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INTRODUCAO



A replicagao do DNA e a transcricao génica séo eventos cruciais para a
manutengdo da informagdao genética e do estado diferenciado da célula
eucaridtica. Ha décadas ja € conhecido que dominios cromossémicos que
apresentam uma alta densidade de genes ativos transcricionalmente sao
replicados no inicio da fase S, enquanto que regides heterocromaticas inativas
transcricionalmente sao replicadas tardiamente na fase S, sugerindo que o
controle temporal da replicagdo pode ser utilizado para organizar a cromatina
ativa ou inativa transcricionalmente (GOLDMAN et al., 1984). A complexidade da
estrutura cromatinica na célula eucariética tem dificultado esclarecimentos sobre
a relagao que possa existir entre esses processos. A hipétese de que a
replicagdo do DNA é um pré-requisito para a ativagao transcricional é favorecida
em varios casos, como por exemplo: genes codificadores para rRNA 5S de
Xenopus, sao ativos transcricionalmente e replicados no inicio da fase S, em
células somaticas, enquanto, em ovécitos sdo inativos e apresentam uma
replicagao tardia (WOLFFE e BROWN, 1988), ou ainda genes codificadores
para B-globina, que apresentam uma replicagao inicial em eritrocitos, onde sao
expressos, e replicagdo tardia em células linfociticas, onde s&o inativos
transcricionalmente (DHAR et al., 1989) e genes codificadores para profilinas P
e A em Physarum, onde foi demonstrado que apenas o gene para profilina P, o
qual apresenta uma replicagao inicial," & transcrito em um estagio especifico do
desenvolvimento, enquanto que o gene da profilina A, nao é expresso nesse
estagio do desenvolvimento e apresenta replicagdo tardia (BERNARD e
PIERRON., 1992). Nesse caso, foi ainda observado uma associagéo fisica entre
origem de replicagdo e regidao promotora. Para o gene da profilina P, foi
mapeado uma origem de replicagao 1-1,5 kb do sitio de iniciagao da transcrigao
do gene, enquanto que para o gene da profilina A, a origem de replicagéo esta
distante cerca de 15 kb do gene (BERNARD e PIERRON, 1992). Entretanto, o
fato por exemplo, do cromossomo X apresentar genes replicados no inicio da
fase S e inativos transcricionalmente sugere que a replicagdo por si ndo €&
suficiente para a ativagao da transcrigdo. Além disso, existem evidéncias de

ativagao transcricional na auséncia de replicagdo do DNA. Por exemplo, CHIU e



BLAU (1984) mostraram a expressdao de genes especificos de células
musculares na presenca do inibidores da replicagdo do DNA.

Recentemente, a associagdo entre o controle temporal da replicagdo e da
transcrigao foi refinada em estudos do /ocus da sindrome de Prader-Willi em
humanos. Neste caso € mostrado que um segmento de 5-30 kb contendo o
terminal 5’ do primeiro exon do gene SNRPN (“Small Nuclear Ribonucleoprotein-
associated Polypeptide N") associado com essa sindrome é responsavel pela
regulacado alelo-especifica do tempo de replicagdao e da expressao no cérebro
(GUNARATNE et al., 1995).

A melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
regulacdo da replicagdo do DNA ou da transcrigdo génica em cromossomos de
eucariotos depende da identificagao e caracterizagao dos eventos moleculares
envolvidos na ativagdo desses processos. No caso da transcricdo génica, os
mecanismos envolvidos ja foram bastante dissecados, diversos elementos e
fatores que participam da maquinaria da transcrigao foram isolados e hoje pode-
se generalizar um mecanismo basico de ativagdo da transcricdo entre todos os
eucariotos (para rev. ver GOODRICH e TJIAN, 1994). Entretanto, no caso da
iniciacao da replicagdo do DNA a dissecgdo da maquinaria envolvida esta em
fase inicial (para rev. ver HEINTZ et al., 1992).

Esse descompasso &, em grande parte, resultado da dificuldade em se
isolar sitios de origem de replicagdo, dada a complexidade do genoma e
também a inexisténcia de mutantes genéticos que permitam averiguar sobre a
funcionalidade de elementos do DNA candidatos a se comportarem como
origens de replicagao. Abaixo abordaremos alguns sistemas mais amplamente

investigados a esse respeito

ESTUDOS EM EUCARIOTOS INFERIORES (Saccharomyces cerevisiae)

O primeiro sistema eucariético onde origens de replicagdo do DNA
puderam ser investigadas a nivel molecular foi S. cerevisiae, com a descoberta,
em 1979, de sequéncias cromossdmicas que conferiam a plasmideos
destituidos de origem a capacidade de se replicarem (STINHCOMB et al., 1979).

Devido a essa propriedade, essas seqiiéncias, nomeadas ARS (“autonomously



replicating sequence”) colocavam-se como excelentes candidatas a conterem
origens de replicagcdo e foram extensivamente estudadas durante a década de
80. A disseccdo molecular dessas regides cromossémicas resultou no
mapeamento fisico da regido de iniciagdo da replicagdo do DNA em uma regio
conservada entre os distintos ARS, nomeada ACS (“ARS consensus sequence”,
PALZKILL e NEWLON, 1988), e o isolamento de um complexo proteico,
denominado ORC (“origin recognition complex”) que se liga a ACS (BELL e
STILLMAN, 1992). Nesses estudos ficou demostrado também o envolvimento de
sequéncias flanqueadoras ao elemento ACS, nomeadas B1, B2 e B3, que atuam
aumentando a eficiéncia da atividade ARS como origem de replicagdo. O papel
exato desses elementos ainda permanece desconhecido. Até o momento, sabe-
se apenas que ao elemento B3 se liga o fator de transcricdo ABF1 (“ARS binding
factor 1”, DIFFLEY e COCKER, 1992 e BELL, 1995). Recentemente, esses
estudos se tornaram ainda mais excitantes devido a confluéncia com uma outra
linha de investigagao que visava a caracterizagao de proteinas cuja expressao &
regulada durante o ciclo celular, e que sdo essenciais para a entrada da célula
na fase S (para rev. ver BARINAGA, 1994). Esses estudos levaram ao
isolamento de uma familia de proteinas quinases dependentes de ciclina,
nomeada Cdc (“Cell division cycle”), dentre elas a Cdc7. Entretanto, a
associagao entre essas proteinas, essenciais para a sintese do DNA na fase S,
e a ativagao de sitios de origem de replicagdo comegou a ser estabelecida
somente ha dois anos atras com a caracterizagdo de uma proteina nomeada
DBF4, a qual é ativadora e ligante da quinase Cdc7 e ligante do complexo ORC
(DOWELL et al., 1994). Esse dado, associado a observagdo de que o ORC
permanece ligado a origem durante todo o ciclo celular vem colocar a proteina
quinase Cdc 7 como uma possivel ativadora da iniciagéo da replicagdo mediante
a fosforilagdo de proteinas desse complexo ou de outras proteinas ainda nao
identificadas. A ativagdo da regido de origem provocaria desespiralizagdo e
separacdo das fitas de DNA na regido flanqueadora rica em A-T, permitindo
assim a entrada das demais proteinas do complexo replicador, como a primase

e DNA polimerase, necessarias para a sintese das cadeias complementares.



A natureza modular da seqiéncia replicadora de levedura assemelha-se
em certos aspectos com a estrutura dos promotores de células eucaridticas. De
um modo geral, os promotores que controlam a transcricao de genes
eucariéticos compreendem seqiéncias localizadas proximas ao inicio de
transcrigdo, como por exemplo a seqiiéncia TATA box, que funciona como ponto
para a ligagao da maquinaria basica da transcrigao. A transcrigao basal, por sua
vez, & controlada por outros fatores que se ligam a sequéncias ativadoras e que
interagem com a maquinaria basal ativando a transcricdo. Mutagdes pontuais
nessas sequéncias ativadoras nao necessariamente abolem a fungao
promotora, devido a redundancia desses elementos. Essa redundancia, por sua
vez, fornece flexilibilidade necessaria para controlar a fungao promotora durante
o desenvolvimento e nos diferentes tipos celulares. No caso da replicagao do
DNA de levedura, a sequiéncia ACS, onde se liga o complexo ORC, poderia ser
um elemento andlogo aos elementos que garantem a transcrigdao basal e
possivelmente atrairia a maquinaria basica para a replicagdo do DNA. Os sub-
elementos B, por sua vez, participariam na regulagao do replicador durante o
ciclo celular e/ou na ativagéo do replicador em diferentes tipos celulares, papel
este similar ao desempenhado pelos elementos reguladores da transcrigao
basica nos promotores. A observagado de que ao elemento B3 de ARS se liga o
fator transcricional ABF1, além da observagdao de que em virus de eucariotos
ocorre a participagdo de fatores transcricionais na ativagdo da origem de
replicagdo, enfatiza a similaridade entre promotores transcricionais e os
replicadores (para rev. ver BELL et al., 1993 a, b e BELL, 1995).

ESTUDOS EM EUCARIOTOS SUPERIORES

No caso dos organismos multicelulares, sequéncias replicadoras com
caracteristicas semelhantes a promotores poderiam conduzir a uma replicagao
diferencial nos distintos tipos celulares durante o desenvolvimento. Entretanto,
apesar dos grandes esforgos concentrados nessa area, ainda nao foi possivel
estabelecer se a iniciagdo da replicagdo envolve o reconhecimento de
sequéncias especificas (para rev. ver HEINTZ et al., 1992; BENBOW et al., 1992
e HAMLIN e DIJKWEL, 1995).



Em células de mamiferos, o primeiro sitio de iniciagdo de replicagao foi
identificado pelo grupo da Dra. Hamlin, durante o inicio da década de 80, no
locus que contém o gene para DHFR (dihidrofolato redutase, para rev. ver
HAMLIN, 1992). Esses pesquisadores isolaram linhagens celulares estaveis,
derivadas do ovario de hamster chinés, contendo cerca de 1000 cépias do gene
que codifica a DHFR, colocando esse sistema como uma rara oportunidade para
o isolamento e caracterizagdo de sitios de iniciagdo da replicacido em
cromossomos de mamiferos. Entretanto, nesse sistema a caracterizacdo de
regidao de origem de replicagdo utilizando diferentes métodos tem mostrado
resultados contraditérios. O mapeamento fisico por eletroforese em géis
bidimensionais indica que a replicagao inicia-se em diversos pontos ao longo de
uma regiao de 55 kb, situada a jusante do gene DHFR (VAUGHN et al., 1990,
DIJKWEL e HAMLIN, 1992), enquanto que métodos que empregam precursores
radioativos para a identificagdo das fitas nascentes de DNA tém sugerido a
ocorréncia de sequéncias fixas de iniciagdo da replicagdo. Por exemplo, em
estudos realizados por ANACHOVA e HAMLIN (1989) foi mostrado que
fragmentos de DNA (de 1 a 5 kb), enriquecidos em origens, hibridam
preferencialmente, em “Southern blots'", com dois fragmentos gendémicos de 6.1
e 11 kb que mapeam dentro da regido de 55 kb do amplicon DHFR. Esses
dados sugeriram a ocorréncia de duas origens de replicagdo nomeadas por ori-§
e ori-y mapeadas cerca de 15 e 35 kb, respectivamente, a jusante do terminal 3’
do gene. Em outros estudos, que envolveram caracterizar a distribuicao dos
fragmentos de Okazaki ao longo de todo amplicon DHFR, foi detectado um unico
sitio onde ha a transicdo da sintese descontinua para a sintese continua de
DNA, em um fragmento de 450 bp situado dentro da regido ori-B. Esses dados
sugerem a ocorréncia de um sitio unico de iniciagdo da replicagdo neste
amplicon (BURHANS et al.,, 1990). Essa controvérsia pode ser devida as
abordagens enfocarem etapas diferentes da iniciagao da replicagao do DNA. O
emprego de novas técnicas, a caracterizagdo de cada intermediario de
replicagdo com relacdo a estrutura, abundancia, taxa de “turnover” e

comprimento e posi¢do das fitas nascentes permitird o esclarecimento e a



compreensao da iniciagao da replicagdo nesse dominio cromossémico (para rev.
ver LINSKENS e HUBERMAN, 1990, HAMLIN, 1992).

Como mencionamos acima, um dos principais problemas enfrentados
para a identificagado de origens de replicagao do DNA em eucariotos superiores &
a dificuldade de identifica-las por analises genéticas. Entretanto, recentemente,
esse tipo de verificagao foi possivel no /ocus da B-globina. Nesse locus, através
da andlise da distribuicao dos fragmentos de Okazaki para mapear a regiao de
transicao entre sintese continua e descontinua de DNA, foi identificado um sitio
de iniciacao de replicagao bidirecional, em um fragmento de 2 kb localizado a
montante do gene. Entretanto, em pabientes talassémicos, onde ha uma
delecao de 8 kb englobando esse fragmento de 2 kb, a atividade de origem de
replicagcado é perdida. Nesses individuos a replicagado dessa regiao passa a ser
unidirecional, a partir de uma outra origem localizada externamente ao /ocus.
Portanto, esse € um exemplo em cromossomos de células de mamiferos, onde,
uma seqiéncia candidata a conter uma origem de replicagao foi funcionalmente

comprovada por evidéncias genéticas (KITSBERG et al., 1993).

O locus coriénico no cromossomo |ll de células do foliculo ovariano de
Drosophila, que & amplificado no final da ovogénese é outro sistema que tem
permitido o mapeamento de regides de origens por métodos fisicos e
abordagens genéticas. Em estudos envolvendo transformagdo mediada pelo
elemento P, incluindo mutagdes dirigidas, foi possivel identificar um elemento de
320 pb, localizado cerca de 120 pb a montante do gene s18 desse locus,
essencial para a amplificagdo, e denominado ACE3 (“amplification control
element/third chromosome”, ORR-WEAVER e SPRADLING 1986; ORR-
WEAVER et al, 1989), e quatro outros elementos, requeridos para a
manutengdo de altos niveis de amplificagdo, denominados AER (“amplification-
enhancing region”): AER-a [2.2 kb], AER-b [1,3 kb], AER-c [0.9 kb] e AER-d [0,4
kb] localizados a jusante do elemento ACE3 e entre os quatro genes corionicos
mapeados nessa regidao (DELIDAKIS e KAFATOS, 1987; DELIDAKIS e

KAFATOS, 1989). O papel exato desses elementos na amplificagcdo do locus



coriénico ainda nao foi esclarecido e, interessantemente, o elemento ACE3,
candidato a conter origem de amplificagdo e/ou replicacdo, é bastante
conservado apresentando 8 blocos de sequéncias (>5pb) com 100% de
identidade entre quatro espécies de Drosophila (MARTINEZ-CRUZADO et al.,
1988, SWIMMER et al., 1992). Neste sistema, o emprego de técnicas para a
analise de forquilhas de replicagao em géis bidimensionais neutro/neutro
detectou a presenga de diversas origens de replicagao dentre de uma regiao de
7.7 kb, sugerindo a ocorréncia de diversos sitios de inicio de replicagcado, sendo
que em algumas regides, como no elemento ARE-d, a replicagdo se iniciaria
mais frequentemente (70-80%) quando comparada a outras, como por exemplo
no elemento ACE3 (DELIDAKIS e KAFATOS, 1989 e HECK e SPRADLING,
1990). Portanto, nesse caso, se imaginarmos uma regidao de origem de
replicagao similar a observada em levedura, o elemento ACE3 poderia
representar a regido onde se ligaria o complexo ativador da replicagdo e o
elemento AER-d a regido onde ocorreria a abertura das fitas para instalagao do
complexo replicador.

O locus coribnico de Drosophila esta sendo bastante investigado também
quanto ao mecanismo de regulagdo da transcricdo génica. Esses estudos
mostraram que os elementos controladores da transcrigdo sao distintos dos
elementos controladores da replicagdo. Entre eles, o hexadmero 5-TCACGT-3’,
localizado cerca de 60 nt a montante do inicio de transcricdo, é conservado
entre todos os genes coridnicos e é essencial para a expressao regulada desses
genes (MARIANI et al.,, 1988 e TOLIAS e KAFATOS, 1990). Portanto, na
transcrigdo dos genes coridnicos es‘taria envolvida a sequéncia TATA box,
responsavel pela transcricao basal, e o hexamero conservado que participa na
intensa ativacao da transcrigdo. Nesse sistema a possivel correlagédo entre

amplificagao e transcrigao ainda permanece obscura.

No que diz respeito a iniciagdo da replicagdo em cromossomos
eucarioticos convém ressaltar ainda que nos ultimos quatro anos houve um
grande avango nessa area e atualmente com o emprego de uma grande

diversidade de abordagens experimentais estdo sendo caracterizadas regides



de origem de replicagio do DNA em pelo menos cerca de 20 Joci
cromossdmicos (para rev. HAMLIN e DIJKWELL, 1995). Entre eles os mais
intensivamente investigados sdo: o locus rDNA em Tetrahymena thermophila
(DU et al., 1995), o locus da rodopsina em hamster chinés (GALE et al., 1992), o
locus da histona H5 em Gallus gallus (ADAMS e WORKMAN, 1993) e o locus c-
myc em células humanas (LEFFAK e JAMES, 1989). A analise comparativa da
sequiiéncia de nucleotideos dessas diversas regides de origem de replicagao
mostra a conservagdo de algumas caracteristicas, como por exemplo: a
presenca de um ou mais elementos de desespirilagdo do DNA (DUE - “DNA
unwinding element”); diversos elementos de ligagdo a matriz nuclear (MAR
“matrix attachment region”, também denominado SAR “scaffold associated
region”); sequéncia consenso de ARS (ACS); trechos de pirimidina; uma
seqliéncia conservada de 21 pb WAWTTDDWWWDHWGWHMAWTT, onde
W=A/T, D=A/G/T, H= A/C/T e M=A/C; sitios de ligagao de fatores de transcrigao
e uma riqgueza em AT (DOBBS et al.,, 1994). Embora essas similaridades
possam sugerir uma conservagao na maquinaria basica da replicagao do DNA,
desde S. cerevisiae até eucariotos superiores, tal afirmativa depende de maior

disseccao dessas sequéncias em ensaios moleculares e funcionais.

O MODELO DE ESTUDO

Dentro desse contexto, os pufes de DNA, estruturas que aparecem como
uma visivel descompactagdo da cromatina em sitios especificos dos
cromossomos politénicos da glandula salivar de Sciarideos, no final do ultimo
estagio larval, representam um sistema interessante para investigar os
processos de replicagdo do DNA e transcricdo génica. A descompactagao da
cromatina que acontece nos pufes de DNA esta correlacionada com a intensa
atividade transcricional de genes amplificados nesses sitios (FONTES et al,
1992; PACO-LARSON et al,, 1992; WU et al, 1993) e, provavelmente, &
necessaria para acomodar a maquinaria de transcri¢ao e replicagao que atuam
simultaneamente nesses loci cromossémicos (SANTELLI et al., 1991, COELHO
et al., 1993). A peculiaridade dessa estrutura cromossémica, onde ocorre

sintese adicional de DNA e uma intensa atividade transcricional de modo



regulado no desenvolvimento, a tornou bastante atrativa desde sua descoberta
em 1955 por Breuer e Pavan.

A metodologia disponivel naquela época, e até o final da década de 70,
permitiu demonstrar a ocorréncia de sintese adicional de DNA e uma intensa
atividade de transcricdo nesses sitios cromossdmicos (FICQ e PAVAN, 1957;
GABRUSEWYCZ-GARCIA, 1964; SAUAIA et al, 1971; RIBEIRO, 1975;
LAICINE et al.,, 1984) e correlacionar temporalmente fragées polipeptidicas da
glandula salivar com determinados pufes de DNA (WINTER et al 1977;
deTOLEDO e LARA, 1978; LAICINE et al.,, 1984). Estudos de citofotometria,
embora fornecendo sub-estimativas do valor real, demonstraram claramente a
ocorréncia de amplificagdo de DNA nesses pufes (CROUSE e KEYL, 1968;
RASCH, 1970; PACO-LARSON, 1982).

