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I. lIntroduczo

i.1 Caenorhabditis elegans

l1.1.1 Descriczeoc geral

Casnorhabditis eiegans € um nematoda pequens cujo habitat

o

natural £ o solo. Ele pode ser encontrzdo em muitaes partes do
globo., Sua principal fonte de alimentos constitui-se de bacterias

e, sob condichbes Stimas tem um cicio de vida de cerca de trés

dias. Existem doi=z zexoz 2 saber, o©0s ‘hermafroditas & os machos. U
comprimento m&dio de ambas as formas & de 1 mm, e existem
diferencas morroldgi entre eles, como mostra a figura [.1. Os

£

zem tanto ovdcitos gquanto espermatozdides & s&0

p

)
C
Yt
0
[l
(0]

hermafroditas prod
capazesz de se reproduzir por autofecundagdo. Os machos sZo
originados espontaneamente & uma baixa fregiléncia, & podem
fertilizar oz hermatroditas; um nermarrodita n&c & capaz de
tecundar um outro hermatrodita, ou seja, n&oc ccorre fecundacio
cruzads entre hermatroditas.

Um hermafrodita pode produzir cerca de 300 ovos durante sua

vida reprodutiva. H& guatro estagios de desenvolvimento do

vermes (releridos em geral como estagios larvais: embora nio

v

gio e

v

adulto maduro emerge do gquarto esta

ocorra metamortose): o©
tem um periocdo Tértil de cerca de quatro dias e, depois vive de

10 a 15 dias adicionais.
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Casnornaonlils £i€gans & um organismo simpies, tanto do
ponto de vista anatdmico gquanto gen2tico. 0 hermafroditz adulito
possul apenss 252 nidcieos som&ticos, e o macho adulto apenas
1051, U genoma napldide tambem € reduzido, constituindo-se de
zpenas £ x 107 pares de nucleotideds, o gque & oito vezes maior do
gue o da levedura Saccharomyces ou a metade daquele da mosca de
fruta Lrosophiia.

A manutencsc ae Caenorhabditis eiegans em laboratorio &
tacil, ele pode crescer sobres placas de petri com agar ou em
cultura liquida com Escherichia coil como fonte de. alimento.
Tambem & possivel taz&-1io crescer axenicamente em meio liquido.
Pode-ce observar e manipular os animais individualimente com o
auxilio de um microscopio de dissecg&o. Durante todo seu ciclo de

vida oc animais 20 transparentes, assim o seu desenvolvimento

pode ser acompanhado ao nivel celular, utilizando-se para isso

)

organismos vivoese sob microscopia Sptica, prefterencialmente com
contraste de 1nterteréncia aptica diferenciai. Sua completa
descricZc anatdmica ao nivel do microscﬁpio sietrénico tambem 1ol
possivel devido ao seu peguenco tamanho. A obtengZo de mutantes &
Tacil! por meio de mutagé&nese quimica ocu por radiaglBes ionizantes.
Devido a sua simplicidade, conveni&ncia de manipulagfZo, e ciclo
de wvida curtoc, Caencrhabaitis elegans & um organismo experimental
Htil para o estudo de desenvolvimento e comportamento de

metazoarios (Weood, 1988).
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1.1.2 Caracterizticas tilogeneéticas das nematodas

0 tilo Nematoda possue diversose ¢ numerosos Membros,

havendo

adaptacZo & vida livre na maior parte dos ambientes maritimos e

terrestres, bem como parasitismo huma ampla variedade de

hospedeiros vegetais e animais. As formas parasitarias tiveram um

impacto substancia! no bem estar humano, atraves de dancs

colheitas e coencas tanto em animais domesticos co

mo

no

em

homem.

For exemplo, nos Estados Unidos ha uma perda estimada de U

bilhfes anuais na agricultura causada por nematodas parasitas

plantas, e cerea de um guarto da populagZo mundial

intfecc®e=s_debilitantes por.nematodas parasitas.

$ G

sofre de

Evolucionariamente, oz nematodas té&m uma origem muito

antiga, aparecendo como cutros filos invertebrados
Fr&-Cambriana (figura .23, Todavia, n&o
od

nematodzs, e suza relac&c com outros invertebrados
Taxoncomicamente, pode-se dividir os nematodas

classes : a Secernentea (ou Phasmidia), onde estZo

maioria das eszp&cies terrestres de vida livre 2 a3

durante

2m

existem fosseisg o

3

e

e

& clara.

duas

incluidas

Fa

Adenorors (ou Arasmidlia), que sZo em geral marinhas.

mostra um esquema simplificado de clasesificacdo e,
ordens gue s&c¢ reconhecidas em cada classe, indica

principais

]
i

neros parasitas de animais & de plant
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Protostomes Deuterostomes

Mammals Birds
Insects Reptiles
Amphibia
Chelicerates Crustaceans - Fish
~. Chordates
’ Cephalochordates
Arthropods \ Tunicales

Annelids
Echinoderms
Hemichordates
Cephalopods
Spiralian
moltusks
Platyhelminthes
Nemerteans

N

Spiralians

Lophophorates

Pseudocoelomales
\ Chaetognaths
Cienophores /

Coetenterates \\ Bilalerig

Radiata

Sponges

Protozoan Ancestors

figura 1.2 arvore rilogenstica de metazoarios. (s nematodas e
outros asqgueimintes esti3o Iincluidos sob pseucocelomados embalXo

esgueras {reprodusido de Wood, 188&).
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Phylum

Nematoda
Clazse Classe
Adenophorea Sercentea
Ordens : Ordens :
Araeolaimida Rhabditida
Familia Rhabditidae
Monohysterida Gé&neros :
Caencorhabditis
Fanagrellus
Turbatrix
Desmodorida Ty lenchida
Chromadcorida . Aphelenchida
Strongylida
besmoscolecida Ascaridida
Familia Ascarididae
Gé&neros
Enoplida "Ascaris
Parascaris
Oxyurida
Dorytaimida Spirurida

figura 1.3 ciassificac&o simpiiricada dos nematodas (reproduzido

age Wood, 1885).



Todes o= nematodas, a despeito de seus diversos hao:itats e

ecstilo de wvida, s&%¢ anatomica e morfologicamente similares. A

tormz gerail do corpo € de dois tubos concéntricosz separzdos por
um espaco, o pseudoceloma. O tubo mais interno corresponde ao
intestinoc: o maisz sxternc consiste de cuticula, hipoderme.

musculatura e c£lulas nervosas. 0 pseudoceloma, no adulto. tambem

1

~

contém as gbnadas (figura |

.

Todos o= nematodas parecem ter um desenvolvimento similar.

slulas embrionarias incluem uma se&rie
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de clivagens acsimetricas e assincrfnicas nas uais a linhagem
*

g
germinativa age como ume linhagem de c&lulas mEe, dando origem
segilencialmente &s ce&lulas fundadoraes para as linhagens de teclidos
somaticos, & finaimente & celula fundadora da linhagem

embrionarioc &, como em ocutros metazoarics,

oy

germinativa. 0O =som

J

dividido clarament em ectoderme, mezoderme & endoderme. Pdas-

m

i

embrion&riamente. comc tipificade por Caencrhabditis elegans,
todos 0= nematodas se desenvolvem atraves de guatro estagios

larvais, caracterizados por ecstruturas cuticuilares diferentes.
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1.1.3 Gen=tica

Cerca de 80 % do genoma & composto de ctrias simples e, ©
restante constitul-se de seqifncias moderadamente repetitivas
tduas a der cOplias por genomal. As sequ@&ncias repetitivas contém

“pias por

i
Cr
¥}

um transposon (Tcli, gue est& presente cerca de

T3

genoma em algumas linhagens, e cerca de 300 cgpias em outras.

0z genes de Casenornabditis elegans podem ser mapeados em

(o)

seics grupos de ligacZo gue correspondem aos B cromossomos d
gencma hapldide. Us cromossomos sd3c holocentricos, isto &, os
cinetocoros estZo0 distribuidos mais aoc longo de-seu comprimento

que localizados num @nico ponto. U conjuntoc haplé&ide ilnclul cinco

o]

autossomos (A) & um cromossomo sexual (X)), todeos mais ou menos d

~ T

mesmo tamanho. A determinagio do sexo depende da razZo X/A, =sendao
gque oS hermafroditas s&o0 dipldides para todos 0s sels cromossomos

(XX, enguanto gue o2 machos s3o diploides apenas pars

a)
n

TLOSS0OmMOS Mas POSSUem apenas um cromossomo X (X0, A origem dos

o

machaos nas populacfes hermafroditas £ espontianea e, ocorre pela
nZc disjuncZo do cromossomo X na meiose, com uma freqgid&ncia de
500 animais.

Com seu ciclo de vida curto e modo de reprodugo
hermatrodita, Caenorhabditis elegans € bastante conveniente para
analises geneticas. Pode-se induzir mutacbes com frequéncias
altas com a2 utilizagEZc de mutagénicos guimicos como o
etilimetanosulfonato. A descoberta de linhagens nas quais alguns

lementos transport&vels sZpo movels na linhagem germinativa

T

tambEm permite mutagénese por inserg2o de Lransposcon., o gue ©
particularmente Gtil para a clonzagem molecular de genes
mutacicnalimente derinidos. A mutagdo presente no estado

heterczigote num hermafrodita sers homozigota num guarto dos

e
animais do propriz progénie. 0 cruzamento gen&tico pode ser rfeito

a u
identificados poy mutacio, mapeados = foram feititos testes d=

compiementasdo. U numero total de genes foil ecstimadc em menocs de

[
t



EO00, com baszse na freguénciz de mutaghbes letals e nzs estimativas

4, _HMutantes fenotipicos

Uma dificuldade inicial sobre a genstica de Caenorhabditis

()

ans foi o niamero limitado dos mutantes fenotipicos ferteis

que podiam ser identificados sob o microscopio de dissecgZo. kEsta

iim !tag8oc 1oi particularmente compensada pela possibilidade dos
hern-froditas e reproduzirem por auto-fertilizacZo, mesmo com
defe.tos comportamentais ou morfoldgicos graves gque tornam o
acasalamen{o impossivel.

0 aumento de instrumentos genéticos , incluindo o
balanceamento de cromossomos para a manutencZo de mutacbes
letais, duplicaches ecstaveis para analise de mosaicos, mutantes

. sencsiveis & temperatura, e supressores "non-sense", tornaram-se

it

disponiveis, Foram desenvolvidos metodos seletivos poderosos, que

n

permitiram o isclamento de mutantes raros e revertentes. Uma

grande vantagem genetica de Caenorhabdiitilis elegans & gue um

wn

grande namero de animais (10* ou mais) podem ser manuseado

elos metodos de rotina dos laboratec-iocs.

“io

A contribuicZo da analise genetica fol inestimavel em todas
zs principals &reas de pesquisa sobre Caenorhabditis eiegans. A
abordagem genética levou & modelos explicitos de muitos processos
desenvolvimentais nos nematodas, tais como a formagdo da vulva,
maturag3o do espermatozdgide, determinacZo szexual, montagem da
musculatura, diferenciagZo neuronal, e formacZo da larva
lztente. Genes chave identificadose por mutacZo puderam ser

Ao s sujeitos & analise molecular com o objetivo de se

]
n
s

¥

Iy
]

fi

testar e se ampliar estes modelos. A disponibiiidade de mutantes
]

tambem permitiu experimentos ndo invasivos sobre muitos aspectos

tisicicggices dos nematodas, of maise notavels se dirigem &

bioclogia dos masculos e dos nervos.



l1.1.4 Anatomia

Caenorhatbaditis eliegans tem um planc de corpo tipicc ae

nematocda, com um tubo externo gue consliste de cuticula,

hipoderme, neurdnios, e misculos cilrcundando um espagco

pseuvdocelfmico que conté&m ¢ intestine e as gdnodas. Uma membrans

bagal separa a hipoderme da musculatura. A figurz l.4 mostra o©
esguema de um Corte transversal Ieito num nermatyrodita aduito. A

Iocrma do verms € mantida pela pressZo hidroststica externa,

controlada por um sistema osmoreguladeor.

rfigura 1.4 diagrama de um corte posterior no adquito hermarrodita.
tg’) gbnada: (h/) hipoderme; (i) Intestino; (m) muscuiaturay; (nc’

corga neural!. Repreooduziago de Wood, 18988.

Uma cuticula de tr&s camadas de coldgeno £ sgsecretada pala
hipocderme subjacente. Este tecido € sincicial tconstituido por
=lulas grandes multinucleadas). No adulto, cordbes lateralis e
iongitudinais de cé&lulas de jungcEoc tormam degraus ("alaes"s sobre
& superticie das cuticula. Sobre melo sSlido o verme razstéjz sobre
um lado., com o "alae™ em contato com o sSubstrato,

As celulases musculares obliguamente estrlagas 43 paregs 4do

5

SOrpD de Usencrhabditlis slegans sZo arranjadas em quatro faixas

14
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que correm aco tongo ac comprimento do animal, duas dorsaimsnie e

duas ventralmente (figura l.4). A maioria dess c@iulas do sistema
nervoso s&o encontradss a0 redor da faringe, ao longe da [inhs

ventral medias, € na cauga. Processos desses neur&nios formam um
anel externo ac redor da faringe (o anel nervoso) ou contribuem
para processocs de reixes gue correm ac longo do corpo, sendo gue

0s mais proeminentes sZg og cordlies nervosos dorsais e ventrais.

Heur@nics sensorizils correm antericrmente do anel nervosc para os
Grgfos sensceriais (“"sensila™) na cabegs.
0 ans! nervoso recebe entrada de sinaisc da regiZfo da cabega

e 05 envia primariamente aos musculosvda parede do cbrpo, via
axfinios neurais no proéprioc anel e nos cordfes dorsais e ventrais.
A alimentacZc de Caencrhabditis eiegans & teita atraveés de
uma faringe bilobada, gue bombeia o alimento para o intestino.
gque o triturz guando passa pelo segundo ldbuloc. 0  ntestino &
tormado por dols caminhoe de oito cé&lulas mais um ‘nel anterior
de gquatro, circundando um |dmen centrzl, gue =< conecta com o
BNUE proximo a cauda (figura [.1). U sistema excretor & simpies
e, provavelmente responsavel pela osmoregulacio. Ele & constituidc

eXxcretores, gue &0 processos de uma Gnica

in

por um par de canai

czlula que corre o comprimento do animal, conectando-se com ©

exterior atraveés de um poro excretor localizado anteriomente.
U sistema reprodutcr do hermafrodita & compeosto de

gbnodas bilobadas arranjadas simetricamente. com um lsbulo se

]
Uy
t

endendo anteriormente e © outro posteriormente a partir da
regigo central! do animal. Cada ldbulo tem a forma de U,
compreendendo um ovario distal (ao dterc) e um oviducto proximal
e espermateca (figura 1.1). Os ov&rios‘séo sinciciais, com os
niacieos da linhagem germinativa, parcialmente segregados por
membranzas, clrcundando um corac&c citoplasmitico central. Us
niicleos da extremidade distal 'estZc na primelira divisZo mitstica,
ent3oc progridem para a prdéfase meictica, alcangando = diacinese
no oviducto antes da tertilizacds., A sads curve do !'édbulo

oS nuclecs individuais tornam-se quase que

completamente techaaos por membranas para formar ovécitos, gue
aumentam € amadurecem guando passam pelo oviducto. Todavia, os

i5



osvacitos mantem contacto com o sinclcio ate muite perto do momento

[\t

{

ds tertilizac&o. No adulto jovem. cada ltbuloc do oviductio termins
t egando ao redor de 150 espermatozdides
amebsides. A espermateca faz conexao com um “tero comum, que
nos primeiros esté&gios da embricgé&nese.
U iitero abre-se para o exterior atraves de umz vulva, que
projeta-s2 visivelmente na superticie do adulto (figura 1.1).

