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RESUMO

Este trabalho contem alguns estudos fisico—quimicos_ de
DNA polimerases dependentes de RNA., Poliaminas, em presencga de Mg2+,
exercem um efeito ativador nas reégaes catalisadas por transcripta-
se reversa de virus de mieloblastose de aves, mas nao por DNA poli-
merase o de Xenropus laevis. Derivados de nucleotideos e polinu -
cleotideos foram descritoé como substfatos e inibidores de trans -
criptase reversa, dCflTP pode ser incorporado parcialmente no DNA
sintetisadq por transcriptase reversa e por DNA polimerases celﬁlaw
res o> e Y . Analogos de poli A 'e poli C, com substituintes 2'-
fluor e 2'-C~metil, podem sger utilizades como matrizes de sintese
de DNA catalisada por transcriptase reversa, em presenga de Mg2+ ou
Mh2+. 0 papel do Mh2+ na sintese de DNA é discutido neste trabalho.
Diferentes compostos foram utilizados como inibkbidores de sintese de
DNA. O antibidético novobiocina diminui a formagao do complexo entre
transcriptase reversa € o tRNATrp iniciador, iigando—se irreversivel
mente & enzima. (dCfl)n é um inibidor de transeriptase reversa uti-
lizando-se DNA ativadc ou RNA 70 S como matrizes naturais e (dA)n
“ou (rA)n como matrizes sintéticas. Nas mesmas condigdes nenhum efel
to & verificado nas reagoes catalisadas por DNA polimerase o . As
reagoes de transcriptase reversa em presenga de.(dAfl)n.(dT)12 COmo
matriz-iniciador sao resistentes a ag@o de (dCfl)n e de outros poli
'_nucleotideos inibidores como (rU)n e {rI)n. Entretanto, tais rea -
goes sao inibidas por outros compostos come brometo de etideo, te-
trametil brometo de etideo, berenil e N-etilmaleiimida,

. DNA polimerase A de germen de trigo apresenta baracterig
ticas de uma DNA polimerase dependente de RNA, Como a transcriptase
reversa, a DNA polimerase A reconhece (rA)n com uma eficiénecia
maior em presenga de Mg2+, e ¢ inibida por glicerol e actinomicina
D, O reconhecimento de matrizes naturais do tipo RNA somente se ve-
rifica utilizando-se desoxinucleosideos trifosfato de alta ativida-
de especifica.

O processo do reversc da transcrigac pode ser observado

também em virus de DNA. DNA polimerases purificadas de folhas infec



tadas pelo virus do mosaico da couve-flor reconhecem com eficiéncia
{(rA)n, (rC)n, {Cm)n como matrizes sintéticas; saoc resistentes a a-

gao de afidicolina e sao inibidas por brometo de etideo.



SUMMARY

This work reports some physico-chemical studies on the
RNA-dependent DNA polymerase. In the presence of Mg2+, poliamines
have an activating effect on the reactions catalyzed by avian
myeloblastosis virus reverse transcriptase, but not on those cata-
lyzed by Xenopuds laevis DNA polymerase o . Derivatives of nucleo—l
tides and polynucleotidesohave been described as substrates or
inhibitors of reverse transcriptase., dCflTP could be partially in-
corporated in the DNA synthesized by reverse transcriptase and by
cellular DNA polymerases a and vy N Poly A_and poly C analogues,
with 2'-fluoro and 2'-0-methyl as substituents, could be utilized
as templates for the_DNA gynthesgis catalyzed by reverse trans-
criptase, in the presence of Mg2+ or Mn2+. The role of Mn2+ cn the
DNA synthesis is discussed in this work. The antibiotic novobiocin
reduces the complex formation between reverse transcriptase and the
primer tRNATrp binding irreversibly to the enﬁyme. It has been
observed that (dCfl)n was an inhibitor of reverse transcriptase by
using activated DNA or 70 S RNA as natural templates and (dA)n or
(rA)n as synthetic templates. At the same conditions no effect was
.verified on the reactions catalyzed by DNA polymerase ¢ , Reverse
transcriptase reactions directed by (dAfl)n.(dT)12 as template-
primer are resistant to (dCfl)n and to other inhibitor polynucleo-
" tides like {(rU)n and (rI)n. However, these reactions were inhibited
by other éompounds like ethidium bromide, tetramethyl ethidium
bromide, berenil and N-ethylmaleimide.

' Wheat germ DNA polymerase A has shown some RNA-dependent
DNA polymerase characteristics .. Like reverse transcriptase, DNA
polymerase A could recognize (rA)n better in the presence of Mg2+
and was inhibited by glyceroli and actinomycin-D. RNA natural
templates could be copied only when high specific activity deoxy-
nucleoside triphosphate was used.

"The feverse of the transcription can alsc be observed in
DNA virus. Synthetic templates like (rA)n, (rC)n, (Cm)n were

efficiently recognized by DNA polymerases purified from cauliflower



mosaic virus infected leaves; it has been observed that these
enzymes were resistant to aphidioolin and inhibited by ethidium

bromide.



INTRODUCAOQ

DNA POLIMERASES CELULARES

A sintese de DNA é catalisada por enzimas denominadas DNA
polimerases [E.C. 2.7.7.7] (KORNBERG, 1980). Os organismos euca
rioticos superiores contém-pelo menos tres DNA polimerases distintas
denominadas o« , B8 , € ¥y , segundo a ordem de suas descobertas
{WEISSBACH, 1981; FRY, 1983)f Alguns autores sugerem que a DNA poli
merase v e a DNA pclimerase mitocondrial sao identicas (ADAMS &
KALF, 1980). Foram tambem descritas purificagao e propriedades fisi
cas de uma DNA polimerase 8 (LEE et al., 1980).

