. coli que expressam
construtivamente os genes umuDC usando como marcador genético o gene lacZ, estes
autores observaram que existe uma prevaléncia de mutaces que sdo acumuladas pela
replicacdo de DNA usando a fita decontinualesionada por UVC (Maliszewska-Tkaczyk
et al., 2000). Porém em 2002 quando eles testaram 0 mesmo sistema para determinagéo
de viés de replicacdo continua e descontinua de DNA ap6s a radiagdo UV em linhagens
deficientes em NER (4uvrA) nédo foi possivel observar diferencas na mutagénese usando

como marcador o gene lacZ.
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De forma geral, a maquinaria responsavel por fazer o bypass de lesdes causadas
por UVC em C. crescentus (imuABC) parece ndo diferir entre a replicacdo continua e
descontinua quando se trata da fidelidade da replicacdo ou acesso ao substrato, ou seja, 0

aumento das taxas de mutacdo independente da fita que esta sendo replicada.

® Lagging = Leading

Lagging
45%
Leading
55%

Figura 25. Frequéncia de mutacdes que foram derivadas da replicacdo de DNA continua
(leading) e descontinua (lagging).

4.8 - MUTAGENESE INDEPENDENTE DE ImuABC A NIVEL GENOMICO

Sequenciamos seis linhagens derivadas da cepa imuC também irradiadas com 300
JIm? para entender aspectos da mutagénese dependente e independente de imuABC.
Devido ao baixo nimero de mutacdes, nossos resultados ainda sdo preliminares, mas ja
nos fornecem algumas pistas. Assim como nos genomas derivados da linhagem selvagem,
as mutacGes no Pan-Genoma da linhagem imuC também aparentam estar agrupadas mais
préximo as regides de término da replicacdo (Figura 26), o que pode implicar que a
disposicdo das mutacbes no cromossomo bacteriano ndo é uma consequéncia da TLS
mediada por estas proteinas, uma vez que as mutacGes independentes de imuABC
apresentam o mesmo padréo.

Por outro lado, quando comparamos os numeros de SNPs, observamos uma
diminuigcdo no nimero de mutacdes na linhagem imuC em comparagdo com NA1000, o
que sugere que grande parte destas mutagcdes sdo consequéncia da TLS mediada por
imuABC. Entre os seis genomas sequenciados dos mutantes deficientes em TLS,

encontramos uma soma de sete SNPs em relagdo aos isolados imuC néo-irradiados usados
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como controle, o que equivale uma média de 1,16 SNP/genoma sequenciado. Este valor
é equivalente a aproximadamente 1/5 da média das mutagdes dos genomas derivados da
linhagem selvagem que foram irradiados com 300 J/m? (5,1 SNP/genoma). No trabalho
de 2005, Galhardo e colaboradores caracterizaram o produto dos genes imuABC como
responsaveis pelos mecanismos de tolerancia ao dano de DNA em C. crescentus, estes
autores mostraram que parte da mutagénese induzida por UVC era independente de
imuABC. Ao longo deste trabalho também mostramos que a TLS dependente destas
proteinas se torna um mecanismo prevalente de acordo com o aumento da dose de
radiaco (Figura 16). Com isso, podemos concluir que ao usarmos uma dose de 300 J/m?
para obter isolados para 0 sequenciamento, seria esperado que a sintese translesdo fosse
responsavel por grande parte da mutagénese, com a concomitante diminuigdo do fator

independente de TLS na mutagénese induzida por UVC a nivel genémico.
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Figura 26. Mapa das mutacGes encontradas nos seis genomas sequenciados derivados da
linhagem imuC. Assim como no Pan-Genoma das mutagOes derivadas da linhagem
selvagem (NA1000), existe um acumulo preferencial das mutagdes localizadas proximo
a regido de téermino da replicacéo.
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4.9 - MODELO DE TLS MEDIADO POR ImuABC