A gbnade masculina & formada por um fnico l&bulo, em forma
de U, esxtendendo-se anteriomente seu término distal e entdo
Tazendo um "looping"™ posterior e conectando-se com a2 cloaca
préximeo a cauda krigura l.1). Ao seu termino distal, os niucleos

da linhagem germinativa sZo mitsticos. As celulas meidiicas em

o
0

cszivamente mals adiantados da espermatogénese s

m

Lo
[m]

ZS1aglos wr
54 }

gr
L1

iy

o
0]

distribuid seguencialmente aoc longo da gnada do termino dist

para a vesicula seminal. Ocorrem duas divislies meidticas para gue
as esperm&tides maduras sejam produzidas, sendo ent&o armazenadas
na wvesicula seminal e liberadas durante a cdpula atraves de

canais dgeferentes para a cloaca.

figura 1.5 Cauda ao macho aduito de Caenorhabditis eiegans. Vista

ventral, fotomicrograria de Nomarski (barra=Z0 um). Reproduzide

3

[N
]
(8]
[§¢]

Wood,

1]



iy

A cauda do macho tem neurHnios especi

estrutdra hipodermal para o acacsalamento, o gue lhe di& ums

aparencia bastante diferente desquela do hermsarirodita (figuras
e 1.5, A cauda do macho & em torma de leque com 18 raicsg
sensoriais. Na base da cauda hi duas espiculas, gue s2o0 inseridas
na vulva do hermatrodita durante a cdpula para auxiliar na

transteréncia do esperma.



1.1.5 Desenvolvimento

s ovdcitos maduros pascsam atraves da espermatecs & sEC
ferillizados. ou pelo esperma do préprio hermazircodita, ou do
machg, gue sZo0 1ntroduzidos no dtero pela copula e armazenados na
ecpermateca. Durante o= 30 minutos apds a fertilirzagdo. o zZzigoto
desenvolve uma casca quitinosa e resistente e uma membransas
vitelinica, derivadas de componentes do ovo, que conterem
impermeabilidade ao embrifeo & maioria dos solutos & vs tornam
capazes de sobreviver fora do #4Gtero. Todavia, o ovos permanecem
normalmente no fHtero até as primeiras clivagens e s&o depositados
atraves d= vulva 2o redor do periodo de gastrulacZo,
aproximadamente tr&s horas aptds a fertilizacZo.

Fode-se dividir a embriogénese em duas facses de duragZo
aproximadamente iguais : (1) proliteracd8c celular & orgal
= (Z) mortogénese. Durante 2 tase de proliteracZc ccorrem
divis®es celulares, movimentos celulares, e morte celular, gue
obedecem um modelo temporal e esypacial preciso. gque n3oc variaz de
um embrifo paras outro, e gue d& origem a um niamero tixo de
c&élulas com destino rigidamente determinado. A meio caminno da
embriogénese, sete horas apts a fertilizacZo, o embriio
apresenta-se como um eslerdide de aproximadamente 550 celulas,
mostrando algumas caracteristicas de diferenciagdo. A
proliteragdo cessa ent8o quase inteiramente: durante as proximas
sete horas © corpo se alonga, O processo neural cresce e

, & finalmente, a cuticula & secretada. 0 primeiroc

U]
g

interconecta-

stagio larval (Li), de 250 um de comprimento e consistindo de

v}

S5s celulas no hermafrodita e 560 no macho, sai do ovo cerca de

14 horas aptis a fertilizac®o (figura 1.6,

ol
(8
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figura .6 représenta;éc diagram&tica do ciclo de vida de

Caenorhabditis eiegans, mostrando a duracdo dos estagios farvals.
iz nameros rora dgo circuio repfesentam horasvapés a fertiiizac&o
a 25 *{, os nameros dentro ao circulso representam aproximadamente

as horas apds o acasalamento. UOs guatro moitse larvals sZ0

u}

indicadas por i(inhas radiais. Reproduzigo de Wood, 1884,

E. besgnvoilvimento larval
Naz proximas 50 horas, o dessnvolvimento larval prossegue
atraveés ae 1r&s estaglos adicionais ¢ 2, L3 e L4 t(figuras 1.6 e

18



1.7, Cerca de 10% das ce&lulas no estagio L1 sic calulas
blasticas somaticas gue sotrem divisBesg celula es durante o
desenvoivimentoe larval, contribuindoe para as estrut

hipoderme. sicstema nerveoso, musculatura e para o arcabouco
gonadal sowstico. Além disso, cerca de 7 horas z2pos & saida do

v

zas duacs linhzgens de celulas germinativas na gonada

[u]

R LY N
primordial iniciam sus proliterac&c, gue continua no adultc. Com
excecfo da proliferacZo da linhagem germinativa, as divisies das

c&lulas pos-embrionarias, como aguelas no embrifo, seguem modelos
precisocs e guacse invariavels temporal e espacialmente. dando
origem a um namero tixo de cé&lulas com destino determinado. E
padrZo nZc ditere entre os sexos para produzir a gonada bilobada
e vulva no hermafrodita e a gonada simplies & estruturas

gespecializadas da cauda para a fertilizag&o no macho.

i

0s quatro est&glos larvals sZ%o pontuazdeocs por mudas. hNova

cuticulas & sintetizada sob a velha e o bombeamento da faringe

-

cessa durante um curto periodo denominado letargo, enguanto =

o >

-uticula velha & ecdisada. As cuticulas sZo diferentes, estrutural

et

slecularmente, a cada estagio. 0O tamanho relativo da iarva a

~1

vada est&gioc pode ser visto na figura 1.

20
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figura 1.7
ovos, l1arvas e agultos de Caenorhabcitis eiegans,

painels mostram hermarroditas, com excec&o do inrerior &

agireita. Fotomicrograrias de campo ciaro. Reprogucs:
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hermarrodita, durante este estigio, as celulas germinativas em

ceda rzmo das gonada sSorre melose e dirterencia em cerca de 150

tempo. & vulva abre para o exterior sim gQue o acaszitamento
posss ooorrer. & 2 auto-trertililizacEc g2 inicia imedismtaments ante
U nimero de decscendentes gue um hermafrodita pode produzi =

limitsdo peio numerc de espermat zoi1des. Us ovocitos s&o

produzidos por cCerca de 4 dias, & um hermafrodita niEo acasalado

depletads ce esperms contlinua a produziy e desovar ovécitos no

Tecuncados por um dia ou mais. Um hermarrodita acasalado pode dar

Or1EEm & umE progénie de mais de 1000 individuos. U macho, gue

Tamban torna-se rertil pouco antes da muds L4, continus &
d

urante sua vida reprodutiva.




1.1.6 Biologia dos miusculos
A maior perte do corpo tante da larva como do adulto &
ocupada por c&lulas muscuiares, gque sZ0 as c&lulas mais bem
descritas em termos de anatomia, ultraestrutura e conteido
bioquimicog. O0s miasculos da parede do corpo nZo 20 regqueridos
u

muitas mutaclBes que aretam os

m

para viabilidade, de modo g

lzda e estudadas. A maioriz das

(&)
n

miasculose puderam ser is

principais proteinas musculares toram definidas por técnicas

gengticas e moleculares, conduzindo a uma avallacfo detzlhs
t
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latur de Caenorhabgitis ejiegans t&m sido

W

sobre a musc

C

importantes para o estudo de musculatura de ouvutros animails,
porgue as proteinas musculares & estrutura muscular sZ%o zltamente

conservadas na evoluc&o.



1.1.7 Comportamento e Neurobiologia

Caenorhabditis elegans pode impulsionar-se para frente e
para tras com movimentos ondulatdrios. Ele responde a uma
variedade de estimulos como tato, mudanga de temperaturaz. e
diferentes compostos guimicos e ions, movendo-se para ou contra o
eztimulo. O animal move-se contra o estimulo do tato pela cabeca
ou pela cauda. Quando colocado num gradiente de temperatura, ele
tende a permanecer & temperatura a gual ele ftol previamente
exposto. J& toram identificados varios atraentes e repelentes
guimicos. Adultos daé'dois sexos apfesentam comportamentosg
especificos, postura de ovos nos hermafroditas e comportamento de
cépula no macho (o hermafrodita parece ser passivo durante o
a~asalamento).

A simplicidade do sistema nervoso de Caenorhabditis eiegans
e s detalhes com que - ele foi descrito oferecem uma oportunidade
para enderegar questﬁes fundamentais sobre sua tungso e
desenvolvimento. Com relacZo & fungio & bossive) se correlacionar
o repertdric total do comportamento com & neurocanatomia
conhecida. Com relago ao desenvolvimento, a descrigZo completa
do desenvolvimento do sistema nervoso leva a idéeias especificas
sobre como este sistema nervoso tornou-se eletrificado. Agui
novamente, a analise de mutanies prove um aumento poderocso nha
tentativa que pode levar a um quadro quase completo de como o

desenvolvimento de um sistema nervoso simples & genéticamente

direcionado.



i.1.8 Periodo de vida

CGuando o suprimente de atimentos € limitado precocemente no
desenvolvimento larval. Caenorhabaitis eiegans pode tomar um
alternativa de modo de desenvolvimente a muda LzZ/LS para
produzir a larva latente, um estagio L3 especializado gque n3Zoc se
alimenta, & resistente & deszecacZo, e pode sobreviver por mais
de tr&s meses sem desenvolvimento posterior. S5e o alimento se
to:na disponivet durante este periodo, a2 larva latente muda

ara se tornar um L4, que resume o desenvolvimento normal.

is]

Com a2 alimentac&o adequada durante o-ciclo de vida, sob

condicties dronizadas de laboratsrio (cultura liquida, Z0®*C), os

Pa
iita

hermatrod e 05 machos vivem cerca de 17 dias apos alcancar a

]

maturidade, emborz o hermatrodita apresente consistentemente um

L]

do de vida ligeiramente mais longo que os machos. As
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durante a senescéncia incluem diminuicEoc da
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mobiiidade, atfterzgdc nz atividade enzim&tica e mortologia, e
acumulacZ0o do pigmento liportucsina. A analise gengtica
guazntitativa indica um componente genetico substancial na
determinacZo da durac8o da vida. Linhagens de vida longa podem

ser obtidas por cruzamento interlinhagem ou por isolamento de

=}

utantes aparentes de um dnico gene; estudos destas linhagens

n

ugerem que a duragZc dos diferentes estagios no ciclo de vida

odem ser controlados separadamente. (Caenorhabditis eslegans

s

devera ser um modelo Gtil para estudar alguns aspectos da

[93

longevidade.
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[.2 Proteina G
1.2.1 Generalidades

As proteinas G fazem parte de uma familia de proteinas
regulatdrias que se ligam ao nucleotidio guanina, e servem com
intermediarias numa variedade de proczssos de ginais
transmembrana em ce&lulas de eucariotos. Elas se localizam sobre
& supertficie citoplasmatica da membrana, onde se acoplam
tTisicamente a receptores para regulacdo de proteinas sefetoras gue
produzem mudangas no metabolismo intracelular. As proteinas G sZo
heterotrimeros compostos das subunidades =@2(Mr 38000 a 54000,
BiMr 25000 a 368000, & yiMr 8000 a 10000). A szsubunidade =
interage com o nucleotidio guanina. As subunidades g e ¥ formam
um complexo intimamente associado. Proteinas G distintas contém
diferentes tipos de subunidade & e provaveimente, diferentes
tiposg de subunidade vy, mas apenas um, dois ocu trés tipos de
subunidade #.

0 tuncionamento da proteina G se baseia na utilizagZo de umsa
ligacZo de nucleotidio guanina e de um ciclo de hidrdlise. Em tal
processo, & ligag&o ao receptor ativado induz uma troca de GDP
por GTP na subunidade «, sendo que o sistema de acoplamento «-GTP
regula diretamente as proteinas efetoras (alguns dados indicam’
que 3y tamb&m podem regular certos efetores). A atividade
reguiatdria de x-GTP depende de uma atividade de GTFPase
intrinseca da subunidade =, e a «~GDP resultante pode ent&o
iniciar nova troca com GTP e ciclo de hidrdlise. Uma grande
amplificac2o do estimulo original pode ser obtida através de
eventos ciclicos mialtiplos. A figura [.3 mostra como a proteina G
pode agir. Duas toxinas de bacteria podem interromper o ciclo ae
=inal de transdugdo em estagios sspecificos atraves de
ribosilac8o covalente por ADP na subunidade #. A toxina de
pertusgzis ndo permite o acoplamento de receptores de proteina G
abolindo o sinal, enguanto gue 2 toxina da coiiera inibe a

atividade de GTPase aumentando o 2inal! (Lochrie & Simon, 1988:.

Y]
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figura 1.8

esguema simpiliricado para transducZo de sinal por proteina G. Lo
estado nZo ligado (a’), o0 agonista Jiga—ée a0 receptor Que prodauz
uma muganca (b)) na InteracZo receptor-proteina G, deixando GTF
substit ir GDF na subunidade @, na presenca de Mg?*. A subunidade
a-GTF saiivada discsoclia-se das subunidades By, e um ou ambos
Interagem com o efetor. A atividade de GTFase Intrinseca da
subunidade « causa hidraiise de GTFP para GDF, assim a

subunidade o pode voltar & se lligar a By (reproduzido de Neer &

Clapham, 188&8J.



1.2.2 Diversidade de proteina Gu

Tornou-ze evidente nos dltimos anos que o nuamero de
proteinas G & maior do que se suspeitava previamente. As mais bem
estudadas proteinas G s8o transducina, Gs e Gi. A transducina (Tr)
& a proteina G dos bastonetes fotoreceptores da retina que se
ncoplam a rodopsina fotolisada para ativar uma tosfodiesteracse
cGMP. Gs e Gi s&o encontradas em muitos tipos celulares e podem
esztimular ou inibir, respectivamente, a atividade de adenilato
~iclase atraves do acoplamento & varios receptores. Proteinas
"enDs‘bem Caracteri:édas gue tém csido mais recentemente estudadas

icluem Go, a outra proteina G, gue & abundante no cérebro e no
coragfo, Tca#, gue & encontrada nos cones fotoreceptores, varios

ubstratos novos da toxina de pertussis parecidos com Gi tais

0

omo o= isolados de cérebro , neutrdfilos , & eritr&ecitos e a

0

proteina denominada Gp. A existencia de varias proteinas G foi
inferida do isolamento dos genes de subunidade G« ou cDNA, como
por exemplo : proteinas G de levedura (8CG1)y; GPL : GPZ
Dictyostelium [G1, G2 )3, e humanas [Gz (Lochrie & Simon, 135&8)1].
A diversidade nos sistemas de sinais de transduc&o esta
sendo desnudada em todos os niveis, uma vez que ndo se restringe
as proteinas G. Por exemplo, o produto do oncogene mas, a
substdncia receptora K, os fatores a e ® receptores de
ferormonios de levedura, e uma proteina denominada G-21 (Lochrie
% Simcon, 18988) exibem todos homologia a receptores gque interzgem
com proteinas G. U arsenal de efetores que podem ser regulados
por proteina G expandiu-se de enzimas envolvidas no metabolismo
de nucieotidios ciclicos para incluir canais de calcio e potassio
e tostolipases AZ e C. A proteina quinase C, que & ativada pela

o produto do metabolismo da fosfolipase ., consiste pelo

0
C
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o
]
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c
mencs sste especies distintas. Mesmo uma anica celula de

(.
o

—~

o
tipos distintocs de proteina G (Lochrie & Simon,

4

to simples tal come levedura pode conter pelo menos tras
1

C

3.

1

A revisZo feita por Lochrie & Simon (1988) foi enfocada
sobre intormaches que foram obtidas como resultado do isoclamento

2 caracterizacZo de véarios cDNAs e genes gue codificam diferentes



subunidzases ae proteina G. Fol gzaga enfase scobre 2 discussico dca

q
o da similaridade e diversidade das proteinas & 2 um
resul tada da analilse de suas sequéncias. A figura (.9 mostra a

10 classes

o

segu&ncia de 30 amino =cidos correspondentes
diferentzs de proteinz G. Em contraste com a diversidade das
subunidades & h& apenas tres subunidades g conhecidas @ $1, 22

S0 % de similaridade a ni
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32 que apresentam U

3 O G

[]l

de amino acidos, mas s3o codificadas por genes separ

voornm et at., 1990, Com respeito a diversidade da subunidade 7.
apenas uma seqil®ncia de subunidade v (Try) esti caracterizads
mas as sequéncias de outras subunidades vy estarZ£o disponiveis

num ftuturo praximo (Lochrie & Simon, 1888).