ONA polimenases o , B ey « A DNA polimerase o com-
preende.cerca de 50% da atividade polimerasica total de celulas de
mami feros. Algumas dificuldades tem sido encontradas na purificacao
e caracterizagao desta enzima. 0O peso molecular de DNA polimeraseo
varia de 130,000 a 170.000 D. Para a matriz natural DNA, Mg2+ e o
melhor cétion; para matriz-iniciador sintético a reagao se prdcessa
melhor em presen¢ga de Mn2+. A DNA polimerase ¢ ¢ sensivel a alta
concentracao salina e ¢ fortemente inibida por p-cloromercuribenzog
to e N-etilmaleimida.

A DNA polimerase g & uma enzima de baixo peso molecular
(cerca de 45.000 D) localizada no nucleo celular e de purificagdo

relativamente facil. Seu pH Otimo em meio alcalino e ponto iscelé-
.trico sao distintos das demais polimerases. A enzima e relativamen-
te estavel em alta concentragio salina e nao e inibida por p-hidro-
ximercuribenzoato e N-etilmaleimida.

A DNA polimerase ~ compreende apenas 10% da atividade po
limerasica celular total. Apesar de'ﬁurificada extensivamente de vé
rias fontes, nao existe uma concordﬁncié completa entre suas propri
edades fisicas e bioquimicas. Esta enzima parece possulr atividade
de DNA polimerase dependente de RNA; ela é capaz de reconhecer poli
A como matriz sintética. As DNA polimerases @ e Y possuem compor
tamentos similares em colunas de troca ionica e possuem pesos mole-
culares aproximados. A DNA polimerase vy forma agregados com peso

molecular variando de 120.000 a 330.000 D; para evitar. este fen8mg



no sao necessarios alta forga ionica e detergente,

Com relagao a localizagao das DNA polimerases, a questio
e um tanto complexa., Ao contrarioc do esperado, DNA polimerases de
mamifepos sao encontradas no citoplasma. Provavelmente, as DNA poli
merases B e Y sao de origem nuclear, estando mais ou menos firme
mente ligadas ao ntcleo; a polimerase vy pode também estar localiza
da ha mitocondria. Existem controversias quanto a localizacao da
DNA polimeraseaq .

No que se refere as fungoes, dados indicam gue a DNA poli
merase o € a responsavel pela replicacac do DNA cromossomal: a DNA
pelimerase g parece estar envolvida no processo de reparo do DNA;
e a DNA polimerase Y , cujo papel ainda nao esta bem definido, po-
de estar envolvida na iniciagac de sintese de DNA 4in vivo e na re-
plicagao de DNA mitocondrial (SCOVASSI et ai., 1980). |

Algumas propriedades fisico—quimicas permitem distinguir
as DNA polimerases o , B e Y . Com relagao a inibidores, a DNA
polimerase B e resistente a agéo de N-etilmaleimida (KORNBERG' ,
1980). A DNA polimeraseqg € sensivel a afidicolina. (HUBERMAN,
1981; SPADARI et al., 1982); e a DNA polimeraseY & a mais inibida
por brometo de etideo (TARRAGO-LITVAK et al., 1978).

Todags as DNA polimerases necessitam de uma matriz e de um
iniciader para catalisar a sintese de DNA. Jn vitro, as DNA polime-
rases utilizam um DNA ativado como matriz, DNA este preparado peila
”agao de DNase 1 pancreética para expor grupamentos 3'-CH livres a-
traves de-quebras na molecula (APOSHIAN & KORNBERG, 1962). Elas sao
também capazes de utilizar polinucleotideos como matrizes sinteti -
cag pareadas com oligodesoxinucleotidéos (inieiadores) por comple -
mentaridade de bases. Neste sentido, 2 DNA polimerase Yy reconhece
(rA)n com eficiéncia maior do que o DNA ativado, o que permite dis-

tingui-la das DNA polimerases ¢ e B (KNOPF et al., 1976).

(*) As estruturas de alguns inibidores sdo apresentadas no Apéndice.



Além dos organismos eucarioticos acima mencionados, tem
'sido também descritas atividades de DNA polimerases em outros orga-
nismos, como, por exemplo, em bactérias (GEFTER, 1975; KORNBERG,
1980; NOSSAL, 1983), e em plantas (MORY et al., 1874; CASTROVIEJO
et al., 1979; McKOWN & TEWARI, 1984).

Mecanismo. Em Cscherichia codi, onde as DNA polimerases
sao denominadas I, II e III, KORNBERG (1983} propas um mecanismo pa
ra repiicagao.do DNA (V. ésquema 1).I

Para replicagao é necessario desenrolar o DNA, que possui
estrutura Jfortemente enrolada, e manter as duplas fitas separadas.
Um replisoma é um conjunto de enzimas responsaveis pelo avango  da
forquilha de replicaqéb. DNA girase (ou DNA topoisomerase, em euca-
riotos) é uma enzima .que promove o desenrolamento do DNA (KAGUNI &
KORNBERG, 1984; MIZUUCHI et al., 1984), e helicases sao proteinas
gue mantem desenrolados curtos fragmentos de DNA proximos a forgui-
lha. O ATP fornece energia para Beparagao das fitas de DNA, as
quais uma vez separadas ligam-se & proteinas especificas para'fita
simples ("single—strand binding proteins'") - SSB - que as impedem
de se unirem novamente.