Diferentemente da TLS mediada por umuDC (Pol V), ndo sabemos como o
produto dos genes imuABC fazem o bypass de lesdes no DNA. A construgdo de um
modelo de TLS para estas proteinas s6 serd possivel quando conhecermos a fundo a
bioquimica de cada uma das proteinas componentes deste sistema. Hoje, temos em maos
algumas informagdes que podem ser Uteis para pensarmos em um modelo especulativo
de sintese transles@o dependente destas proteinas. Sabemos que a proteina ImuA possui
similaridade com as proteinas RecA e SulA de E. coli. A expressdo destas proteinas é
dependente da resposta SOS neste organismo, e elas estdo envolvidas em diversas funcdes
relacionadas a mecanismos de reparo e tolerancia ao dano no DNA (Galhardo et al., 2005;
Rocha et al., 2008; Schlacher et al., 2006; Fulconis et al., 2006; Fujii & Fuchs, 2009).
Sendo que a proteina RecA esta implicada em ambos os mecanismos de TLS mediado
pela Pol V (Schlacher et al., 2006; Fujii & Fuchs, 2009). Nossos resultados mostram que
a auséncia de RecA ndo altera a mutagénese induzida por UVC em C. crescentus (Figura
9), ou seja, ndo existe necessidade desta proteina para que a TLS seja funcional quando
mediada por ImMuABC. Acreditamos que a similaridade de RecA com ImuA, somada aos
nossos dados (Galhardo et al., 2005; este trabalho), sugere que esta proteina tenha um
possivel papel andlogo a RecA na TLS mediada por ImMuABC: ImuA se ligaria a regides
de lesBes funcionando como um sensor de dano no DNA (Figura 27).

As demais proteinas presentes neste cassete mutagénico sao polimerases. ImuB é
uma polimerase da Familia Y (Galhardo et al., 2005). Esta familia de proteinas agrupa
polimerases especializadas em replicar DNA danificado (Sale et al., 2012). Ja a proteina
ImuC é produto do gene dnakE2 (imuC) que é uma segunda cOpia do gene dnakE
especializado em fazer o bypass de lesdes (Galhardo et al., 2005). A proteina DnaE € a
replicase reponsavel pela sintese de DNA livre de erro (O’Donnell, 2006). Sabemos que
as proteinas ImuB e ImuC também séo necessarias para a mutagénese induzida por dano
em C. crescentus. Para uma polimerase ser funcional, ela precisa, além de possuir
dominios funcionais, ter sitios de interacdo com algumas proteinas do replissomo, como
0 beta-clamp (Yao & O’Donnell, 2010). Em 2010, Warner e colaboradores mostraram
através de um ensaio de duplo hibrido que a proteina ImuB de M. tuberculosis interage
com o Beta beta-clamp e com a proteina ImuC, porém estes autores chamam atencéo para
que alguns dos residuos cataliticos caracteristicos de polimerase estdo ausentes na

estrutura de ImuB — sugerindo que ela ndo seria funcional para a replicacdo de DNA
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propensa a erro. Estes autores sugerem que esta proteina tem provavelmente um papel
acessorio na TLS realizada por ImuC.

De forma resumida nosso modelo é apenas uma complementacdo para o que foi
proposto por Warner e colaboradores (2010) para M. tuberculosis. Com isso, sugerimos
que a TLS realizada por ImuABC comeca com a inducdo da expressdo destas proteinas
por SOS - regulado por LexA e RecA (Galhardo et al., 2005; Rocha et al., 2008). A
proteina ImuA funciona como um sensor de dano de DNA, e recruta as proteinas ImuB e
ImuC para a o forquilha bloqueada pela lesdo. ImuB funciona como um intermediario
para a TLS, uma vez que interage com a proteina ImuA e ImuC, e com o beta-clamp
possibilitando a ligagdo deste complexo proteico com o replissomo. (Figura 27).

Nosso modelo especulativo pode ser observado na Figura 27. Para ter certeza da
funcdo de cada uma destas proteinas na sintese translesdo seria necessario extrapolar as
barreiras dos ensaios genéticos e tentar entender como elas interagem com o DNA
danificado e entre si. E possivel que mesmo dentro das bactérias que utilizam este sistema
existam algumas diferencas no funcionamento deste complexo. A proteina ImuA’ de M.
tuberculosis é extremamente diferente da ImuA de C. crescentus. Ha indicativos também
que a proteina ImuC de C. crescentus possua um sitio de interacdo com o beta-clamp
entdo ndo é possivel descartar que o produto do gene imuC seja o componente do cassete
mutagénico que esteja relacionado com a interagdo indispensavel de polimerases com o

replissomo.
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SINTESE TRANSLESAO ImuABC