A partir da década de 80, com o desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante, os pufes de DNA comegaram a ser investigados a nivel
molecular, condigao basica para a real compreensao dos mecanismos e das
relagdes entre os processos de amplificagdo, transcrigao e formagao dos pufes
de DNA. A caracterizagdo molecular de regides formadoras desses /oci
cromossOmicos iniciou-se com o isolamento e caracterizagdo de clones
gendmicos e de cDNAs de pufes de DNA de diversos Sciarideos, como dos
pufes B10 e C4 de Bradysia hygida (FONTES et al., 1992, PAGO-LARSON et
al., 1992 e MONESI et al., 1995), pufes B2, C3 e C8 de Rhynchosciara
americana (GLOVER et al., 1982; rev. LARA, 1988; rev. LARA et al,, 1991;
FRYDMAN et al., 1993; SOARES, 1995), pufes IlI/9A e 11/2B de Sciara coprophila
(DIBARTOLOMEIS e GERBI, 1989; WU et al., 1993) e pufe C4B de Trichosia
pubescens (COSTA, 1995). Nesses estudos foi demonstrado diretamente a
ocorréncia de seqiiéncias génicas amplificadas durante o desenvolvimento da
glandula salivar, atingindo niveis de amplificagdo de cerca de 10-21X (em B.
hygida, FONTES et al., 1992 e MONESI et al., 1995), 8-32X (em R. americana,
GLOVER et al., 1982, SOARES, 1995), 17-18X (em S. coprophila, WU et al.,
1993) e 50X (em T. pubescens, COSTA, 1995). Embora a estrutura de pelo
menos cinco desses genes amplificados em pufes de DNA tenha sido definida

molecularmente, a caracterizagido molecular da regido inteira do pufe de DNA
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ainda nao foi resolvida, devido em grande parte a presenca de seqiiéncias
repetidas nessas regides, como foi mostrado nas porgdes a 5' e 3’ do gene do
pufe C4 de B. hygida (MONESI et al;, 1995) e nas por¢des a 3' do gene dos
pufes C3 e C8 de R. americana (SANTELLI et al., 1991). Interessantemente, em
quatro desses pufes, C4 de B. hygida, C3 e C8 de R. americana e C4B de T.
pubescens, onde foram caracterizados 18 kb, 55kb, 54 kb e 42 kb
respectivamente, de cada amplicon, observou-se que niveis maximos de
amplificagéo ocorrem na regido onde foi mapeada uma unidade de transcri¢ao e
diminui gradualmente de modo simétrico (no caso do amplicon C4B e C8) ou
assimétrico (no caso do amplicon C4 e C3), a partir dessa regidao (CADAVID,
1993; MONESI et al., 1995; COSTA, 1995 e SOARES, 1995). Em B. hygida,
esses estudos sobre a caracterizagdo molecular de pufes de DNA foram
refinados e observou-se que podem existir genes expressos antes da abertura
do pufe (como é o caso do mRNA de 1.8 kb, complementar a um fragmento 1.2
kb do pufe C5) ou quando os mesmos se encontram regredidos (como é o caso
dos mMRNAs de 1.8 e 3.8 kb complementares a um fragmento de 2.3 kb do pufe
C4). Esses genes, entretanto, apresentam niveis muito baixos de amplificagao
que nao excedem 3-4X (COELHO, 1993; COELHO et al., 1993). Em conjunto,
esses dados permitem esclarecer dois pontos importantes sobre a natureza dos
pufes de DNA. O primeiro diz respeito ao mecanismo de amplificagao, indicando
que a replicacado que leva a amplificagao ocorre de modo desigual ao longo da
regiao amplificada, sugerindo um gradiente de amplificagdo similar ao que
ocorre no dominio coriénico em células do foliculo ovariano de D. melanogaster
(SPRADLING, 1981). O segundo, diz respeito a organizagdo da estrutura do
pufe de DNA, sugerindo a presencga de diversos genes expressos em diferentes
épocas do desenvolvimento, sendo que os genes cuja expressdo acompanha o
desenvolvimento do pufe apresenta os maiores niveis de amplificagdo, quando
comparados a genes expressos antes ou apos a regressao do mesmo.

Outro ponto interessante investigado em pufes de DNA diz respeito a
identificagao fisica de sitios de inicio da replicagdo. Através da analise dos
intermediarios de replicagao em géis de agarose de dupla dimenséao foi possivel

0 mapeamento de regido de origem de replicagdo bidirecional, inicialmente em
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Sciara (LIANG et al., 1993), e recentemente em Rhynchosciara (YOKOSAWA,
1995). Em Sciara essa regiao foi identificada em um fragmento de cerca de 1 kb
localizado 2.3 kb a montante do gene 11/9-1 e em Rhynchosciara em um
fragmento de 8-9 kb localizado na regido flanqueadora a 5’ do gene C3-22.
Ensaios funcionais dessas regides sao necessarias para avaliar a atividade
desses elementos como origens de replicagao.

Os pufes de DNA também sao bastante investigados quanto a regulacao
da expressao génica (SANTELLI et al., 1991; COELHO et al., 1993 e WU et al.,
1993). Em dipteros, de uma maneira geral, foi bastante investigada a
participagao do horménio ecdisona como substancia ativadora ou inibidora da
transcrigao. Particularmente, os pufes que se formam nos cromossomos
politénicos, caracterizados como manifestagbes morfolégicas da atividade
génica, foram muito utilizados nesse estudo. Durante as décadas de 60-70,
foram feitos numerosos estudos citologicos sobre a participagao da ecdisona no
desenvolvimento dos pufes de RNA de Drosophila (ASHBURNER et al., 1974 e
ASHBURNER e RICHARDS, 1976). Esses sitios diferem dos pufes de DNA por
ndo apresentarem sintese adicional de DNA, apenas uma intensa atividade
transcricional e sdo de ocorréncia geral em dipteros. Nesses estudos os pufes
de RNA foram divididos em duas classes: a primeira classe seria representada
pelos pufes induzidos diretamente pela ecdisona, nomeados por pufes iniciais, e
a segunda classe incluiria os pufes induzidos indiretamente pela ecdisona,
nomeados pufes tardios (ASHBURNER e RICHARDS, 1976). Em sciarideos, o
efeito da ecdisona sobre o desenvolvimento dos pufes de DNA também foi
investigado. Experimentos envolvendo a injegdo de ecdisona em larvas jovens,
realizados em S. coprophila (CROUSE, 1968), R. americana (STOCKER e
PAVAN, 1974 e BERENDES e LARA, 1975), Trichosia (AMABIS e AMABIS,
1984a) e B. hygida (FONTES, 1988); ou a ligadura do corpo da larva para o
bloqueio da passagem dos horménios produzidos pelas glandulas enddcrinas,
realizados em R. americana (AMABIS e CABRAL, 1970) e em Trichosia
(AMABIS e AMABIS, 1984b) ou, ainda, transplantes de glandulas salivares
realizados em R. americana (AMABIS e SIMOES, 1971) e incubagdo de

glandulas salivares em meio contendo o horménio ecdisona (ALVARENGA et
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al., 1979) mostraram a necessidade da ecdisona no programa de
desenvolvimento dos pufes de DNA. Esses estudos mostraram ainda a
dependéncia da sintese proteica para a indugao da formagao dos pufes de DNA,
colocando-os como eventos analogos aos pufes de RNA tardios de Drosophila.
Em B. hygida, esses estudos se estenderam a nivel molecular e mostraram por
andlises em “northern” e “Southern blot” que a ecdisona induz a amplificagéo e
transcrigao de genes dos pufes C4 e B10 (FONTES et al., 1991).

A inexisténcia de um sistema para a transformacéao de sciarideos &€ uma
limitagao nos estudos para avaliagao do mecanismo molecular da regulacao da
transcrigao e amplificagdo. Tendo em vista essa limitagao, recentemente, estao
sendo produzidas linhagens de Drosophila transgénicas contendo seqiiéncias
promotoras de genes amplificados em pufes de DNA. Bienz-Tadmor e cols.
(1991) demonstraram que uma regido de 718 pb da regidao promotora de um
gene do pufe de DNA 119-A de S. coprophila & capaz de dirigir a expressao de
um gene reporter em linhagens transgénicas de Drosophila, de modo regulado
temporal e tecidualmente semelhante ao que ocorre em S. coprophila. Estudos
“in vitro" da glandula salivar desses animais transgénicos mostraram que a
ecdisona é capaz de induzir rapidamente (30-60 min.) a atividade do gene
reporter, sugerindo um controle direto da transcri¢gdo pelo receptor da ecdisona.
A existéncia nesse fragmento de 718 pb de trés seqiiéncias palindrémicas
homoélogas ao elemento de ligagdo do receptor de ecdisona (EcCRE) de
Drosophila reforga a nogéo de que a transcrigao do gene 11/9-1 de S. coprophila
seja diretamente controlado pelo receptor de ecdisona. Apesar da baixa
similaridade (39-62%) dessas trés sequéncias de S. coprophila com o elemento
EcRE de Drosophila, ensaios de migracao retardada em gel, indicam a sua
ligagdo com proteinas do extrato da glandula salivar do periodo de
desenvolvimento dos pufes de DNA. Anticorpo policlonal contra receptor da
ecdisona reconhece essas proteinas, sugerindo assim a ligagao direta de
complexos Ecdisona + Receptor com genes amplificados em pufes de DNA
(GERBI et al., 1993, dados nao mostrados). Essa ligagdo direta também é
sugerida em R. americana e T. pubescens onde foi mostrado que anticorpo

policlonal contra o receptor de ecdisona, isolado de Chironomus, reconhece
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sitios formadores de pufes de DNA (STOCKER, et al., 1995). O isolamento e
caracterizagdo de proteinas ligantes as seqléncias candidatas a se
comportarem como EcRE do gene 11/9-1 de S. coprophila, e de outros genes
amplificados em pufes de DNA, bem como o isolamento do receptor de ecdisona
desses sciarideos permitird obter dados conclusivos sobre a participagao da
ecdisona no desenvolvimento dos pufes de DNA.

Com vistas a contribuir com informagdes e reagentes importantes para
estudos dos mecanismos moleculares envolvidos na transcricdo e amplificagao
génica em pufes de DNA, neste trabalho clonamos e caracterizamos a nivel de
sequéncia de nucleotideos um gene amplificado no pufe B10 de B. hygida. A
caracterizagao desse gene envolveu também estudos sobre as mensagens por
ele codificadas, produzindo informagdes interessantes acerca da regulagao da

expressao génica a nivel do mRNA.
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MATERIAIS E METODOS
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A. MATERIAL BIOLOGICO
1. Bradysia hygida

Foram utilizados imagos e larvas fémeas do Sciarideo Bradysia hygida
(SAUAIA e ALVES, 1968) mantido no laboratério desde 1967. Seu ciclo de vida
dura cerca de 36 dias, a 20 °C. Durante o estagio larval ocorrem mudas que
delimitam quatro estagios. No fim do sexto dia apds a terceira muda inicia-se a
formagao das manchas oculares. Essas manchas mudam de tamanho, forma e
posicao durante o desenvolvimento, sendo por isto um marcador util para se
determinar a idade larval e conseqliientemente o padrao de desenvolvimento dos
pufes que ocorrem nos cromossomos politénicos das glandulas salivares
(Figuras 1 e 2, LAICINE et al., 1984).

Essas larvas possuem um par de glandulas salivares com cerca de 10 cm
de comprimento, formadas por duas fileiras de células que delimitam uma luz
central e percorrem todo o corpo larval até a extremidade posterior. Cada
glandula contém cerca de 190 células (SAUAIA, 1971; PACO-LARSON, 1976)
que diferem quanto suas caracteristicas morfolégicas, permitindo a facil
distingao de trés regides: S1, S2 e S3 (Figura 3). Os nucleos das células contém
quatro cromossomos politénicos nomeados A, B, C e X (SAUAIA, 1971), cujos
padrées de pufes diferem segundo a regido glandular. A formagao dos
primérdios dos pufes de DNA ocorre quando as manchas oculares apresentam o
padrado E3 (fim do 7° dia do quarto estadio). Em E7 expande-se o 1° grupo de
pufes de DNA. Doze horas ap6s E7 ocorre a expansdo de um 2° grupo. O pufe
B-10 & um pufe intermediario, entre o primeiro e o segundo grupo, e se encontra
em maxima expansao por volta de E7 + 8 horas (Figura 2). O pufe de DNA B-10
ocorre apenas nas regides S1 e S3. Na regido S2 esse pufe nao se forma
(Figura 4, ALVES, 1975). Na muda prepupal, que ocorre cerca de 26 horas apos
E7, todos os pufes de DNA, com excegao do B-3de, se apresentam regredidos.

Neste trabalho foram utilizados imagos e larvas fémeas no final do 4°
estagio larval, em idades E1 (antes do inicio da formagédo dos pufes de DNA),
E3, E7, E7+8 e E7+16 horas.

2. Biblioteca de cDNA

A biblioteca de cDNA utilizada ja estava disponivel em nosso laboratério e

foi construida em Agt10, utilizando cDNAs sintetizados a partir de RNA poly At
extraido de glandulas salivares no periodo em que os pufes de DNA sao
formados (E7- E7+16 horas) (MONESI et al., 1995).
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Figura 1 - A. Estigios do desenvolvimento de B. hygida. Fotografia de larvas na 3°

muda (3rdM), no quarto estagio larval com seus padrdes de manchas oculares
(vista dorsal) e na muda pupal (PM) (vista lateral). B. Ciclo de vida. A larva
passa pela terceira muda 12 dias apés a eclosido (H). Durante o 18° dia apés a
eclosdo (6° dia do 4° estdgio) tem inicio o aparecimento das manchas oculares
(E1). Essas manchas mudam de forma tamanho e posi¢do fornecendo um
marcador util do estagio de desenvolvimento, na segunda metade do 4° estagio
larval. O padrdo E3 coincide com o periodo em que as larvas abandonam a
comida e comegam a construir o casulo. Nas 46 horas que se seguem ocorrem
mudangas claras no padrdo dos pufes nos cromossomos politénicos da gldndula
salivar. Os pufes de DNA se desenvolvem neste periodo. O padrdo de mancha
ocular E7 dura apenas duas horas sendo bem confiavel para a predigdo do padrdo
de pufes. Por isso a determinagéo de idades ap6s este periodo € feita por horas
ap6s E7 (retirado de LAICINE et al., 1984).
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E5 - E7 E7+4 E7:8 E7+12 E7+16 E7+20hs

B10
¥

Figura 2 - Padrio de desenvolvimento do pufe de DNA B-10, no final do 4° estagio
larval. O pufe de DNA B-10 apresenta maxima expansdo em E7 + 8 horas e em
E7 + 16 horas se encontra regredido (retirado de LAICINE et al., 1984).

Figura 3 - Glandula salivar de B. hygida no 4° estagio larval. S1 - regido anterior; S2 -
regido granulosa e S3 - regido mucosa.
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Figura 4 - Autoradiografia de cromossomos politénicos B das regides glandulares S1,

S2 e S3, depois de 15 minutos de incorporagio de (3H)-timidina. Note que nas
regides S1 e S3 os sitios B-10 estdo intensamente marcados, quando comparado
com a regido S2. Na regido S2 esse pufe ndo se forma. (retirado de ALVES,
dissertagdo de mestrado FMRP/USP, 1975).

3. Vetores e bactérias hospedeiras
3.1. Plasmideos

- pUC 19 - vetor utilizado para a sub-clonagem do fragmento genémico
de 2 kb. Esse vetor contém o gene que confere resisténcia a ampicilina, a
origem de replicagao derivada de pBR322, e uma porgéo do gene /acZ de E. coli
(lacZ’). Inserido neste gene ha o “polylinker” com varios sitios para
endonucleases de restricdo. Apos a clonagem de um segmento de DNA neste
sitioc o gene lacZ’ é inativado permitindo a selegdo pela cor de col6nias
portadoras de plasmideos recombinantes (colénias brancas) e néo
recombinantes (coldnias azuis) em placas contendo IPTG e XGal.

- fagomideo pT7T3 18 U - vetor de seqilienciamento. Esse vetor contém: o
gene lacZ', que conforme descrito acima para o vetor pUC 19 permite a selegéo
pela cor de coldnias portadoras de plasmideos recombinantes em placas
contendo IPTG e XGal, um "polylinker" com varios sitios para endonucleases de
restricao derivado do pUC18 e os promotores T7 e T3 diametricamente opostos,
flanqueando o “polylinker”. Esse vetor contém ainda o gene de resisténcia a
ampicilina, a origem de replicagdo do plasmideo pBR322, permitindo que seja
mantido como plasmideo dupla fita em E. coli, e a origem de replicagdo do fago

19



f1 permitindo a obtencdo de DNA fita simples, apés a infecgdo das bactérias
com o fago "helper" M13KO7 (ver figura 5).

Plasmideos recombinantes:

- pBB10, contém o fragmento gendmico de 2 kb no plasmideo pUC 19,
transfectado em E. coli linhagem TB-1 (FONTES et al., 1992).

- pcB10, contém o cDNA relativo ao pufe B10 no vetor de sequienciamento
pT7T3-18U, transfectado em E. coli linhagem XLBlue-I.

- pgB10-(0,7) e pgB10-(1,3), contém os sub-fragmentos genémicos de 0,7
e 1,3 kb, no vetor de sequenciamento pT7T3-18U, transfectado em E. coli
linhagem XLBlue-I.

Foram utilizadas as linhagens de E. coli:

- XL-Blue-1: supE', lac, hsdR17, recA1, F'(proAB* lacl® lacZAM15).
Hospedeira deficiente em recombinagdo. O F’ permite a selegdo de colénias
brancas/azuis na presenga do substrato X-gal e a super-infecgao do
bacteri6fago M13. Contém ainda o epissoma que confere resisténcia a
tetraciclina.

- NM522: supE, thi, A(hsdMS-mcrB)5, A(lac-proAB), F'(proAB* lacl® lacZA
M15). Hospedeira deficiente em recombinagdo usada para a propagagao do
fago Agt10.

- C600: supE44, hsdR, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, hflA150 [chr:Tn10
(tet). Hospedeira para o crescimento de fagos.

- Q358: supE, hsdR, trpr, lacY. Hospedeira para o crescimento de fagos.

3.2. Fagos

- AcBB10-2, fago recombinante, resultado da ligagao do cDNA de cerca de
1,0 kb, relativo ao pufe B-10, em Agt10. Esse fago é propagado em E. coli,
linhagem Q358.

- M13KO?7, fago "helper" para a produgéo de fitas simples de DNA.

B. REAGENTES

1. Oligonucleotideos sintéticos

O oligonucleotideo utilizado no ensaio de “primer extension” foi gentilmente
sintetizado pela técnica Marli Haydee Tavela, no laboratério do professor Dr
Zago, Depto de Clinica Médica, FMRP/USP.

No ensaio com a RNase-H, para a caracterizagdo do terminal 3' dos
mRNAs, foi utilizado o oligonucleotideo pd(T)12-18 (Pharmacia).

2. Padrées de peso molecular

- $X-174RFI (Pharmacia): digerido com Haelll
- ADNA (Pharmacia): digerido com Hindlll
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- RNA 16S e 23 S (Boehringer)
- 1 kb ladder (BRL)

3. DNAs e RNAs carregadores

- DNA de salmao (Pharmacia, Sigma)

- DNA de Calf thymus (Sigma)
- RNA de levedura (Sigma)

4. Enzimas

- Deoxiribonuclease (DNase )

(Sigma)

- DNA polimerase-| (fragmento Klenow) (Pharmacia)

- Fosfatase alcalina (CIAP)

- Lisozima

- Proteinase K

- Enzimas de restricao

- Ribonuclease H

- Ribonuclease (RNase)

- RNasin (inibidor de RNase)

- T4-DNA ligase

- T4 polinucleotideo Kinase

- Transcriptase reversa (M-MLV)

5. Reagentes Quimicos

a) acidos

acido aceético

acido bérico

acido cloridrico (HCI)
acido tricloroacético (TCA)

b) alcoois
Etanol
glicerol
Isoamilico
Isopropanol

c) antibigticos
ampicilina
kanamicina
tetraciclina

d) Corantes

Azul de bromofenol
Brometo de etidio
Cianol de xileno
Hoeschst (H33258)

(Gibco-BRL)

(Sigma)

(Boeringer)

(Pharmacia, Amersham, Boeringer)
(Gibco-BRL)

(Sigma)

(Pharmacia)

(Gibco-BRL)

(Gibco-BRL, Boehringer)
(Gibco-BRL)

(Merck)
(Sigma)
(Merck)
(Merck)

(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)

(Sigma)
(Gibco/BRL))
(Sanyal)

(Merck)
(Sigma)
(Pharmacia)
(Boehringer)
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e) Detergentes
CTAB

Sarcosil

SDS

Triton X-100

f) Precursores radioativos
a-32P-deoxicitina-trifosfato
o-35S-deoxiadedina-trifosfato
y-32P-deoxiadenina-trifosfato

g)_Precursores nao radioativos

deoxinucleotideos trifosfatados (ANTP)

(Sigma)

- (TCl/Kasei)

(Merck)
(Sigma)

(Amersham).
(Amersham).
(Amersham).