A fita condutora é replicada continuamente pela DNA poli-
merase III, Na fita seguidora {descontinua), em diregao oposta ao
movimento da forgquilha de replicacao, RNAS'iniciadores sa0 sintéti—
sados por DNA primases ou primossomos (complexos) (STAYTONI &
| KORNBERG, 1983; YAGURA et al., 1983, GROSSE & KRAUSS, 1985), forman

do se a seguir fragmentos de Okazaki pela agao de DNA polimeraseIll.
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DNA POLIMERASES VIRAIS

Alem das DNA polimerases celulares mencionadas, outras
DNA polimerases induzidas por virus aparecem nas células apos infec

¢ao viral, notadamente por virus de tumor de RNA (retrovirus),.

Retnovisus. Um interesse crescente com relagac aos retro-
virus é devido ao fato que eles sao capazes de induzir espontanea-
mente tumores ¢ diferentes formas de leucemias em animais (DULBECCO,
1982; BISHOP, 1983). De acordo com suas caracteristicas morfolégi—
cas 0s retrovirus podem ger classificados em: tipo D (exemplo:virus

"
do macaco Mason-Pfizer ); tipo C (exemplos: virus de sarcoma de

Rous; virus de leucoses de aves; virus de mieloblastoses de aves);
tipo B (exemplo: virus do tumor mamario de camundongo).

0 genoma do retrovirus de ASV €& constituido de duas molé-
culas idénticas de RNA 35 § fita simples, com cerca de 10.000 nu -
cleotideos e peso molecular de 2-3 x 106 D. O RNA 35 & possui se—
guéncias idénticas nas extremidades 3' e 5F, cujos comprimentos va-
riam de acordo com o virus; na extremidade 3' existe uma regiao de
poli A, e na 5', uma estrutura cap.

Quatro genes foram identificados ate o momento no genoma
do virus de sarcoma de aves:

gag, codificandd para as proteinas estruturais internas;
pol, codificando para transcriptase reversa (V, adiante):
env, codificandec para a glicoproteina do envelope viral:
src, codificando para a proteina quinase, responsével pela

transformagdo tumoral (WEISS & FARAS, 1983).

RNA 5! | gag | pol | env | sre . 3!

(*) Os nomes em inglés dos virug encontram-se no Apéndice.
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Durante o ciclo de vida do virus de tumor de RNA (V. Es-
guema 2), logo apés infecgéo, o RNA viral €& transcrito em DNA dupla
fita, provavelmente através de um hibridc RNA-DNA como um intermedi
dric. O DNA é circularizado (DNA proviral) e transportado para o nu
cleo, onde € integrado ao genoma do hospedeiro por um mécanismo ain
da desconhecido. Este DNA & entao transcrito, provavelmente por uma
'RNA polimerase celular,.dependente de DNA, Uma vez no citoplasma, o©
mRNA viral contendo poli A tem dois destinos: servir como mensagei-
ro para sintese de proteinas.virais, e encapsidagao por proteinas
especificas, sendo que 08 virions maduros sé movem para a superfi—

cie celular.

Mecantamo. O mecanismo do reverso da transcricaoc ainda
nao esta bem estabelecido (VERMA, 1981). A localizagao do tRNA ini-
ciador (matrizes e iniciadofes serao vistos mais adiante) e préxima
a extremidade 5' da matriz RNA 35 S (V. Esquema 3)., A sintese do
DNA viral tem inicio na extremidade 3'-CH do tRNA e se processa em
diregao ao terminal 5' do genoma. Para RNA 35 § de RSV e usando—se
0 tRNATrp como iniciador, o DNA produzide possui. 101 nucleotideos e
foi denominado DNA "strong stop" por HASELTINE et al. (1977). Este
DNA {-) "strong stop'", cujos ultimos 21 residuos sdo complementares
a ambas as sequéncias dos terminais 5' e 3', pode pularida extremi-
dade 5' para 3' da matriz e funcicnar come um iniciador para trans-
_crigao do genoma viral inteiro. Os eventos que se seguem sac a sin-
tese do DNA (+), que parece iniciar em um unico sitio (MITRA et al.
1982), e eliminacao do tRNA iniciador. A molecula de DNA linear pos
sui em ambas as extremidades duas sequéncias repetidas LTR {"long
terminal repeats') que contém informagoes derivadas de ambos os ter
minais da matriz de RNA viral. Esteé tepminais repetidos parecem a-
judar a integragao ordenada do DNA viral no genoma doc hospedeiro; e
contém sequencias reguladoras que modulam a eficiéncia da transcri-

gao proviral (GRONER & HYNES, 1982).
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Trnanacaiptasde reversa. 0Os reﬁroﬁirus possuem uma DNA poli
merase capaz de transcrever_fiélmente RNA em DNA complementar.Estas
DNA polimerases dependentes de RNA, inicialmente descritas por
BALTIMORE (1970) e por TEMIN & MIZUTANI (1970), sao mais comumente
conhecidas como transcriptases reversas (TEMIN & MIZUTANI, 1974;
SARNGADHARAN et al., 1978; VERMA, 1981),.