Exiszte umz variedade de cutras proteinas gue s&c conhecidas
ou postuladas a ligarem-se especificamente ao nucleotidio
guanina. Determinados coratores de inicilacdc e elongacdo da

maquinaria de sintese de proteinas tal como o Ef-Tu utiltizam
claramente um "switch" molecular similar ao das proteinas G no
gqual formas alternadas de GDP e GTF interagem com macromolecula
distintas (Loachrie & Simon, S588) Frodutos dos oncogenes
parecidos com ras tamb&m usam uma estrutura similar desde gue
eles se ligam a GDP e GTP especificamente e possuem atividade de
GTPase. Todavia, faltam detalhes sobre uma suposta reagdc de
£ t

ubuliinas ligam-se e hidrolizam GTP, mas parecem

C
[L‘
b
n

"
tuncionar por mecanismos gue s&o fundamentalmente diferentes

dagqueie das proteinas G ou dos cotatores para sintese proteica.

e
n -

proteinas LepaA e ARF podem ligar-se z GTP. A proteina oe
leveduras SEC4a & outras =20 preditas ligarem-se a2 GTF com base neé

sua forte homoliogizs nza segidneia de amino Aclidos Com ras.

ue muitos dos conhecimentos que emergiram
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Todavia, pouco se sabe sobre o mecanismo bicguimico envolvido no

funcionamentc destas proteinas. Todas estas proteinzs podem sev

distinguidas da subunidade Gx, porgque (a) elas nzZo s&o
suceptivels & moditicac®es causadas pela toxins az colers ou de
peEriuyss1s, (o) 2las parecem ndo INTEraglr oOMm O SOMPlexo BY. =
t¢) as subunidades G téEm malor similarideade sntre S1 na



seqii@ncia ce aming acidos. Elazs tambem poogem ser diztinguldsas
pelo tameanho. Em geral, as proteinas G té&m 350-400 amino &cidos.
engquantc gue as proteinas parecidas com ras té&m cerca de Z00 e as
csimilares a Ef-Tu té&m fregilentemente 400-900 amino &cidos. Alem
disso, guandc se comparam as outras proteinas gque se ligam a GTF &s
subunidades G, particularmente com respeito &s suas
caracteristicas estruturais compartilhadas que presumivelmente
funcionam na ligac&o ao nuclectidico guanina e hidralise, tambem
pode-se distingui-las de Gz, Todas as proteinas conhecidas que se
ligam a GTP, exceto as tubulinas. compartilham seguéncias de
motivos de homologia limitada, mas & subpopulagdo que =2
representada pelas proteinas G compartilham um ndmero de

caracteristicas adicionais gue s&8o Unicas para proteinas G.
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1.2.3 Interacses com o nucleotidio guanina

(1]

-244 %, tabeliaz 1.1) na
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Ucorre umza ampla variacZo (
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porcentzgem de identicade de sequéncias entre subuni
R

3. A maior

o

cidog i1nvariaveis entre elas (figura .
parte o0as segilE&ncias mais altamente conservadas est&o proximas
gzms regiifies que Ssupostamente participam das interagfies com ©
uanina. Ecsta predicfo se bacselis em estudos
cos sobre & estrutura cristalogréatica de GDP de Ef-Tu e

em estudos gensticos de mutaglies que atetam as interachbes das

ras com © nuclectidio guanina. Destas duas aproximacfes
independentes surgiram dados compiementares e, Toram

das cinco regibes de homoicogia que &0 criticas para as

interac®es com o0 nucleotidio guanina. Fode-se encontrar regifes

anslogas em proteinas G, que &0 i1ndicadas na ftigur 1.9 comoc A,
C. E. G & | gz nomenclatura de Hailidzy t(apud Lochrizs & Simon,
1985E).
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esgquema dJde [ifagd&o de GIDF a Ef-Tu. Ag setas representam cadsic

B; cilindros signiricam h&lices; circulfios akertos s5Zco

Ly
.
4
fo

a GDF. A JjocalilizagEo aproximada dos carbones « dos amincaclid

seieclonados també&m & mostrado. Reproduzideo de Jurnsi, 15885,

A seqi@&ncia consenso da regido A & Gly-X-X-X-X-Gly-Lys.

eg

=

Ef-Tu esta regiZo & proxima ao ftosfato &« de GDP. A carga

no fosfato & neutralizada pela lisina. MutacBes em regibes

s ilgsa

'ﬂ

iog

Se

Em

«t

iv

anslogas de ras reduzem a ligag3o & GTP e a atividade de GTFRase.

S&o encontradas regibes similares em outras proteinas que se

figam a nucleotidios de purina.

A regl&o C tem a seqgiu@ncia consenso Asp-X-X-Gly. U &cido
agpartico, na estrutura de Ef-Tu, guela um 1on magna@sic gue &

intimo aoc rostats B de GDF. Uma mutagZo de Asp-X-Ala-Gly parsa

o da treonina

s

Asp-X-Thr-Gly em ras resulta em autciosiorila

&
aTF & usado como zubstrato. A atividade de GTFPa

ase & reduczida
quando occorre mutacSo de outros residuos pProayYimos & esta
seqgu&ncia em ras (Lochrie & Simon, 1935)
A regiZc E est& situsda entre as regifies C e G =,
caracteriza-se como uma regi&o muito hidrordbica. Ela contém

w

a



treguentemente uma alaninas qgue =

S oaming &C

o

do

U]

localiz

m
w

distais ao &cido aspartico da seqguénciaz consenso da regifc C. Em
Ef-Tu esta alanina, juntamente com outros amino acidos
hidrotdbicos das regibes G e |, formam um pacote hidrefdbico
prodimo ao anel de guanina e ribose, Mutazgdo de alanina aniloga
para treonina, no ras, resulta em reducZo de 30 vezes na
afinidade por GTP (Lochrie & Simon, 1988).

A regifo G & ascsim denominada por conter & regifo gque
determina a especificidade da ligacZo aoc nuclectidio. Esta regifo
tem a segi&ncia consenso Asn-Lys-X-Asp. Em Ef-Tu a asparagina
liga-se através de uma ponte de hidrogé&nio ao grupo €-6 ceto do
anel de guanina e, o0 &cido aspartico forma ponte de hidrogénio

grupc £-2 amino. Uma mutacfo de &cido aspéartico para
asparagina em Ef-Tu altera a especificidade nucleoctidica da
proteina favorecendo xantina difosfato sobre guancosinz ditostato.
MutagBes nesta mesma regifo de ras reduzem, alteram, ou abolem
a2 ligacZo nucleotidica. A lisina conservada pode formar ponte de

hidrogé&nio com o carbonii principal ou com cadeias laterais de

[
s
(0]

dois amino Aacidos precedendo Gly-Lys na regifo A. Em ras mutag

desta lisina para glutamina resulta em 75 % de redugZo na ligagEo
nucleotidica. Tal mudanga pode distorcer a arquitetura da ligacEo

n-cleotidica mas deve conservar a ponte de hidrog&nio do grupo
= .1ino.

A regiZo ! pode também estar envolvida na ligac2o
nucleotidica., mas esta regiZo ainda nZo est& bem definida.

Em Ef-Tu ela pode estar proxima de Gly-172, Ser-17Z2., Ala-174

o

1, mas a determinagfo precisa da tuncdoc de cada amino &cido
depende da obtencdc de uma estrutura cristalografica mais

de ser Thr-144, Ser-i1ab, als-

ul

refinada. A regiZoc andlogas de ras p

0B

lag. Hum rastreamento genetico designado para isolar mutantes de

(a3

y

para ligacZo a GTP, foi obtide um em gue Thr-144 fol mudads

ra

-

para isoleucina. Esta mudanca resultou em umz redugdgo de 25 vezes
na aftinidade por GTF. Ainda nZo houve uma ampla discuzgsZo sobre a

existéncia de uma regifo | na supunidade &. A Tigura .2 mostra

{

uma possivel regifo | com a segiéncia Thr-Cys-Alx.

E
S como as outras regifies de Halliday.
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CONtEm Um agrupaméento de aming acidos invaridvels., A homologia
desta regiZo na familiza de proteinas Ef-Tu & paixa, mas uma maior

homologla pode ser encontrada guando e & comparada & familia de

W

& Simon, 1988).

m

ras, particuilarmente a proteins rab (Lochri

o3

Mutagfes nas regibies A,C.E,G e | & ras tem efeito bioldgico
dominantes numa variedade'de sistemas, incluindo levedura,
ovaclitos de Xenopus, c&luias PClz, células NIH 3T3, & camundongos
transgé&nicos. Tamb&m foram observados efeitos especificos de
mutaglies recessivas em levedura. 0= efeitos ftenotipico & bioguimico

-

de mutacbes analogas feitaes em proteina & estdo sob investigacdo
(Lochrie & Simon. 18983). :

Em proteinas que se [igam ao nuclectidio guanina que tém
regifies de Halliday., a &rea imediatamente praxima de cada sequncia
congencso & similar dentro de uma familia. mas & diferente das de
outras tamililas. Alem disso, estas regibes formam uma "impressdo
digital" pela gual z2s proteinas G podem ser identificadas e

am 2o nucieotidio

nry

distinguidas de cutras proteinas gue se i1

este respeito porque

ol

guanina. A sequenclia de Gz & interessante

iitere levemente de outras sequéncias nas regifies A e E.

©
W
Q.

Lests modo, uma nova subclasse de proteina G pode ser definida
por Gz. De fato, pode existir um amplo continuco de subunidades ,
cada uma levemente direrente da outra. Tal situacZo esta
emergindo para as proteinas pareclidas com ras, que incluem pelo
menos cinco familias relacionadas porem distintas (Lochrie &

AsS segqufncias de amino &cidos fora das regifies de Halliday

sZ0 necessarias para as fungdes especificas da subunidade & tals

como &S interacles com receptor, efetor e com as subunidades #E-7.
Estudos sobre a estrutura e fung&o das proteinas G,

serticularmente & transducina, s5Zo uma tentativa para indicaczo

tuncional para aigumas daguelas regiftes (Lochrie & Simon, 1888).

|

[63]
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1.2.4 lInteracBbes das subunidades /8y

Al gumas evidéncias sugerem que a extremidade aminoc terminal
de o« & necessarioc para a ligacfo com gy, mas o0s dados nfo indicam
se ele também & suficiente. Quando se faz tratamentos de Tra com
proteases que removem ao redor dos 20 primeiros apino Acidos,
varizs reagbes que dependem de Trf3y s&%o abolidas, como por
exemplo a ribosilacZ%o por ADP de &« pela toxina de pertussis,

a ligac&o & rodopesina, a ligacZo & Gppi(NHIp, e a
imunoprecipitagdo de TrEy por um anticorpo monoclonal contra Tra
Uma das regiBes mais varifveis entre as subunidades & & o amino
terminal. Ela & uma regiZo singularmente hidrofilica &, exibe um=a

tica anripatica na gqual os amino &cidos hidrofdbicos ou
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neutros s&o encontrados ao redor de cada posigdo quatro. NEo £

claro como estas propiedades podem contribuir com a ligacio «Bvy.
A-subunidsade y pode prover a maior parte da especificidade da
Iigagéo'desﬂe que &2 sabe que ela também & varidvel, mas nEo &
possivel separar o complexo £y em subunidades puras, sem Uusar

condigSes desnaturantes, para ter acesso &s suas propriedades

individuais de ligag&o (Lochrie & Simon, 1888..

w



agfies com o receptor

receptor/proteina G podem ser de dois tipos.

s}

do receptor & tuncionar num procecss

ico para todos 0s sistemas de acoplamento receptorsproteina G,

o O
0

al como a reacZo de troca do nucieotidic guanina. As sequéncias

variavelis do receptor &£ da proteina G podem interagir para
shibe

w

permitir discriminacZo especitic 2 proteinas estreltamente
relacionadas (Lochrie & Simon, 18858)

H& evidéncias de que as interacbes com o receptor sio

~

influenciadas pela extremidade carboxi terminal da subunidade .

Frimeiro, a toxina de pertussis, que nZo se acopla a receptorecs de
proteina G, ribosila por ADP a Tra na Cys-347. Segundo, a mutacao
UMC, gue nZo acopla Gsx ao receptor B-adrene&rgico, resulta de uma

udanga de arginina para prolins & posigfo 3059 de Gso .

Finaimente, ha uma correlacdc entre seqixdnciza de homologiz ao

i

terminal carboxila de Tro e a2 habilidade para interagir com
rodopsina (Lochrie & Simon, 1S88).

Todavia, uma comparagZo das interagcfes de rodopsina e do
receptor adrenergico oz com Go, Gi e Tr indica ocutra regizZo que
pode ser importante para dar especificidade de ligaczo ao

receptor. A rodopsina pode interagir igualmente com Go, Gi e Tr

D
3

guanto gque o receptor &2 mostra uma preferéncia diferencial

nara Go e Gi sobre Tr. A maior parte das posigies onde as

I

cias Gox e Gi® s&o0 idé&nticas mas diferem de Tr=, estZo

m

U

eqis
0T ntradas nas extremidades amino terminal e carboxila

[
r
l‘[l

terminal sobrg ambos os lados da suposta regiZoc 1. 0O amino

']'J
i

terminal variavel de o pode determinar indiretamente a

especiticidade ao receptor, ocesde gue O MEesSmo

I
L]
1
0
[t
1]
Mol
[
Q1
[
w
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m
m

v, gue por Sus vez estE implicado na li1gacfo ac receptor.
Uma indicacdo de gue a extremidade carboxi terminal pode nao
gey o tnicoc determinante nas interagbes ¢

o
observasZfo de gue oS 4ltimos 40 aminc &cidos ae Tra e Teo que



1.2.6 Subunidade & / Interac®es com os etetores

cilacs envolvidas na regulacfo das proteinas efetoras
ecstdc locslizadas entre as regitics A e C, onde se encontram as
seguancias com maior variabilidade entre as subunidades @, A
regigc analoga de Ef-Tu liga-se ao aminoacil-tRNA numa reagZo
e

'F, & mutagies no ras nums regifo timitada entre A

Gl
-

ole =sua atividade biocld&gica mas ndo interrere com suas

interacifes com nucleotidioc ou com & membrana Le fatc, um segundo

if2
ot
it

ic, supressor- alelo especifico de uma-tal mutagdo ras de
levedﬁfa mapeia para:adenilil ciclase, um efetor para ras m
levedura (Lochrie & Simon, 1988).

Foi isolada uma mutacfo em Gsx (HZla), gque impede 2

ativacdo de adenilil ciclase. Esta mutagcZo envolve um finico par

v}

de base que resulta em mudanga de glicina para alanina na posig
—z& de Gs® na seguéncia consensc da regi&o €. Todavia, hsa

ra T

-

evidéncias de gue 2 inabillidade da proteina HZiz em &a11
adenilato ciclase pode ser devidas & sua incapacidade para sorrer

mudangcas conformacional associada com ligagZo a GTP, gue &€ um pro-
s

do que uma disrupcéo

s}

requlisito parz a interacifo efetora, mail

direta da mesma per se (Lochrie & Simon, 1988).

Foi proposto um mecanismo de ativagc2o de fosfodliesterase
(PDE) de cGHP.vno gual Tre-GTP liga-se a FDEy, um inibidor
conhecjdo de PDE&B.-a subunidade catalitica. Ovchinnikov e
colaboradores tapud Lochrie & Simon, 1888, determinaram a
segi&ncia de amino &cidos de PDEy. Na sua segiuéncia de 88 amino

a regifc de 35 amino &cidos com 1:z residuos basicos,

112
0
s
jo)
[u]
1]
=
1
o
3

)
izto explica porque PDE pode ser ativado por tripeina. Todavia,
nEc se pode inferir a base molecular da interacdoc proposta entre

FLEy & Trz apenas peio exame de sua seqit&éncia de amino acidos.



1.2.7 RKibosilazZc por ADP

A arginina da posigZo 174 e cisteina da posicio 347 j& toram

identitficadas como sendo substratos da toxina da cole

.1
w
©

[ )
i)

ul

toxina de pertuesis em Tra, recpectivaments . 0O substrzio

toxina da cdiera & conservado em todas as segusncias de

subunidade &« &, 0 substrato da toxina de pertussis & encontrado

em Gi-1,2,.32x, Goz, Tra e Tcz. Como predito pela simiiaridade da

LY

geqiléncia, &= subunidades & gue Ioram puritfilcadas pode:
ribosiladas por ADP. Todavia, como cos slementios taxicos nZdo Ioram
bem derinidos, nZoc se sabe se s presenga do amino acido substrato
encontrado & posicEo ansloga em Tra & necessaria pars permitir
ribosilacZc por ADP. Permanece entZo a ser determinado se Gzx
ser& um substrato da toxina de pertussis, desde gque ela tem umz

cigsteina ramitficada por tr&s amino &cides de outros substratos da

toxina de pertussics (Lechrie & Simon, 1988).

s 2minc acidos que s&o0 ribosilados por ADFP pela toxinza da

cdlera e pela toxina de pertussis s&c notaveimente conservados. O
subztrato da toxina da cdlera & invariavel, & a regideo zo seu
redor € altamente conservada mesmo nas proteinas &G de levedura.
Tal grau de conservacZo sugere gque estes amino &cidos possam ter
uma tung&o especial. Uma vez gue todas as proteinas G contém
cubunidades B =similares e, a regifc proxima ao subsirate da
toxina da cdlera & bem conservada, foi sugerido que ela

desempenha um papel naz interac&o com gy . Kahn & Gilman

I =

relataram que a ribosilagZo por ALP da toxins da coleraz promove &

e
discociagds das subunidasdes & & @Sy (Lochrie & Simon, 19885,

41



1.2.8 AcetilagZo de lipidios

n

Fode-se extrair a maioria das proteinas G de membrana
apenas pelo uso de detergentes., uma propriedade gque &

inconsistente com & natureza hidrofilica de sua seguéncila de

1]

. Com base na sutil homologia de segquéncia a duas

o
sutr=e proteinas nidrorilicas, src & ras, que tambem estio

e

associadas
formulads um mecanismo possivel para a localizag&c de proteinas G
na membrana, gue envolve acetilacZo com lipidios (Lochrie et al.,
apud Lochrie & Simon. 1988). A figura |.11 mostra como as
proteinas G podem se associar & membrana.