(Pharmacia, GIBCO-BRL)

dideoxinucleotideos-trifosfatados (ddNTP) (Pharmacia)

h) Resinas
DEAE-celulose
Sephadex G-50

i) Sais

Acetato de amodnia

Acetato de sodio
Citrato-trissédico 2-hidratado
Cloreto de calcio

Cloreto de magnésio

Cloreto de potassio

Cloreto de sédio

Fosfato monobasico de sédio
Fosfato dissodico

Sulfato de magnésio

j) Qutros

Acrilamida

Agarose

Agarose LGT

BSA

Bisacrilamida
R-Mercaptoetanol
Cloroférmio
Dimethyldiclorosilane
Ditiotreitol

DNA de esperma de salméao
EDTA

Espermidina

Eter

Fenol

Ficoll 400

Fluido de cintilagao(6g PPO/I toluol)

(Sigma)
(Pharmacia)

(Merck)
(Baker)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Merck)
(Carlo Erba)
(Merck)
(Merck)

(Sigma)
(Seakem, Gibco, Sigma)
(Nakalai Tesque)

(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Merck)

" (LKB-Bromma)

(Sigma)
(Sigma)
(Merck, Baker)
(Sigma)
(Reagem)
(Merck)
(Pharmacia)
(Sigma)
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Formaldeido (Merck)

Formamida (Gibco/BRL, Merck)
Gelatina (Difco)

Hidréxido de Sédio (Merck)
8-hidroxiquinolina (Merck)
Isopropil-thio-p-D-galactoside (IPTG)  (Sigma)
Isotiocianato de guanidina (Sigma)

MOPS (Sigma)

Persulfato de Aménia (Sigma)

PIPES (Sigma)
Polivinilpirrolidona (Sigma)

TEMED (Sigma)

Trizma (Sigma)

Uréia (Gibco-BRL)

X-gal (Sigma)

k) “Kits”

- marcagao do DNA por “random-primer” (Gibco/BRL)
- delegao do DNA para o seqliienciamento -  (Pharmacia)

- sequenciamento do DNA (T7 sequencing) ( Pharmacia)

6) Meios de cultura
6.1) Meio Liquido

a)LB (Luria/Bertani) por litro
Bacto-triptona 10 g; extrato de levedura 5 g; NaCl 10 g. Acertar o pH para 7,5
com NaOH 4 N.

b)NZCYM por litro
Peptona caseina 10 g; extrato de levedura 5 g; NaCl 5 g; MgSO4 7H;0 2 g.

Acertar o pH para 7,5 com NaOH 4N.

c)2XYT por litro
Bacto-triptona 16 g; extrato de levedura 10 g; NaCl 5 g. Acertar o pH para 7,0
com NaOH 5 N.

6.2) Meio de cultura contendo agar -

a) 15 g/l de meio - agar para placas
b) 7,5 g/l de meio - agar para plagqueamento de fagos

6.3) Meio para estoque de fagos
a) SM por litro: NaCl 4,2g; MgSO4 7H20 2g; Tris-HCI 1M, pH 7,5, 5 ml e
gelatina (2%) 5ml.
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C. METODOS

1. PREPARAGAO DE DNA E RNA
a)Extracao de DNA e RNA de glandulas salivares

Método 1 - através da digestao com proteinase K.

Apos dissecgao, seguida da remogao do corpo gorduroso, as glandulas
sao fixadas em etanol 70% por aproximadamente 1 hora, no gelo, e
armazenadas, a -70 °C, em tubo Eppendorf contendo glicerol e etanol (1:1).
Apos centrifugagao a 12.000 rpm (microcentrifuga), por 2 min., o sobrenadante é
descartado e as glandulas sao lavadas com etanol, seguido de nova
centrifugacdo, para a eliminagdo do glicerol remanescente. As glandulas séao
transferidas para tampao de lise (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, SDS
0,5% e 0,5 mg/ml de proteinase K) e submetidas a leve agitagdo, a temperatura
ambiente, por 30 min. E acrescentado NaCl (para concentragéo final de 0,1M) e
realizada a extragao com fenol por uma vez, fenol e cloroférmio (1:1) por duas
vezes e cloroformio por uma vez. O DNA presente na fase aquosa é precipitado
com a adigao de 1/10 de volume de acetato de sédio 2M e 2 volumes de etanol
absoluto. A fibra de DNA é retirada e transferida para solugao de etanol 70% e o
RNA deixado precipitar por uma noite, a -70 °C. Apds recuperagao por
centrifugacao, o RNA é dissolvido em 100pl de agua bidestilada esterilizada.
Ressuspende-se o DNA em cerca de 100 yl de TE (Tris-HCI pH8,0, 10mM;
EDTA 1mM) e estima-se sua concentragdo através de espectrofluorimetria
(excitagdo 358nm e emissado 484nm), apds a reagdo com o corante Hoechst (H
33258). Cem pares de glandulas fornecem um rendimento de cerca de 60 pg de
DNA. A concentragcdao do RNA é determinada por espectrofotometria a 260 nm.
O rendimento de 50 pares de glandulas salivares € cerca de 30-50 ug de RNA.

Método 2 - uso de isotiocianato de guanidina, segundo Chirgwin et al. (1979).
Apoés a coleta de cerca de 200 pares de glandulas salivares na idade
desejada, conforme descrito acima, o sobrenadante contendo etanol/glicerol &
descartado apés a centrifugagédo a 12000 rpm (microcentrifuga), por 2 min.. Em
seguida as glandulas s3o lavadas em etanol, seguido de nova centrifugagao
para a eliminagao do glicerol remanescente. As glandulas sao transferidas para
homogeneizador com adicao de 1-2'ml de tampéo de lise (isotiocianato de
guanidina 4M, citrato de sédio 25 mM pH7,0, sarcosil 0,5% e B-mercaptoetanol
0.1 M). As glandulas sdo homogeneizadas por cerca de 20X, no gelo. O
homogeneizado é transferido para tubo Eppendorf, adicionado acetato de sodio
pH 4.0, para concentragdo final de 0,2 M e realizado extragdo com
fenol:cloroféormio (1:1/5). Apos forte agitagao, incuba-se no gelo por 15 min. e a
fase aquosa é recolhida por centrifugagéo por 5 min., a 12000 rom. Em seguida,
realiza-se uma segunda extragdo com fenol:cloroférmio (1:1). Apds agitagao
vigorosa e centrifugacéo, a fase aquosa é recolhida, adicionado igual volume de
isopropanol e o acido nucleico é deixado precipitar por duas horas, a -20 °C.
Apds recuperagdo por centrifugagdo a 12000 rpm, por 30 min.,, a 4 °C, o
precipitado é ressuspendido em 1 ml do mesmo tampéao de lise mencionado
acima, para a garantia da obtengdo de RNA com alto grau de pureza. Em
seguida adiciona-se igual volume de isopropanol e incuba-se por 1 hora, a -70
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°C. Apos a recuperagao por centrifugagéo a 12000 rpm (microcentrifuga), por 20
min., a 4 °C, o RNA ¢ lavado em etanol 70%, seco a vacuo e ressuspendido em
250 pl de agua bidestilada estéril. A concentragdo do RNA é determinada por
espectofotometria a 260. O rendimento de 50 pares de glandulas salivares é
cerca de 40-60 ug de RNA.

b) Mini-preparagao do DNA de fago

Uma cultura (10 ml) de bactérias de E. coli, linhagem C-600, na fase
logaritima de crescimento (veja métodos 2c, pg.26) é centrifugada 10 min., 3000
rom (2000g), a temperatura ambiente. As bactérias sdo ressuspendidas em 0,4
do volume em MgSO4 10 mM, ajustando-se em seguida a DOgQQ da suspensio
para 0,5 com MgSO4 10 mM. Seiscentos microlitros desta suspensdo de
bactérias sdo inoculados com cerca de 105 pfu/ml de fagos e a mistura é
incubada a 37 °C, por 20 min.. Em seguida, essa mistura é transferida para 10
ml de NZCYM e incubada sob agitagdo a 250 rpm por cerca de 12-16 horas, a
37 °C, para a obtengao do lisado. Ao lisado obtido adicionam-se 600 pl de
cloroférmio e agita-se o frasco por 5 min. O lisado é entao centrifugado 2 a 3
vezes a 3000 rpm (2000g), por 20 min., para a remogao das bactérias. Em
seguida, a suspensao de fagos é centrifugada a 25000 rpm (Ti-50, Beckman),
por duas horas, a 4 °C. Os fagos sdo entao ressuspendidos em 360ul de SM
(ver material, sessao 6.3), aos quais adicionam-se 40 ug de proteinase K, EDTA
(concentragao final 25 mM) e SDS (concentragdo final 8 %). Incuba-se a
preparacgao a 65 °C, durante 1 hora. A seguir, sao feitas as seguintes extragdes:
duas vezes com igual volume de fenol, duas vezes com fenol.cloroférmio (1:1) e
uma vez com cloroférmio. A separagéo das fases fendlica e aquosa é realizada
por centrifugacado a 12000 rpm (microcentrifuga), por 5 min. O DNA presente na
fase aquosa é precipitado com 1/10 volume de acetato de sédio 2M (pH 5,2) e
dois volumes de etanol. A fibra de DNA é lavada em etanol 70% e dissolvida em
50ul de TE.

c) Mini-preparagao do DNA plasmidial

Uma coldnia da bactéria em questao, ou 50 pl do estoque, sédo inoculados
em 3 ml de LB contendo o antibiético apropriado e incubado, sob agitagao, a 37
°C, durante a noite. As bactérias presentes em 2,5 ml dessa cultura sao
coletadas por centrifugacao na microcentrifuga, durante 3 min.. As bactérias sao
ressuspendidas gentilmente em 300 pl de solugdo STET (Tris-HCI 50 mM, pH
8,0; EDTA 50mM; glicose 8% e Triton X100 0,1%) e incubadas com lisozima (3
mg/ml) por 10 min., a temperatura ambiente. Em seguida, a preparagao € fervida
por 90 seg. e o grumo constituido de DNA bacteriano e proteinas pode ser
retirado com o auxilio de um palito estéril, apés a centrifugagao, por 10 min. O
DNA plasmidial & precipitado pela adigao de CTAB (para concentragao final de
0,5 mg/ml). Apds centrifugagao por 5 min., o acido nucleico é ressuspendido em
300 ul de NaCl 1.2 M e reprecipitado pela adigao de 2,5 volumes de etanol P.A.
O precipitado é recolhido apés centrifugagao por 10 min., lavado em etanol 70%,
seco a vacuo por 10 min. e dissolvido em 20 pl de TE.
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d) Digestao com enzimas de restrigao.

O DNA é digerido com a enzima de restricdo apropriada, segundo as
condi¢gdes recomendadas pelo fabricante. Apoés a digestdao, a preparacao é
extraida com igual volume de fenol:cloroférmio (1:1) e o DNA, apés precipitagéo
em etanol, é dissolvido em TE.

2. PROPAGAGAO E MANUTENGAO DE BACTERIAS E FAGOS
a) Obtengao de coldnia de bactéria isolada

Um frasco de 25 ml de meio liquido é inoculado com 1 ml da bactéria
estoque e incubado a 37 °C, por 12-14 horas, sob agitagdo. Uma alga de platina,
apo6s esterilizagdo em chama, é mergulhada no meio contendo a bactéria e
esfregada na superficie de uma placa de agar a 1,5% em meio LB. A placa é
invertida e incubada a 37 °C, por 16-24 horas. Colénias bem separadas séao
geralmente vistas na area final do esfregaco.

b) Estoque de bactéria

Um frasco contendo 3 ml de meio liquido é inoculado com 1 colénia de
bactéria e incubado a 37 °C, por 12-14 horas, sob agitagao. Aliquotas de 200 pl
dessa cultura sao distribuidas em tubos Eppendorf e a cada tubo séao
adicionados 100 ul de glicerol 70%, previamente esterilizado por autoclavagem.
Essa suspensao € misturada com o auxilio de um vértex e armazenada a -20 °C,
ou -70 °C, por alguns anos, sem que as bactérias percam a viabilidade.

c) Preparo da bactéria para plaqueamento

Vinte e cinco mililitros de meio liquido, em um Erlemeyer de 125 ml, sao
inoculados com bactérias do estoque glicerinado e incubados a 37 °C, durante a
noite, sob agitacdo. Meio mililitro dessa cultura é adicionado a outros 25 ml de
meio liquido fresco e incubado a 37 °C, sob agitagado, por cerca de 1:30 a 2
horas, tempo suficiente para que a cultura atinja a fase logaritmica de
crescimento. Essa cultura é usada para o plaqueamento do fago.

d) Plaqueamento do fago

E preparada uma série de diluigdes (102, 103.)) do fago estoque,
aliquotas de 100 pl de cada diluigdo colocadas em tubos Eppendorf e
misturadas com 100-200 ul da cultura de bactéria na fase logaritmica de
crescimento. Essa mistura & incubada a 37 °C, por 20 min., e transferida para
tubo contendo 3 ml de agar a 0,75%, fundido e mantido a 48 °C. Com
movimentos rapidos, o agar & misturado a suspensdo de bactéria e fago e
espalhado sobre a placa de agar a 1,5%, pré-aquecida a 37 °C. Apds a
solidificagao do agar de cima, as placas sao invertidas e incubadas a 37 °C, por
cerca de 12 a 18 horas. Apds esse tempo, as placas de lise podem ser contadas
para calculo do titulo de fagos, expresso em unidade formadora de placa por
mililitro (pfu/ml), ou podem ser coletadas isoladamente.
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e) Coleta de placas de lise

As placas de lise escolhidas sdo retiradas com um tubo de vidro fino,
equipado com um bulbo em uma das extremidades para a sucgéo, ao interior do
tubo, da placa escolhida. Cada placa & entao transferida para um tubo contendo
1 ml de SM e 50 pl de cloroférmio. O tubo é deixado uma hora a temperatura
ambiente para que os fagos se difundam para fora do agar. Uma placa média
resulta em 106 a 107 particulas infecciosas de fagos que podem ser estocados
indefinidamente a 4 °C em SM, na presencga de cloroférmio.

f) Amplificacao do fago e preparo de estoque

Cerca de 10% pfu sdo misturadas com 200 pl de uma cultura de bactéria na
fase logaritmica de crescimento. A mistura é incubada a 37 °C, por 20 min.. Em
seguida, essa mistura é transferida para tubo contendo 3 ml de agar a 0,75%, e
imediatamente espalhada em placa de agar a 1,5%, pré-aquecida a 37 °C. Apés
cerca de 18 horas de cultura, para obtencao de lise confluente, adiciona-se 5 ml
de SM e a placa é mantida a 4 °C, por varias horas, para que as particulas de
fagos difundam para o SM. O SM é entao recolhido com pipeta Pasteur e
transferido para tubos de centrifuga, ao qual adiciona-se 0,1 ml de cloroférmio. A
suspensao de fago recolhida é centrifugada a 3000 rpm (2000g), por 15 min., a
4 °C. Adiciona-se cloroféormio (concentragao final 0,3%) ao sobrenadante e os
fagos em suspensao sao armazenados a 4 °C, por varios anos.

3. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE E DE ACRILAMIDA
a) Gel de Agarose neutro

Para a analise das preparagdes de DNA de plasmideos e do DNA de fagos
a eletroforese é feita em gel de agarose neutro, a 1,0-1,5%. A agarose é fundida
em tampao tris-acetato 0,04M e EDTA 1mM, pH 8,0, no forno microondas, e
despejada sobre uma placa horizontal de dimenséo 6 X 5,5 cm ou 6 X 11 cm,
devidamente vedada. Apods solidificagdo da agarose, a placa é transferida para
cuba de eletroforese, contendo o mesmo tampéao tris-acetato. Em cada pogo sao
aplicados 10 pl da amostra contendo 8 pl de DNA dissolvido em tampéo TE e 2
pl do tampao de aplicagdo (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol). A
eletroforese é realizada a voltagem constante de 100 V, durante 30-40 minutos.
Em seguida, o gel é corado no mesmo tampao tris-acetato contendo 0,5 pg/mi
de brometo de etideo, por 10 min. O DNA é visualizado através de iluminagao
com UV a 300 nm.

b) Gel de Agarose desnaturante

Para analise do RNA total da glandula salivar a eletroforese é feita em gel
de agarose desnaturante, a 1,5%. A agarose é fundida em tampao MOPS 0,2M,
pH 7,0, contendo acetato de sédio 5 mM, EDTA 1 mM. A temperatura do gel
liqguefeito & deixada abaixar até aproximadamente 65 °C e entdo adiciona-se
formadeido para concentragao final de 6,5%. O gel é despejado rapidamente
sobre uma placa horizontal de dimensdo 11 X 14 cm, devidamente vedada.
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Apos a solidificagao do gel, a placa é transferida para cuba de eletroforese
contendo o mesmo tampao MOPS. As amostras sao preparadas em tampao
MOPS contendo 50% de formamida e 6,5 % de formaldeido. As amostras sao
aquecidas por 10 min., a 56 °C, seguido da adigado de 1ul de brometo de etidio
(1pg/ml). A eletroforese é realizada a voltagem constante de 80V, durante 6-7
horas. A migragao do RNA é visualizada através de iluminagdo com UV a 300
nm.

c) Gel de poliacrilamidaluréia

Para analise dos produtos das reagdes de seqlienciamento e dos produtos
das reacgdes de "primer extension", a eletroforese é feita em gel de poliacrilamida
desnaturante. Uma solugao contendo acrilamida 5,7%, bisacrilamida 0,3%, uréia
8 M em tampao TBE (acido bdrico 0,056M, Tris 0,089M, pH 8.8 e EDTA 1mM) é
fitrada através de membrana de 0,45 um e deaerada por 1 min. Em seguida,
adiciona-se TEMED para concentragédo de 0,08%, persulfato de aménia para
concentragcdo de 0,05 % e despeja-se a solugdo em uma placa vertical de
dimensdo 40 X 30 cm, devidamente vedada. Apdés a polimerizagao do gel a
placa é transferida para cuba de eletroforese (LBK-Bromma), contendo o mesmo
tampao Tris-borato. Em cada pogo sao aplicados 2-3 ul da amostra, previamente
aquecida por 2-3 min., a 100 °C. A eletroforese é realizada a poténcia constante
de 60 W, durante 1:30-5 horas. Terminada a eletroforese, o gel € aderido a uma
folha de papel 3MM, seco por 2 horas, a 80 °C e exposto ao fiime de raio-X
(hyperfilm MP/Amersham) por 24-48 horas, a temperatura ambiente, em cassete
munido de intensificador.

Para a andlise da qualidade dos oligonucleotideos sintéticos a eletroforese
é feita em gel de poliacrilamida sob as condigdes descritas acima com duas
modificagdes: 1) a concentragdo de acrilamida é 20%; 2) a eletroforese realizada
a poténcia constante de 45W, durante cerca de 3 horas.

4. TRANSFERENCIA DE DNA E RNA PARA FILTROS DE NITROCELULOSE
a) Transferéncia das placas de lise para filtro de nitrocelulose

Apos incubagao das placas de cultura, a 4 °C, por 2 horas, o filtro de
nitrocelulose (Schleicher + Schull, BA85/20) é colocado sobre a placa, por dois
minutos. O filtro é devidamente marcado para orientagdo. Em seguida, o filtro é
retirado com ajuda de uma pinga e submerso sequencialmente em: solugéao de
desnaturagao (NaOH 0,5M e NaCl 1,5M) por 1 minuto, solugéo de neutralizagao
(Tris HCI 0,5M, pH 8.0 e NaCl 1,5M) por 5 min. e dois banhos de 2X SSC (NaCl
0,3 M e citrato de sédio 0,03 M pH 7,0), 5 minutos cada. Apds secagem ao ar, os
filtros sao colocados entre folhas de papel Whatmann 3MM, embrulhados em
papel de aluminio e incubados a 80 °C, por duas horas.

b) Transferéncia de RNA para filtros de nitrocelulose ("northern blot")

Apos a eletroforese, o gel é incubado em 20X SSC (NaCl 3 M, citrato de
sédio 0,3 M, pH 7,0) por 30 min., com agitagao. O “blot” € montado da seguinte
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forma: o gel é colocado sobre 3 papéis 3MM (de tamanho 1 cm maior que o gel,
na largura e no comprimento) previamente mergulhados em 20X SSC. Sobre o
gel sao colocados o filtro de nitrocelulose e 2 papéis 3MM, do tamanho exato do
gel, umidecidos em 2X SSC. Os papéis 3MM abaixo do gel sdo conectados a
um reservatorio contendo 20X SSC. Em cima desse bloco sédo colocadas varias
folhas de papel absorvente e um peso de aproximadamente 0,5 Kg. Um
parafilme € colocado entre as bordas do gel e do papel 3MM, para evitar contato
entre o reservatério de 20X SSC e os papéis acima do gel. Apés 15-20 horas de
transferéncia, o “blot” € desmontado e o filtro de nitrocelulose € mantido por 5
horas, a 80 °C.

c) Transferéncia de DNA para filtros de nitrocelulose (“Southern blot”)

Apos a eletroforese do DNA, o gel é tratado seqiiencialmente com HCI 0,25
N, por 1 min.,, um banho em &agua bidestilada, dois banhos em solugdo de
desnaturagao por 5 a 10 min., um banho em agua bidestilada, trés banhos em
solugao de neutralizagdo por 5 a 10 min. e um banho em SSC 20X por 30 min..
O “blot” & preparado como descrito acima. Neste caso, apés a transferéncia,
para a fixagdo do DNA por aquecimento, o filtro & incubado por 2 horas a 80 °C.