A transcriptase reversa de AMV possui um peso molecular
de 170.000 D e & constituida de duas subunidades: o (peso molecu-
lar 65,000 D) e B {(peso molecular 85,000 D). As transcriptases re-
versa apresentam tanto atividades sintéticas quanto degradativas. A
atividade sintética € caracterizada por atividade de DNA polimerase
¢ a atividade legradativa ¢ caracterizada por atividade de ribonu-
clease H. A enzima possuil tanto atividade de DNA polimerase dirigi-
da por RNA guanto a dirigida por DNA, sendo ambas inéeparéveis e pa
recende compartilhar um sitio ativo comum. A atividade de RNase H
associada a transcriptase reversa degrada egpecificamente RNA de
um hibrido DNA-RNA. O papel da atividade RNase H durante o processo
de reverso da transcrigaoc ainda nac esta bem esclarecido (OMER &
FARAS, 1982; OLSEN & WATSON, 1985). Diferentemente da transcriptase
reversa de virions purificados, a enzima induzida por virus dentro
da célula & de dificil purificagao devido a existéncia das outras
DNA polimerases e de inibidores como proteases e nucleases, YANG et
al. (1872) conseguiram isolar atividade de transcriptase reversa na
fragao do "pellet" microssomal de celulas do bago de camundongo in-
fectado por virus da leucemia murina. para extragzao da enzima desta
fragao subcelular foram necessarios alta forga ionica (0,5 M de
KC1l) e detergente nao ionico (0,5% de Nonidet P-40).

A transcriptase revefsa, ceomo as outras DNA polimerases,
necessita de uma matriz, e de um iniciador com uma extremidade 3'-
OH livre para iniciar a sintese de DNA. A matriz natural e o RNA
gendmico viral (RNA 70 S), e o iniciador natural é um RNA 4 S liga-
do por pontes de H ao RNA 35 S (FARAS et al., 1974). Para AMV, o i-

- rl Tr‘
niciador e um tRNA especifico para triptofano (tRNA p),

o que foi
confirmado por determinagac da sequéncia de nucleotideos e pela i-

dentificagao do anticodon (HARADA et al., 1975; TAYLOR, 1977).
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O DNA dupla fita & inativo como matriz-iniciador, a menos
gue grupos 3'-0H sejam introduzidos (HURWITZ & LEIS, 1972; FARAS et
al., 1972)., Para que a matriz RNA viral seja copiada eficientemente
in viizo pela transcriptase reversa € necessario a presenga de um
iniciador que vail interagir com a matriz (DUESBERG et al.,1971).

As transcriptases reversas podem também utilizar polinu-
cleotideos como matrizes sintéticas, sendﬁ necessario a presenga de
um iniciador (BALTIMORE & SMOLER, 1971; ROBERT et al., 1972). Deso-
xirribooligomeros sao mais eficientes que ribooligdmeros como inici
adores; derivados de poli A como matrizes necesgitam de oligo(4aT)
como'iniciador, e derivados de poli C necessitam de oligo(dG).Estes
homopolimeros sintéticos tem-se mostrado mais eficientes que DNA
ou RNA naturais como matrizes-iniciadores de transcriptase reversa
(KACIAN et al., 1971; FARAS et al., 1972), |

Varias tentativas tem sido feitas no sentido de se encon
trar matrizes-iniciadores especificos que permitam distinguir as
DNA pclimerases virais dés DNA polimerases celulares (GOODMAN &
SPTEGELMAN, 1971; ROBERT et al., 1972; WELLS et. al., 1972). (rC)n.
_(dG)12 € uma matriz ativa para DNA polimerases de virus, mas e pou-
co eficiente como matriz de DNA polimerases celulares (WEISSBACH et
al., 1972). GERARD et al. (1974) sugeriram que a matriz (Cm)n com
grupamento O-metil na posigBo 2', era especifica para DNA polimera-
ses dependentes de RNA. Nao apenas o tamanho e a capacidade de for-
'magao de pontes de H, mas tambem as diferengas nas eletronegativida
des dos 2'-substituintes sao importantes para diferenciar varios a-
nélogos em seus comportamentos como DNA ou RNA. Assim, um considepé
vel interesse tem sido despertado no estudo de nucleotideos e seus
polimeros 2'-substituidos. Alguns autores mostraram que o acido po-—
1i 2'-0-etilcitidilico era uma matriz pobre (MIKKE et. al., 1976),
e o acido poli—2'—fluor—2‘—desoxiadenilico (DeCLERCQ et al.,1979)

era uma matriz para transcriptase reversa.
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Jnibidores. Nao existe desecrito um inibidor que seja espe
cifico apenas para a transcriptase reversa viral. Um dos provlemas
neste estudo é que inibidores potentes e muito especificos, em ge-
ral, nao sao disponiveis (CHANDRA et al., 1977; COZZARELLI, 1977).
Os compostos citotoxicos utilizados na quimioterapia do cancer po-
dem agir interferindo com eventos especificos nos passos de biossig
tese de DNA. 0 vasto numero de compostos gue inibem DNA polimerases
de virus oncogenicos podem ser classificados em:

-~ compestos gque se ligam.é enzima, Ex,: derivados de rifamici-
na (GURGO et al., 1971). |

- vompostos que se ligam a matriz. Ex.: adriamicina, daunomici
na, brometo de etideo (CHANDRA et al., 1972; FRIDLENDER. & WEISSBACH
1971; CHAIRES et al., 1985). . _

- analogos de substrato. Ex.: arabinosil CTP (TUOMINEN & KENNEY
1972),

- anélogos de matrizes-iniciadores. Ex.: derivados de timidila
- to; polinucleotideos modificados (CHANDRA et al., 1975: MIKKE et
al., 1976). |

0 acido fosfonoformico parece inibir mais a DNA polimera-
se do virus da hepatite B que DNA polimerases celulares, por intera
¢ao com a enzima no sitio de ‘ligagdo do pirofosfato (SUNDQUIST &
OBERG, 1979). '