A) Autoclivagem de LexA regulada por RecA: expressao de imuABC

RNA - Pol

‘ imuA | imuB [ imu

'y A

BOX SOS

B) ImuA reconhece fsSDNA e se liga
DNA — Pol IIT ImuA seliga a fsDNA

Pol ITI pronta para assumir a forquilha apés TLS

Figura 27. Sintese translesdo mediada por ImuABC. Para a configuracdo deste modelo
usamos como base os trabalhos de Warner et al., 2010 e nossos esforgos durante os
ultimos anos para tentar entender o funcionamento destas proteinas. A) Os genes imuABC
s80 expressos na presenca de dano de DNA em resposta a autoclivagem do repressor
LexA mediada pela presenca da nucleoproteina RecA ativa que reconhece regides de
fsDNA. B) A Pol Ill, responsavel pela duplicacdo do DNA genémico, ndo consegue
continuar a replicacdo na presenca de uma lesdo. A proteina ImuA se acumula nestas
regides de fSDNA e C) recruta as proteinas ImuB e ImuC para fazer a TLS. Dados em M.
tuberculosis mostram que ImuB interage com o beta-clamp e com a proteina ImuC porém
é incapaz de fazer a polimerizacdo, uma vez que parte dos seus residuos cataliticos estdo
ausentes, deixando o papel do bypass para a proteina ImuC (Warner et al., 2010; este
trabalho).
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5 CONCLUSOES & DISCUSSAO GERAL

e Diferentemente da Pol V, a inducdo da expressdo dos genes imuABC em niveis
maximos obtidos na resposta SOS é insuficiente para aumentar as taxas de

mutagénese espontanea.

Algumas bactérias como C. crescentus ndo possuem ortélogos do operon umuDC.
Elas utilizam o produto do cassete mutagénico IMuABC para fazer o bypass na presenga
de lesbes no DNA, impedindo o colapso da forquilha — que € um evento potencialmente
citotoxico. Alguns trabalhos mostraram que a Pol V pode assumir a forquilha replicativa
mesmo na auséncia de dano, e como consequéncia, levar ao aumento as taxas de mutagédo
espontanea. Nossos dados para C. crescentus sugerem que ImuABC nédo tem acesso a
forquilha replicativa e/ou ndo é mutagénica quando esta sintetizando o DNA usando como

molde uma fita de DNA integra, sem lesdes.

e A expressdo de imuABC em niveis maximos obtidos na resposta SOS nao

promove mudangas na tolerancia e mutagénese a MMC e UVC em C. crescentus.

Apenas 0 aumento da expressao dos genes que fazem parte do cassete mutagénico
ndo foi suficiente para alterar as taxas de sobrevivéncia nem para aumentar a mutagénese

induzida por UVC e MMC em C. crescentus.

e ImuABC néo precisa de RecA na forquilha para fazer o bypass de les6es induzidas
por UVC.

Diferentemente dos modelos de TLS mediados pela Pol IV e Pol V que ja foram
propostos para E. coli, nossos resultados mostraram que mesmo na auséncia de RecA, a
expressao de imuABC é capaz de restaurar a mutagénese induzida por UVC em um
background sem a inducéo da resposta SOS. Estes dados sugerem um mecanismo de TLS
novo para bactérias, que pode ser importante para elucidar como bactérias que nao

possuem ortélogos dos genes umuDC acumulam mutagdes.

e Existe uma complementagdo dos espectros de mutagédo induzidas por UVC nas

linhagens PimuA e ArecA PimuAo®.
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Ao sequenciarmos regides do gene rpoB (que quando mutado confere resisténcia
a rifampicina) das linhagens PimuA (controle) e ArecA PimuAo® (TLS em niveis da
resposta SOS), observamos uma equivaléncia das mutacdes, 0 que sugere que a
compensacao do fenotipo observado na linhagem Arec4 PimuAo® quando comparada com

a cepa controle é de fato uma consequéncia da mutagénese mediada por ImuABC.

e Ensaios de mutagénese induzida por UVC com doses crescentes mostram que
existem dois mecanismos que sdo responsaveis pela mutagénese causada por este

agente. Com o aumento da dose de UVC, a TLS fica mais prevalente.

Estudos em E. coli sugerem que a forca de ligacdo do repressor LexA e a regido
operadora dos genes que sdo induzidos em consequéncia da resposta SOS é responsavel
por modular a expressédo diferenciada de grupos de genes diferentes na presenca de dano
no DNA. Ainda ndo foram publicados dados da forca dos operadores dos genes que fazem
parte da resposta SOS em C. crescentus, poréem é possivel inferir que o acimulo de dano
no DNA causado pelo o aumento da dose de UVC pode estar relacionado ao aumento da
ativacdo da TLS em comparacdo com o0 outro mecanismo de resposta a radiacdo UVC,

gue € mais ativo em doses menores.

e Existe um componente independente de imuABC que estd envolvido na

mutagénese induzida por MMS em C. crescentus.