Adenylyl ACh (M)

- r i
B-adrenergic cyclase receptor
receptor

figura 1.11 esquema de iigac&o das proteinas G & membrana.

Keproguzido de Neer & Ciapham, 1988.

0 produtc do oncogene Src mostrou ser N~-miristilado na

giicina da segundas posigio (Gly=~2) gue est& presumivelmente

n

sosta apds remocEo da metionina inicial por uma amincpsptidase
d

EXPROE

o

Varias observaciies indicam que & miristilag&o est& envolvida na
o & membrana. Mutaglies que removemnm Gly-2 de s=reo
resultam numa proteina que nZo esta associada com a membrana, nNE0

e & incapaz de transformacEo neoplasica. duando se

e miristilada e

procede 3 tusZo dos 15 primeifds amino Acidos de srec &
extremidade amino terminal de glabina, esta pode ligar-s2 ent3c =
membrana. Numercsas outras proteinss sio sabidamente N-
miricztiladas, em cada casc no residuo Gly-Z. Em geral. nsoc & bemn
entendids a rtuncSoc da acetilagdo por &acidos graxos. Ucorre gue



igumas proteinas miristiladas s2o soluvers. indicendo

]
i
m

w

miristilzcdo nem sempre & um determinante pars assocclagidc =

membrana. Foram puriticadas N-miristiltransferases (NMT: as

m
o
o
*i
W
ct
(]

levedursa e cuacs especificidades a supstrato Ioram

examinadas usando-ce cerca de B8O substratos peptidicos

0

sintéticos. Com base nestes estudos e na comparag#o da
scgitdnecias, pode-se sugerir ums sgquEncls consenso para as
proteinas miristiiadas : Met-Gly-X-X-X-Ser. Todas as subunidades
de proteina G exceto Gso, FE35, F36 e Try contem este consSenso. AS
csubunidades $35, £36 e Try nZ3c té&m Gly-2Z, due & um requerimento
indispensavel. Gex tem uma serina na posigdo 7 mas asparagina na

posic%c 6. De zcordo com Towler et al. tapud Lochrie & Simon.

1988) esta diterenga pode reduzir o Km de Gsz para NMT & um fator
de 6000. Buss e ccoclaboradeores (apud Lochrie & Simon, 1385
publicaram o primeirc estudo para determinar se as proteinzs G
sZ0 modificadas por lipidios. Eles encontraram que Gix e Gox sS&0

5, B35 e TrI n8c =zZg. Eles tambenm

f.L‘

miristiladas mas gue Gsax., B
relateram que Tra n2o & miristiiada.

As proteinas ras sZo zcetiladas com varios lipidios,
primariaments palmitato., numa cisteina gque & o guarto aminoc &Acido
& partir da extremidade carboxi terminal (-4Cys:. A ligacZc
nucliesotidica e & atividads de hidrdlise sZ0o normais em mutantes
que perdem -4Cys, mas eles nZc s&o palmitalados e possuenm
atividade bicldgica reduzida. A sobreexpress&o da proteina pode

compensar esta deticiéncia, indicando que o proposito de

associzc%0 & membrana pode ser o de aumentar a eficiéncia de
interacfo entire ras e ocutras proteinas de membrana. Gos, Gil-

i,2,3x%, Tca e Trao tém uma -a4Cyvs. De fato, & este amino &cido que
pode ser ribosiiado por ADP pela toxina de pertussis, mas nio ha
dzdos que indiguem se ele & modificado pds-traducionalmente por

enzimas 0= eucarictos com ADP-ribose ocu algum cutro aduto.

Try tamb&m tem uma -4Cys. Neste cas & notavel gue dois
grunos de pesguisa i1ndependentes falnaram em determinar &

seqiid&ncia de zmino &acidos de Try além desta clsteina bem COmo sua
presenss por analise de amino &cideos , indicando gue gia pode ser

modificada nesta posicZo. As sSubunidades @y puras estio



f1

sssociadas & veeiculas fosrtolipidicas. enguanto qgue &g

n
w
=]

subunidades o« n&oc o fazem a n&o ser que as subunidades gy esten
presentes. Desde gque as seqiéncias das protelinas 5 e v s&o0
hidrotilicss. & subunidade ¥y moditicada com um grupo hidrofobico
pode mediar ssta interagdo. Embora Buss e colaboradores (apud
Lochrie & Simon., 1988) n&oc tenham encontrado miristato ou
~icsteinas na regifc carboxi terminal

ificad com outros adutos

o
(0}

raxos. Uma cisteina ao carboxi

0
Yot
=2
(8]
[}
[1[s]

o Thy-1 est& ligada a tTostatidilinositol-

terminal do antige

n
glicanc, & uma cisteina no ferorménio de "acasalamento da levedura
Tremella esta ligada 2 um grupo farnisil. Talvez as subunidades

m ligadzs & uma destas cutras metades hidrofobicas.

[l
w

e 1 este)
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1.7.49 Fosforilazz2o

m

Desde que o zisztema de sinszis de transdugZo da membrana £ 2

-
s}

primeira etapa numa via complicada, ele pode estar sujeil & uma
retro-regulacZo., A regulacfo de receptores por fostforilagZo fol

bem documeniada . As proteinas G (Trx e Gis mas possivelmente nZo
t

Gz =Zp substratos subesteguiometricos para fostorilacEo por
proteina quinase € in vitro e in vivo A proteina substrato
estimuiada & o-GDF & nZo «fBy ou =-GTP-v-S5. & amino &cida
substrato & uma cerina. Além dissoc, £y inibem fosforilagsc de a-

o

GDP. Uz requerimentos exatos do substrato para fostorilagso pe

o

proteina guinase C n8o sZo bem entendidos. mas para muitos
zubstratos de quinasge ¢ um amino &cido basico esta localizado
dois ou tr&s amine Acidos proximalis ao amino dcido substrato. que
& uma serina ou treonina. Em alguns casos o substrato ests dentro
de um sitio de acoplamento de cerca de 10 aminc &acidos da
membransa, o gque esti de acordo com O que‘se sabe sobre as
propriedades de translocag2o-da quinase ¢ na membrana guando elsa

& ztivada., [Observadas estas linhas mestras, ser-1Z2 {(em Tra) & um

bom candidato para ser um substrato de guinase C. Esta serina &

neervada em todas as subunidades ® (exceto &m Gsax), a 11 amino

[u]

o
scidos do suposto sitio de acoplamento & membrana, e praxims de
varios amino &cidos basicos.

1.2.10 CaracterizacZo genatica da proteina G

de Caencorhabditis

[w]

Hosso grupo recebeu um banco genémic
eiegans clonado em fago & do Prof.Dr. J. Sulsgton. Fartindo
desgte banco gendmico nas Yfisgamos" o gene subunidade = da

da
proteins G utilizando sondas que s3c descritas em Material e



i1. Objetivo

U proposito deste trabalho foi o de clonar e determinar a
segiéncia de nuclectidecs de um gene Gz de C. eslegans.
Ums vez tendo & segudncia dos nucleotideocos nossa intengZo
erzs de proceder a tradugcZc para seqiBncia de amino &cidos a fim

de poder comparar as regifies dos exons com a seguéncia de

tn
10

de proteinas G (cadela ) de outros organismos com &

Q
-
[
e
Q.
0
n

min

Qj

finalidade, em primelra instdncia, de se obter uma comprovasZo de

gue teriamos mesmo em mECS um gene G& e, em segunda instdEncia,

varz determinar & ldentidade desta cadeia proteica com a mesma

s}
v

cadeia proteica de outros organicsmos.



1i1l. Material e m=todos

111.1 Banco gentmico A

0 bance gendmico de (Caencrhabditis eiegans foi gentilmente

&a17

Uy

(SN

7y

doado por J. Sulston. 0O DNA genfimico. de Caenorhabdirtis

tol clonado em ftago A, & nas selecionamos um clone que
continha o gene Gx utilizando uma sonda radioztiva.

I111.2 Crescimento de bactérias

Bacterias NM 538 semeadas em placas de petri com agar toram
= 7 mantidas & 4°C para uso

incubadas durante uma noite a 37°C e

posterior. A partir destas culturas obteve-se ingdicuic para
cultura em meio liguido LC (com 20% de maltosel, & a incubacio

deu-se a. 27%C em banho-maria com agitagdo (shaker). Foram
ligado, que propicio

u a leitura
considerada ainda em tTase

utilizados enlenmeyer com um tubo

da 0D (veija tig. 111.1), @ cultura foi

log até& uma 0D de O,6. A suspensio d
sedimento era ressuspendido em

a a

era ent2o centrifuga

4000 rpm durante 10 minutos e o©

MgCl: & 10 mM.



akoddo

mero de cu/ t/ vra U: )

cor bacterias

N

{ubo parg Aitura daD.0.

\

)

__

Erienmeyer com tubo pars ieitura da OO0, para determinar o

figura i11.1

crescimento das bactérias.

[11.3 Intfecg&o de bacté&rias NM 538 com fago A
As bactérias preparazdas como acima eram incubadas com
suspens&o de rago A durante 15 minutos a 37°C com leve agitaco

€

a

w

{em banho-maria). Adicionava-se entfZc top agar ou top agaro
42°C e derramava-se esta suspens&o numa placa de petri com agar
(ja solidificado), apds o gque procedia-se incubaco durante uma
noite em estufa a 37°C. No top agar ou top agarose adicionava-se

maltose a Z0% e MgS04 a O.01 M.

111.4 PreparacZo da sonda pelo PCR

As sondas toram preparadaé atravses do uso de
Sligonuclectideos que tem identidade com seqid@&ncias de [NA de
proteina G (cadeia &) de cutrcs corganismos (no casco de bovinos).
Us Sligonucleoctideons tem as sSeguintes seqgifncias
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TACATCCZCAA-A

A

(ST N O N

(384 diterentes Bligos possiveis)

cTCCCTCGAAGCAGTGGGATCC

(45 diferentes Gligos possiveis)

U=z oligosnuclectideos foram usados na reagfo de FCE
(polymerase chain reaction) para se obter as sondas em grande
gquantidade. Eles foram entaoc submetidos a eletroforese e as
bandas correspondentes foram retiradas do gel e armazenadas a
- 2070 ate o momento de uso.

Us primers do PCR foram selecionados correspondendo a
csequéncia de DNA predita codificando a seqgiénecia de amincacidos
YIPTQUDYV e & segiléncia de DNA completa para a segifncis que
sodifica a segidéncia peptidica KwIHCFEG; Estas segiitgncias foram
selecionadas desde gue elas toram conservadas nos genes de

subunidade &« de proteins G entre Drosophiia e mamiferos (Provost

et al.. 1988). A segifncia dos probes foi :

probe 1z ¢ TA(T/O)AT(T/C/AYCCAACKXCACA/GICACA/GIGA(TZCIG (22 mer.
204 x degeneradol e
probe 3b 1 CTCCLT/CITCLA/GIAACA/GICACA/GITGLAY/G/TYATCC (21 mer,

4% x degenerado).

A combinzogo de primers descrita na legenda do apendice 1



originou um produto discret
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banco gentimico de (aenornabditis eilegans &
doado por Dr. J. Sulstons. T

sobrepostos e continham os mesmos fragmentos de resirigso. Us
clonese foram mapeados por A. Coulson (MRC Cambridge) no
cromossomo V (informaches detalhadas sobre o mapesamento podem =er
obtidas por contato diretc com o banco de dzados em Cambridge). Um
tragmento Eco Rl de um dos clones foil subclonado num plasmidio

derivado de pER2IZZ e

m
o]
m
]
+
[14]

relevante 1ol sequenciada. A analise
do segiencizmento toi feita usando-se o programe de Deverieux et
al. 1284y, :

A sonda agqul caracterizada foi denominada sonda 3, a sonda
dencminada sonda 4 n2o esta caracterizada porgue nZc houve

cimilaridade do clone a ela relacionado com cutras proteinas Gx.

1I11.5 MarcacZo radicativa das sondas

Foram usadoe o= seguintes componentes @

DNA (0,01 - 2 ugl (10 min. a 100°C - direto no gelo) 2 ul
mistura reativa =z nul

Klenov [2pl (DNA polimerase) 1 ul
dATF, dGTP, dTTP [C,1 mol/l] 3 pl
{221 P dCTP 5 pl
H: O 7 ul

Esses componentes juntos foram incubsdos a 37*C durante
20 minutos (em banho-maria).

Enquantc isso foram preparadas seringas de 1 ml com Sephadex

GEO.
Aocs ZO upul de mistura radicativa toram adicionsdos 18U gl de
H:U e toram aplicados a coiuna de Sephadex w S0, gue foi

tritugada a Z500 rpm durante o minutos. Colocou-se a coluna de

%]
3]
o



]

zephadex num tubo de ensaio com um tubo eppendort embaixo,

conforme o esquema da figura 11H1.2 ¢ L ] ’
A gura - INTP's e dCTP 4

)

T——SepMadex G50

\a/yoc/éa ok vigro
R b — .
b
| _~DNAS
\'\x‘\
figura I11.2
Ezguema da rijitrac&o 23 =sonds radicstiva de DNA.

4s sondas foram guardadas nos eppendoris e estes em tubos de
chumbo 2 -Z0®C. Antes do uso o material toi deixado durante
alguns minutos a temperatura ambiente e, foil submetideo a 100°C

durante Z-% minutos para que ocorresse a denaturacfo do DNA.

1I1.6. Hibridizagc=zo

s
n

cas anteriormente mencionadas eram tratadas da

fu
'

i

pl

seguinte maneira no dia seguinte : eram colocadas em camara fria

durantes alguns minutos e, em seguida era colocado um riltro de
nylon (Hybond N} em contato com a placa (durante ©0, 20 e
120 segundos), para gue © rago A& s5e ligasse ao tiltro de

nylon. Us filtros foram mergulhados durante 1 minutoc em

11}

olugd8c de denaturacdo e em segulda durante 5 minutos em soluco

de neudtralizagio. Foram entEc lavados com 2 x SE5C e deixados para
cecar ao ar. J& secos foram expostos a UV durante X minutos a fim

de gue 0 material se tixasse melhor ao fi1ltro de nylon.
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g tiltres foram pré-hibridizados com apropriada
durante no minimo 1% minutes. As sondas marcadas radlcativamente
foram em ceguida adicionadas e a hibridizag&o ocorreu num periodo

de no minimo duas horacs. Tanto a pré-hibridizacZo guanto a

P
C

hibridizagcZo oco m em banho-maria a 85°%C, com agitacd

]
*5

rer

m

[11]

{

Apas o periodo de hibridizagZo, os ftiltros turam tavados

Ea]

m

rapidamente em 2 X a temperatura ambiente (com azgitacZao!
e

-

uma vez durante 15 minutos com 2 x SS5SC tambem a temp

amboiente. Eles também foram lavados com 2 x SSC durante

1% minutos em banho-maria a 65°C com agitagZo. e, em seguida

(o}
3

SC com 0,1% de SDS durante 15 minutoes a €5°C com

U

lzormdos com 2 X

itac2%0.- A fltima lavagem ftoi repetida durante 30 minutos, e

n
i}

finalmente os tiltros foram lavados com O,1% de S5SC a Hz=C
durznte 10 minutos.

Os tiltros toram envolvidos em plastico aderente e foram

il

0

cubmetidos a autoradiograftia, rnum periodoc gue variou de horas
uma ncite, a - 70°C.