Uma vez que a transcriptase reversa € uma Zn2+ metalo-en-
zima, ela é inibida por agentes quelantés, como ortofenantrolina

(POIESZ et al,, 1974),

Alguns autores descreveram a existeéncia de um inibidor de
transcriptase reversa em placenta huména (NELSON et. al., 1981), e
no citoplasma de cultura de ceélulas (ROKUTANDA et. al.,, 1982 e 1984),
‘ Com algumas excegoes, reagentes quimicos utilizados como
agentes antivirais sao anélogos de nucleosideos (DeCLERCQ, 1981 e
1982). (dUfl)n inibe a replicagao de virus da estomatite vesicular
‘em células de camundongo (GROSCH & ERICKSON, 1975) e a atividade de
DNA polimerase dependente de RNA de AMV (ERICKSON & GROSCH, 1974

ERICKSON, 1975). Anélogos de poli U e poli C, com azida na posicao
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2' inibem a atividade de DNA polimerase dependente de RNA de virus
de sarcoma e leucemia murina (DeCLERCQ et al., 1975).

A utilizacao de interferon como uma substancia antiviral
especifica nao esta bem definida (GRESSER & TOVEY, 1978; JOKLIK ,
1980; PETSKA & BARON, 1981; CLEMENS, 1985). O interferon parece exer
cer seu efeito antiviral, pelo mencs em parte, contrelando a tradu-
gﬁo de mRNAs wvirals, podendo também afetar celulas normais ( SEN s
1982; LENGYEL, 1982; SAMUEL & KNUTSON, 1982). Por outro lado, enzi-
mas induzidas por interferon podem participar do processo antiviral,
por exemplo, a 2',5'-oligoadenilato sintetase, que e capaz de adi -
cionar um dinucleotideo adenosina no ferminal CCA do tRNA (JUSTESEN
et. al., 1980). O antibiotico tunicamiciaa intensifica o efeito ini
bidor de interferon na multiplicagao viral e crescimento celular

(MAHESHWARI et. al., 1983).

OQutras DNA polimernases dependenies de RNA. A descoberta
da enzima transcriptase reversa em virus de tumor de RNA envolvidos
na eticlogia de leucemias ¢ sarcomas de varias especies animais le-
vou varios autores a exéminarem células humanas leucemicas para uma
atividade enzimatica similar. Uma atividade semelhante a de trans-
criptase reversa viral foi rapidamente detetada em celulas de paci-
entes com leucemia {SARNGADHARAN et al., 1972; BAXT et al.,1972).
Posteriormente, CHANDRA & STEEL (1977) observaram que o bago de uma
crianga com sindrome mielofibrética, uma desordem pré—leucémica,

" continha elevados niveis de transcriptase reversa,

Entre varias outras atividades polimerésicas e interessan
te citar a "enzima particulada! descrita por BAUER & HOFSCHNEIDER
(1976) e BAUER et al. (1978). Esta atividade de DNA polimerase de-
pendente de DNA esta presente no fluidp alantéico de ovos de gali-
nha (precipitado de 27.000 rpm), e possul algumas propriedades seme
lhantes as da transcriptase reversa. Esta enzima particulada de
fluido alantoico de galinha tem o seu pdralelismo em mamiferos. Muil
tas especies de mamiferos pbssuem particulas de virus oncogeénicos
em suas placentas. MAYER et al, (1974) purificaram uma transcripta
se reversa de placenta de macacos Rhesus, com propriedades caracte-

risticas da enzima viral. MONDAL (1977) descreveu também uma enzima
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particulada purificada do fluidp amniotico humano, que, como a trans
criptase reversa viral, reconhecia (rC)n.(dG)12 e MRNA como matrizes.’

Ainda e desconhecido o significado da presenga de virus
oncogenicos em fluidos biologicos, nao se conhecendo também até o mo'
mento qualquer doenga especifica que possa estar asscociada a estes
virus da placenta.

Outras DNA polimerases dependentes de RNA foram purifica-
das de cultura de celulas de tecidos humanos (FRIDLENDER et al. ,
1972), e de células normais de ovarios de Xenvpus Ldaevis (BROWN &
TOCCHINI-VALENTINI, 1974). A matriz preferida por estas enzimas € o

(rA)h.CdT)lg, em relacao a (dA)n.(dT)l2 e ao DNA.

Proprniedades imunologicas. Na maior parte das vezes, a ca
racterizagao de transcriptases reversas intracelulares baseada ape-—
nas em propriedades bioquimicas ndo € segura. Assim, técnicas imuno
logicas podem ser utilizadas na caracterizagao de transcriptase re-
versa viral e na sua distingcao de enzimas da célula hospedeira.Este
enfoque imunolégico permite chegar a algumas observacdes, como, por
exemplo: a transcriptase reversa de cada virus tem propriedades imy
nolégicas distintas, permitindo distingui-~la das correspondentes a-
~ tividades de outros virus:; nenhuma reatividade'imunolégica cruzada
& observada entre transcriptase reversa de virus pertencentes a di-
ferentes classes; nao se observa reagao cruzada entre duas enzimas
de uma mesma classe de virus, porém de diferentes organismcs (PARKS
-et al., 1972; BAUER & HOFSCHNEIDER, 1976; CHANDRA & STEEL, 1977 ;
KRAKOWER et al., 1977; WEIS et al., 1983). -