5. PREPARO DAS SONDAS
a) Preparo do fragmento de DNA para a marcagao em gel de agarose

O método utilizado emprega agarose de baixo ponto de fusdo. Apds
separagao dos fragmentos de DNA, por eletroforese em agarose de baixo ponto
de fusao (LGT) a 1,0%, a banda contendo o fragmento de interesse & cortada e
transferida para tubo Eppendorf de peso conhecido. Avalia-se o peso do
fragmento de gel coletado e adiciona-se agua numa razdo de 3 ml H,O/g de gel.
O tubo é entao colocado em agua fervente por 7 min., para que a agarose se
dissolva e o DNA se desnature. O DNA pode ser estocado a -20 °C até o
momento da marcagao.

b) Marcagiao do DNA pela reagao de “multiprime”

Os fragmentos de DNA foram marcados radioativamente pela reagédo de
“multiprimer”, utilizando-se o Kit da Amershan RNP 1600Z. A reag&o foi realizada
em um volume final de 50 ul contendo cerca de 25-50 ng de DNA, previamente
desnaturado, (presente em agarose, num volume de 21 pl), 0,04 mM de cada
deoxinucleotideo frio, 0,05 mM de hexanucleotideos (‘primer”), 50 uCi de
32P.CTP e 2 unidades de DNA polimerase | (Klenow fragment) de E. coli. A
reagdo € incubada por no minimo 2 horas, a temperatura ambiente, e
interrompida pela a adigdo de EDTA (para concentragao final de 20 mM) e
incubada a 60 °C, por 10 min.. Em seguida, adiciona-se 50 ng RNA de levedura
e completa-se o volume para 100 pl com STE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, EDTA 1
mM e NaCl 0,1 M). A separagdo dos deoxinucleotideos nao incorporados &
realizada em uma coluna de Sephadex G-50, equilibrada com STE, construida
em uma seringa hipodérmica de 1 ml. A amostra é aplicada a coluna e
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submetida a centrifugagdo a 2000 rpm, por 50 segundos, utilizando uma
centrifuga de mesa.

6. HIBRIDAGAO EM FILTROS DE NITROCELULOSE

Os filtros de nitrocelulose contendo DNA ou RNA sao incubados por cerca
de 30 min. em 6X SSC (ver acima SSC 20 X, secdo 4b) e, em seguida, sao
colocados em sacos plasticos com 5-10 ml de solugao de hibridagédo (formamida
50%, SSC 5X, Denhardt's 1X [Ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0,02% e BSA
0,02 %], SDS 0.1%, tampao fosfato 50 mM, pH 6.3 e DNA carregador para
concentragao final de 100 pg/ml).

O saco ¢ selado e incubado por 24 a 48 horas, a 42 °C. Antes da adigao da
sonda, a solugao de hibridagao é substituida por solugao fresca e, em seguida,
adicionados cerca de 5 X 102 cpm/ml de sonda, previamente desnaturada por
aquecimento, a 100°C, por 5 min.. A hibridacao é realizada a 42 °C por 18 horas
no minimo.

Apo6s hibridagao, os filtros sdo lavados seqiiencialmente com:

a) filtros de DNA: 2 banhos de SSC (2X) contendo 0.1% de SDS, por 15 min., a
temperatura ambiente e dois banhos de SSC (2X) contendo 0,1 % SDS, por 30
min. a 60 °C. Cada banho & realizado em um volume de 500-1000 ml.
b) filtros de RNA: 2 banhos de SSC (2X) contendo 0.1% de SDS, por 15 min., a
temperatura ambiente e dois banhos de SSC (1X) contendo 0.1% de SDS, por 1
hora a 50 °C. Cada banho é realizado em um volume de 500-1000 ml.

Os filtros sdo entdo secos ao ar e expostos a filmes de raios X da Kodak
(T-MAT S ou X-OMAT) ou da Amersham (Hyperfilm-MP) a -70 °C, por no minimo
7 horas, em cassete munido de intensificador.

A regeneracgao dos filtros de nitrocelulose é obtida por incubagao do filtro
durante 30 min. em agua destilada, a 100 °C.

7. SUB-CLONAGEM EM PLASMIDEO
a) Preparagao do DNA do vetor

Linearizagcao do vetor: o DNA do vetor é linearizado com a enzima de
restricdo apropriada, segundo as condigdes recomendadas pelo fabricante. Apos
a digestao é realizada a extragdo com igual volume de fenol:cloroférmio (1:1). A
fase aquosa é recolhida apés centrifugagdo em microcentrifuga e o DNA
precipitado com 1/10 de volume de acetato de sédio 2M, pH 5,2 e 2 volumes de
etanol. O precipitado é recolhido por 10 min. de centrifugagao, lavado em etanol
70%, seco a vacuo por 10 min., e dissolvido em 100 pl de tampé&o da fosfatase
alcalina (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; ZnSO, 1 mM; MgCl, 1 mM e espermidina 1
mM).

Defosforilagao do vetor: O DNA previamente linearizado e dissolvido no
tampao da fosfatase alcalina é incubado com 0,085 U de fosfatase alcalina de
intestino de bezerro (CIP) por 60 min., a 37 °C. A reagao € interrompida
adicionando-se EDTA para concentragao final de 6 mM e a enzima desnaturada
por aquecimento a 85 °C, por 15 min.. Apds a desnaturagao da enzima realiza-
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se as seguintes extragbes: 1 X com igual volume de fenol;, 1 X com
fenol:cloroférmio e 1 X com cloroformio. A separagado das fases fendlica e
aquosa é realizada por centrifugagao a 12000 rpm (microcentrifuga), por 5 min..
O DNA é precipitado com 1/10 volume de acetato de sédio 2M, pH 5,2 e dois
volumes de etanol. O precipitado é recolhido por 20 min. de centrifugacédo a
12000 rpm (microcentrifuga), a 4°C, lavado em etanol 70%, seco a vacuo por 10
min., e dissolvido em 10 pl de TE.

b) Preparacao do inserto de DNA
Isolamento do fragmento de DNA

O método utilizado para o isolamento de fragmentos de DNA emprega
eletroforese em agarose de baixo ponto de fusdo. Apés a separagiao dos
fragmentos de DNA, por eletroforese em agarose LGT a 1,0%, a banda
contendo o fragmento de interesse é retirada e transferida para tubo Eppendorf.
Em seguida, o tubo contendo a banda é incubado a 68 °C, durante 15 min., para
a fusado da agarose, e adicionado acetato de sédio para concentragao final de
0,2 M. A extracao da agarose é realizada com a adigao de igual volume de fenol
a 68 °C, com forte agitacdo, por 5 min. A fase aquosa é recolhida apés
centrifugacdo em microcentrifuga, e o DNA precipitado com 2 volumes de
etanol, a -70 °C, por no minimo 24 horas.

c) Reagao de ligagao

A reacao de ligagao do fragmento isolado ao vetor de clonagem é realizada
incubando-se o vetor linearizado/defosforilado e o fragmento, numa relagao 1:2,
em 12 ul de solugao de reagao contendo: BSA(1mg/ml), Tris-HCI 50mM, pH 7,6,
MgCl, 10mM, DTT 10mM, ATP 1mM e 0,5-1 Unidade de T4 ligase. Essa mistura
€ incubada a 12 °C, por 12-18 horas, ou a temperatura ambiente por 2 horas, e
pode ser armazenada a -20 °C por um'tempo.

d) Preparagao de bactérias competentes

Uma coldnia da bactéria em questao é transferida para 50 ml de meio LB e
incubada a 37 °C, sob agitagdo, durante a noite. Meio mililitro dessa cultura é
adicionado a outros 100 ml de meio liquido fresco e incubado a 37 °C, sob
agitagao, por cerca de 1:30 a 2 horas, tempo suficiente para que a cultura atinja
a fase logaritmica de crescimento. A suspensao de bactérias é transferida para
tubos de centrifuga, incubada no gelo por 1 hora e centrifugada a 1600 x g por
10 min.. As bactérias sdo cuidadosamente ressuspendidas em 7,5 ml de CaCl,
70 mM em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e incubadas no gelo por 45 min. Esta
suspensido & submetida a nova centrifugagdo a 1100 x g por 5 min. e as
bactérias ressupendidas em um volume de 1,4 ml da mesma solugao de CaCl,
(previamente esfriada) e em seguida adicionado 0,35 ml de glicerol. Aliquotas de
400 pl sdo colocadas em tubos Eppendorf, imersos imediatamente no N, liquido
e levados a -70 °C, onde ficam armazenados por alguns meses, sem que as
bactérias percam a viabilidade.
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e) Transformagao

As bactérias competentes armazenadas a -70 °C sao deixadas
descongelar no gelo, por cerca de 30-40 min. A cada aliquota de 100 pnl de
bactérias adiciona-se CaCl, 0,85 mM, MgCl, 0,046 mM e PEG 2,5 % e mistura-
se cinco microlitros da reagdo de ligagdo. Essa mistura é primeiramente
incubada no gelo por 20 min., em seguida é submetida a choque térmico a
temperatura ambiente por 10 min., transferida para 600 pl de meio LB e
incubada a 37 °C por 30 min.. Aliquotas de 300 ul sdo espalhadas em placa de
LB contendo o antibiético apropriado, 8 ul de IPTG (100 mg/ml) e 80 pul de XGal
(10 mg/ml), previamente espalhados sobre a superficie da placa. Apdés o
espalhamento das bactérias as placas sao incubadas durante a noite, a 37 °C.
As colbnias portadoras de plasmideo recombinante sao detectadas por
apresentarem coloragao esbranquicada. Apés analise do DNA, por eletroforese
em gel de agarose, para confirmagao de que a bactéria € portadora do
plasmideo contendo o fragmento em questdo, sdo preparados estoques das
bactérias da maneira descrita acima (veja 2b).

A sub-clonagem do cDNA e dos sub-fragmentos genémicos (1,3 e 0,7 kb)
no vetor pT7T3 é mostrada na figura 5.
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Figura 5 - Sub-clonagem do ¢cDNA de 1,0 kb e dos sub-fragmentos genomicos (1,3 e
0,7 kb) no vetor de seqiienciamento pT7T3-18U. A esquerda - Representagao
esquematica do vetor de seqiienciamento pT7T3-18U. A direita - Gel de agarose
corado com brometo de etideo, apos a eletroforese do DNA dos sub-clones. A
raia 1 mostra o DNA do clone pcB10 apds a digestdo com EcoRlI; a raia 2 o DNA
do clone pgB10 (1,3 kb) apds a digestdo com EcoRI + Sall e a raia 3 o DNA do
clone pgB10 (0,7 kb) apds a digestdo com EcoRI + Sall. A banda maior de cerca
de 2.8 kb é o DNA do fagomideo pT7T3-18U e as demais bandas os respectivos
insertos. As setas a direita indicam os insertos de 1,3 kb, 1,0 kb e 0,7 kb,
respectivamente. Como marcador de peso molecular foi utilizado o DNA do fago
A digerido com Hindlll (fragmentos 23,5; 9,7; 6,6; 4,3; 2,2; 2,0 kb) e do fago ¢X-
174 digerido com Haelll (fragmentos 1,353; 1,078; 0,872 e 0,603 kb). A mancha
inferior em torno da posi¢do de migragdo de 0,5 kb nas raias 2 e 3 sdo residuos do
RNA da bactéria.
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8. DELEGAO POR EXONUCLEASE IlI

Para o seqiienciamento do DNA de interesse utilizou-se a estratégia de
obtengao de delegdes unidirecionais, baseado no controle da digestdo do DNA
pela exonuclease Illl. Essa enzima tem a propriedade de remover
progressivamente nucleotideos de uma das fitas da sequéncia alvo (a fita
contendo a extremidade 3’ ndo protusa), criando uma regiao de fita simples que
pode ser removida posteriormente pela agao da S1 nuclease. Devido ao fato da
exonuclease lll ser processiva e ter uma taxa uniforme de digestdao do DNA, as
delecbes sdo geradas apds a remogao, a intervalos regulares, de aliquotas
submetidas a digestdo com exonuclease Ill. Inicialmente, para que seja
permitida a a¢éo da exonuclease lll na diregdo do inserto, o sub-clone contendo
o inserto de interesse é digerido com duas enzimas do "polylinker" do vetor (veja
esquema do vetor na figura 5). Uma das enzimas deve gerar terminais 3’ protuso
e a outra 3' nao protuso. No caso do sub-clone contendo o cDNA utilizou-se as
enzimas Pstl+BamHl e no caso dos sub-clones contendo os fragmentos
gendmicos de 1,3 kb e 0,7 kb utilizou-se as enzimas Sphl+ Sall. A reagao de
digestdo com as enzimas escolhidas é realizada segundo as condigGes
recomendadas pelo fabricante em um volume final de 25 pl, e interrompida por
aquecimento a 70 °C, por 10 min.. Ao DNA digerido adiciona-se 20 ul de uma
solugao contendo 8ul de tampao Exolll (fornecido pelo fabricante), 8 ul de NaCl
0,3 M e 8ul de agua bidestilada estéril. Esta reagao é incubada a 25 °C, por 2
min.. A essa mistura adiciona-se 1ul de Exonuclease Ill e incuba-se a 25 °C. A
cada 3 ou 5 min. aliquotas de 2ul sdo transferidas para tubos devidamente
marcados, contendo 3ul do tampao da S1 nuclease (fornecido pelo fabricante) e
1ul de S1 nuclease e mantidos no gelo. Apés a coleta de todas as aliquotas, os
tubos sdo incubados a temperatura ambiente por 30 min., para a agado da S1
nuclease. Essa enzima elimina as fitas simples de DNA encontradas, sendo
portanto eliminadas as fitas de DNA complementares as deletadas e também as
extremidades 3’ protusas do vetor. A reagao é interrompida adicionando-se 1 pl
de solugdo contendo Tris 10 mM, pH 8.0 e EDTA 1mM e incubando-se a
amostra a 65 °C, por 3 min.. Feita a checagem das delegdes por eletroforese em
mini-gel de agarose a 1%, procede-se a religagéo das delegdes escolhidas e a
transformacdo. Em seguida, sao escolhidas algumas colénias e realizado a
preparagdo do DNA plasmidial de cada tempo de delegcao, segundo o
procedimento descrito em 1c. O DNA é analisado por eletroforese em gel de
agarose 1%. O DNA das deleges utilizadas no sequenciamento do cDNA e dos
sub-fragmentos genémicos de 1,3 kb e 0,7 kb & mostrado nas figuras 6, 7e8
respectivamente.
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Figura 6 - Estratégia de seqiienciamento do cDNA de cerca de 1,0 kb. No topo esta
representado o fragmento de cDNA (retdngulo aberto) com as delegdes
progressivas utilizadas para o seqiienciamento do cDNA (indicadas por setas). A
extensdo das setas indica a regido seqiienciada em cada dele¢do. As delegdes
diferem no terminal 5’ (regido digerida pela exonucleaselll) apresentando o
mesmo terminal 3’ (ndo representado no esquema). A foto mostra um gel de
agarose, corado com brometo de etideo, apés a eletroforese do DNA dos sub-
clones contendo DNA das delegdes do cDNA, digerido com EcoRI+HindIIl. As
raias de 1 a 8 mostram o DNA dos sub-clones nomeados la, 5a, 3C, 1E, 3E, 3D,
7E e 7C, respectivamente. A banda maior de cerca de 2,8 kb é o DNA do
fagomideo pT7T3-18U e as demais bandas os respectivos fragmentos de cDNA
deletados. Como marcador de peso molecular foi utilizado o DNA do fago A
digerido com Hindlll (fragmentos 23,5; 9,7; 6,6; 4,3; 2,2; 2,0 kb) e do fago ¢X-
174 digerido com Haelll (fragmentos 1,353;1,078; 0,872 e 0,603 kb).
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Figura 7 - Estratégia de seqiienciamento do sub-fragmento genémico de 1,3 kb. No topo estd
representado o sub-fragmento genémico de 1,3 kb (retingulo aberto) com as dele¢des
progressivas utilizadas para o seqiienciamento do mesmo (indicadas por setas). A extensdo
das setas indica a regido seqiienciada em cada delegdo. As dele¢des diferem no terminal 5
(regido digerida pela exonuclease III) e apresentam o mesmo terminal 3’ (ndo
representado no esquema). A foto mostra um gel de agarose, corado com brometo de
etideo, apds a eletroforese do DNA dos sub-clones contendo as delegdes do fragmento
gendmico de 1,3 kb, digeridos com EcoRI+HindlIl. A raia 1 mostra 0 DNA do sub-clone
pgB10-1,3 inteiro (nfio deletado). As raias de 2 a 9 mostram 0 DNA dos clones portando
insertos deletados nomeados 12A, 10A, 9B, 4D, 8, 12a, 12b e 10B. A banda maior de
cerca de 2.8 kb é o DNA do fagomideo pT7T3 18-U e as demais bandas as respectivas
delegdes do fragmento de 1,3 kb. Como marcador de peso molecular foi utilizado 0 DNA
do fago A digerido com HindllI (fragmentos 23,5; 9,7; 6,6; 4,3; 2,2; 2,0 kb) e do fago ¢X-
174 digerido com Haelll (fragmentos 1,353;1,078; 0,872 € 0,603 kb).

36



Sall EcoR1

Figura 8 - Estratégia de seqiienciamento do sub-fragmento genémico de 0,7 kb. No
topo esta representado o sub-fragmento gendmico de 0,7 kb (retdngulo aberto)
com as delegdes progressivas utilizadas para o seqiienciamento do mesmo
(indicadas por setas). A extensdo das setas indica a regido seqiienciada em cada
delegdo. As delegdes diferem no terminal 5° (regido digerida pela exonuclease
III) e apresentam o0 mesmo terminal 3’ (ndo representado no esquema). A foto
mostra um gel de agarose, corado com brometo de etideo, apds a eletroforese do
DNA dos sub-clones contendo as delegdes do fragmento gendmico de 0,7 kb,
digeridos com EcoRI+HindIIl. A raia 1 mostra o DNA do sub-clone pgB10-0,7
inteiro (ndo deletado). As raias de 2 a 9 mostram o DNA dos clones portando
insertos deletados nomeados 10B, 1B, 1A, 2¢, 7B, 6¢, 4B, SA. A banda maior de
cerca de 2.8 kb é o DNA do fagomideo pT7T3-18U e as demais bandas as
respectivas dele¢des do fragmento de 0,7 kb. Como marcador de peso molecular
foi utilizado o DNA do fago A digerido com Hindlll (fragmentos 23,5; 9,7; 6,6;
4,3;2,2; 2,0 kb) e do fago ¢$X-174 digerido com Haelll (fragmentos 1,353;1,078;
0,872 e 0,603 kb).
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9. SEQUENCIAMENTO DO cDNA E DOS SUB-FRAGMENTOS GENOMICOS
DE 1,3 E 0,7 kb

a) Preparacao do DNA fita simples dos clones recombinantes

Uma coldnia da bactéria em questao é ressupendida em 15 pul de meio LB
e infectada com cerca de 10" pfu/ml do fago helper M13K07 e a mistura é
incubada a temperatura ambiente, por 15 min. Essa mistura é entao transferida
para 500 pul de meio 2x YT, contendo os antibiticos ampicilina (concentragao
final de 100 pg/ml) e tetraciclina (concentragao final de 12 ug/ml), no caso da
linhagem XL-Bluel, e colocada a 37 °C, por 1 hora, para o crescimento da
bactéria. Em seguida, essa suspensao de bactérias é transferida para 5 ml de
meio 2x YT, contendo os antibidticos ampicilina, tetraciclina e kanamicina
(concentragao final de 70 ng/ml), e incubada por cerca de 12 a 16 horas para a
producao do DNA fita simples, a partir da origem do fago filamentoso. Esse DNA
€ encapsulado em particulas virais, que sdo secretadas pela bactéria, ficando
em suspensdo no meio. As bactérias sdo entdo removidas por centrifugagao a
12000 rpm (microcentrifuga), por 5 min., e o fago é precipitado pela adigao de
0.2 ml de uma solugao PEG (8000) 20% em NaCl 2,5 M e incubado a
temperatura ambiente, por 15 min.. O precipitado é recolhido apés centrifugagao
a 12 krpm, por 5 min., e ressuspendido em 100 ul de TE. Realiza-se entao as
seguintes extragdes: duas vezes com igual volume de fenol e uma vez com
fenol:cloroférmio (1:1). A separagao das fases fendlica e aquosa é realizada por
centrifugagao a 12000 rpm por 5 min.. O DNA é reprecipitado com 1/10 volume
de acetato de sédio 2 M, pH 5,2 e 21/2 volumes de etanol, e mantido no gelo por
1 hora. O precipitado é recolhido por 15 min. de centrifugacao, lavado em etanol
70%, seco a vacuo por 10 min., e ressuspendido em 50 ul de TE.

b) Método de seqiienciamento segundo Sanger et al., 1977

Todas as reagdes: hibridagao do "primer" universal com o DNA fita simples;
replicagdo com a enzima T7 polimerase e terminagao da replicagao através da
incorporagao de dideoxinucleotideos, foram feitas de acordo com as condi¢des
do fabricante do kit utilizado para o seqienciamento (Pharmacia).