As colfénias positivas foram selecionadas para gue se
pudesse isolar o DNA correspondente ao gene Gz, € 0 pProcesso se
repetiu. Nas novas colfinias positivas foram escolhidas col&nias
individuais e o procedimento de hibridizacZo se repetiu mais uma

vezI.

111.7 Protocolos experimentais para extracZo de DNA de tagos &

2) Foi utilizada em primeiroc lugar a técnica modificada de
Maniats, como segue
Foram usadas placas de bactérias lisadas por fago A como

c
descrito anteriormente, as gquais foram adicionados 15 ml de
t

e

tampgo SM e, seguiu-se eluicZo durante 4 horas sob agitagZo 2
temperatura ambiente. A suspenszZo fol entEZc transterida pars
tubos ralcon e os "debris" de bactéria toram removidos por

<

centrifugaszc a 8000 g durante 10 minuvtoes a 4°C. Ao sobrenzdante

toram adicionados RKNase e DNase a concentrasZo final de 1 ug/ml,

on
o



77C., Fol adiciorzao u

1

wcubaodo de 20 minutos &

Tl

volume iguasl de polietilenoglicol a 20% (pesoc/volume) e Nali

Z M em 2M e incubou-ce durants 1 hora & ©°C (gelo-agua:. Seguiu-

se entZc centrifugegado a 10000 g durante 20 minutos a 4°C. O

rtado e o tubo foi delxado secar sobre

M
1]
v
m

sopbrenadante ol d
papel absorvente.

Adicionou-ce 1 ml de tampZo ShH e as particulas dos

bacterititagos toram ressuspensas por vortex. Seguiuvu-sgse finalmente

2 removVer

centrifugacZo & B000 g durante 2 minutos a 47

el
fw
-

brenadante rtoi transterido para tubos eppendorr.

[
1]
[N

(i}

tdicionou-se 10 pl de SDS a 10% e 10 ul de EDTA a O,5 M (pH B,0).

Seguiuvu-ze incubacZc a 65°C durante 15 minutos. Fol feita uma

extrag®o com fenol e umas com ftenol : clorcidrmio (1 : 1) e mais

uma com clorofdrmio. A fase agquosa ftinal foi adic ionado um Vv
igual de isopropancl., lsto foi estocado 3 -70°C durante
0 minuteos. Seguiu-cse centrifugagZc em eppendori durante
15 minutos 2 4°C. O sedimento toi lavado cem =tanocl a 70%, ¢
e ressuspendido em 50 gl de TE (pH 8,0,

Este DNA assim obtido foi utilizado para tratamento com
enzimas de restrigio.

Entretanto ndo em vista os resultados insatisratorios

o0 nosso trabalho, adotamos o procedimento abaixo descrito.

]

w

[0
U]

by Foram usad também placas de bactérias lisadas por fago

[0)]

como no m&todo anterior. as quais Teoram adicionados 15 ml d

tampgo Tris para tagos e duas gotas de clorordrmio, e as placa

toram submetidas & agitacfo a temperatura ambiente durante g

horas., Ao lisato ftol adicionado 1750 do volume de cloroftdrmic

centrifugou-se durante 10 minutos a 4000 g. Ao sobrenadante

1n
1T

adiclonado

G upgs/sml de DihNas i e incubocu-se durante 20 minutos

ofume

ecado

]

uatro
e
foram

=%

durante

temperatura ambiente. Seguiu-se centritu ga;éo a 5000 g

£ minutos & ao sSobreriadante foram adicionados S0 ugrsml de
seiatine & o mesmo volume de LEAE ceiulose a 20% em LC. [sto toi
mzgitado duraznte 10 minutos = temperaturz ambiente e centrituvugado

a 4000 g durante 10 minuwtcos, o sobrenadante fol triltrado



,\
<
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n
T
=
m

toram zadicionados EDTA 2O mM & 50 pg/mi de protsinase
kl. seguiu-se incubagic durante 15 minutos a 45%C. Foram ent&o
adicionadeos CTAEB 2 0O,1% em 0.5 M Nall e seguiu-se incubagio
durante 3 minutos a €B°C.

Em seguida permaneceu 5 minutos a 0°C e fol centrirugado a

10000 rpm durante 10 minutos. U sedimento fol ressuspendido em

1710 do volume em NaCl 1.2 M e 2,5 do volume de etanol a 26% a -

207

n
w
[0

uspensZo rol ent&o centrifugada a 10000 rpm durante

A

10 minutos. U sedimento foi lavado com &lcool a 70%, secado e

recssuspendido =m TE.

]

[ad sSed

.

uiante metodologia foi adotada como detfinitiva, um vez que

Q.

ela se mostrou mais rapides e eficaz gque a anterior. Colocou-se

Lt

pbacterias NM

f

38 para crescer durante uma ncite e foi ccoclocado

¥

fago & sobre uma placa com bactérias e incubou-se durante uma

b

w

S 200 em LC

N

-
[

noite., Foram utiiizadas bactérias numa diluig&c de

FMgCl, a 10 mM e foi adicionado um ﬁeda;o de

com agar Sontendo
fagoe A. U elenmeyer fol colocado num shaker a 37°C com agitago e

permaneceu & atE que ocorresse lise total. 0 conteddo do
elenmeyer tol transferido para tubos eppendori, gue Icram
centritugados a 14000 rpm durante 5 minutos. Ao sobrenadante
toram adicionados 2 pl de DNase/RNase (20 mgs/ml), & foi deixado a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Em seguida foram

adicionados 400 upul de polietilencglicol (PEG) a 25% em NaCl a

3 M, e foi deixado & 4°C durante 20 minutos, apds o gue
centrifugou-se durante & minutos, duzms vezes. Adicionou-se ao
sedimento 200 ul de EDTA 10 mM, Tris-acetato 10 mM; pH 8,0 : isto
tol submetido a vortex & adicionou-se 100 ul de fenol. Submeteu-
se novamente 2 vortex e deixou-se no gelo durante 5 minutos, o
vortex Ioi novamente utilizado e o preparado 101 centrifugado
durante 15 minutos a 14000 rph. A tase aquosa toi transierida

paras tubo eppendorf contendo ZO ul de acetato de sédio 3 M, e

adicionou-ce 200 ul de isopropanocl, o preparadc ol submetido a
vortex & 1ol estocado durante 30 minutos a -207C. Seguiu-se

centritugaz%o durante 5 minutos & 14030 rpm, o sedimento foi



secado e rescuspendido em 30 uyl de TE.

111.8 Tecnicas para clonagem e subclonagem de DNA

111.8.1 C=lulas competentes

Foram crescidas celuias JM 101 em LC a 37%C com agitacZo tem
shaker) ate que.a UD atingisse o velor de 0,6, As c&iulas foram
ent&o deixadas. em gelo durante 10 minutos. Em seguida ac mesmas

foram centrifugadas a 4°C a 3000 rpm durante 5 minutos. Foi
utilizado vortex paraz recssuspender o sedimento, e toram
adicionados 10 ml de CaCl: a 100 mM. As ce&lulas foram entio
deixadas novamente em gelo durante 20 minutos apds o gue seguiu-
se centrifugsacZo como acims e o sedimento roi ressuspendido em 1

mi de CalCl; a 100 mM.

111.8.2 Eletroforese de DNA emr gel de agarose

Foi preparado um gel com agarose a 1% de TAE e foram
colocadas as amostras nas cavidades formadas peio pente. Foi
utilizado o corante azul de bromofencl para acompanhar a corrida,
e foi aplicada uma voltagem de 80 V e corrente de 200 mA. &

tetrotorese fol interrompida quando julgou-se gue © corante

m

inha atingido & distincia desejada. 0 gel toi corado com brometo

ot

de etidic, observado e fotograrado sob Juz ultravioleta.

111.8.3 Southern Blot

U gel, apds eletroforese, fol deixado durante 1% minutos na
solugzo de dgenaturagcZo e 15 minutos na scilucio de neutrealizacEo
tacZEo}!. Numa cuba Ici <colocads uma placa ¢ sobre estz um

e 0 gel 1ol colocado sobre

w
L]

papel de filtro embebido em 2 X 8



este papel de 1Tiltro. Sobre o gel 101 oloczoo um 11ltre de

»

-
nylon (Hybond) e sobre este I pedacos de papel de 1iitro
cobre os quais tol colocadso um bloco de papel absorvente. For

cima de tude foil colocada uma placa com um pesc por cima. A cuba

toi preenchids com 20 X E85C at#& o nivel do primeiro papel de

|J 5
-—a
n
ot
(o

filtro & isto fToil deixado até o dia seguinte (veja 11

/PGSO

3  camadas de pope! papel absorvente

jﬂ ro

/o’e

e //////
//4/u/,

/ /,7//«/,/ // 7 // /,/ / /“/' /‘1//’5;/

figura 111.3

Southern Biot.

No dia seguinte o filtro de nylon foil retirado,
secado ao ar e em seguida submetido a luz ultravioleta durante
2 minutos. O filtro foi colocado num saco plastico com solucZo de
pré&- hibridizac&o e foi deixado, sob agitacZo., em banho-maria a
65 °C durante 15 minutos. Em seguida foram adicionadas as sondas e

a hibridizac&o ocorreu a 65°C durante 2 horas (no minimo). O

tiltro foi lavado com 2 X S5C durante 15 minutcos a B65°*C e com 2 X

U3

SSC com U.1% de SDS =z 65%C durante 15 minutos e, em ida,
envolvido em garan e submetidc a sutoradiogratia a - 70°C durante

Z horas (no minimod.

111.8.4 DigestZ0o de DNA com enzimas de restricZo

(0 DNA extrazido como descrito acima fol incubado com enzimas

~ -

de restriciEc & 37%C durante 30 minutos. Parza DNA de fzgo A

utilizou-se 10 ul de DNA, 1 gl de enzima e 1 gl de tampZo. Para



['NA de plasmidio utilizou-se u ul de DRA, 1 gl de enzima., 1 ul de
Elzse ¢ 0.% mgr/wmly, 1 pl de tampEo e completou-se com H 0O ate
10 ul. U plasmidio utilizado para clonagem fol o bluescript e

para subclonagem o pk 165.

111.8.5 TranstormazZo de c£iulas JM 101

Tratou-€e 1 ul de plasmidio doador & receptcr com enzima de
restric&%o comoc descrito acima. Colocou-se o DNA a 657C a tim de
se inétivar E en:imﬁ de restrigZo. Misturou-se 10 ul dos digestos
de UNA & ser clonado., 5 pl do plasmidio receptor, 10 ul de tampZo
de diluic&o para ligasse, 1 pl! de ligase e 85 ul de H;U, incubou-
se durante 1 nora (no minimo) a 18°C ou a temperatura ambiente.

A 100 pl de celulas competentes foram adicionados 25 gl da

m

suspens®o de ligacZo e deixou-se 20 minutos no gelo. Foi dado

Kal

entZc um choque térmico a 4Z2°C e foi adicionadeo 1 ml de LC e a
suspens&o foi deixada a 37°C num shaker du-ante 30 minutos, para
que o plasmidic pudesse se expressar, dando entdo resist&ncila as
c&lulas (ampicilina ou canamicina). A sﬁspenséo fol centrifugada
a 14000 rpm durante 1 minuto e as ceélulas foram semeadas em
placas de petri com agar (solido) contende X-gal, PTG e
ampicilina ou canamicina contorme 2 resisténcia conferida pelo
plasmidioc. As placas foram colocadas em estufa a 37°C e toram

incubhadas durante uma noite. As placas foram observadas e as

placas brancas ftoram usadas para analise.

111.8.6 Anslise das placas positivas

As piacas brancas foram colocadas para crescer em LC com
amploiiina ou canamicina de acordo com & resisté&ncia do
plasmidio. Utilizou-se tubos de 50 mi com 2.5 ou &,0 mi de LC e
1 opl de antibidticoe para 5.0 ml de LC. Us tubos teoram colocados

em shalker a 270 & guando as culturas cresciam a densidade

n
~I
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111.8.7 PreparacZo de DNA de plasmidio para subclonagem

Foram teitas culturas de 2 ml de bacterias transiormadas po

-iac foram colocadas em LC com antibiotico e

plasmidic (as bactsa:

L)
i

i

- . o L

incubadas durante uma noite num shaker a 37°%C). A suspens=o de
bactéria foi centrifugada em tubo eppendort a 14000 rpm
rapidamente (temperatura amblente) e, 0 sedimento tol
ressuspendido em 100 gl de tampZo de lise e, deixado no gelo
durante 10 minutos. Foram ent&o adicionados 200 pl de NaUH =z O,z
N em SDS z 1%, = deixou-s2 no gelo durante 10 minutos.

Foram entZ%o adicionados 150 ul de NahAc a 3 M, utilizou-se

vortey (gentilmente). e deixou-se no gelo durante 10 minutos. Em

<

w

seguida o preparado toi centrirugado durante 10 minutos s 4°C
14000 rpm.

Ac sobrenadante foi adicionado 1 ml de alcool 86% e o tubo
foi colocado em nitrogénio liguido e, o preparadoe foi
centrifugado durante 10 minutos a 14000 rcpm a 47C. 0 sedimento
foi ressuspendido em 100 ul de NahAc s 0,3 M e permanesceu
5 minutos a temperatura ambiente. Foram entZo adicionados 100 ul
de tenolsclorofdrmio, utilizou-se o vortex, e centrifugou-se
durante 2 minutos a 1400C rpm a 4°C e ao sobrenadante foram
adicionados 20O ul de &lcool a2 96% e o tubo fol novamente
colocado em nitrogénio ligquido e, centrifugado a 14000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Ao sedimento Toram adicionados SO0 wl
de &lcool & 70% (lavagem) e centrifugou-ce rapidamente =z
14000 rpm. U sedimento foi secado ou numa centrifuga 2 vacuo ou,

5

u
.=, e o sedimento fcoi ressuspendido em z5 ul de

TE. O DN gestZo com enzZimas d4d

u
A mssim obtido fei utilizado para di

n
o



111.8 PreparacZo de DNA de plasmidio para sequenciamento

Forzm preparadas culturas de bactérias com plasmidio como
descrito anteriormente. A cultura tfoil centritugada 1 minuto 5
4000 rpm e o sedimento fol ressuspendide em 200 ul de tampZEc

STET e foram adicionados 4 ul de lisczima (50 mg/ml, fresco) e

iu-ze incubzcfo durante & minutos & temperatura ambiente. As

n
m
i
C
=

amostras foram fervidas durante 1 minuto e em seguida

centrifugadas & 4°C durante 10 minutos a 14000 m. U sedimento

v
land

foil removido com gm palito de dente e, foram adicionados £ al de
CTaE (5% peso/voldme em 0,5 M NéCl) e seguiu-se centrifugacso 2
temperatura ambiente durante 5 minutos a 14000 rpm. 0 sedimento
toi ressuspendido em 300 pyl de NalCl a 2 M (o CTAB e substituido

1.
r NaCl), utilizou-se vortex. Foram adicionados 750 pl de etanol

2

seguliurse centritugaciZo a 4%C dure te 10 minutos =

5
|
c

@
m

f

14000 rpm. U sedimento toil lavado com &lcool a2 7u%, secadc a
vacuo, ressuspendido em 100 pl de TE e foram adicionados 100 ul
de tenol/clorcidrmio, utilizou~-se o vortex e centrifugou-se
durants 2 minutos a 14000 rpm a 4°C (esta operacfo ftol repetida
mais duas vezes) e. foi feita uma extragZo com 100 ul de
clorotfarmio e, a0 sobrenadante foram adicionades 10 ul de NaAc a
3 Mre 250 pl de &lcool a 96%, o tubo foi colocado em nitrogénio
liguido e o material toi centrifugado a 14000 rpm 2 4°C durante
10 minutos. o sedimento foi lavado com &lcool 70% e secado em uma
centritugas a2 vacuo ou em estufa a 65%C, ressuspendido em 20 ul de

TE e utilizaco para digestZc deste com enzimas de restricZo

1

3

Ci

=

(8%

tbhie] 22l et &a1..

o
f

111.10 Desnaturagsc de DNA de plasmidio para seqiienciamento
#0 DNA obtido acima foram adicionados 2Z.ul de NalH a 2 M e

cegulu-s2 incubasfo a ©8°C (banho-mariaz) durante 20 minutos. Em

=
a ftoram adicionados 8 gl de acetato de amonio & M, pH 5,4 e

3

seguils
14l gl de etancl. Isto 1ol incubado durante 5 minutos em gelo
seco & seguilu-se centritugagio a 4°C, 14000 rpm durante

10 minutos.

il
w
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U sedimento 101 lavades com dlcool 70% & =za

)

T
"
-
i

sedimento foil ressuspendico em 10U a4l de Agua e utiiirzad
sequenclamento. Wuando n2o utilizade imediatamente fol armazZenado
a -z0=C.