Reverso da transcaigpo em viaus de ONA. O fenBmeno do re-
verso da transcrigao nao esta restrito apenas aos retrovirus (VARMUS
X 1982); alguns virus de DNA, como por ekemplo, o virus da hepatite B
e o virus do mosaico da couve-flor parecem replicar através deste
processo. SUMMERS & MASON {(19882), trabalhando com virus da hepatite
. B de pato, um virus de DNA semelhante ao virus da hepatite B humano,
obtiveram a sintese de DNA (;) fita simples partindo de uma matriz
RNA que era degradada apés a cépia, e caracterizaram o _complexeo de

replicagao. Este fato levou alguns autores a observar que a replica
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gao do CaMV, um virus de DNA de.plantas, gue possul alguns aspectos
comuns com o virus da hepatite B, se processava também através de
um reverso da transcrigao (GUILLEY et al., 1982; HKULL & (COVEY,
1983; PFEIFFER & HOHN, 1983)}. Uma caracterizacgao de uma atividade
de DNA polimerase, espécifica para tecidos infectados por CaMV foi
apresgsentada por VOLOVITCH et al. (1984); a enzima mostra uma capaci
dade de copiar poli C e regioes heteropolimericas de mRNA.

Qutros elementos genéticos eucarioticos como pseudogenes,
sequéncias repetitivas e elementos de transposicao parecem depender
de transcriptases reversas para suas existéncias ou amplificagges.
Pseudogenes sao sequehcias homblogas a genes funcionais contendo mu
dangas‘mutacionais que impedem a formacac de um produtc funcional,
por exemplo, pseudogenes para B -globulina humana (WILDE et al.,
1882), pseudogenes para pequenos RNAs nucleares (sRNA) humanos
(BERNSTEIN et al., 1983). Elementos do tipo Alu, substratos de enzi
mas de restrigac Alu, sao sequéncias curtas de DNA repetitivo, en-
contradas dispersas no genoma de mamiferos (SHARP, 1983). A presen-
ga em cultura de células de Daosophida meldanogasten de partiéulas
do tipo retrovirus contendo moléculas de RNAs homélogas ao elemento
de transposigao copia fornece evidencias que sugerem uma relacao
evolucionaria entre retrovirus e elementos genéticos de transposi-~
cao (SHIBA & SAIGO, 1983, FINNEGAN , 1983 e 1985),

Desde que BALTIMORE (1970) e TEMIN & MIZUTANI {1970) des-
creveram a atividade de transcriptase reversa em virus de RNA, inGg-
meras contribuigoes tem sido apresenta@as a0 longo do tempo. Ainda
hoje a transcriptase reversa & alvo de grandes atengoes (VARMUS ,
1985), embora varios aspectos, como, por exemplo, a fungaoc desta en
zima viral, ainda nao estejam definitivamente estabelecidos (SKALXA
et al., 1984; BALTIMORE, 1985). Entretanto, & inegavel que a trans-
criptase reversa ¢ uma ferramenta essenéial na tecnologia do DNA
recombinante. Assim, neste aspecto, ¢ bastante importante a clona-
gem e expressao de transcriptase reversa em bactérias. ROTH et al.
(1985) e KOTEWICZ et al. (1985) descreveram a purificagao e caracte
rizagao dé transcriptase reversa de virus de leucemia murina de
Meoloney expressa em &, codi, A proteina contida no extrato bruto da

fragao solﬁvel-foi purificada atraveées de varias cromatografias de
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coluna; possuia peso molecular de 71.000 D e apresentava atividades
-de RNase H e de transcriptase reversa. Reconhecimento de mRNAs e ou
tras caracteristicas fisico-quimicas foram descritos para esta enzi
ma. . |
Para finalizar, um tema bastante atual e polemico, cabi -
vel nesta = Introdugao, e sem duvida o que se refere a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), causada por retrovirus, tendo si
do inicialmente isolados € caracterizados deois subgrupos do virus
da leucemia T humana (HTLV I e HTLV II), como possiveis candidatos.
- Entretanto, dois outros virus isclados recentemente podem ser os a-
gentes\priﬁérios causadores da AIDS: ﬁm isolado pele grupo de Robert
Gallo, no National Cancer Institute(EUA}, denominado HTLV III, e ou
tro isoladoc pelo grupo de Luc Montagnier, no Institut Pasteur (Frag
ca), denominado LAV,.um virus associado a linfoadenopatia, Estes
- dois virus possuem propriedades muito similares e podem ser um uni-
co virus, Diferentemente de HTLV I e HTLV II, porcentagens muito
maiores de anticorpos para HTLV III e/ou LAV. foram encontradas em
pacientes com AIDS ou pré—AIDS (POPOVIC et al., 1984; GALLO et al.;
1984; SCHUPBACK et al., 1984; SARNAGADHARAN et al., 1984; ROBERT- |
IGUROFF et al., 1985; MONTAGNIER et al., 1985).
' A estrutur@ genética do virus em questao foi estabelecida
no inicio de 1985 pela identificagao de seus 9.193 nucleotideos. Es
te trabalho foi efetuado por qﬁatro equipes trabalhando independen-
--teménte: a do Institut Pasteur, em Parisi a do National Cancer
Institute, em Bethesda; e a de duas firmas de biotecnologia Chiron
e Genentech, ambas em San Franscisco (WAIN-HOBSON et al., 1985).