A reagéao de hibridagao do "primer" com o DNA simples fita é realizada em
um volume final de 14 pl, misturando-se 10 pl do DNA fita simples (1,5 pg de
DNA), 2 ul do “primer” universal (0.8 uM) e 2 pl do tampao de hibridagao
(fornecido pelo fabricante). A reagéo € incubada a 65 °C, por 2-56 min., e deixada
por no minimo 5 horas até que a temperatura atinja 37 °C. Ao DNA hibridado
com o “primer” universal adiciona-se, 10 pCi de a-35S-dATP, 1,5 U T7 DNA
polimerase e 2 pl da solugao "labelling mix" contendo os nucleotideos dCTP,
dGTP e dTTP. A reagao de replicagdo na presenga de a-35S dATP é realizada
durante 5 min., a temperatura ambiente. A sintese da cadeia é interrompida em
quatro reagbes separadas, cada uma delas contendo um Unico
dideoxinucleotideo e os outros trés deoxinucleotideos. Essa reagao é realizada
em placas de ELISA, incubando-se por 5 min,, a 37 °C. A reagédo € entao
interrompida pela adi¢do de 5 pl de solugdo contendo EDTA 10mM, pH7.,5 e
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formamida deionizada (97,5%), podendo ser armazenada a -20 °C por um
tempo.

10. ANALISE COMPUTADORIZADA DE SEQUENCIAS

Foi utilizado o pacote de programas PC/GENE versao 6.01 (Intelligenetics,
Mountain, CA) para a entrada dos dados de seqiiéncia no computador e para
sua analise. Os valores de porcentagem de identidade e similaridade entre
sequéncias foram obtidos usando o programa NALIGN, com os valores de
pénaltes e pesos padronizados (defaulf). Pesquisas no banco de genes
(GenBank) foram realizadas com o uso do programa BLASTP 1,3.11MP que
emprega o método desenvolvido por Altschul et al. (1990).

11. REAGAO DE "PRIMER-EXTENSION"

O ensaio para a determinagao do sitio de inicio da transcrigcao foi realizado
segundo o método de Ausubel et al. (1987), com modificagdes.

a) Marcagao da extremidade 5’ do oligonucleotideo sintético.

O oligonucleotideo utilizado nesse ensaio (indicado por duplo sublinhado
na figura 14) ndo apresenta um grupo fosfato na extremidade 5' nao
necessitando, portanto, ser defosforilado.

A marcacgédo do terminal 5’ do oligonucleotideo é realizada em um volume
de 20 pl contendo 100 pmoles de oligonucleotideo sintético, 50 uCi de *?P-y-
ATP, Tris-HCI 50 mM pH7,5, MgCl, 10 mM, DTT 15 mM e 10U de T4
polinucleotideo quinase. A reagéo se da por 1 hora, a 37 °C. Em seguida sao
adicionados 10 pl de STE 10 X (Tris-HCI 0,1 M, EDTA 10 mM e NaCl 1 M), o
volume completo para 100 pul com TE e realizado a extragao com igual volume
de fenol uma vez, seguida de uma segunda extragdo com cloroférmio. O DNA
contido na fase aquosa é recolhido ap6s centrifugagdo em microcentrifuga e
armazenado a - 20 °C.

b) Extensao do oligonucleotideo com transcriptase reversa

O oligonucleotideo marcado, cerca de 5x10° cpm, é co-precipitado com 20-
40 pg de RNA total em STE 1X (Tris-HCI 0,01 M, EDTA 1 mM e NaCl 0,1 M), e 2
1/2 volumes de etanol absoluto, por no minimo 24 horas, a -20 °C. O precipitado
é recolhido apés centrifugagao a 11000 x g por 20 min. a 4 °C, seco a vacuo e
ressuspenso em 10 ul de TE contendo 0,25 M KCI. A desnaturagao é realizada
a 65 °C, durante 1 hora. O tubo Eppendorf é colocado em um tubo de ensaio e
este em um Bequer de 1 litro mantido no banho a 65 °C. A hibridagao do
oligonucleotideo com o RNA ¢é realizado deixando a temperatura abaixar
lentamente. Isso é feito mantendo primeiramente o Bequer por cerca de 15 min.
a temperatura ambiente, em seguida o tubo de ensaio por 15 min. e finaimente
apenas o tubo Eppendorf. Em seguida é realizada a reagao de extensao do
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oligonucleotideo em um volume final de 35 pul contendo 0,5 mM de cada dNTP,
TrisHCI 40 mM pH8,3, KCI 75 mM, DTT 10 mM, MgCl, 3 mM, actinomicina D (50
pg/ml) e 200 U de MMLYV transcriptase reversa. A reagao € incubada por 1 hora
a 50 °C. O cDNA é precipitado com acetato de sédio para concentragao final de
0.3 M e 2 volumes de etanol, a -20 °C, por no minimo 24 horas. O precipitado é
recuperado por centrifugagdo a 11000 x g por 30 min., a 4 °C, seco a vacuo e
ressuspenso em 5 ul de tampao de amostra para gel de seqliienciamento. As
reagOes sao analisadas em géis de seqiienciamento, (como descrito em 3c).

12. REAGAO COM RNase-H PARA OBTENGAO DE RNA POLI A

Aproximadamente 20 pg de RNA total sdo incubados com 0.2 pg de
oligonucleotideo dT, na presenga de KCI 0,1 M. Inicialmente realiza-se a
desnaturagdao do RNA por incubagédo a 65 °C, durante 60 min., como descrito
acima (ver secao 11b). O tubo Eppendorf é colocado em um tubo de ensaio e
este em um Bequer de 1 litro mantido no banho a 65 °C. A hibridagdo do
oligonucleotideo com o RNA é realizado deixando a temperatura abaixar
lentamente. Isso é feito mantendo primeiramente o béquer por cerca de 15 min.
a temperatura ambiente, em seguida o tubo de ensaio por 15 min. a temperatura
ambiente e finalmente apenas o tubo Eppendorf. Em seguida é realizada a
reacao de digestao com RNase-H (que digere o RNA hibrido com DNA) em um
volume final de 42 pl contendo TrisHCI 20 mM pH 8.0, KCI 25 mM, MgCl, 28
mM, EDTA 0,5 mM, e 2,5 U de RNase-H. A reagao é incubada por 30 min., a 37
°C. Em seguida, completa-se o volume para 300 ul com TE e realiza-se uma
extracdo com igual volume de fenol, seguida de uma segunda extragdo com
fenol/cloroformio (1:1), que é seguida de uma terceira extragao somente com
cloroférmio. O RNA deadenilado é precipitado com a adigdo de acetato de sddio
para concentragao final de 0.2 M e 2 volumes de etanol, a -70 °C, por no minimo
24 horas. O precipitado é recuperado por centrifugagdo a 11000 x g, por 30 min.,
a 4 °C, seco a vacuo e ressuspenso em 10-20 pul de tampao de amostra para
eletroforese em gel de agarose desnaturante (descrito em 3c, desta sessao).
Apo6s a eletroforese é feito o “northern blot” e RNAs especificos podem ser
identificados por hibridagdo com sondas radioativas.
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I. ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE CLONES DE cDNA RELATIVOS
AO PUFE B10

Em estudos anteriores demonstramos que um fragmento genémico de 2
kb/EcoRlI, localizado por hibridagdo in situ no pufe B10, é amplificado na
glandula salivar e contém sequéncias complementares a duas espécies de RNA,
de cerca de 1,1 kb e 1,3 kb, expressas de modo regulado durante o
desenvolvimento da glandula salivar de B. hygida (FONTES et al., 1992).

Com o objetivo de compreender a estrutura e expressao deste(s) gene(s)
amplificado(s) no pufe B10 iniciamos o isolamento de clones de cDNA referentes
a essas duas mensagens. O rastreamento de cerca de 4500 fagos de uma
biblioteca de cDNA, construida a partir de RNA de glandulas salivares em idades
E7- E7+16 horas, com o fragmento de 2 kb resultou na detec¢ao de 50 clones,
nomeados AcBhB10 (1) a AcBhB10 (50). Destes clones, 24 foram purificados a
homogeneidade em um segundo rastreamento. A analise do DNA desses 24
clones em gel de agarose, apds a digestdo com EcoRIl, mostrou que todos
apresentam um inserto aparentemente de mesmo tamanho, de cerca de 1,0 Kb,
o que corresponde ao tamanho da mensagem menor (figura 9). Esse resultado
poderia ser explicado pela maior abundancia e/ou estabilidade da mensagem
menor quando comparada a mensagem maior, associado ao fato de termos
utilizado uma biblioteca de cDNA ja amplificada.

Um desses clones foi caracterizado por hibridagdo em “northern blot”.
Conforme mostra a figura 10, a hibridagao do 32P-AcDNA-2 com “northern blot",
contendo RNA total da glandula salivar em diferentes estagios do
desenvolvimento, revelou duas mensagens de tamanho e perfil de expressao
iguais ao detectado anteriormente pelo fragmento de 2 kb. Esses experimentos
foram realizados em triplicata e os autoradiogramas submetidos a diferentes
tempos de exposi¢gdo. Em todos os casos foi detectado em E7 o mRNA de 1,3
kb e um sinal que se espalha até a posigao de 1,1 kb e 8 horas mais tarde,
periodo em que o pufe apresenta-se em maxima expansao, o sinal detectado &
mais intenso, indicando maior quantidade de ambas as mensagens. Em E7+16
horas, quando o pufe B10 estd regredido, apenas a mensagem menor é

detectada. A membrana mostrada na figura 10 foi re-hibridada com o plasmideo
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contendo rDNA de R. americana (pRa) e observou-se sinais de hibridagao de
intensidades similares indicando quantidades semelhantes de RNA total nas
diferentes amostras (dados nao mostrados). Esses resultados mostram que as
duas mensagens de 1,3 e 1,1 kb relativas ao pufe B10 apresentam homologia
entre si. Esse clone 32P-AcDNA-2 foi também hibridado com “northern blot” de
RNA poli (A)*, selecionado de RNA total de glandulas salivares da época em
que os pufes de DNA se desenvolvem e detectou-se um intenso sinal de
hibridagao na faixa entre 1,1 e 1,3 kb indicando que as duas espécies sao
enriquecidas na fragao poli (A)* (dados nao mostrados).

A hibridagdo desse 32P-AcDNA-2 em “Southern blot”, contendo DNA da
glandula salivar, digerido com EcoRI, detecta somente o fragmento de 2 kb,
indicando que pelo menos 1,0 kb de uma unidade de transcri¢ao esta contido no
fragmento de 2 kb (figura 11B).
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Figura 10 - O clone AcDNA-2 revela duas mensagens de mesmo tamanho e perfil de
expressio detectados pelo fragmento gendmico de 2 kb. Autoradiografia de
"northern blot" contendo 20 pg de RNA total de glandulas salivares em
diferentes estagios do desenvolvimento (E1, E3, E7, E7+8 e E7+16 hs) ap6s a
hibridagdo com o 32P-AcDNA-2. Em E7 ¢ detectado um RNA de 1,3 kb € um
sinal que se espalha até a posigdo de 1,1 kb. Em E7 + 8 horas esse sinal ¢ bem
mais intenso e em E7+16 horas apenas um RNA de 1,1 kb ¢ detectado. Os
asteriscos indicam as posigdes de migragdo dos RNAs ribossdmicos 16S e 23S
de E. coli, utilizados como marcadores de tamanho molecular. O tempo de
exposigdo da membrana ao filme de raio-X foi 2 dias, a -70 °C.
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Figura 11 - O fragmento gendmico de 2 kb contém 1 kb de uma unidade de
transcrigido. (A) Gel de agarose corado com brometo de etideo, apds a
eletroforese. Cada raia contém cerca de 20 pg de DNA de glandulas salivares,
em E3 e E7, digerido com EcoRI. (B) Autoradiografia de "Southern blot" do gel
mostrado em A, apds hibridagdo com o 32P-AcDNA-2. Como marcador de peso
molecular foi utilizado o DNA do fago A digerido com Hindlll (fragmentos
23,5;9.7; 6,6; 4,3; 2,2; 2,0 kb). O tempo de exposi¢do da membrana ao filme
de raio-X foi 7 dias, a -70 °C.
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Esses resultados poderiam indicar diferentes situagées quanto a
organizagao génica no fragmento de 2 kb, como: 1) a ocorréncia de dois genes
homoélogos agrupados; 2) a ocorréncia de um unico gene sob um controle
diferencial quanto ao uso de sitios alternativos de inicio da transcri¢cao, padrées
de "splicing" alternativo, uso de sitios de poliadenilagao diferentes ou, ainda, 3) a

mensagem menor poderia ser produto de degradagao da mensagem maior.

Considerando que a glandula salivar de Bradysia hygida apresenta trés
regides morfologicamente distintas (ver figura 3, mat. e mét.), averiguamos
inicialmente a possibilidade dessas duas mensagens serem conseqiiéncia de
um controle de expressao génica a nivel tecidual. A analise em “northern blot” de
RNA total de cada regido glandular, em diferentes estagios do desenvolvimento,
apés hibridagao com o 32P-AcDNA-2 mostrou que as duas espécies de RNA
estao presentes nas trés regides glandulares, de acordo com um mesmo padrao
de expresséo (figura 12). Conforme observado anteriormente em experimentos
de mesma natureza, mas com RNA extraido da glandula inteira (FONTES et al.,
1992), em E7 detecta-se a mensagem maior e 8 horas mais tarde, periodo em
que o pufe apresenta-se em maxima expansdo, €& detectada uma grande
quantidade desta mensagem. Neste periodo aparece a mensagem menor e 8
horas apés (cerca de 16 horas apos E7) quando o pufe B10 esta regredido,
apenas a mensagem menor é detectada. Além disso, a simples observagao da
intensidade dos sinais de hibridacao detectados pelo cDNA e pelo rDNA de
Rhynchosciara, utilizado como controle da quantidade de RNA presente nas
diferentes raias, mostra que as mensagens relativas ao pufe B10 estao
presentes em maior quantidade nas regides S1 e S3 quando comparado a

regiao S2.

Esses resultados associados ao fato de, apesar de inumeras tentativas,
nao termos conseguido isolar cDNA de tamanho correspondente a mensagem
maior levou-nos ao seqiienciamento do cDNA isolado e do fragmento gendmico
de 2 kb, para continuarmos nossas investigagdes a respeito da organizagao

génica no pufe B-10.
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Figura 12 - As duas mensagens relativas ao pufe B-10 estio presentes nas trés
regioes glandulares, de acordo com o mesmo padrio de expressdo. A -
Autoradiografia de "northern blot" contendo 20 pg de RNA total das trés regides
glandulares (S1, S2 and S3) em diferentes estagios do desenvolvimento (E7,
inicio da expansdo do pufe B-10; E7+8 h, maxima expansdo do pufe B-10 e
E7+16 h, regressio do pufe) apds a hibridagdo com o 32P-AcDNA-2. As setas
indicam as duas espécies de RNA de cerca de 1,1 e 1,3 kb. Os asteriscos indicam
as posi¢des de migragdo dos RNAs ribossomicos 16S e 23S de E. coli, utilizados
como marcadores de tamanho molecular.O tempo de exposi¢do da membrana ao
filme de raio-X foi cerca de 24 horas, a - 70C. B - Autoradiografia da mesma
membrana apds re-hibridagdo com o plasmideo contendo rDNA (pRa) de
Rhynchosciara. Nesse caso o tempo de exposigdo foi cerca de 7 horas, a -70 °C.
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Il. ESTRUTURA DO GENE DO PUFE B-10
A - SEQUENCIAMENTO DO cDNA
O cDNA de 1,0 kb menciona‘do acima foi subclonado no fagomideo

pT7T3-18U e o seqiienciamento realizado pelo método de terminagéo da cadeia
por dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), utilizando-se DNA fita simples
de 7 delegGes (ver estratégia de seqlienciamento na figura 6, mat. e mét.). A
figura 13 mostra a sequéncia de nucleotideos do cDNA, que apresenta um
tamanho de cerca de 916 pb, tamanho similar ao estimado para a espécie de
mRNA menor. A seqliéncia de aminoacidos, deduzida com base na fase de
traducao aberta de maior extensao, codifica uma proteina de 180 aminoacidos
que comega no cdédon de iniciagdo ATG, na posigdo 41, e termina no cédon de
terminacdo TAG, na posicdo 580. A regido terminal 3' apresenta um sitio de
poliadenilagdo AATAAA potencial, na posicdo 862 (em negrito na figura 13),
seguido de uma cauda de cerca de 40 residuos de adenina (dados nao
mostrados), indicando que o terminal 3' estd completo no cDNA. O numero de
residuos de adenina é um valor aproximado, pois a resolugdo das bandas no gel
de seqiienciamento ndo foi suficiente para obtermos uma estimativa exata.

Outras caracteristicas do cDNA sdo: uma regiao §' nao traduzida curta,
com cerca de 40 nucleotideos, e uma longa regidao 3' nao traduzida, de cerca de
324 nucleotideos, que se inicia na posicdo 582. Nessa regido foi identificado o
pentanucleotideo ATTTA na posi¢dao 800 (sublinhado na figura 13), comum
entre diversos mMRNAs instaveis de eucariotos (recentemente revisado CHEN e
SHYU, 1995).

B- SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO GENOMICO

Os sub-fragmentos de 1,3 e 0,7 kb, gerados pela digestao do fragmento de
2 kb/EcoRl com Sall, foram sub-clonados no fagomideo pT7T3-18U e o
seqiienciamento realizado pelo método de terminagdo da cadeia por
dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), utilizando-se DNAs fita simples de
diversas delegées (ver figuras 7 e 8, em mat. e mét.), seguindo a mesma

estratégia mencionada para o seqlienciamento do cDNA.
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Conforme mostra a figura 14, o fragmento genémico EcoRI de 2 kb apresenta
um tamanho, com base no seqiienciamento, de 1933 pb. O alinhamento desta
sequéncia com a sequiéncia do cDNA mostrou a presenga de um intron de 62 pb
na regiao 5' da unidade de transcrigdo e uma regido flanqueadora a 5' do cDNA
com elementos encontrados em promotores de eucariotos, como a seqiiéncia
consenso TATA box na posigdo — 29bp. O estudo desta regido promotora
mostrou algumas caracteristicas importantes, dentre elas temos: 1) na posigéo -
244 nt, uma sequéncia de 20 pb rica em adenina, com 85% de identidade ao
elemento 5-TAA[A/TINAAA[A/T][A/TIATAAAAAAAT-3' (HOFFMAN e CORCES,
1986), presente em diversos genes de Drosophila que respondem ao horménio
ecdisona, 2) na posigao -224 nt, uma sequéncia com alta similaridade (9/11) a
sequéncia conservada de 11 pb 5'-[A/T]TTTAT[A/G]TTT[A/T]-3' (PALZKILL e
NEWLON, 1988), encontrada na regidao ARS de levedura, 3) na posigao -407 nt,
uma sequéncia com similaridade parcial (69%) a seqiéncia palindréomica
imperfeita 5-[A/G]G[G/T]JTCANTGA[C/AIC[C/T]-3' (CHERBAS et al, 1991)
onde, se liga o receptor da ecdisona em alguns genes de Drosophila, 4) nas
posicdes -730, -565 e -550 nt, trés seqiiéncias com 100% de identidade as
seqliéncias altamente conservadas 5-GCAAA-3’; 5'-AAAGTG-3’; 5-TGCCTT-3’
(rev. ORR-WEAVER, 1991), encontradas no dominio ACEIIl dos genes

coridnicos de diferentes espécies de Dfosophi/a.
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GGCAATGACAGCGATGGTTGTGGCTGTGATGGAAATCAAGTTCCTATTGGAGGAGGTAAA
CATGGACATCGAGGTGGTCATGGTGGTCACGGAGGTTACCATGATGACTGCGACAACTTT
GATTGTGATGTATGCTCATAATTTATTGAAACGAAATGTGAAACCTTTAAATTGTAGAAT
GCTTAACAGATATGCAAATATAATAAATGTTTTTTGAAAAAAAAAAAAAAANAAAAANAA
AAAAAAAAAAAAAAAA 3’

Figura 13 - A seqiiéncia de nucleotideos e a seqiiéncia de amino4cidos deduzida do
c¢DNA relativo ao pufe B-10 de B. iygida. O cDNA apresenta 916 pb, um
tamanho similar a espécie d¢ mRNA menor. A fase de leitura de maior tamanho
codifica um polipeptideo de 180 aminodcidos que se inicia no cédon de
iniciagdio ATG, na posigdo 41, ¢ termina no cddon de terminagdo TAG, na
posi¢do 581. Ambos os cédons estdo destacados em um reténgulo. O sitio de
poliadenilagio potencial estd indicado em negrito. O segmento sublinhado
corresponde ao pentanucleotideo envolvido na instabilidade de diversos mRNAs
eucariticos. Estas seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos estdo
disponiveis no EMBL/GenBank/DDJB sob o numero de acesso L43904.
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C - CARACTERIZAGAO DAS REGIOES 5’ E 3’ DAS MENSAGENS

O alinhamento entre as sequéncias do fragmento EcoRI de 2 kb e do cDNA
de 1,0 kb permitiu a identificagao de uma unidade de transcrigdo no fragmento
de 2 kb, com um Gnico intron de 62 pb na regido 5’ desta unidade. Esse dado é
desfavoravel a hipétese de um gene apresentando padrées de "splicing"
alternativo, uma vez que o tamanho do intron, de 62 pb, & inferior a diferenca do
tamanho esperado entre as duas mensagens, que é cerca de 200 pb. A analise
da sequéncia do DNA mostrou ainda a presenga de um Unico sitio de
poliadenilagdo e, portanto, o uso de sitios de poliadenilagao alternativos é
também pouco provavel. Restava-nos agora outras duas hipéteses: 1) seria este
o caso de um unico gene sob um controle diferencial no uso de sitios
alternativos de iniciagao da transcrigdo? ou 2) estariamos diante de uma Unica
mensagem que sofre um processamento, resultando em uma mensagem menor
em tempos tardios? Para investigarmos a respeito da primeira hipétese
delineamos um experimento de “primer extension” para o mapeamento do
terminal 5° das duas mensagens. Neste experimento tivemos o cuidado de
utilizar preparagdes de RNA onde detectdvamos em “northern blot” apenas a
mensagem maior na idade E7 (preparagbes estas também utilizadas em
experimentos como o da figura 16).