Quando comparamos as taxas de mutagénese induzida por MMS entre as
linhagens selvagem (NA1000) e o mutante imuC, ndo observamos diferencas entre as
frequéncias de mutantes induzidos por dano entre as duas cepas. Este dado sugere que
outro mecanismo, diferente da TLS mediada por estas proteinas, € responsavel pela

mutagénese induzida por este agente.

e Sobrevivéncias diferentes ao UVC levam a taxas de mutacdo diferentes.

Quando sequenciamos linhagens derivadas da cepa selvagem (NA21000)
irradiadas com 300 J/m? obtemos taxas de sobrevivéncia diferentes, usando diferentes

metodologias experimentais. Condi¢des que levam a 10% de sobrevivéncia promovem
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aumentos pequenos na mutagénese, enquanto que condic¢des onde a toxicidade da luz UV

€ maior geram mais mutacdes

e No cromossomo circular de C. crescentus existem duas regides espelhadas mais

préximas ao término que séo preferencialmente mutadas por UVC.

Observamos um padréo claro em que as mutagdes estdo agrupadas em espelho
proximo a regides proximas ao término da replicacdo. Este fenbmeno pode refletir
diferengas na eficiéncia de mecanismos de reparo de DNA entre regides proximas ao

inicio da replicacéo e o término da replicacéo.

e Mutacdes induzidas por UVC derivadas da linhagem selvagem de C. crescentus

ndo estdo preferencialmente associadas com a replicacdo continua ou descontinua.

A replicacdo do DNA em C. crescentus acontece a partir de uma origem Unica e
segue de forma bidirecional. A replicagdo da fita descontinua é consistente com varias
entradas da replicase que poderia afetar a percepcédo de lesdes pela maquinaria replicativa.
Porém nossos dados mostram que ndo existe um viés de fita replicada nas mutacdes

induzidas por UVC em genomas irradiados.

e Mutacdes induzidas por UV na linhagem imuC mostram uma organizacao

espacial similar & encontrada na linhagem NAZ1000.

Nossos dados de sequenciamento gendmico da linhagem deficiente em TLS ainda
sdo preliminares, pois 0 nimero de muta¢cfes encontradas é pequeno, necessitando de
sequenciamentos adicionais. Porém, a distribuicdo das substituicbes encontradas neste
genoma parece seguir 0 mesmo padrdo encontrado no cromossomo da cepa selvagem.
Isso pode ser um indicativo de que a organizacdo espacial das mutacdes é consequéncia
da diferenca de eficiéncia de mecanismos de reparo ao longo do cromossomo, e nao

apenas um viés relacionado a TLS mediada por ImuC.
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6 PESPECTIVAS

A mutagénese induzida por imuABC é um fendmeno recente na literatura
cientifica, e difere de outros modelos de TLS elaborados para E. coli. Os primeiros passos
para entender como a proteina ImuC faz o bypass de lesdes foi dado em conjunto pelo
nosso grupo e de estudos com M. tuberculosis. A compreensdo genética € importante,
porém a bioquimica pode abrir portas sobre o papel individual de cada uma destas trés
proteinas que fazem parte do cassete mutagénico durante a TLS.

Com a caracterizacdo genética feita, o proximo passo € focar na acdo destas
proteinas a nivel bioquimico para tentar entender como funciona o bypass de lesdes

mediado por estas proteinas.
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APENDICES

APENDICE 1. Lista de mutagdes encontradas nos genomas usados como controle
sem irradiar, mostrando o tipo da mutacdo, posi¢ao e o fenotipo

Natureza da

Locus Mutacéao Posicao 9
mutacao
CCNA _00944 Insercéo 1028157 Mudanca da matriz de
(+G) leitura
CCNA _00987 Delecdo (-A) 1068007 Mudanca da matriz de
leitura
CCNA 01467 T-C 1582587 S: Fenilalanina por
Acido Glutamico
CCNA 01803 T-C 1936766 Mutacé&o silenciosa
CCNA_03557 C-G 3731598 S: Arginina por
Prolina
CCNA 03876 T-A 4059568  S: Acido glutdmico

CCNA 03239, CCNA 03240, Delecéo (-
CCNA 03241 2,627 pb)
S: Substituicdo de aminoacido

por Acido aspartico

113



NA1000 -1

<2000,

-
’
NC_011916.1 £
4,042,929 bp 8
o

I

0oo'doa'

NA1000 - 4

NC_011916.1
4,042,929 bp

000'000°\

000'000'C

APENDICE 2. Mapas dos genomas derivados da linhagem selvagem NA1000 ap6s
irradiacdo com UVC. Mapa NA1000 1 e NA100O 4 foram gerados usando o Geneious