Com a descoberta do virus; inUmeras drogas antivirais tem
sido descritas na terapéutica da AIDS, como , por exemplo, suramina,
ribavirina, HPA-23. DORMONT et al. (1985) observaram uma inibicao
das DNA polimerases dependentes de RNA de retrovirus da AIDS humana
e de macacos por HPA-23 (amSnio—Ql—tungsto—g—antimoniato). A inibi-
¢ao ¢ do tipo competitiva em relagio a matriz sintética (rA)n.(dT)q,
sugerindc que é interagao da droga com a enzima ocorre provavelmen-
te no sitio de ligagao da matfit—iniciador. 0 primeiros resultados

de ensaios clinicos de HPA-23 sao encorajadores uma vez que se ob-.
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servou uma diminuicdo na producdo de virus pelos linfécitos do doen
te apés tratamento (ROZENBAUM ef al., 1985). Muito provavelmente o
préximo passo para uma terapéutica mais eficaz da AIDS sera o desen
voivimento de uma vacina.

A presente tese propoe estudos com DNA polimerases depene
dentes de RNA, nao como ferramenta, como em clonagem molecular, mas
do ponto de vista enzimatico. Neste sentido, os seguintes pontos se
rac focalizados: ‘

- novas caracteristicas fisico—quimicas-nas reabaes catalisa-
das por transcriptase reversa de AMV. Neste item estao incluidos as
pectos.como efeito de poliaminas, em substituigao ao Mg2+; papel do
anélogo 2'~-flucrado de dCTP; derivados de poll A e peli C, com fluor
e O-metila na posigéo 2', como matrizes e inibidores; inibigao por
novobiccina e agentes intercalantes de DNA. Em alguns'casos foram

feitos estudos comparativos com a sintese de DNA catalisada por

DNA polimerase o , por estar esta implioada com a replicagao,e por
DNA polimerase + , por reconhecer a matriz {rA)n como a enzima vi-
ral. |

- algumas propriedades fisico—quimicas de DNA polimerase A de
germen de trigo (do tipo de DNA polimerase y animal) no sentido de
caracteriza-la como uma DNA polimerase dependente de RNA.

- algumas propriedades cineticas de DNA polimerases purifica-

das de folhas infectadas com o virus do mosaice da couve-flor.
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MATERTAIL E METODOS

Material

_ Virus de micloblastose de aves e transcriptase reversa de
AMV foram obtidos do Dr. J.W. Beard (Life Science Inc., St.Peters-
burg, Florida, USA), purificados a partir de plasma de aves apresen’
tando uma mieloblastose no ultimo estégio {(HOUTS et al., 1979). h
Transcriptase reversa de AMV (Seikagsku America) foi também gentil-
mente cedida por Dr. R. Brentani {Instituto Ludwig de Pesquisa- 80—
bre o Cancer, Sao Paulo).
. ﬁNA polimerase o« foi purificada de ovocitos de Xenopud

daevis como descrito por ZIMMERMAN-& W;ISSBACH (1981).

DNA polimerase y foi purificada de celulas de camundongo
como descrito por TAﬁRAGOHLITVAK et al. (1978}.

Os seguintes reagentes foram obtidos da Sigma: (dA)n,
(rA)n, (rC)n, dATP, dCTP, dGTP, TTP, ddTTP, (rU)n, (rI)n, NEM, DNA
(timo de bezerro), DNase I (&scherichia coldi), DNA-celulose, nonidet
P-40, espermina, espernidina, RNaseA (pancreas bovino), RNase T2
(Aspergiddus onyzae), fosfatase alcalina, polinucleotideo gquinase,
Tosfodiesterase, nucleotidil transferase, mRNA (levedura de padei -
'ro), mRNA (globina de coelho), novobiocina, actincemicina D, brometo
de etideo.

Da P.L. Biochemicals foram obtidos: (dC}n, (Cm)n, (Am)n,

- 4T dG

127 12.3 32 32 .

[_H] ANTP, [ P] NTP, [_ p] dNTP foram obtidos da New
England Nuclear. _

Foram gentiimente cedideos 08 seguintes reagentes: dCf1TP,

(dafl)n e (dCfl)n por Dr. W. Guschlbauer (Service de Biochimie, CEN
Saclay, Franca); tRNATPp por Dr. B. Labouesse (IBCN, Bordeaux,
Franca):; RNA de TYMV por Dr. C. Mouchés (INRA, Bordeéux, Franca) ;
afidicolina por Dr. A.H..Todd {Imperial .Chemical Ind.Ltd, Inglater-
ra); tetrametil brometo de etideo por Dr. J.B. LePecq (Villejuif ,

Franga),
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Métodos

?4epaﬂagﬁo de ONA ativado

Na preﬁara@éo de DNA ativado foi utilizado o método de
APOSHIAN & KORNBERG (1962). A uma solugac 1 mg/ml de DNA nativo de
timo de bezerro, foram adicionadas diferentes quantidades de DNase
I; as aliquotas Toram incubadas a 30 °C por 15 min e depois outros
15 min a 75 2C, isto para inativar a DNase I. Em seguida, deixou-se
a solugac resfriar a temperatura ambiente e testou-se a capacidade
de incorporacgac de [SHJ TMP dos diferentes DNAs ativados cbtidos.