Conforme mostra a figura 15, o tamanho do fragmento extendido, a partir
do oligonucleotideo (complementar as"posigées 43 a 62 do cDNA, ver figura 14)
hibridado com RNA da glandula salivar de dois estagios do desenvolvimento E7
e E7 + 16 horas € o mesmo, de 78 pb. Com base neste tamanho localizamos o
sitio de inicio da transcrigdo no nucleotideo T que se posiciona 29 nucleotideos
a jusante do primeiro T do TATA box (indicado por seta na figura 14). Esses
resultados mostram que a sintese de ambos mRNAs inicia-se no mesmo sitio e
que portanto a diferengca entre eles ndo estd no terminal 5. Convém aqui
ressaltar que este experimento foi realizado em quintuplicata onde utilizamos
quantidades menores de RNA total para obtengdo de uma banda menos
espessa, assim como, tivemos o cuidagjo de analisar no mesmo gel o produto de

sequenciamento da delegdo do cDNA dessa regido utilizando o “primer” do
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proprio cDNA (dados ndao mostrados) permitindo a confirmagdo da posi¢éao do
sitio de iniciagdo da transcrigao.

Para investigarmos a hipétese de que a mensagem menor poderia ser fruto
de um processamento da mensagem maior delineamos um experimento para
medir o comprimento das duas mensagens, ap6s a remogao da cauda poli A.
Isso seria possivel tendo o cuidado de utilizar uma preparagdo de RNA onde em
E7 é detectada apenas a mensagem maior e em E7 + 16 horas apenas a
mensagem menor (ver as duas primeiras raias da figura 16). Conforme mostra a
figura 16, a remogao da cauda poli A das duas mensagens (E7 e E7+16 tratado
com RNase-H) resulta em um RNA de mesmo tamanho, cerca de 1,0 kb. Esses
dados mostram que a diferenga entre as mensagens estd no comprimento da
cauda poli A e que, portanto, os mMRNAs de 1,1 kb e 1,3 kb relativos ao pufe B10
representam a mesma mensagem que sofre o encurtamento da cauda poli A,

durante o desenvolvimento.
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Figura 14 - Alinhamento entre as scqiiéncias de nucleotidcos do ¢DNA ¢ do
fragmento gendmico EcoRI de 2 kb. As scqiiéncias correspondentes ao
fragmento gendmico de 1933 pb sdo precedidas por sinal - ou +, indicando se a
regido ¢ anterior (-) ou posterior (+) ao inicio de transcri¢do. O nucleotideo T,
indicado por seta, é o sitio de iniciagdo da transcri¢do determinado por “primer
extension” (ver figura 15). O alinhamento mostra a presenga de um (nico intron
de 62 pb, indicado por uma linha interrompida, na regido 5' da unidade de
transcrigdo. As seqiiéncias consensos doadoras (GT) e receptoras (AG) do intron
estiio em negrito. Na regidio promotora estiio destacados os scguintes clementos:
1) a seqiiéncia TATA "box", indicada em negrito e sublinhada, na posigéo - 29
nt, 2) uma seqiiéncia rica em adenina, com 85% de identidade ao elemento
conservado encontrado em diversos genes de Drosophila que respondem ao
horménio ecdisona (HOFFMAN e CORCES, 1986) e indicada em itdlico e
sublinhada, na posigdo -244 nt, 3) uma seqiiéncia com alta similaridade (9/11) a
seqiiéncia conservada de 11 pb encontrada na regiio ARS de levedura
(PALZKILL e NEWLON, 1988), indicada por asteriscos, na posigédo -224 nt, 4)
uma seqiiéncia com similaridade parcial a seqiiéncia palindrémica conservada,
no sitio de ligagdo do receptor dc ecdisona em diversos genes de Drosophila
(hsp 27, Eip28/29 e P1, CHERBAS et al., 1991), indicada peclo sinal + na
posi¢do -407 nt, 5) trés seqiiéncias com 100% de similaridade as sequiéncias
altamente conservadas no dominio ACEIII entre diversas espécics de Drosophila
(rev. ORR-WEAVER, 1991), indicado por circulos em negrito nas posigdes -
730, -565 e -550 nt. A seqiiéncia complementar ao oligonucleotideo de 20 pb
utilizado no ensaio de "primer extension" estd duplamente sublinhada. A
seqiiéncia gendmica esté disponivel no EMBL/GenBank/DDJB sob o nimero de
acesso L43853. '
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TTGAGATATCTTGCCCATTCATATATCCGCCACTCGATGTAAAGCACATTCGTALbLbIAACTALbbbleALlLbATATGACTTTCATTAC

eeevss Xy

AAAATTCTTTATTGCAACTATCACTCGCCTTGAGATTGATTTTTGATGCATCAGACAGACGACGTTCAAAGTGTCTATAATTTGCC%TTTTT

TATAGAAAAAAGACCCAAAAATTCATCTACTCTACTTTCCCCTAATGTTGCTAGGATACATGGCGCATTGTCTATTGAATGCAACTAAAACC

s
TTCTGTAACGATCCTAATTCCTAAAAATTCTTCTTTTTTATGTCCCTGTGAACTAAAGCTGTATACTATATTTTAATGCGGAAAACTAACTC

CGTGAAATACAATTGAAATTGAGTTGTTTGCATTCTCTTGCAGTAGAGAACTTTACAGAAACATCTGTTTTGAACGTAACAAAATCCTCCGT
R hhh kR

i
TTAATARAACCTTCAAAGAATAAATAAAATAAAAATGAATAATTCTGTTTACTTTTTGGTGAGAGCTTATACATTTTTGTAATAAAAAAAAC

AGTGCCACTAAGGTGACGCAATTTCAAAATTTATTTAAATGCCACGGAAATGCAAATAAATTTGAAATGATTTATTGATAAAAATAAGAACA

{4
TACCGGAAAACCGATTACAGATCTAGGTTTCAGAAGATGTGCTGTAACGACTATAAAAGGATCTGTGCAGGTGCTAACAATTTGCAGTTATC

TGTTAGCATTTTAACARATAAAGTGGACATTCATTTCTTAAAAAATGCAAGCAARATCTACGTTCCTTTTTGTATTGATTTCTTCCATGAAG

AGCATTTTAACAAATAAAGTGGACATTCATTTCTTAAAAAATGCAAGCAAAATCTACGTTCCTTTTTGTATTGATTTCTTCCATGAAG

GTACTAGCTCATAGTTGTGTCATAAAAATTTTTACTACATTAACTTTTTAATACTTTTACAGTTGGCGTCAGGCACTCCAATTTTAGATGGT

CTTTTAAAAGGAGTTTTAGGTGGGGGAGGACTTCCAATTGGTGGTGGAGCTTTAGGAGGCGGGGGAGGAATACCAATTGTTGGTGGAGGTAA

AGGAGGCAACGGAGGTAGCAATGTGAATGTAGATGGACTTCTGCACGGATTAAATGACATTCTGGCGGAGCCCCTGTGCTCTGTTGGATTGG

AGGAGGCAACGGAGGTAGCAATGTGAATGTAGATGGACTTCTGCACGGATTAAATGACATTCTGGCGGAGCCCCTGTGCTCTGTTGGATTGG

Sal 1
GATGCGACAACTGTGATGGCCTTTTGGAAGGCCTACAGCCTCCATTGGGAAAAACAATCAACTCCCTTGGGTTAGGCGTCGACTGTGATGAT

GATGCGACAACTGTGATGGCCTTTTGGAAGGCCTACAGCCTCCATTGGGAAAAACAATCAACTCCCTTGGGTTAGGCGTCGACTGTGATGAT

GACAATGGTAAAGGGAACCAAAAAGGGAAAGGTAAGGGCCACGTCGGTGGAGGAGGTAGAGGAGGCAATCAAGTGAATGAAGACGGACTTCT

GACAATGGTAAAGGGAACCAAAAAGGGAAAGGTAAGGGCCACGTCGGTGGAGGAGGTAGAGGAGGCAATCAAGTGAATGAAGACGGACTTCT

GCACGGATTAAATGGCATTCTGGCGAACAGCTGTGCTCTGTTGGATTGGGATGCAACGACTGTAAAGGCCTTTTGGAAGGTTTACAGCCTCC

GCACGGATTAAATGGCATTCTGGCGAACAGCTGTGCTCTGTTGGATTGGGATGCAACGACTGTAAAGGCCTTTTGGAAGGTTTACAGCCTCC

ATTAGGAAAACCTTTAAATTCACTGGGTTTGGGAATTGACTGTGATGATTCTGGGCACAAAGGTAAAACAAAGCCAGGTAAAGGCAATGACA

ATTAGGAAAACCTTTAAATTCACTGGGTTTGGGAATTGACTGTGATGATTCTGGGCACAAAGGTAAAACAAAGCCAGGTARAAGGCAATGACA

GCGATGGTTGTGGCTGTGATGGAAATCAAGTTCCTATTGGAGGAGGTAAACATGGACATCGAGGTGGTCATGGTGGTCACGGAGGTTACCAT

GCGATGGTTGTGGCTGTGATGGAAATCAAGT TCCTATTGGAGGAGGTAAACATGGACATCGAGGTGGTCATGGTGGTCACGGAGGTTACCAT

GATGACTGCGACAACTTTGATTGTGATGTATGCTCATAATTTATTGAAACGAAATGTGAAACCTTTAAATTGTAGAATGCTTAACAGATATG

GATGACTGCGACAACTTTGATTGTGATGTATGCTCATAATTTATTGAAACGAAATGTGAAACCTTTAAATTGTAGAATGCTTAACAGATATG

CAAATATAATAAATGTTTTTTGTTAAAAAATTTTAAAAAGGTTTTTTCCAATTTGAGAAAATCTGATAAAAACTTCACTTGCGAACTAGGAA

CAAATATAATAAATGTTTTTTG
EcoRI

ACGATTCGTCTATCAATTTCTAAGAATTATTTTTACTTCAACAACAGGGAGAAATAATCAAGAAATAAAACACTTTCTAATGCATCTGAATT
c -

54




CGT E7 +‘l£

Wi

o b

-

Figura 15 - A transcri¢iio dos mRNAs de 1,3 kb e 1,1 kb inicia-se no mesmo sitio.
Autoradiograma do ensaio de extensdo, pela agdo da transcriptase reversa, do
oligonucleotideo de 20 pb (complementar aos residuos 21 a 41 do cDNA - ver
figura 14), apés a hibridagdo com 30 pg RNA total da glandula salivar de dois
estagios do desenvolvimento E7 (raia 1 - periodo em que esta presente a
mensagem maior) e E7 + 16 horas (raias 2 - periodo em que estd presente
apenas a mensagem menor). A seta a direita indica o fragmento extendido de 87
pb. ACGT indica as raias contendo o produto do seqiienciamento de DNA
utilizando o primer universal do vetor pT7T3-18U.
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Figura 16 - Os mRNAs de 1,3 kb e 1,1 kb correspondem a mesma mensagem que
durante o desenvolvimento sofre um encurtamento da cauda poli A. O
‘diagrama acima ilustra os passos do experimento. RNA total da glandula salivar
¢ hibridado com oligonucleotideo dT(12-16) e submetido a a¢do da ribonuclease
H. Os produtos desta reagdo sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose
desnaturante, transferidos para membrana de “nylon” e hibridados com o 2 p.
AcDNA-2, obtendo-se o autoradiograma mostrado abaixo. As duas primeiras
raias contém RNA total de glandula salivar em E7 ¢ E7 + 16 horas (20 pg) sem
nenhum tratamento; as raias indicadas por C contém 20 nug de RNA total
hibridado com oligo dT, sem o tratamento subsequente com RNase-H e as raias
indicadas por RNase-H contém os RNAs apos o tratamento com RNase-H. As
setas a direita apontam as mensagens de 1,3 e 1,1 kb (antes da remog¢do da
cauda) e uma mensagem menor, de cerca de 1,0 kb (apds a remogao da cauda).
Os asteriscos indicam as posi¢des dos RNAs ribossdmicos 23S e 16S de L. coli,
utilizados como marcadores de tamanho molecular.
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ll. ANALISE DA SIMILARIDADE ENTRE SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS
DA REGIAO 5’ DO GENE BhB10 COM OUTROS GENES AMPLIFICADOS EM
PUFES DE DNA E COM GENES DE Drosophila QUE RESPONDEM A
ECDISONA

Com a finalidade de verificar a ocorréncia de seqiiéncias conservadas na
regidao de iniciagdo da transcricdo de genes amplificados em pufes de DNA,
fizemos um alinhamento para maxima homologia de 10 pb distantes 26 a 32 pb
do TATA box em 7 genes de pufes de DNA (tabela I). Esse alinhamento revelou
uma seqléncia conservada de consenso 5'-[T/A][T/AINCA[G/T][T/A]-3’. Em trés
desses genes o sitio de inicio da transcrigao foi mapeado no nucleotideo 4 ou 5
do consenso. Em B. hygida o sitio de inicio de transcrigao foi mapeado 1 a 3
nucleotideos a montante do inicio do consenso. Curiosamente essa seqiiéncia
consenso apresenta similaridade com o heptanucleotideo 5-ATCA[G/T]T[C/T]-3’
conservado entre diversos genes de insetos e com o pentanucleotideo 5'-
CAGTT-3’ conservado entre genes de “heat shock” (HULTMARK et al., 1986). O
significado funcional dessas seqliéncias sera analisado mais detalhadamente na

discussao.

Objetivando verificar a conservagdo de seqiiéncias no sitio de inicio da
traducdo do mRNA de genes amplificados em pufes de DNA, fizemos um
alinhamento para maxima homologia de 6 nt adjacentes ao pressuposto codon
de iniciagdo da tradugéo (posicdo 41 do cDNA, veja figura 13). Curiosamente
esse alinhamento (tabela Il) revelou uma sequéncia de consenso &'-
[A/T][A/G]IN[A/G]AAATG-3, distinta da seqiéncia consenso 5'-CC[A/G]JCCAUG-
3’ descrita por KOZAK (1984) em um estudo de alinhamento utilizando 211
mRNAs de eucariotos superiores. Entretanto, uma base purina (mais
frequentemente A) na posigédo -3 (3 nt a montante do ATG) ocorre em todos os
genes analisados e representa a caracteristica mais importante nessa regiao

entre todos os MRNAs eucaritticos superiores (KOZAK, 1984).
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Tabela | - Similaridade entre a seqiiéncia da regiao de inicio de transcrigio
de BhB10 e outros seis genes amplificados em pufes de DNA.

Posicao. | Ref.

BhB10 A |A|TI|T |T G|C |A (G |T -30 (1)
BhC4 T |T|A|T |A |[A|C|A |G |A 32 [
RhynC8 C |G|[T|T |A T|C |A |G (T -27 (3)
RhynC3 C |A|A[A [T T|C [A |G |T -26 (4)
Scill/9-1 C [A|G|A |A T|C [A|T T -26 (5)
Scill/9-2 C [A|G|A |A [T |C |A|T T -26 (5)
TricC4B-1 |C |A |G [A |A T|C |A|T T -28 (6)
consenso TA[TIA [N |C |A |GT|TA

Em negrito est@o os nucleotideos idénticos ao heptanucleotideo conservado nos sete genes
analisados e de consenso 5’-[T/A][T/AJNCA[G/T][T/A]-3’. As seqiiéncias estdo
representadas na dire¢do 5’—3’. O nucleotideo sublinhado indica o sitio de inicio de
transcrigio mapeado experimentalmente. A direita estd a posi¢io do heptanucleotideo
consenso apos o primeiro T do TATA box. Essas seqiiéncias foram retiradas de (1) figura
14, deste trabalho; (2) MONESI et al.,, 1995; (3) FRYDMAN et al., 1993; (4)
YOKOSAWA, com. pes.; (5) DIBARTOLOMEIS e GERBI, 1989 e (6) DESSEN et al.,
1995.

Tabela Il - Similaridade entre a seqiiéncia da regiao de inicio da tradugao
de BhB10 e outros quatro genes amplificados em pufes de DNA.

U Ref.
BhB10 A A A A A|lA|A|T|G| (1)
BhC4 G C G A A|lA[A | T |G| (2
RhynC8 T G C G A|lA[A | T |G| (3
Scill/9-1 T G T A A|lA|A|T |G| 4
TricC4B-1 T T C A A|A|A|T |G| (5
consenso | AIT|AIG| N |AG|A|A A | T |G

Em negrito estdo os nucleotideos idénticos a seqiiéncia conservada nos cinco genes
analisados e de consenso 5°-[A/T][A/GIN[A/GJAAATG-3’. As seqiiéncias estdo
representadas na diregdo 5°—3’. A seta indica a posigdo do nucleotideo mais conservado
na regifio de inicio da tradugdo entre mRNAs eucariotos (KOZAK, 1984). Os
nucleotideos com duplo sublinhado indicam o codon de iniciagdo ATG. Essas seqiiéncias
foram retiradas de (1) figura 13, deste trabalho; (2) MONESI et al., 1995; (3) FRYDMAN
et al., 1993; (4) DIBARTOLOMEIS e GERBI, 1989 e (5) DESSEN et al., 1995.
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Uma analise da seqiéncia de nucleotideos da regido promotora do gene
BhB10 e de outros seis genes amplificados em pufes de DNA permitiu a
descoberta interessante da presenga, em cinco desses genes, de uma
seqiéncia palindromica imperfeita, composta por 13 pb, que compartilha
similaridade com um elemento, demonstrado experimentalmente ser um sitio de
ligagao do receptor de ecdisona (EcRE), e que é parcialmente conservado entre
os genes hsp 27, Eip 27/28, P1 de Drosophila (RIDDIHOUGH e PELHAN, 1987,
CHERBAS et al, 1990; e MASCHAT et al, 1990; 1991). Este estudo
comparativo (Tabela 1ll) mostra que esse elemento se posiciona
preferencialmente em regides distais, superiores a 300 pb, em relagdo ao sitio
de inicio de transcrigdo. O possivel significado biolégico desse elemento nos

genes de pufes de DNA sera analisado mais adiante na discussao.

Conforme mostrado na figura 14, identificamos também na regiao
promotora de BhB10 uma seqiiéncia de 20 pb rica em adenina, com alta
similaridade (85%) a seqiiéncia (5'-TAA[A/TINAAA[A/T][A/TIATAAAAAAAT-3’,
HOFFMAN e CORCES, 1986), conservada entre diversos genes de Drosophila
que respondem a ecdisona. Conforme mostra a tabela IV, esta seqiiéncia esta
também presente em todos os outros seis genes amplificados em pufes de DNA
que foram caracterizados até o momento. Esses dados sugerem que fatores
transcricionais comuns podem estar atuando na regulagdo de genes de pufes de
DNA que, conforme abordaremos na discussdo, sdo potencialmente regulados

pela ecdisona.