111.11 ReagZo de segqgiienase

Num tubo eppendort foram colocados :

1 upul de "primer"

N

gl de tampZo de reansio
4 pl de DNA

cstilada

m
(]

&guz o

U_I
™
w]
4]

Incubou-se durante - minutos a 65°C num becker de wvidro e
deixou-se esfriar at& menos gue 30°*C. Em seguidas foram

adicionados :

1 ul de DTT
2 p} de mistura de ligag8o (diluido 5 x em H; U}

0,5 ul dATPF (5 uCi)

2 pl szeqguenase (1/8 diluida em tampZo de diluigcZo da enzima)

Incubou-se durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Enquanto :1sso foram preparados 4 tubos eppendorf da seguinte

maneira

G 2,5 pi
A 2,5 ul
T 2.5 wul
¢ 2,5 ul

ma b por tubo sendo G = ddGTP. A = ddaTkP., T =

u
ddCTP.

w
n
M

Oks. Apenss
ddTTF, C

Em cada eppendorf preparado como acima foram adicionados

1
f
3

o
(o]
w
(¥
~I

3,5 pl da suspenszo de DNA e, seguiv-se incubagic



mzris) durante 10 minutos. A reagic ol interrompios pelis z2zdil

R
[
ul

de 4 ul do corante.

Antes de serem aplicadas no gel as amostras Toram
centrifugsdas raplidamente e aquecidas a 20°C. (Tabor &

Eichardson, 12871,

111.12 Preparacso de gel para eletroforese de DNA

Foram utilizadas duas placas oe vidro pasra montar o gel. uma
grande (40 cm X 30U cm) e uma peqguena (35 cm x 30 cmJ). A placa
maior fc tratada com "repel coat'" e lavads duzms vezes com

alcoel. | menor fol tratada com a seguinte mistura

5 mi de &lcool
165 gl 10% &cido c&tico

1% ¢l "bind®

lsto foil misturado, despejado na placa e disperso de torma

homog&nea. ApHds 2 minutos a placa foil lavads 4 x com &lcool.

)

101
[11)

I de acrilamida foi preparado como descrito acima e
despe jado entre as duas placas, que foram colocadas uma sobre a
putra com dois espacadores, um em cada lateral e vedadas lateral
e terminalmente com fita adesiva, conforme ilustra o esguema
abaixo (figura 11l.45. As placas foram mantidas unidas através do

uso de presilhnas.



praca menor

A /a/aca malor
a A

espagador

s /D"esz'/ﬁas

Esguema da placa de eietrororese em acriiamida para

mento de DNA.

153
T
o
1
1]
3
(8]
b
53]

Quandeo o gel ji& estava polimerizado foram retiradas as fitas
adesivas., presilhas e pente. U espaco onde estavam os pentes foi
bem lavado com o tampZo de corrida com o uso de uma seringa. O
gel fol colocado na cuba de eletroforese & o pente fol colocado.

Fer-ge uma preé-corrida de 30 minutos a 80 W, 2000 V e 40 mA.

As amostras foram aplicadas no gel

k]

o
1]

iy

o

b S
s
|

(8

o

+3

[

[

0

m

16}
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corrida fol feita nas mesmas condicBes. Apd

{
W
[

o gel foi colocado para

n

ec em estufz =z 30°C & guando resiriado

fci submetido a autoradicgraria. A placa maior fol retirada e o

o

gel fticou colzdo a placa menor €, desta Torma tol colocado pars
1
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secar tBiggin et al., 133, Carninci et al.. 198
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IV.Resultados

IV.1. SelecZo de placas lisadas por fagos A

Apss a hibridizacZo das placas com as sondas I e 4c(descritas

no ftem {1l.). toram seleclionadas acs placas positivas por

sobreposigzo do filme de autoradiogratia nass placas com bactérias
e, &2 regifc positiva foi retirada do gel de sgar, o0s fzgos A
foram ressuspendidosem tampZo SM & armazenados =2 4°C com uma

gota de clorordrmio. Cada placa rescebeu um numero sendo gue o
primeiro digito se referiu a sonda (3 ou 4), o segundo ao nimero
da placa (foram feitas tres placas por 2nsalioc) e 0 terceiro aoc
namero que 1oi dado a uma determinada placa. Como houve uma trocs

. na verdade as placas comecadas peioc digit

o

i)
u

em relagcZo &= sond

f

3 hibridizaram com a. sondas 4 e vice~versa. As placas positivas

foram as seguintes:

(3.1.13, 301,200 301,33, (3.l.4a, (B.Z010, v3.202), (3.3010,
(3.3.23, (3.3.3), 4.1y, (4. 1.2.3.4), (4.1.5), (4.1.6),
(4.1.7), (4.2.1), 4.2,.2), (4.2.3), (4.2.4), (4.3.1) e (4.35.2).

A selegfc das placas foi feita semeando-se novamente
bzctérias com cs fagos A obtidos acima e apds hibridizagZo com as
sondas 3 e 4. Dos locais poesitivos foram escolhidas placas

individuais que ftoram usadas para infectar bactérias em gel de

zgarose. A hibridizagfc com z= sondas 3 e 4 fol repetida e os
fagos toram armazenados como acima.

IV.2. DigestZo dos fagos & com enzimas de restrizZo

- . - " - —

A de ndmero 30101, 3,201, 40204, 4.1.68, 4.1,

"
Lo}
w
™y
(]
n
[yl

4,1,1 e 4.1.2.3.4 foram tratados com Hind 11} como descrito em

e metodoes. Foram utilizades 10 ul! de DNA, 1 gl de tampio

1]
-t
m
¥
-
W

ge Hind [11 e seguiu-se incubagZo a 37°C (banho-maria)
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[
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gurzsnte 30 minutos. ApPRpOs este tempo foram adlicionados o ur o
corante (azul de bromofenoi) & cadza amostra € as mecsmas IOLAam
submetidas =z eistrororese &m gel de agarose (descrito em M.

Tocdas as amcsgtiras apresentaram um ou mais sitiocs de restiriczo

+3
e
(93
Ja
D
L
=
3

As amostras acima citadas Toram enviadas a Camb

fagocs A2 juntamente com a foto da eleitroforese, para gue filcazesse

registrado o material obtido e para que fosse determinada 8

localizag&o cromossomica do LNA obtige, gue & mostrada na flgura

IV.1. Nos decidimeoege trabalhar com as amostras 3.2.1 e 4.1.2.3.4.
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V.3, Tratamento

L com enzimas de restricdo

s tzgos &
crzimase de rest

uti lizado ©

s
il
n

3
th
4

posterior tra:t

i
1]

(

..w
il
o+

"Sovthern o

amostras I, .1

iV.4. Transtorma

m

05,4 8 .20l ftoram tratados com as

Il, Sac | e Sau 1lla., Tambem foi

rerimento, pars

X
bacterias. Este gel foi utilizado para

as 3 & 4 e opcorreu hibridizagZo com &s

bactérias JM 101

U 11=:

2

respectivamente

Com AS enIimas
um csistema de O
20 TERYeSSor 2

sintese de vcets

[
+
(o]
w
8]
[t
1]

D’:‘
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mert

tras 2.2.1 & 4.1.2.3.4 (A3 e & 4,

eriocos em bluescript apds © tratamento

citadas acima. U biuescript apresenta

FTs se zssemelha a lactose, ligando-se
csintese de betz-galazctosidase. X-gal =

procutc azul. Quando se

galactosiaase e por cuz vez nZc se forma mais o

midic bluescript com seus sitios

sl
©
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2850 Sspl Nael 134

2645 Xmni

2526 Scal
Sspl 445

Pvul 503

2417 Pvul ol e03

ori
(+) strand

Bluescrlpl M13 - "" & Polycioning slte
- ' (2.96 kb) '

2135 Csul

2130 Cir101

2000

AL
Pvull 977 !
1000
Al 1157
Polycloning Site .
Kpni Xhol Clal EcoR;/:' “'/Psﬁ BamHil Xbal Eagt Sacil R
L | | I e { 1 1 I i
T T ] T T T T ¥ 1
Apal Sall Hinalli EcoRl Smal Spsl Nort Bsixi Sact
Dealt Acci - s e
Hincliy : Tt

figura 1v.2

/ ¢ y = P o
Fimsmidio biuescript e seus sitios de restricao.

o

: . idos em
Foram selecionadas placas brancas de fragmentos 1nserlacs €
bluescript dos digestos de Hind 111.
Os frasmentos de Hind [1]l foram os seguintes : H.3.1. h.3d.=,
H.%.3. H.3.4, H.2.5, H.3.6. H.2.7, H.3.8, H.3.2. H.2.10 e H.&.11.

spenss fol utilizscdo o fragmento H.3.8 por conter s reglso da
Songs E dos tracmentos H.4.1 a H.4.11 foi utilizado o H.o4.Z

tambem por conter & regidoc da sonda.

T
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frztemento 1 Trztamenic = frzizmentc I Tratementoc 4
Bzl 11 Fat | Fvu 11 Xho I Bgl 11 Krn | oHind 11
czo R Fvu 11 Fet | xho |1 bpn 1 Sac |
Eoo K Eco RI Xheo [ Eco RI kpn 1 Bgl 11
Cla | Pst | Stu- 1 “no 1 oHind 11 f.pn 1 Nde |
“no Lo Fet Sty | Pst I Xheo I Dra | kpn [ Eco RV
i.pri 1 Sac | Bel 11 Xho | WNde | kpn 1 Cla 1
Fpvn | Bam HI Egi 11 Psxt | Xho | Hpa | Kpn | Eco ki
Aho | Sca 1 kpn | Xho |
Fst | Hind 11 Xho [ Fst |
Pst | Dra | Cila 1 Pst 1
Fst 1 Hpa | Eco RV

s tratamentos acima foram teitos com © intuito de == cbier

para seqiaencliamento.

0s trzgmeniocs necessarios para o segitenciamento do fragmento

m

H.4.2 torzm sub-clonados em pk 18 e fol determinads 2z s2qus

(i1
mn
0y
O

de rucleotidecs do DA e dos amino acidog correspondent

r

2sta seqil&ncia de amino

[11]

toi encontrada identidade entr

m

a de proteinas conhecidas., assim este clone nEo fol mail
‘utiliZzadeo para estudos.

£ figura 1V.3 mostra o rragmento H.4.2 e a localizag&c de

seus sitics de restrigZo.

g
(8]



- le\dm

-+ H\ndﬂ
+ Bami1
T Sac]
+ Bglﬂ
- ECORI
T Clal
1 EcoRY
4+ Xhol
T EcoRI
~~ EcoR 1

figura IVv.3

Iragmento H.4.< com seus s1ticos de restriciZs.

IV.6. Estudos com o fragmento H.3.9

O trzgmento H.3.8 també&m foil tratado por variac enzimas de

necessiriocs para o

O
0}

restric2c a tim de se obter os fragment

segqiuiencliamento e rToram utilizados os seguintes fragmentos para
este estuc.: &Cla |, abPst |, &Xba | testas foram delecies
teitas), Egl Il Bam Hl, Hind Il Hind I11. Xba [ Hind [Il. Alenm
disso foram utilizados dois ftragmentos Eco Rl clonados em pk 18
para o seguenclamentoc com o auxilio de oiigonuclectideocs. A
figura V.4 mostra os Iragmentos que foram utilizaoos neste

seguenciamento.

a
(cl

== Hind [IT



HIT Xl HI "Psﬁﬂ HI

(lal Bl i1 HI H.
i ! . . 0 Blan%an 1 i nm
Opst1p 1000 2000 3000
—
Xba P
H16 R , :
APstP H 13 1145
el HIZP ’
F A Pst §116
ABRB 2
-
Hi2P
me————-
HIZR
- : Hi3R
H13 115 3
BB 21R
ACEaR
AClail? ' :
B H1i6P * e
Pst 4R
AHIR

XH iR
e ast—

[

o]

1
1]

=)

1]

3

ot

[n]

xr &

.3.9 com seus sitios de restrigZo e diregZo de

Foram teitag divercas eletroforeses, e fragmentos foram

selecionados para o Seqgiienciamento.



Tratamento 1 :
aBgl 11

&HCla |

A¥Xho 1

ABam HI

sEco RI

sEco RV

aXba I
AS5pe |
akpn |
ASal

e delegties Bgl 11, Cla | e Xba 1 foram escolhidas
segiienciamento.
Tratamento 2 :
aPst |
&a5tu |
sNru
aSac |
&Sma I Stu |
&sSma 1 Nru |
aHind 11
As deleglbes Pst | e Hind Il foram escolhidas para
sggiienciamento.
Hossas observacHes mostram que h& apenasg um Sitio

o

restricZo no fragmento H.3.Y parsa as seguintes enzimas
Bam dl. Eco RV, Zma !, Spe |, Sal I, Szc¢ . Stu [, Nru
Eco Ki.

Mas zs enzimas Cla | (fragmento de =00 bps., Fst |
de =200 bp), Hind 1l (tftragmentos de 1400, 700 e 300 op)

para o

¢ Xho 1.

I, pn 1 e
(Tragmento
g Xba |



(rtragmento de 400 bpy t&m peloc menos dois zitios de recstrici&o.

Tratamento 32

Ci }

0

 Cla | EBam Hl
Pst |

Fst | Bam HI
Hind 11

Hind 11 Bam HI
Cla [ Pst 1
Cla I Hind 11
Fst I Hind 11

0 fragmento Cila | Pst | ftoi escolhido para o segiienciamento.
Tratamento 4

H.3.9 Hind 11

H.3.9 Pst 1

H.2.9 Hind 111 Bgil 11

H.3.9 Xba 1

pk 18 Fst | Hind 111

pk 18 Cia | Hind 111

pk 18 Hind 11 Hind 111

H.3.2 Pst | Hind 111
.9 Hind I Hind 111

T
9N
o

Cla | Hind Il

I
(¢
w

g fragmentos Pst | Hing 11, Cla | Hind [11 e H@nd 1

Hind [il foram escolhidos para o sequenciamento.



(s rragmentos HY ate H1E, gue sZo fragmentog derivagos de
H.Z.9 e subclonados em pk 18, toram clonados em pk 18 e tratados
com Eco Rl e Hind Il] para que foscsem selecionados fragmentos
para © sequenciamento, como segue :

HY Eco RI Hind 111

Hs Eco Ri Hind 111

Ho Eco RI Hind 111
H10 Eco El Hind 111
Hil Eco Rl Hind 111
HiZ Eco KI Hind 111
H13 Eco RI Hind 111
Hi4 Eco RI Hind lil
H15 Eco RI Hind 111
Hit Eco Rl Hind 11}
H.3.% Hind 11

Ho caso de BEL a BB1O, gue tamb&m sZo fragmentos derivados
de H.3.9 e subclonados em pk 18, os fragmentos H.3.8 toram
cortados com as enzimas Bam H!I e Hina 111, mas o plasmidio pkilg
toi cortado com Bgl 11 Hind 11l. Neste caso Egl 11l & usada porque
pkls nEo tem =itioc de restric&o para Bam Hi. Como as duas enzimas
t&m identiagade pércial; tornaz-se possivel se utilizar deste

recurco.

agmentos foram tratados como segue na

EBS e BEE foram clonados em pkls.

e H16 foram selecionados neste

cseguinte

~I
G



H1
H1O Eco
H.3.% Hind
Eco RI1 111
Hind 111
Hind 111!
FI
PII

111

H3 Hind

Hs Eco RI
pk 18 Eco RI
R1 Hind

Rl

BES Eco
Hind

1T Hind

Foi feita

tratados com as enzimas de restricio Cla |

O fragmento BEZ21 foi

<

Tratamento

ERBZ1 Cla | Pst |
H.2.9 Cla | Pst 1
RBZZ Cla 1 Pst 1
plk 18 Cia | Hing 11}
H.3.9 Cla | Hind 111

IV.7. Estudos com os fragmentos E15 e E17

As segu&ncilas dos oligosnucleotideos
determinar a segu&ncia daos rfragmentos kEco
s&80 as seguintes ¢
AB1145 GTACATTCTAALATATG
ABllae ACTTATGTTTTCAGC
ABL118 TTACTCTAAAGTTAATT
ABl1l1le GATATTCTATCGCTG
ABL1117 TCTCCTGAALTTTAG
ABl111E GTTGAAAAGGGATGA

uma eletroforese dos fragmentos EBBZ1 e BEZZ

Fst I.

selecionado para o sequenciamento.