8.1.
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APENDICE 3. Mapas dos genomas derivados da linhagem selvagem NA1000 ap0s
irradiacdo com UVC. Mapa NA1000 5 e RSG 479 foram gerados usando o Geneious 8.1.
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APENDICE 4. Mapas dos genomas derivados da linhagem selvagem NA1000 apds
irradiacdo com UVC. Mapa RSG 480 e RSG 481 foram gerados usando o Geneious 8.1.
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APENDICE 5. Mapas dos genomas derivados da linhagem selvagem NA1000 ap6s
irradiacdo com UVC. Mapa RSG 488 e RSG 489 foram gerados usando o Geneious 8.1.
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APENDICE 6. Mapa de genoma derivado da linhagem selvagem NA1000

apos
irradiacdo com UVC. Mapa RSG 490 foi gerado usando o Geneious 8.1.
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APENDICE 7. Localizacio das mutagdes representadas no Pan Genoma da

NA1000 nos 16 intervalos do mapa cromossémico de C. crescentus.

Mapa Genbémico

Regido
9
10
11
12

Intervalo (pb)

0 - 252683
252684 -505366
503367 - 758049

758049 - 1010732
1010733 - 1263415
1263416 - 1516098
1516099 - 1768781
1768782 - 2021464
2021465 - 2274147
2274148 - 2526830
2526831 - 2779513
2779514 - 3032196
3032197 - 3284879
3284880 - 3537562
3537563 -3790245
3790246 - 4042929

NuUmero de mutacdes
3

WEFE WO R MNP R P

[N
B 5

51
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APENDICE 8. Lista das vizinhancas dos dimeros e seu posicionamento em relacao
a Fita + ou Fita — e a determinacéo da fita contendo a lesédo usada como molde
para a replicacdo da regido com a mutagio

Linhagem Posicao Fita + Fita - Posicdo da lesdo
RSG490 1051154 CTC GAG Lagging
RSG490 1118066 CCT GGA Lagging
RSG490 1385074 TTG AAC Lagging
RSG490 2548615 GGA CCT Lagging
RSG490 2727311 CAT GTC Lagging
RSG489 513995 CTG GAC Lagging
RSG489 1370096 ATC TAG Lagging
RSG489 1890603 CATA GTAT -
RSG489 1959428 GAAG CTTC Leading
RSG489 2009904 TCC AGG Leading
RSG488 2733261 TGG ACC Lagging
RSG488 2795628 CCG GGC Leading
RSG488 2947165 TCA AGT Leading
RSG488 3026719 GCC CGG Leading
RSG488 3332821 -
RSG479 205800 CAG GTC Leading
RSG479 434104 CAG GTC Leading
RSG479 1128647 TCA AGT Lagging
RSG479 1254082 TAC ATG -
RSG479 1515372 GAC CTG Leading
RSG479 2368980 CTTC GAAG Leading
RSG480 1191154 CCC GGG Lagging
RSG480 3510768 GAT CTA Lagging
RSG481 170745 GCC CGG Lagging
RSG481 1254082 TAC ATG -
RSG481 2201742 GAA CTT Lagging

NA1000 1 1260469 TAC ATG

NA1000 1 1345766 GAT CTA Leading
NA1000 1 2053632 TCG AGC Leading
NA1000 1 3044829 GCC CGG Leading
NA1000 1 3370908 CCG GGC Leading
NA1000 2 1196930 GTCC CATC Lagging
NA1000 2 1192654 TCC AGG Lagging
NA1000 2 1254082 TGC ACG

NA1000 2 3026 719 GCC CGG Leading
NA1000 2 3026769 ATA TAT

NA1000 2 3026791 CTA GAT Leading
NA1000 2 3026793 A-AC T-TC Lagging
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NA1000 2 3026804 ATT TAA Leading
NA1000 2 3026808 GCC CGG Leading
NA1000 2 3026812 CCG GGC Leading
NA1000 2 3026835 ATC TCG Leading
NA1000 2 3026852 GCC CGG Leading
NA1000 2 3026859 GGC CCG Lagging
NA1000 2 3030 603 GCC CGG Leading
NA1000 4 1644971 CCT GGA Lagging
NA1000 4 2248735 TCG AGC Leading
NA1000 4 3347457 CTC GAG Leading
NA1000 5 65217 GGATC  CCTAG Leading
NA1000 5 899256 C-CA G-GT Lagging
NA1000 5 2868064 TGA ACT Lagging

Rosa: Posicdo do dimero (Fita + ou Fita -);
Azul: Lesdo posicionada na fita Lagging;

121



APENDICE 9

122