Outra caracteristica interessante encontrada na regido promotora do gene
BhB10, e de outros quatro genes de pufes de DNA, € uma sequéncia similar
ao elemento de 11 pb ACS (seqiéncia consenso de ARS), conservado entre
todas as sequéncias ARS de levedura e essencial para o funcionamento das
mesmas como origem de replicagdo. A tabela V mostra a similaridade desta
seqiiéncia com seqiéncias da regido promotora do gene BhB10 e de quatro

outros genes de pufes de DNA.
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Uma caracteristica estrutural, conservada entre todos os genes
amplificados em pufes de DNA caracterizados até o momento é a presenga de
um intron na regido 5’ da unidade de transcrigdo. Conforme mostra a tabela VI o

tamanho dos introns varia entre 62-67 pb e a composi¢ao de AT entre 68-79%.

Tabela VI- Similaridade da regiao intronica entre os genes

amplificados em pufes de DNA.

BhB10 GTACTAGCTCATAGTTGTGTCATAAAAATTTTTACTACATTAACTTTTTAATACTTTTACAG 62pb 79%

(1)

BhC4 GTGAGTACTTGTTTTATCAAAATCTTAAATCTCGGTGTAATGATCTTTTTCTTTTTACTTTTTTTAG 67pb 75%

(2)

Scl GTATGTTAAAACAAGATTGAAACTAACTTTGAGAATCTGCTAACAATCAAAATTAATATTATTTCAG 67pb 76% (3)
Sc2 GTATGTTAAAACAAGATTGAAACTGTAACTTTGAGAATCTATTACCAATCAAAATATTATTTCAG 65pb 75% (3)
RhCS8 GTAAGAATTTTGGTCCTCATTTGACTACARATTGCATATCTCTAATCCATTACTCTTCTAATGTAG 66pb 68% (4)

As seqiiéncias estdo representadas na diregdo 5°—3’. Os nucleotideos sublinhados
indicam as seqiiéncias consenso doadoras (GT) e receptoras (AG) do intron. A direita esta
0 comprimento em pb e a porcentagem de bases AT de cada intron. As seqiiéncias foram
retiradas de (1) figura 14 deste trabalho; (2) MONESI et al, 1995; (3)
DiBARTOLOMEIS e GERBI, 1989 e (4) FRYDMAN et al., 1993.

Em todos os casos observamos que o primeiro exon codifica 80%, ou mais,
do peptideo sinal (segundo VON HEIJNE, 1986, ver parte IV desta seg¢do). Essa
similaridade sugere uma conservagdo estrutural entre genes amplificados em
pufes de DNA, que possivelmente codificam para produtos de secregao da

glandula salivar durante o ultimo estégio larval.

IV. ANALISE DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA
PB10 DEDUZIDA DO cDNA

A proteina deduzida da sequéncia de nucleotideos do cDNA do gene

BhB10 contém 180 aminoacidos, o que corresponde a um peso molecular de
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17.710 Da. As principais caracteristicas desta proteina sao (figura 17): 1) um
alto conteddo de glicina (25%) e leucina (15%), que juntamente com outros
residuos confere a proteina um caracter altamente hidrofébico (115 aa
hidrofébicos X 46 aa hidrofilicos); 2) apresenta cinco residuos de cisteinas, que
poderiam promover a formagao de pontes de dissulfeto intra e/ou inter-cadeias;
3) um pl de 5,6. Os primeiros 20 residuos apresentam cinco caracteristicas
tipicas de sequéncia peptidica sinal, segundo VON HEIJNE, (1986): a) regido N-
terminal (residuos 1-6) basica; b) regido central (residuos 7-14) hidrofébica; c)
regiao C-terminal (residuos 15-19) polar; d) auséncia do aminoacido prolina nas
posi¢cdes 17 (designada -3, em relagao ao sitio de clivagem) e 20 (+1) e €) um
residuo pequeno na posigao 19 (sitio de clivagem). Com relagao a predigao da
estrutura secundaria, oito diferentes métodos mostram que esse peptideo
contém um alto conteddo de estruturas do tipo "B-turn" (dados nao mostrados).
Esse tipo de conformagao provavelmente é conseqiéncia do alto conteudo de
glicina.

Outra caracteristica interessante desta proteina diz respeito a presenga de
diversas repeticoes, em particular 4 repeticdes de DGLLXGL/VX (em negrito e
sublinhado, figura 17), sendo duas delas idénticas e localizadas em uma regiao
rica em glicina. Esse motivo DGLLXGL/VX foi comparado com proteinas
presentes no banco de dados do NCBI e nao foi encontrado em outras proteinas
conhecidas. O alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos dessa proteina em um
grafico de “dot plot” (figura 18), onde as repetigdes sdo indicadas por linhas
paralelas a linha diagonal central e o posicionamento dessas repeticoes € dado
no eixo da abscissa e ordenada, permite visualizar essas repeticbes de maneira
mais clara. Foi também realizado o alinhamento dessa proteina segundo o
método de Barton. Conforme mostra a figura 19, esse peptideo pode ser
dividido em duas regides: a primeira do residuo 20 ao 68 e a segunda do
residuo 69 ao 180. Essas regiées apresentam cerca de 50% de identidade. Esse

resultado sugere a ocorréncia de um duplicagéo génica durante a evolugao.

Uma comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos da proteina PB10 com a

de outras proteinas codificadas por'genes amplificados em pufes de DNA
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revelou baixa identidade: cerca de 8% com a proteina codificada pelo gene 11/9-1
de Sciara (DIBARTOLOMEIS e GERBI, 1989), 21% com a proteina do pufe C8
de R. americana (FRYDMAN et al., 1993), 17% com a proteina do pufe C4 de B.
hygida (MONESI et al., 1995) e inferior a 2% com a proteina do pufe C4 de T.
pubescens (COSTA, 1995). Portanto, a proteina PB10 representa uma proteina
distinta das demais proteinas de pufes de DNA deduzidas do cDNA até o
momento. Uma caracteristica importante encontrada em todas essas proteinas é
a presenga de um segmento com caracteristica de peptideo sinal. A presenga de
um peptideo sinal de secregéo fortalece a hipétese de que sejam proteinas de
secregdo, provavelmente envolvidas na construgdo do casulo da larva, que se
inicia no periodo de aparecimento do pufes de DNA.

Além dessa analise, a sequéncia de aminoacidos da proteina do pufe B10
também foi comparada com seqléncias presentes nos bancos de dados do
NCBI e SWEEP.DAT. Essas comparagées ndo mostraram homologias com
outras proteinas conhecidas. Foi detectada similaridade com regides de glicina
de outras proteinas em que este residuo também €& abundante como:
queratinas, proteinas ligantes de mRNA, proteinas constituintes da parede de
células vegetais e da casca do ovo de Schistossoma. Para algumas queratinas
ja esta determinada a estrutura tridimensional, via estudos de ressonancia
magnética nuclear (MACK et al., 1988), o que poderia abrir um espago para a
realizacdo de estudos de modelagem molecular e predigao da estrutura
secundaria e terciaria da proteina PB10. Entretanto, o fato da similaridade ser
detectada apenas nas regides ricas em glicina torna duvidavel a validade de tal

estudo.
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Figura 17 - Estrutura Primaria da proteina deduzida do ¢cDNA de 1,0 kb relativo ao
pufe B-10. O potencial sitio de clivagem do peptideo de sinal estd indicado por
uma flecha vertical. As quatro repeti¢des da seqiiéncia DGLLXGL/VX estédo em
negrito e sublinhadas. O residuo G que se destaca em negrito e com asterisco
indica o primeiro residuo na regido C-terminal, a qual apresenta 49% de
identidade com a regio N-terminal. Os residuos de cisteina estdo indicados por
um duplo sublinhado. Os dois residuos de aminoécidos (serina e treonina)
sublinhados e em italico representam potenciais sitios de fosforilagdo pela
proteina quinase C. Esta proteina apresenta um alto conteudo de glicina (25%).
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Figura 18 - “Dot plot” da proteina PB10. Nos eixos da abscissa e da ordenada estéo as
posi¢des dos residuos na proteina. As linhas paralelas a diagonal principal
representam as regides de repeti¢do na proteina.

PB10-N GTPILDGLLKGV LGGG GLPIGGGALGGGGGIPIVGGGKG G
PB10-C GCDNCDGLLEGLQPPLGKTINSLGLGVDCDDDNGKGNKKGKGKGHVGGGG

PB10-N NGGS. HGLNDILAEPLCSV GL
PB10-C RGGNQVNEDGLLHGLNGILANS CALLDWDATTVKAFWKVYSLH

Figura 19 - Alinhamento da seqiiéncia de aminodcios de duas regides da proteina
PB10. PB10-N indica a seqiiéncia de aminoacidos da regido N-terminal
(residuos de 20 a 68) e PB10-C indica a seqiiéncia de aminoacidos da regido
C-terminal (residuos de 69 a 180) da proteina do pufe B-10. A comparagdo
revela 49% de identidade. As principais regides de repeti¢des estdo
sublinhadas. '
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l. O gene amplificado no pufe de DNA B10

Nesse trabalho clonamos e caracterizamos a nivel de seqiiéncia de
nucleotideos um gene amplificado no pufe de DNA B10 de Bradysia hygida.
Esse gene contém caracteristicas tipicas de genes transcritos pela RNA
polimerase |l, ou seja, a presenga da seqiiéncia TATA box, situada 29 nt a
montante do sitio de iniciagdo da transcrigdo. A regido onde se localiza o sitio de
inicio de transcrigdao, determinado por “primer extension”, apresenta
similaridade com a seqiiéncia de nucleotideos da regiao de inicio de transcricao
de diferentes genes de pufes de DNA. Em uma andlise para a maxima
homologia  encontramos um consenso de 7 nucleotideos 5'-
[T/A][T/AINCA[G/T][T/A]-3’. Um dado curioso é que esta sequiéncia consenso &
parte do heptanucleotideo 5’-ATCA[G/T]T[C/T]-3' conservado na regido de inicio
da transcrigao entre diversos genes de insetos e contém o pentanucleotideo 5'-
CAGTT-3' conservado entre os genes de “heat shock” de Drosophila
(HULTMARK et al., 1986). Esses elementos localizam-se 25-33 pb a jusante do
primeiro T do TATA box, e no caso do gene hsp22 de Drosophila, HULTMARK e
cols. (1986) mostraram através de mutagdes pontuais que esse
pentanucleotideo conservado € essencial para a expressdo do gene em altos
niveis apdés o choque térmico. A realizagdo de experimentos similares nos genes
amplificados em pufes de DNA, assim como o isolamento e caracterizagao de
proteinas ligantes nessa regidao, sdo necessarios para avaliagdo do significado
funcional desses elementos. A potencial regido onde se localiza o sitio de inicio
de traducao apresenta o nucleotideo A situado 3 nt a montante do codon de
iniciagdo (ATG), caracteristica mais conservada entre mRNAs eucariotos, mas
difere do consenso encontrado em cerca de 80% dos mRNAs eucariéticos
(KOZAK, 1984). Em uma analise para a maxima homologia entre cinco genes
amplificados em pufes de DNA encontramos o consenso 5'-
[A/T][A/GIN[A/G]AAATG-3', sugerindo uma conservagao do sitio de inicio da
tradugao entre esses mRNAs.

O gene BhB10 apresenta um unico intron na regido 5' codificadora
contendo alto contetdo de AT (76%). Uma organizagao estrutural semelhante foi

também observada em outros genes de pufes de DNA (DIBARTOLOMEIS e
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GERBI, 1989, FRYDMAN et al., 1993 e MONESI et al., 1995). Em todos os
casos foi detectado um intron de tamanho similar, variando entre 62-67 pb, e
com um alto conteudo de AT, de cerca de 68-79%. Foi observado também que a
posig¢ao do intron nos diferentes genes é bastante conservada, de modo que o
primeiro exon codifica cerca de 80%, ou mais, do peptideo sinal de secregao.
Esses dados sugerem uma via comum na evolugédo desses genes amplificados
em pufes de DNA, talvez no sentido de codificar polipetideos que devem ser
secretados pelas células da glandula salivar no final do desenvolvimento larval,
provavelmente para a construgdo do casulo onde ocorre a pupacao.

A regiao 5’ nao-codificadora do transcrito BhB10 é curta, cerca de 40 nt, e
a regiao 3' nao-codificadora é longa, de cerca de 324 nt. Nessa regido
observamos somente um sitio potencial de poliadenilagado, situado 14 nt a
montante do inicio da cauda de poli A, e um pentanucleotideo ATTTA, na
posicao 800. Em outros sistemas, esse pentanucleotideo &€ conhecido como
elemento determinante de instabilidade do mRNA, e € comum entre diversos
mRNA altamente instaveis, como os mMRNA codificados pelos proto-oncogenes
c-myc, c-fos e o mRNA que codifica para B-/FN (SHYU et al., 1991; YOU et al.,
1992; GRAFI et al.,, 1993; ALBERTA et al, 1994; HERRICK e ROSS, 1994;
CHEN et al., 1994; e para rev. ver GREENBERG e BELASCO, 1993). Na maior
parte dos mRNAs instaveis esse pentanucleotideo estd presente em varias
copias (2-5 copias) e é essencial para a regulagdo da degradagdo do mRNA.
Delegbes ou mutagdes pontuais nesse elemento conservado causa a
estabilizagdo da mensagem. Por outro lado, sua inser¢do na regiao 3' nao-
codificadora de mMRNAs estaveis promove a desestabilizagdo dessas
mensagens. A participagao do pentanucleotideo nesse processo seria a de ser
um elemento alvo de fatores especificos que regulariam a agdo da maquinaria
de degradacgao (veja recente revisao CHEN e SHYU, 1995). O simples fato do
mRNA do gene BhB10 apresentar um pentanucleotideo AUUUA nao garante
que este esteja sujeito a instabilidade, como é o caso do mRNA que codifica
para B-globina, o qual apresenta uma Unica copia desse elemento na regido
3'UTR e uma meia vida superior a 24 horas (KROWCZYNSKA et al., 1985). Por

outro lado, o mMRNA que codifica para junB apresenta um unico
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pentanucleotideo ATTTA e apresenta uma meia-vida inferior a 30 min. (CHEN e
SHYU, 1995). A observagdo de que a mensagem do BhB10 sofre um
encurtamento da cauda poliA de modo regulado no desenvolvimento sugere que
esse pentanucleotideo tenha um papel funcional na regulagéo da expressao do

gene (veja modelo proposto na figura 20).

Outro dado que fortalece essa idéia € que a administragao de baixas
concentracgdes de cicloheximida, em um periodo especifico do desenvolvimento
larval, causa a estabilizagdo da mensagem de 1,3 kb (ALMEIDA et al 1993,
CONACCI et al., 1994). Esse efeito € comum em todos os casos estudados de
degradacdao do mRNA (THEODORAKIS e CLEVELAND, 1992, 1993; HERRICK
e ROSS, 1994; CHEN et al., 1994, GRAFI et al,, 1993). A dependéncia de
sintese proteica na regulagado da degradagao de mensageiros pode indicar dois
mecanismos distintos. O primeiro é que o préprio produto de tradugéo estaria
envolvido nesse processo, como & o caso da degradagdo do mRNA que codifica
para B-tubulina e que envolve a Iigagég do peptideo nascente com elementos da
regiao 5° UTR (GAY et al., 1987; THEODORAKIS e CLEVELAND, 1992, 1993).
Uma outra possibilidade é que nesse processo estariam envolvidas proteinas
extremamente labeis que se ligariam a sequéncias especificas do transcrito,
ativando a maquinaria da degradagdo. No caso do mRNA BhB10, o fato da
degradagéo ser via o encurtamento da cauda poli (A), e dado que em todos os
casos descritos na literatura esse mecanismo de degradagdo depende de
fatores ligantes as sequéncias especificas da regido 3' UTR do transcrito, entre
elas o pentanucleotideo AUUUA, favorece a idéia de que outros fatores, que nao
o produto do gene BhB10, estejam participando da regulagdo da degradacao

desse transcrito (ver modelo da figura 20).
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Figura 20 - Modeclo do encurtamento da cauda de poli A do mRNA BhB10. A
interagdo de fatores citoplasmaticos com o elemento determinante de
instabilidade AUUUA (representado por um retdngulo preenchido), e
provavelmente outros elementos ainda ndo caracterizados, promovem a
digestdo da cauda poli A da mensagem de 1,3 kb por uma exonuclease gerando
a mensagem menor de 1,1 kb presente em tempos tardios.

Ainda dentro deste contexto, outras questdes sdo abertas, por exemplo:
qual das mensagens do gene BhB10 é eficientemente traduzida? Com base na
correlagao temporal entre o periodo de desenvolvimento do pufe B10 e o perfil
de sintese proteica da glandula salivar durante esse periodo de
desenvolvimento, ALMEIDA (1989) propds que um polipeptideo de secregao de
25 kD (Sp25) é o produto do gene BhB10. Se este for o caso, a mensagem
maior deve ser a forma traduzida, pois o polipeptideo Sp25 é detectado a partir
de E7+4 horas, periodo em que esta presente a mensagem maior e nao é
detectado em E7 +16 hs, periodo em que apenas a mensagem menor &
detectada. Ainda em favor dessa hipétese, ALMEIDA e cols (1993) e CONNACI
e cols. (1994) mostraram que a estabilizagdo da mensagem de 1,3 kb pelo
tratamento com cicloheximida é acompanhada de extensdo no periodo de
detecgao do polipeptideo Sp25. Esse conjunto de dados favorece a hipotese de
que a mensagem de 1,3 kb é a forma traduzida. Entretanto, embora nao seja
uma situagao muito fregiiente, existem exemplos na literatura, como o do mRNA
que codifica para p-interferon (GRAFI et al., 1993 e GRAFI e GALILI, 1993),
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onde a mensagem mais eficientemente traduzida é a forma deadenilada.
Esclarecimentos a esse respeito sao importantes para se verificar como a
regulagao do encurtamento da cauda do mRNA estaria refletindo na expressao
da proteina PB10. Anticorpos especificos contra o polipeptideo PB10 permitiriam
a andlise de sua expressdo na glandula salivar durante o desenvolvimento
larval. Com esse objetivo em mente estamos iniciando em nosso laboratério

ensaios de expressao em bactéria da proteina codificada pelo gene BhB10.

Outro ponto interessante a ser discutido sobre a regulagao da expressao
do gene BhB10 diz respeito aos elementos e fatores envolvidos na regulagao
transcricional, que acompanha o periodo de desenvolvimento do pufe de DNA
B10 (FONTES et al., 1992). Evidéncias indiretas relatadas na literatura apontam
para a participagéo do horménio ecdisona no processo de formagao dos pufes
de DNA, e da amplificagdo e transcricao génica a nivel desses pufes. Diversos
estudos realizados em T. pubescens e R. americana envolvendo a injecido da
ecdisona em um periodo apropriado do desenvolvimento (CROUSE, 1968;
AMABIS e AMABIS, 1984a; STOCKER e PAVAN, 1974 e BERENDES e LARA,
1975), ou a ligadura de um segmento larval para o impedimento da passagem
de hormoénios produzidos pelas glandulas endécrinas (AMABIS e AMABIS
1984b), ou ainda, experimentos de transplante de glandulas salivares (AMABIS
e CABRAL, 1970; AMABIS e SIMOES, 1971) permitram demonstrar a
necessidade da ecdisona para o desenvolvimento dos pufes de DNA. Em
Bradysia hygida mostramos também, anteriormente, que a administragdo do
horménio ecdisona em larvas novas induz o processo de formagao dos pufes de
DNA (FONTES, 1988), assim como a amplificagdo e transcricdo de genes
localizados nos pufes de DNA C4 e B10 (FONTES et al., 1991). Nesse trabalho,
a analise de seqiiéncias da regido promotora do gene BhB10 permitiu a
identificacao de uma seqtiéncia de 20 pb, rica em adenina, com alta similaridade
a uma sequéncia conservada entre diversos genes de Drosophila que
respondem a ecdisona, porém de fungao desconhecida. No promotor do gene
BhB10 observamos também uma seqiiéncia de 13 pb com similaridade parcial

(69%) a seqiiéncia ECRE, onde, em trés genes de Drosophila (hsp27, Eip 27/28
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e P1) se liga o receptor da ecdisona. Uma analise da seqiiéncia da regiao
promotora de outros genes amplificados nos pufes de DNA C4 de B. hygida, C8
de R. americana, C4B de T. pubescens e no pufe Il/9A de S. coprophila também
mostrou a ocorréncia de sequéncias similares ao EcRE. Neste sentido, é
bastante interessante o fato de em estudos recentes realizados em S. coprophila
ter sido relatado que trés oligonucleotideos da regido promotora do gene 11/9-1
com similaridade parcial (39% a 62%) ao elemento EcRE, apés a incubagao com
extrato da glandula salivar apresentam um retardamento da mobilidade
eletroforética, e que esse complexo (DNA+proteina do extrato glandular) por sua
vez sofre um retardamento adicional da mobilidade eletroforética (“supershift”),
apo6s a incubagdo com anticorpo policlonal contra o receptor da ecdisona de
Drosophila (citado na rev. GERBI et al, 1993). Estudos recentes de
imunolocalizagao, utilizando anticorpo policlonal contra receptor da ecdisona de
Chironomus, sugerem a ligagao do receptor as regides formadoras de pufes de
DNA em R. americana e T. pubescens (STOCKER et al., 1995). Essas
observagdes fortalecem a idéia da ocorréncia de elementos de ligagao do
receptor da ecdisona em genes amplificados em pufes de DNA, abrindo a
interessante perspectiva de que a replicagdo nesse caso possa estar também

sob direto controle hormonal.