*
\

0

que 1oram usados pa

Kl clonados em pk 15,

1



ram tTeltas eletrotoreses dos fragmentos obtides de A

Fo 3
sdos com Eco Rl clonsdos em pk 18, os fragmentos EL15 e E17

et

tra

[0}

focam utiiizados para estudos posteriores.

(]

Tratamento 1 Tratamento 2
E1G Eco R Ei6 Eco RI
Ell Eco E! E17 Eco RI
E1Z Eco EI Ei1i8 Eco kIl
A83 Eco RI ’ A%3 Eco RI
E1Z Eco Rl ' E10 Eco RI
Ela Eco RI E20 Eco RI
E18 Ezo RI EZ1 Eco Rl

Tratamento & Tratamento 4 ) Tratamento 5

ELS Hina 11 E1S Hind 111 ' E15 Hind 11

E17 Hind 111 E17 Hind 111 H.3.9 Hind 11
H.Z.3 Hind 111 Ei1% Hind 111 Eco RI E17 Hind I}

Elg Hind 111 Ei7 Hind 111 Eco RI E15 Bgl 11 Eco RI
EL2 Hind 111 E15 Kpn | Bgl 11 E15 Bg! Il Kpn |
E15 Cla | Pst 1 E17 Kpn 1 Bgl 11~ E17 Bzl 11 Eco RI
H.3.9 Cla | Pst 1 E15 Kpn | Cla 1 EL17 Bgl 11 Kpn 1

E17 Cla | Pst |

tes feitos acima citades Toram realizados a2 fim

il

n

os te

-1

U]

de se determinar a localizagZo dos sitios de restrigZo dos

1nJ

ITragmentos, O gue mostra a figura V.5,

(



FcoRI

iLocalilzac&o dos sitios de restrigo dos rfragmentos E15 e EI7.

Foi feita uma comparacZo da localizacZo dos introns do nosso
fragmento com 0 gene Gax de Drosophila.
Uz introns 1 e 3 localizam-se no mesmo lugar. Vejia

“tigura lV.e.



figura 1V.6
Comparag&c da locallizacfo dos Introns do gene G de

Caencrhabaoitis eiegans e de [roscpnila.

T

s

Seqgilenciamento do DNA do gcene Gom de Caencorhabditis eieg

No apendice 1 & mostrada a seqgiiéncia de nuclectidecs & a

seqiténcia correspondente de amino Acidos de H.3.8.

(e}

gene £ apresentado com a estrutura introns/exon predita.

limites deos introns derivam _de uma comparagfo do Open Eeading

U

Frame resultante na regiZc codificadora dagueles outros gene
(veija apendice Z) e de uma busca de identidade (homologia) com
segi@ncia consenso para os sitios de ligac&o de Caenorhabditis
eiegans {(Wood, 1988)., Az € baces mais externas de todos os

introns est&o sublinhadas. A seqié&ncia TTTCAG & quase

perfeitaments conservada ao sitico de ligagdo aceptor de ftodos
introns. A indicagZo de um sitio de ligag8o acepior em potenci
& esquerda ds iniciag3oc ATG (coordenada 129) nZoc ests

naturalmente baseada na comparagZo com as segiéncias de outras
subunidades &« da proteina G:; a raz8o para este IindicafZo & que
ela combina (tem identidade/ﬁohologia) 100% com 0 consenso € g
suz proximidade ao triplet de iniciac2o a torna uma possivel

candidasts para & trans-ligac2o., Os sitios onde os

"

cligonucieotideos Toram pareados no PCR estZ2o em negrito e

sublinhado.

|

-~
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Guando ecstes &0 comparados & sequéncia atual a gqual eles

tn

correspondem no gene gpa-X encontrs-se o seguinte : o probe 3b
corresponde ao complemento da seqiénecia de DNA atual

GGATTCATTGTTTTGAAGATG (bp Z0zZeE-2047) na gual todos os residucs

reciam estZc imprimidos em negrito. A tradugZo desta

T

que
segilféncia em aminoacidos & KWIHCFED., Esta & & segiiéncia & qual
nos nos referimos e esta sem davida conservada neste gene de
Caenorhabgitlis elegans.

0O primer la parece ser direcionado & uma seqgil&ncia gue n#€o &
conservada no grau que deveria ser reconhecida; a seqid2ncis de
amincacidos na regi&o que nds rerterimos em gpa-2 & YFPNATDT.
assim gue apenas 3 dos 9 aminoiscidos tém identidade. Nos

azstreamos & Sseqiéncia de gpa-2 para uma sequa&ncilia que combina

e}

com 3 seqgié&ncia do primer la, e encontramos que o melhor se
encaixa & bp L585-1610 : ACATAAAAACTTCCAACAAGACG. onde novamente
as combinaciBes ecstZc em negrito (e h& uma talha de Z bp no primer
guando alinhado com a segiéncia correspondente em gpa-2ZJ). Note
gue o primer la era altamente aegenerado de modo gue uma razZoavel
identidade seriz provavelmente encontrada em multas sequéncias. O
tamanho do produto do PCR corresponde & disti&ncia pressumida
deste gegundo sitic inicia ao sitio onde o primer 3b hibridiza
(aproximadamente 400 bp). A conclusZo & gque a2 iniciacZo correta
do primer 3b d& especirticidade suficiente para a amplifica;éé do
produto desejado . As condiglies para o PCR toram as recomendadas

peios fornecedores da Tagq polimerase (Cetus), com 40 ciclos., 30"

de anelamentoc a 40°C e 1’ de tempo de elongacZcos. Como molde de
DMa nos usamos DNA genémico de Caenorhabditis eiegans puririczdo

como descrito em Wood (1988). Um fragmento de DNA resultante ds

4
[}
-

a0 bp 1ol isolade de um gel de agarose "Low Melting”, e

w

radioativamente marcados usando o metodo de iniclagZo randomizad
(Boehringer) e utilizado para rastrear um banco gendmico de DNA
de Caenorhabditis elegans em & 2001 (uma doagZo de

Dr., J. Eulston, da Universidade da Califérnia:



I1Vv.8 Comparac&Zo da cadeia poiipeptidica do gene Gz

Uy

4 cadeia polipeptidica do gene Gx de Caenornabditis elegan

foi comparada com a de outras proteinas Gx conhecidas. 0 apendice

Z mostra o resultado desta comparacZo.

0 alinhamento foi feito pelec programa CLUSTAL de Deveresux et

1. (18845, A seqgiifncia de rato foi de ltoh €t al. (1l988) & &

o

eqgiéncla de [Drosophila de Provost et al. (18988)., A identidade &

n

mostrada por sombreamento. Algumzss das regifes mais conservaedas

. cuijzs fungdes rforam assinaladas; slas esté

L}

s18Ge

(11

coincidem com r
indicadas por letras maidsculas (gue correspondem aquelas de
Lochrie & Simon (189883 : A & o dominic de ligasgdo com o fosrato.
C tem um papel na atividade GTPAsica, G & a regido de ligacio
nucleotidica. e | tambem-est& provavelmente envolvido na ligsacio
com © nuclecoticdeci. 0O residuo de cistelina que & o sitioc aa ADP-
ribosilacZo catalizado pela toxina de pertussis na proteina do

sdo com um asteristico.

5
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V. DiscussZo

Experimentos prévios mostraram que =z similaridade da
subunidade £ da proteina G entre diferentes organismos toi
suficientemente alta para permitir a identificac&c de um clione
contendo o gene G do nematoda por hibridizagZo de baixa
estringé&ncia com um probe de cDNA de mamifero (van der Voorn &t
al., 1980); tentativas de se fazer o mesmo com probes de ¢DNA de
Ga fTalharam, o que provavelmente reflete a alta divergé&ncia entre
estes genes. Entretanto alguns dominics do gene Ga s2o ftortemente
conesrvados e.g. entre mamiferos e [Droscphiia (Provost et al..
19688) e ntts selecionamos misturas de ocligonucleotideos
correspondentes a estes dominios qgue podem cservir como primers em
amplificacZo por PCR (veja legenda para apendice 1). Estes
oligonuclienotideos foram todos testados num PCR com DHNA gendmico
de Caenorhabditis eliegans.

A seqilnecia do gene & mostrada no apendice 1. 0Os limites
intron/exon seguem-se de sitios de ligazsoc doador e receptor do
nematoda (Wood, 19887 e resultam da comparacdo da seguéncia
codificads predita de genes G& dv outros organismos (Lochrie e
Simon, 1988). l=sto nZo prova que nds ldentificamos todos os
sitios de ligacZo corretamente, entretanto o alto grau de
conservacdo em varioe dominios das regifies limites codificadas
tornam a possibilidade para sitios alternativos tZ2c a2ltamente
improvavel assim como que o "reading frame®” identificado seja
incorreto. Note gque & posigZo -4 relativa ao sitic de iniciagio
ATG uma seqiuéncia aceptora perfeita & encontrada (tttcagr/aa:
istb pode indicar gue h& um outro exon & esguerda, ou que outro
exon & adicionado por trans-ligac&o (Krause e Hirsch, 19z
sers investigado futuramente, e.g. pelo segiuenciamento do cDHA,

7O, de 1937 a 1i9gs e 2hal a Zol

]

Us introns gue correm de 251 a 4

estioc exstamente ns mesma posic&0 corresponaente zos introns do

(]

gevie DGl de Drosophila (Provost et al., 198875: 1steo signirtica

gue todos menos um dos introns no gene de Drosophila sio
congervados neste gene de (sencorhabditis eiegans. A localizacdo
dos introns de 251 a 1270 e de 1927 & 19295 tambe&m £ conservads

(8]
C



nos genes das subunidades Goz=, Gsg e Gia de protelins s de mEmil
(kaziro et al., 1988). Pode-se notar que genes parecidos com gp
Z e gpb-1 (van der Voorn et al., 1880) té&m um intron de mais ae
1000 pares de base que neste caso tamb&m & o primeiro intron ns
regi8o codirticadora; uma situagZo similar provavelmente existe
para gpa-3 (M. Lochrie, comunicacZo pessoal). Desde gue & malor
dos introne de (Caenorhabditis elegans sZ0 pequenos, este primel
intron longo pode ter um papel na regulac3o da expressZoc do gen
dectas subunidades de proteinz G.

Recentemente outros laboratdrios nos EUA e Europa também
iniciaram & clonagem e zegidenciamento de genes que codiricam
subunidades da proteina G de (Caenocorhabditis eiegans, em acordo
com estes laboratdrios fol proposto que o gene da subunidade £
da proteina G descrito recentemente por van der Voorn et
=2].01280 =ser& chamado gpb-1, e © gene aqui descrito gpa-2.

0 apendice X compara a seqid&ncia do produto predito do gen
gpa-2 com GmiZ de rato (ltoh et al., 1956 e 1958 e com o predi
para DGzl de [lrosophila (Provost et al., 1488). Alguns dos

dominios das proteinas cujas fungdes foram previamente
assinaladas (Lochrie e Simon, 1888) estZc indicados:; estes
dominiocs s&o conservados em gpa-2. _Geralmente residucs gue sZo

conservados entre todas as outras subunidades & de proteinas G
{preditas) sZo também conservados em gpa-2Z, mas alguns residuos

diterem entre gpa-Z e o consenso de todas as outras subunidades
das proteinas G. Eles est&o sublinhados na figura 23 como pode
ser visto eles parecem ser agrupados nz area 135-15Z2 (gue & em
gera! uma &rea pouco conservadar. U residuo de cisteina (3521 g
£ o sitio ace ADLP-ribosilacZ€o pela toxina de pertussis em muitas
protainas G ndo esta presente em gpa-Z. A comparzgfo da sequEnc
ae varios genes G- de mamiteros levou a& uma classiticacifo (i,
Z etc.: baseadz na similaridade destas sesqif&ncias : & sequéncia
de gpa-Z de Caenorhabditis eiesgans difers demals des segufrcias
de mamirercs para gue seja claramente inciuida & uma destas
clacsses.

Como mencionade acima. ¢ obistive destes experimentos £ ©
isolar e caracterizar mutantes gue sejam deficientes em um gene

g1l

T

ia

ro

4]

e

to
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ia
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de subunidade de proteins G. Desde que o0c Zenes podem Sel
essenciziszs o objetivo imediato & o de isolar animais
heterozigotos para uma certa mutac®o, e entdc anzsliszr o fenstipo
dos % % de mutantes homozigotos nos descendentes. Agora que 2
seqii#ncis de um gene Gax gen@mico do nematods & conhecida n&
varios modos para se isolar os mutantes correspondentes ¢ 1.
Saturac-Zo mutagénica da regifoc do croﬁossomo V onde o gene Toi
mapeado. Uma desvantagem deste metodo & gque ftem que se fazer uma

Z. lnati

embrionarioi,

sobre o ftenatipo. do mutante (

vag&o do

que ele & um le

=2, 8.

gene por recombinagZo homdl

tal

czZa

aqué pode ser felta injetando-se DNA do referido gene mutado no

cvario dos-
transposon inserido
dirigidz em Drosophilia

Caencrhabglitis eilegans

vermes hermafroditas)
(recentemente demonstrado por

(Ballinger e EBenzer,

pode-ce

e 3. DeteccZo por PCR de

1989

usar Tcl para

um

mutagenese
noc caso de

este propdsitol.



RHesumo

Um gene que codirfica & subunidade &« de uma proteina
regulatdaria guanina nucleotideo (proteins G) ftoi isolado de um
banco genémico de LNA de Caenorhabditis eiegans., A regido predita
coditicada & colinear a2 genes relacionados de mamiferos € a
seqgiiénclia de 356 amino acidos mostra 63 % de identidade a e.g.

to. Trés dos oito introns dentro da sequéncia

r
coditicada est3o exatazmente na mesma posicEc dagueles num gene da
d

Ryl

csubunidade & de uma proteina G de Drosophiiz, & dois destes
tambem estEo conservados nos homélogos de mamiferos. O gene do

remstoda nSo coditftica o residuo de cisteinz gque forma © sitio dque
& gubstrato para 2 toxina de pertussis catalizads por ALF-
em varias proteinas G.

A despeito da similaridade com o gene da subunidade de prote

miteros o gene nZo pode ser claramente categorizado como

pertencendo as classes das proteinas G reconhecidas em mamiteros
(Gxi, o, z, etc). U gene foil mapeado no cromossomo V. A clonagem
e sSseqgienciamento deste gene pode ser o ponto de partida de
experimentos gen£ticos reversos com o objetivo do isoclamento de

animais mutados numz subunidade: & do gene - de proteina G.

ar
w
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Apendice 1

Sequéncia de nucleotideos e sequéncia dos amino &cidos
correspondentes do gene Gx de Caenorhabditis elegans.

1 CCGCTTTTTéTTCCTCCCC%GCTCCTCCCACAATCATTTéATTTTCAGTéAATTTTTTB&TAATTCTCG%TATCGCGBAéCTTCTCACT%TTTGTGAA?

101 TTCCTCTTTAACARACATC%GTTTTTCAEARAATGGGTC%GTGCCAAAG%GAGGAGGAAAAAGTTGGAA&ACTGAAABG;CGTGCAATT&ATARGGAGI
M G L o Q S E E E K v G T L K S R A I D K E
201 AAAACAGTTéCARBCBAGC&AGGAACGABéTGTCAAACTATTATTGCTA&GTTTGZABAéTATCTCATAAATECAATTT%TATTTACAR%CABATTCT(
K ©Q L Q T s E E R T v K L L L L

30IAVCCHTAKTTAAAATGRCGCCAGTTAKCBGKAGGTTGCCBT&GTACTAGACATGACTATGTéGGATTGAATACACATGTTAATAGTCTGTTATAAAGTGTT
401 AABAACGAAACAATAARAT&AAAATCBACéAAAATATACéTTCAAAAATAATACGTAAA%TAATATTTTAATBCAATAAAGGCGGATTAATCCGGATAT
501 TGAGGCGTA%GTGGGBARA*GAATGBTGT&TRCTTAAAA&TABTAAGTTAATTTTTTTGéAAAAATGTAAGATGBTATGAAAAARGTGTATTTAABTAJ
601 TATGGAAAC&GTTGAGAAGAATCTGAAGCéTTTCTGRAT&TTTTTTTGAAATTTTTGCTéAAAACATAAéTACCGARTG&TCAAAATTT&TABAACTG
701 CTTATTTAT%ITTTGTBGTACTGTTTATG&TBTTTTTTCACATTAAAAT%ATTGAAAAAAAGAGTTCTCAACAGCAATC&CCCTTTTGAATTTGTTTU

801 CTAGTCTCTCAACATACATAATCTTTTTTTCAARCAGAACAATGATTATCACCAGACTAGAARRARATATCTCATGCGTAATTTCTACTTATTTTCTT

901 TTGTCTTTTCARTTCACARATCAARAARRTAAACTGATGGTGACTAAACCGARATARAATTCATGTGTCATCAGTTTACGTCAGATGACGTTGGATTCTC!
1001 GATAGTTGTGCATTGCGATTTTGTGTTTGTTTGTTTGTTCCTCCTATATCTARACTTCATGTGAAGAATGRAARRGACARRAGGATTTCGTGAGRATGAGH
1101 CTCAARAGTGCACAAGGACTTTGATTARATTCAATTTARATTTCGATTCACACTTAGARRATCAGARTCCTCTTGGGGGACARACCTTGTACTATGACC!
1201 TAGAATGAGTACACTTCCTGARTGTTTGCGCCTATAATARTGARARTGARACTATGACATTAATTTTCAGGAGCCGGAGARTGTGGARAGTCARCGGT!