A amplificagdo génica durante o desenvolvimento &€ um evento raro em
células somaticas de eucariotos. Sao conhecidos dois exemplos, os genes que
codificam para as proteinas coridnicas, em células do foliculo ovariano de
Drosophila (SPRADLING e MAHOWALD, 1980, rev. KAFATOS et al., 1987) e os
genes de pufes de DNA, que ocorrem em glandulas salivares de Sciarideos, no
final do ultimo estagio larval (rev. LARA, 1987 e LARA et al., 1991). Em ambos
os casos a amplificagdo génica é entendida como um processo necessario para
atender a grande demanda de produtos em um curto periodo de tempo.
Entretanto, os aspectos moleculares envolvidos na regulagdo da amplificagao
génica durante o desenvolvimento ainda sdo pouco conhecidos. Em Drosophila,
analises genéticas e estudos de transformagdo mediada pelo elemento P,

associados a mutagées dirigidas, permitiram identificar elementos essenciais
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para a amplificagdo denominados ACE (ORR-WEAVER e SPRADLING, 1986;
ORR-WEAVER et al.,, 1989), e outros elementos AER requeridos para a
manutengao de altos niveis de amplificagdo (DELIDAKIS e KAFATOS, 1987 e
DELIDAKIS e KAFATOS, 1989). Dentro do dominio ACE foram identificados 10
elementos altamente conservados entre diversas espécies de Drosophila, cujo
papel funcional & desconhecido (MARTINEZ-CRUZADO et al., 1988, para rev.
ver ORR-WEAVER, 1991). Nesse trabalho a analise da regiao promotora do
gene BhB10 também permitiu a identificagdo de 3 dos elementos altamente
conservados no dominio ACE. Entretanto, o esclarecimento a respeito da
participagéo, ou ndo, desses elementos no mecanismo de amplificagdo génica
requer ensaios funcionais.

Outra caracteristica interessante detectada na regido promotora do gene
BhB10 é uma seqliéncia de 11 pb, com similaridade a seqiéncia ACS
(sequéncia consenso de ARS) conservada entre os diferentes elementos ARS
de levedura (PALZKILL e NEWLON, 1988). Essa sequéncia, também conhecida
como elemento A, é essencial para a fungao de origem e a ela se associa um
complexo de 6 proteinas, conhecido como ORC (complexo de reconhecimento
de origem, BELL et al., 1993,a,b; rev. ROWLEY et al., 1994). Essa seqéncia foi
também identificada no dominio coriénico de Drosophila, onde foi mapeada uma
origem de replicagdo, através de eletroforese em géis bi-dimensionais
(DELIDAKIS e KAFATOS, 1989 e HECK e SPRADLING, 1990). O consenso
ACS foi identificado em varios outros genes eucariéticos cuja origem foi
mapeada experimentalmente como: gene para rDNA de Tefrahymena
thermophila, gene da dihidrofolato redutase (DHFR) de ovario de hamster
chinés, proto-oncogene humano que codifica para ¢c-myc, gene que codifica para
histona H5 de galinha e gene que codifica para rodopsina de ovario de hamster
chinés (DOBBS et al.,, 1994 e para rev. HAMLIN e DIJKWEL, 1995). Se os
mecanismos que regulam o inicio de replicagdo do DNA sao conservados de
levedura a eucariotos superiores, a identicagdo de fatores que se ligam a
sequéncia ACS, bem como de outros fatores que se associam as seqiiéncias
adjacentes, os quais parecem ser também importantes para a ativagdo da

replicagdo de ARS, devera contribuir grandemente para a elucidagdo da
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regulagdo da replicagdo em eucariotos. Deste modo, a identificagdo na regiao
promotora do gene BhB10 de uma seqiiéncia com alta similaridade ao elemento
ACS despertou-nos grande interesse para investigagdes futuras sobre um
possivel significado funcional desses elementos na regulagcdo da amplificagéo

génica deste dominio.

Il. Proteina deduzida do cDNA relativo ao pufe B10

O cDNA de 1,0 kb relativo ao pufe B-10, aqui isolado, codifica uma
proteina de 17,71 kDa, a qual apresenta um carater acidico (pl de 5.6) e um alto
conteudo de glicina (25%) e leucina (15%). Utilizando o método de VON HEIJNE
(1986) é predito um sitio de clivagem de peptideo de secregao entre os residuos
19 e 20, sugerindo que a proteina PB10 possa ser uma proteina de secrec¢ao da
glandula salivar.

Essa proteina PB10 contém 49% de identidade entre as regides N e C-
terminais, sugerindo que seja produto de uma duplicagdo génica ocorrida
durante a evolugéo (figura 21). A presenga de 4 repeticdes de oito aminoacidos
(DGLLXGL/VX) simetricamente dispostos, reforca essa hipotese. Em
Chironomus (GALLI e WIESLANDER, 1993; PAULSSON et al.,, 1992) foram
relatados diversos genes codificadores para proteinas de secregcao da glandula
salivar, cuja estrutura também é favgra’vel a hipétese da ocorréncia de uma
duplicagao génica durante a evolugdo. Deste modo, esta caracteristica nao &
rara entre os genes codificadores para proteinas de secregdo da glandula salivar
de inseto.

A proteina PB10 é uma proteina distinta das demais proteinas codificadas
por genes presentes em pufes de DNA. A maior identidade, de cerca de 21%, foi
obtida com a proteina do pufe C-8 de R. americana. Apesar da baixa identidade
da proteina PB10 com outras proteinas de genes amplificados em pufes de
DNA, PB10 apresenta um alto contetido de residuos hidrofébicos, similar ao
encontrado na proteina do pufe C-4 de B. hygida e C-8 de R. americana
(FRYDMAN et al., 1993 e MONESI et al., 1995). Além disso, uma comparagéo

da seqtiéncia de aminoacidos da proteina PB10 com sequéncias presentes nos
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bancos de dados do NCBI e SWEEP.DAT mostrou similaridade com as regides
ricas em glicina de outras proteinas em que este residuo também é abundante,
como: queratinas, proteinas ligantes de mRNA, proteinas constituintes da
parede de células vegetais e da casca do ovo de Schistossoma. Os
polipeptideos da super-familia das proteinas ricas em glicina apresentam
diversas repetigcdes do motivo x(y), (onde x € um residuo aromatico ou alifatico
de cadeia longa, y é o residuo de glicina e n pode variar de 1-35). Esses grupos
de glicina podem ocasionalmente conter residuos hidrofilicos como serina,
asparagina e arginina e resultam na formagao de algas de glicina, importantes
na organizagao tri-dimensional e no papel desempenhado por essas proteinas
(STEINER et al., 1991). A proteina PB10 apresenta em sua regido N-terminal
(do residuo 32 ao 64) uma organizagao similar, com 5 agrupamentos de glicina
inter-espagados por residuos aromaticos ou alifaticos, sugerindo a existéncia
nessa regidao de uma estrutura de algas de glicina. Esclarecimentos sobre a
estrutura desta proteina dependem da purificagdo bioquimica do polipeptideo,
seguido por ensaios de cristalografia de raio-X, e poderdo contribuir para a
compreensdo do papel desempenhado pela mesma durante o desenvolvimento
larval e, assim, para o entendimento do significado biolégico da amplificagao

desses genes.
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.D_ — Proteina Ancestral

Duplicagao Génica
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[ N-Terminal ] [ C-Terminal ]

Figura 21 - Hipétese da Duplica¢io Génica. A andlise da seqiiéncia primaria da
proteina PB10 revela uma identidade de 49% entre as regides N e C-terminais,
4 repetigGes principais (quadrado hachurado) e diversas regides com residuos
de alta similaridade (quadrado ndo hachurado). Essa organizagdo pode ser
decorrente de uma duplicagdo génica durante a evolugdo. As linhas so6lidas
indicam as regides codificadoras variaveis.
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lll. Relagiao entre os processos. de formagao dos pufes de DNA

amplificagao e transcrigao génica

Nesse trabalho, o estudo da expressdo do mRNA do gene BhB10 nas
trés regides da glandula salivar de B. hygida mostra que, embora em
quantidades menores, a mensagem é também expressa na regido S2, onde o
pufe B10 nao se forma. A detecgdo de menor quantidade do mRNA BhB10 em
S2, quando comparada as outras duas regides provavelmente & conseqiéncia
da auséncia de amplificagdo génica nessa regido (FONTES e PACO-LARSON,
1992). Além disso, a detecgdo de mensagens na regidao S2 indica que a

transcrigcao per se nao é suficiente para a expansao do pufe de DNA B10.

Evidéncias indiretas de que a expansao dos pufes de DNA depende da
ocorréncia de amplificagdo do DNA foram obtidas em estudos citologicos
realizados pelo grupo de Sauaia, durante a década de 70, utilizando drogas que
interferem com a sintese de DNA. Nestes estudos foi mostrado que a
administragao, em tempo e doses apropriadas de hidroxiuréia ou IMPY suprime
ou inibe fortemente o desenvolvimento dos pufes de DNA, sem impedir a
transcricdo nestes sitios (embora em niveis menores) e sem impedir a
continuagao do desenvolvimento larval e o programa de formagao dos pufes de
RNA (SAUAIA et al., 1971; RIBEIRO, 1975; ALMEIDA, 1977 e ALVES, 1981).

Estudos moleculares de alguns pufes de DNA tém mostrado a oorréncia
de mais de um gene na regido de amplificagcdo desses loci cromossdmicos,
similar ao observado no dominio coriénico de Drosophila (DiBARTOLOMEIS e
GERBI, 1989; COELHO et al.,, 1993 e COSTA, 1995). Niveis maximos de
amplificagdo, de 10-50X, ocorre entre genes cujo perfil de transcrigao
acompanha a formagao dos pufes de DNA (SANTELLI, et al., 1991, PACO-
LARSON, et al., 1992; FONTES, et al., 1992a; CADAVID, 1993; WU et al., 1993;
MONESI, 1995; COSTA, 1995, SOARES, 1995). Em B. hygida, foi mostrado que
genes expressos antes da abertura dos pufes, ou quando os mesmos ja
regrediram, atingem niveis de amplificagdo de 3-4X (COELHO, 1993; COELHO
et al., 1993).
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Esse conjunto de observagées, citologicas e moleculares, levam a
interpretacédo de que a formagao dos pufes de DNA é consequéncia da ativagao
de genes amplificados acima de um determinado nivel, num rearranjo
topografico da cromatina para acomodar as maquinarias de transcricao e

replicagdo que ocorrem concomitantemente nesses sitios cromossémicos.
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Neste trabalho aprofundamos a caracterizagdo molecular de um
fragmento de 2 kb-EcoRI previamente demonstrado amplificar no pufe de DNA
B10 de B. hygida e conter sequéncias complementares a duas especies de
mRNA reguladas durante o desenvolvimento da glandula salivar do ultimo
estagio larval (Fontes et al.,1992).

O seqlienciamento deste fragmento de 2 kb e de um cDNA de 1 kb a éle
complementar, em associagdo com experimentos de “5’ extension”, resultou no
mapeamento fino de uma unidade de transcrigdo no fragmento de 2 kb. Na
analise da sequéncia de 816 pb que flanqueia a unidade de transcrigcdo a 5’ nés
identificamos seqiéncias similares a elementos provados experimentalmente
participar da regulagdo da transcricdo de genes de Drosophila pelo horménio
ecdisona. Neste segmento de 816 pb nds também encontramos seqiiéncias
similares a seqliéncias conservadas no elemento ACE, geneticamente definido
como controlador da amplificagdo génica no dominio coridnico de Drosophila, e
com a seqliéncia ACS essencial para o funcionamento das seqiéncias ARS
como origens de replicagdo em cromossomos de levedura.

A analise das pontas 5 e 3' dos mRNAs do gene BhB10, realizada
através de experimentos de “5’ extension” e por avaliagdo do tamanho das
mensagens apos a retirada da cauda poli A, indica que o gene BhB10 codifica
uma mensagem que sofre um encurtamento da cauda poli A durante o
desenvolvimento. O papel desse processo na expressdo da proteina nao foi
abordado experimentalmente neste trabalho. A sequéncia de aminoacidos
deduzida da fase de leitura aberta presente no cDNA indica que a proteina
codificada pelo gene BhB10 é secretada pela glandula.

Ainda neste trabalho, experimentos de hibridagdo em “northern blot”
mostram que os MRNAs do BhB10 estao presentes nas trés diferentes regices
da glandula salivar de B. hygida. Uma vez que em uma destas regioes
(chamada S2) o pufe B10 ndo se forma, nossos resultados indicam que a
formacao deste pufe ndo é consequiéncia da atividade transcricional per se. Em
vez disto, como sugerido por resultados preliminares nao apresentados aqui, a
falta de amplificagdo desse gene na regido glandular S2 poderia explicar o fato

do pufe de DNA nao se formar em cromossomos de S2. Nossas observagdes
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de que na regido S2 os mRNAs do gene BhB10 estdo presentes em menor
quantidade, quando comparado as outras duas regiées glandulares, sao
compativeis com a falta de amplificagao génica na regido S2 e enfatizam o papel

da amplificagdo génica como um mecanismo de controle da expressao génica.
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In this work we extend the molecular characterization of a 2 kb EcoRI
fragment, previously shown to amplify in the DNA puff B10 of B. hygida, and to
contain sequences complementary to two mRNAs regulated developmentally in
the larvae salivary gland (Fontes et al., 1992).

The sequencing of this 2 kb genomic fragment and of a 1kb cDNA
complementary to it, together with experiments of 5’ extension, allowed the fine
mapping of a complete transcription unit to the 2 kb fragment. In the analysis of
816 pb flanking the 5’ transcription unit we identified sequences similar to the
elements experimentally proved to participate in the regulation of Drosophila
genes transcription by the molt hormone ecdysone. In this 816 pb segment we
also found sequences similar to ones conserved in the amplification control
element (ACE), that was genetically defined in the Drosophila chorion domain,
and to the consensus sequence ACS found in the replication origin of yeast
chromosomes.

The analysis of the 5" and 3’ structure of the BhB10 mRNAs, by 5'
extension and deletion of the mRNA poly A tails, indicates that the BhB10 gene
encodes a message that suffers a poly A tail shortening during development.
What role this process could have in the expression of the protein was not
experimentally accessed here. The sequence deduced from the open reading
frame (ORF) present in the cDNA indicates that the encoded protein is secreted
by the gland.

Also in this work, the analysis by developmental northern blot hybridization
shows that the BhB10 mRNAs are present in the three different regions of the
salivary gland. Since in one of these regions (called S2) the DNA puff B10 is not
formed, our results indicate that the puff formation is not a consequence of the
transcription activity per se. Instead, as sugested by preliminary results not
presented here, the lack of this gene amplification in the S2 gland region may
explain why the DNA puff is not formed in the S2 chromosomes. Our observation
that in the S2 region there is less BhB10 mRNA, compared with the other two
gland regions, is also compatible with the lack of gene amplification in the S2
region and emphasizes the role of gene amplification as a control of gene

expression.
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ATP
BSA
CIAP
CTAB
dCTP
dGTP
DEAE
EDTA
HEPES
IPTG
MOPS
PIPES
SDS
SSC 0,1X
Tris
TEMED
X-Gal

I. SUBSTANCIAS QUIMICAS UTILIZADAS NESTE TRABALHO

Triofosfato de Adenosina.

Albumina de soro bovino.

Fosfatase alcalina do intestino de bezerro.
Brometo de cetil-trietilamonia.

Trifosfato de desoxiacitidina.

Trifosfato de desoxiguanosina.
Dietilaminoetil.

Acido tetraacético etilenodiamina.

Acido etano sulfénico hidroxietil piperazina.
tio-B-D-galactosideo isopropilico.

Acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico.
Acido 2-etanosulfénico piperazina.
Duodecil sulfato de sédio.

NaCL 15mM, Citrato de sédio 1,5mM, pH7,0.
Tris-(hidroximetil)-aminometano
Tetrametiletilenodiamina.
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo.

. SEQUENCIAS DE DNA, FATORES, PROTEINAS E ABREVIATURAS
REFERIDAS NESTE TRABALHO

ABF-1
ACS
ACE Il
AER
ARS
Cdc
cDNA
DBF4
DHFR
DNA
D.O.
DUE
EcRE
IMPY
Kb

M

MAR
mM
M-MLV
mRNA
rRNA
rom
N-terminal
nt

“ARS binding factor 1"

“ARS consensus sequence”
“amplification control element/third chromosome”
“amplification enhancer region”
“autonomously replicating sequence”
“cell division cycle”

DNA complementar

“DNA binding factor 4"

Dihidrofolato redutase

acido desoxirribonucleico

densidade 6ptica

“DNA unwinding element”

elemento de ligagao do receptor da ecdisona
2,3 - dihidro -1H - imidazo (1,2-b) pirazol
mil pares de bases.

molar

“matrix attachment region”

milimolar

virus da leucemia de murino Moloney.
RNA mensageiro

RNA ribossémico

rotagdes por minuto

terminal amina.

nucleotideo ou nucleotideos.
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pb pares de base

pfu unidade formadora de placa de lise

ORC “origin recognition complex”

RNA acido ribonucleico

SAR “scaffold associated region”

SNRPN “small nuclear ribonucleoprotein-associated polypeptide N”
UTR “untranslated region”

ll. SIMBOLOS PARA AS BASES NITROGENADAS DO DNA

A adenina
C citosina
G guanina
T timidina

IV. SIMBOLOS DE LETRA UNICA E TRIPLICE PARA OS AMINOACIDOS

A Ala alanina

C Cys cisteina

D Asp acido aspartico
E Glu acido glutamico
F Phe fenilalanina

G Gli glicina

H His histidina

| lle isoleucina

K Lys lisina

L Leu leucina

M Met metionina

N Asn asparagina

P Pro prolina

Q GIn glutamina

R Arg arginina

S Ser serina

T Thr treonina

\ Val valina

W Trp triptofano

Y Tyr tirosina

X Qualquer residuo de aminoacido
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Sao Paulo. 1991-1993.
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VI CURSOS EXTRA-CURRICULARES
NIVEL DE GRADUAGAO

1) Mutagénese e Carcinogénese Ambiental. Ministrado pela Prof. Dra.
Catarina Satie Takahashi. Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirao
Preto/lUSP. Carga horaria: 30 horas. Média final 10. Periodo: 10-15 de
dezembro/1985.

2) Cinética da Proliferagao Celular. Ministrado pelas Profas Silvia Regina
Rogatto e lice Mara de S. Collus. Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirao Preto/USP. Carga horaria 40:horas. Média final 10. Periodo: 09-13 de
dezembro/1985

3) Blastocladiell emersonii: um modelo de diferenciagao celular. Pré-
Congresso.

I3? Reuniao Anual de Genética de Microorganismos. Carga horaria 56 horas.
Periodo: 22-28 de janeiro/1986

4) Pufes de DNA e Expressiao Génica. Ministrado pela Prof Dra. Maria Luisa
Paco-Larson. Departamento de Biologia da FFCL Ribeirdo Preto/USP. Carga
horaria 40 horas. Média final | 0. Periodo 26-31 de outubro/1987.

5) Biotecnologia e Genética de Microorganismos. Ministrado durante XIV
Congresso Nacional de Genética.em Séo Paulo, 1988.

6) Linguagem e Técnicas em Biologia Molecular. Ministrado pela Profa. Dra.
Bianca Zingales, durante a XVIIl Reunido da SBBQ. Periodo: 2-3 de maio/1989.

NiVEL DE POS-GRADUAGAO:
1) Controle da Transcricao Génica em Eucariotos. Ministrado pelo Prof.Dr. Y.

Nakanishi, quando de sua visita ao Departamento de Morfologia FMRP/USP,
dentro do projeto recursos humanos USP/BID, junho 1990.

2) Estrutura, Funcao e Evolugao de Proteinas. Disciplina de P6s-Graduagao
do Instituto de Fisica de Sao Carlos/USP, ministrado pelo Prof. Dr. R. C. Garrat.
Periodo 1° semestre de 1994.
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VIl CONHECIMENTO DE LINGUAS ESTRANGEIRAS:

INGLES: cursou durante trés anos nas escolas SENAC e Cultura Inglesa (1988-
1991) e atualmente tem aulas particulares.

ALEMAO: cursou durante dois anos na escola Instituto Brasil-Alemanha de
Ribeirao Preto (1988-1989).

FRANCES: aulas particulares de francés durante um ano (1993).

Bppusik Whae 1t

Aparecuda Maria Fontes
25/01/96
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