A G E Cc G K S T V
1301 "TCAAGCAGRTGAGATTGCTCACGTCAARRACAGTACACAGATGAGGAACTTTTGACGEAGCGCCARGSTATTTGAATFTAGAGATTTTGARTATARAATG!
K Q M R &k L T ] K @ Y T D E E L L T ¢ A K ®

1401 GAATTTTCASTTGGTATACBCAABCATRGTTATTGAAATGGATCATTTBGTCRAAGCABTGCCAGCTGCCGGATTGAATTTTTCTGATCCGATGAGAG

L v Y T N 1 v I E M P H L V K A M P A A G L N F S D P M R E

1501 GTGAGIGTAGTTTGAACTTTTCAGTTTCCACTTBTTTAATTTTCAECATGATGTTCBCATGCTGACCCTCTACATTAAAGATATGCABCBTLLAALCT

H D VvV H M L T L Y I -K D M @ H K N F

1601 CLLCALGACGCTGCAGBTCATGTGGAGGTAACIGTTTCAAAACTTCCTCGAAAGACAATATCTCCTCARRTTTTAEAAACTATGGAARGATCCAGTRG

o ©Q P A A D H V E K L W K D P V V

1701 AAARRGACTGTATGCCGAGAGARARAGARTTGARTATTCGAGATATTGGTGATAACACGGAATAGTGAGTTTTTTARCTGARACCTTAARRAACARAARG
XK R L Y & E R K E L N I R D I G D N T E



1801

1901

2001

2101

2201

2301

2401

2501

2601

2701

2801

2901

3001

3101

3201

3301

3401

3501

ATTTCAGCTTTTTTGARARCCTGCCAAGARATATCAARAGRAGATTATCACCCAARRTGCGACAGACACCCTTCTTTTGCGGACARRAGACARCTGGART
F F E N L P R 1 s K E D Y H P N A T D T L L L R T X T T G 1
AGRAGTTGGATTTGRART TARARARGTCAAGTTTAGGTARGTGATTTTGAARARTARRARRTTTGATRTTCTATCGCTGATTTCAGGGTATTTGACGT?
E V G F E 1 K K A K F . \Y F D \'
AGGTCAARCGGTCGGRGAGAAAGARATGGATICATIGYT Y TTGAAGATGTCAATGCARTTATTTTCATTGCAGCGCTTTCCGAGTATAACGAAGTTTTG!
G Q R s E R K K w I H C F E D v N A I 1 F 1 A A L s E Y N E \Y L F

GRRGATGRGACRARCGGTGAGATTTGTTTGATARATCAGATARCTTCGGAAARARRAGTATCGTTTTAGARTGAARTACCTATTTGTCCTATTTGTCGGAER
E D E T T
TCCCATCTTTTTTTTTTGATATATTGTATCTTTCCCARACATTTCAGTAGTTATARCAGTTTTTRATTARACTGGARARTGAGATTTTCAATTAARGTGF
AGGAGTAGAAGACARTTAGCAARCACATGGTACATTICTARATATGARTARRRCAGTCTATTARARATRARARATARAATTTTCCAGAACCGAATGATC
N R M 1
ATCCRTGCGACTTTTCGARTCAATTTGTARTTCTCGATGGTTCCATARTACTARTATIATCCTTTTCTTGARCARARARGGATTTGTTCGAGGAGARRAL
s M R L F E S I [of N S R W F H N T N 1 1 L F L N K K D L F E E K 1
AARGARGGAGAATATTCATAAGGCGTTTCCGGAATATCGRAGGTAAGTAATTGGATTTGCCTATATACTTITTCAATTTTATCTTTARATTTRAATARCTC]
K K E N 1 H K &a F P E Y KR
AGTTTTCTARATTTCAGGAGAGCAAAATTACGCTGRARACAGTCGCATTTATCAAGACGARATTCGAGGCGCTTTCCARTRACCCGRAGAAGACATTC
E Q N Y A E T VvV A F I K T K F E A L S N N P K K T F Y
GTGCACGARARCATGCGCARCARGACACAARRTCARGTGCARRAGATTTTGGATTCAGTAATTTCGATGATTATTCARAGTARCCTACACARATCTGGACT
VvV H E T Cc A T D T N [o A o] K I L D = v I S M 1 I ¢ S N L 'H K S G i

- ATTARGCCTATTTAGACTATTTTGTTTTGTGCTCTATGTCTGTTGTGCTACGTGTATCTGGTGTATGTCTATTGACRATCAATCGATTATTTATACCC

*

TARACATGAACTATTTTGARATTGTAATTCTTICGTTAGARGGATATTCCARCGATCTTGTGCTCTTAGATCTCCATGARARAGTATTTTGATTTACAE

GTGTCAATTATCCTCATTTTCCTCGCTTGTTCAATCATTTCTCCTGATT T TAARCTCATTTTCCAGTTATTCATTCATCCCTTTTCAACTGTTCATT

- ARRRRRTCARRAGTTTTTGTCARTCARARRATCARTARAGAT TARRT TTAAGATCTTGGATTGAARACTAGCACATCCCAAARATGGGAARGTCTCARTTGRG!

ATTCCCAGTAGRTCCTTGARAACTT TTGCTCCGATGGTTCATCGAATTTCCATTTAGCARCTCCAGCGARTCGCAATGCAAGTTGTACTTTGCTGCCACATC

GGATGTCATTTCCATTGRTAATCTAARATAATTATGTTTCGAACCTTTGCARATATTCTACTTACATATTGATCATTGAAGARCATAATTGCCTTT T
ATGRTGAACAGRTCATAGATACATGT TGACATCCGACAGTATAAGTARAACTAGGGGTTCCGAATGTGARTTTTGTTTGTGCGAAAGTTARRGGCATA"

TTTATCARAGATAGTTTGCGTTATARGTTGCGGAGGTTTCGAGCAGTTGCAARTCTGARAATTACATRARACTTARTTCCCAARAACAAARATTTGCAT'



Apendice 2

Comparac&c da sequéncisa do polipeptideo
Caenorhabditis elegans com

Gpa-2
Rat GiaZ2
Drosophila DGal

Gpa-2
Rat GiaZ2
Drosophila DGal

Gpa-2
Rat GiaZ2
Drosophila“ DGal’

Gpa-2
Rat GiaZ2
Drosophila DGal

Gpa-2
Rat GiaZ2
Drosophila DGal

Gpa-2°
Rat GiaZ2
Drosophila DGal

MG --SEE

outros

referente ao gene Gx de
polipeptideos.
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Apendice 3 : Soluces usadas

1.5 % 7.5 g para 5060 ml de LC
Autoclavar a 120 *C durante Z0 min..

Top agarose
0,75 % 0,75 g para 100 ml de LC

Autoclavar-a 120 *C durante 20 min..
Adicionar : { m! de MgSUs a I M
1 ml de maltose 20 %

MgS0Os. - para estabilizar os fagos.
Maltose - para induzir expressZc de receptores de fagos lambda
(tem o mesmo receptor que maltose).

Agarose para gel de eletroforese

Para 500 ml de TAE
1 % agarose = 0,5¢g
Micgturar bem num vidro tampado e autoclavar durante 5 min..

Meio LC

10,0 g Trypton

5,0 g extrato de levedura
8,0 g NaCl

2.4 g MgS0..7H20

Completar com &gua destilada para 1 litro, acertar o pH (7,2-
7,5), autoclavar como acima.

Solugc&o para denaturaggo
Estoque Utilizado " Volume total
NaOH 10 M 0,5 ™ 250 ml

Volume de NaOH = 12,5 ml! (10 M)
Volume de H20 = 162,5 m!



SoltucZo para neutralizag&ao

Estoque Utilizado Volume total
NaCl 5 M 1,5 M 250 ml
Tris-HCI 1 M 0,5 M 250 ml
Na, EDTA 0,5 M 0,001 M 250 m!

Volume de NaCl = 75 ml (5 M)
Volume de Tris-HCI = 125 ml (1 M, pH 7.2
Volume de EDTA = ¢,5 m! (0,5 M, pH 8,0}

Solucsa de pré-hibridizacZo. (300 ml)

Solugdo Volume Concentrago final
20 X g5C 80 ml & X

50 X Denhart's 6 ml 1 X

10 % EDS 15 ml 0,5 %

TampZo SM

NaCl 5,8.g. .

HESDAA7H:D ;,O o4

Tris-HCI 1 M 50 ml

pH 7,5

Gelatina 2 % 5 ml

Completar para 1 000 m! com agua destilada, e esterilizar por
autoclavagem. -

Meio para crescimento de bactéria NM538

20 ml de LC
0,2 ¥ de maltose

20 X 55€C
NaCl a 3,0 M 175,00 ¢
Nascitrato 0,3 M 88,23 g

Completar para 1000 m! com &gua destilada.

PEG (Polietilenoglicol) 20 %

NaCl 2 M 29,22 g
PEG 20 % 56,00 ¢
Completar para 250 ml com tamp&c SHM



TampZa para

Nall 0,15 M 5 ml de NacCl
Glicerol 50 % 25 ml
DNage 1,0 mg/ml

Volume final 50 ml

de glicerol

1,5 M
100 %

(completar com Agua destilada).

(6 mg/ml)

em EDTA a 10 mM,
pH 7,5.

Tris-Hcl

100

TampZo L1

FENase (20 mgs/ml), DNase I

mM, NaCl 300 mM, BSA (0,2 mg/ml)
Fara 10 ml

Nacl 1,5 M 2 ml

EDTA 0,5 M 200 pl

Tris 1 M 100 upl

BSA - 2 mg

DHNase 60 mg

RNase 200 mg

TE pPH 8,0

Trig-HC! 10 mM pH 8,0
EDTA 1 mM pH 8,0

SolugcZo para placa de eletroforese

Alcool 5 ml
Acido acético 10 % 165 pl
"Bind" 15 pl

Misturar bem, aplicar na placa,
limpar bem com &lcool.

deixar secar durante 2 min., e

Gel de acrilamida

Uréia 125 ¢
TBE (&x) 50 ml
Acryl 40 % 25 ml

Completar com &gua destilada para 250 ml:

Adicionar 2 colheres (pequenas)
agitar durante 15 min.,
Utilizar 60 ml
Adicionar 2 X 66 ul
e 66 ul de TEMED,

de APS

de rexin,
filtrar em papel
e filtrar em filtro de 40 um
(persulfato de amonio)
para acelerar a polimerizac&o.

aquecer (37 °C) e

de filtro.



Agarose low melting para eletroforese

Agarose low melting 200 mg
TAE 20 ml
Derreter em magnetron e completar com Agua destilada para 20 ml.

Agar com X-gal, IPTG e antibiatico.

Freparar o &gar como descrito anteriormente & guando ele estiver
a uma temperatura de aproximadamente 40 °C adicionar, para 250
ml, 400 pul de X-gal, 200 pl de IPTG e 50 pl do antibidtico
(ampicilina ou canamicina, no nosso caso). Misturar bem e
dezpejar nas-placas-de petri,-deixar golidificar-e secar em -
estufa a 65 °C.

8,0 % de sacarose (peso/volume)
0,1 % de Triton-X-100 (volume/volume)
50 mM de EDTA

50 mM de Tris-HCI pH 8,0

TAE (X 40)

Trizma Base 18, 38

NaAc 10,886 g
NaCl 4,208 g
Na, -EDTA 2,878 g

Ajustar o pH 8,05 com HAc e completar para 100 ml com agua

bidestilada.

Brometo de Etidio

Para 20 m! : 160 mg diluir em &gua destilada.
Conservar protegido da luz na geladeira.
Solug&oc em uso : 0,5 pg/mli
100 ul 8 000 ug estoque
1 pul : 8 pg
Fara volume de 100 ml :
V = 6,25 pl . ,
6,25 ul da solugZo estoque para 100 ml de tampZo TAE.



100 x DENHART’S (Segundo Fillows)

0,5 g de PVP

0,5 g de Ficol 400

Completar para 25 ml e autoclavar.
BSA 2 % 0,5g
Volume desejado = 2
Colocar mals ou menos 20 m! de H, 0O bidestilada estéri]l nas 0,5 g
de BSA; ajustar pH 3,0 com HCl 2 Nj; ferver durante 15 min. em
banho-maria, deixar esfriar um pouco e deixar no gelo durante 10
min.; ajustar novamente o pH = 7,5 com NaOH 2 N, colocar numa
proveta-e acertar o volume para 25 ml (n¥o autoclavar). Misturar
os dois, aliquotar e congelar. ‘

mti

oW

Tampio. tris para fagos

Tris-HCI 10 mM pH 7,4

MgCl. 10 mM

NacCl 20 mM

TBE x 5

H: S50, (96%) 9,8 ml

Trizma base 378 g pH 8,0
Volume final 1 000 ml

TampZo para tanque x 5

Acido bdrico 43,5 g
Trizma base 435,0 g pH 9,0
Volume final 1 000 ml

- - G = = e G e = e G e = e e - e e e = e e B e o= e r M = o e e mm o = - = - — = - - — - ———

Sefadex G-50

Sefadex G-50 30 g

TE (pH 8,0) 250 ml

Aquecer a 65 *C durante 1-2 h, deixar esfriar e decantar
Desprezar o sobrenadante e adicionar novamente o mesmoc volume de
TE (pH 8,0). Armazenar a 4 °C em vidro tampado. ’



Componentes do tampZo

A B L M H
Tris-acetato 33 - - - -
Tris-HCI - 10 . 10 10 50
Mg-acetato 10 - - - -
MgCl, . - 5 10 10 10
K-acetato 66 - - - -
NaCl - 100 - - 50 100
DTE - - 1 1 1
DTT 0,5 - - - -
Z2-mercaptoestanol - 1 - - -
pH a 37 °C 7,9 8,0 7,5 7,5 7,5

DTE = dithicerythritol
DTT = dithiothreitol

L]



Apeilgice 4
Simbolos e abreviagles usados.

ADPF adenosina difostato

BE1 t/m BR1O fragmentos de H.3.9 c¢r'rtados com Bam H! e
Hind 111

CTAB _ Cetiltrimetilamoniobrometo

dATP dioxi-adeninatrifosfato !

dCTP dioxi-citosinatrifosfato

ddATP dideoxi-adeninatrifostato

DEAE dietilaminoetil

dGTP dioxi-guaninatritostato

DA : acido desoxiribonucleico

po - : densidade "Gptica

DTT ditiotreitol

dTTP dioxi-thiminatrifosfato

E1CG t/m EZ1 fragmentos de A3 cortados com Eco Rl e clonados
em pkl8

EDTA » ethilenodiaminotetracetico Acido

GMP guanina moncfosfato

,H.3.9 fragmento de A3 cortado com Hind 1!l e clonado
em bluescript

Hi t/m H1O - fragmentos de H.3.9 cortados com Hind Il e
clonados em pkis

PTG . isopropil-pB-D-tiogalactosides -

marker 4-DNA cortado com Eco Rl e Hind 111

rb pares de base

PEG polietilenoglicol

ras oncogene ras

rpm . rotagfies por minuto

SDS- s&ddio dodecilsulftato

src . ' oncogene src

58C ) saline sodioccitrato

STET : sacarose triton-X-EDTA-tris

TAE o tris-acetato-EDTA

TBE tris-borato-EDTA

Tcl transposon cl

TE tris-EDTA

URNC uncoordinated mutant

uv ) ultravicleta

A-g=zli S-bromo-4-cloro-3-indoil #-D-gaslactosideo

& deleg&o