As fragaes contendo atividade elevada foram reunidas,

?&epaaag&o de matrdiges—iniciadones AANECicos

0 pareamento das duplas fitas de polinucleotideos com oli
godesoxinucleotideos complementares (matrizes-iniciadores) foi rea-
lizado de acordo com o método descrito por FRIDLENDER & WEISSBACH
(1971), com algumas modificacgdes. Solucgoes contendo 2 A260/m1 de de

rivados de poli A e 0,4 A /ml de dT12 em tampao Tris—HCl 10 mM

260 _
(pH 7,5) foram aquecidas a 75 2C por 15 min e depois, deixadas res-
friar a temperatura ambiente por 30 min. Para anélogos de peoli C, a
/ml  de

melhor relag&o foli 4 A /ml do polinucleotideo e 0,4 A

260 260
dG12, sendo o pareamento mais eficiente a 90 2C, por 15 min.
Pnepaaag&o-de RNA 70 S de AMY
0 RNA viral fol preparado a partir de virions congelados,
-realizando~-se uma extragao fenélica, seguida de varias centrifuga-
goes (COFFIN & BILLETER, 1976).
_ A 0,8 g de virions congelados adicionou-se uma misiura
(vol/vol) de tampzo I {Pris-HC1l 20 mM, pH 8; 5 mM EDTA: 1% SDS) e

fenol destilado saturado de tampao I. Agitou-se por 30 min {(Vortex)

e procedeu-se a seguir a uma serie de oentrifugagéos (V. Esquema 4),
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Virions + Tampao I + Fenol

(0,5g) (6 ml) (5 ml)
Agitagao 30 min
Centrif., 4000 rpm, 5 min
I | I
Fage fendlica Fase aquosa
(5 ml)

+ 5 ml Tampao I
Agitacao
Centrif. 4000 rpm, 5min

Fase Fasge
Fendlica Aguosa (5 ml)

+ 10 ml fenol
Agitagao
Centrifugagao

l l

Fase Fendlica Fase Aquosa

+NaCl 0,1 M

+2,5vol.eta
noi; uma
noite -202C

10.000 rpm,
10 min

Sobrenadante Precipitado
' (RNA viral)

ESQUEMA 4. Purificag¢zo de RNA de AMV
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O RNA 70 S viral foi preparado utilizando-se o método des
crito por MOELLING et al. (1979). O RNA foi colocado sobre um gra -
diente de glicerol 10-30% em tampfio Tris-HC1 10 mM (pH 7,4): O,2%
5D3; 0,1 M NaCl ¢ 1 mM EDTA, e centrifugado durante 1 h a 22°C a
200.000xg. 0 material foi coletado com auxilio de uma bomba peris -
taltica {8 gotas por tubo; cerca de 0,25 ml) e cada fragéo foi di-

luida a 0,5 ml com tampaoc I para leitura de A O pico de RNA 70

260"
S obtido foi em seguida precipitado pela adigcao de acetato de potég

sic 0,2 M (pH 4,5) e dois volumes de etanol, -deixando-se a — 20 °C.

Preparnacao de ZRNA mazcado com [32P] na poaigao 5’ ou 3
A marcagao de tRNA com[?2P] foi feita de acordo com o me
todo descrito por ARAYA et al. (1979). Foi utilizado tRNA''P purifi
cado de figado bovino (FOURNIER et al., 1976).

Marcagao na extremidade 5!

O tRNA foi inicialmente desfosforilado pela fosfatase al-
calina. 50 pl de uma solugao contendo tampzo Tris-HCl 50 mM (pH 8),
- 0,1% SDS, 2-10 pg tRNA e 0,1 unidade de fosfatase alcalina foram in
cubados a 60 °C por 1 h. A seguir foram feitas 2 extracoes fendli -
cas de 20 pl cada;-extragéo aquosa das 2 fases fenélicas; 4 extra~
¢goes com éter etilico de 200 pl cada, evaporacio do éter a tempera-—
tura ambiente. e precipitagao da fase aquosa com 2,5 vol de etanol,
apos adicaoc de acetato de sédio 0,3 M (pH 6).

0 tRNA foi entao fosforilado pela polinucleotideo quinase
em presenga de [SZP] ATP, 50Ju1 de uma solugaq contendo Tris-HC1
50 mM (pH 8), 10 mM MgCl_, 1 mM espermidina, 1 mM B -mercaptoetanol,
300 pCi de ATP vy [BEP] e 2 unidades de polinucleotideo quinase fo-
ram incubadocs a 37 °C por 30 min. Extracao fendlica e preoipitagéo

com etanol foram realizadas come descrito.

Marcacao na extremidade 3!

Inicialmente removeu-se 0 terminal CCA-3' do tRNA na pre-
senga de fosfodiesterase. 25 pl de uma solugao contendo Tris-HC1 50
mM (pH 8), 10 mM MgCl2, 5-19 pg tRNA e 0,25 pg fosfodiesterase fo-
ram incubados a 20 ¢C por 10 min. Extragao fendlica e precipitacao

com etanol foram efetuados como descrito na marcagao da extremidade
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5,
A marcagao do¢ tRNA foi feita pela nucleotidil transferase
(CCase), em presenga de ATP o [SQPJ . 5 ul de uma solugac de tRNA
sem.CCA (1L mg/ml) e 100 pCi de ATPgy [32P]'foram incubados com 5 pl
de uma solugao contendo Tris-glicina 100 mM (pH 8,5), 20 mM MgClg,
15 mM DTT, O,1 mM CTP, 0,5 mg/ml CCase, a 37 2C por 45 min. Extra-
cao fenolica e precipita@éo com etanol foram realizadas como descri

to.

: S 7
Initenacpo trandcaipiade neversa - LRVA P

N A interacac entre a transcriptase reversa e o tRNATrp foi
realizada por filtragao em gel, de acorcs com o método de PANET et
al. (1975). A mistura de incubagao para um volume final de 0,2 ml
consistia de Tris-HCl1 50 mM‘(pH 8,3), 60 mM NaCl, 10 mM B -mercapto

etanol, 10 mM MgCl 5% (v/v) glicerol, 0,1% nonidet P-40, 0,17 uM

o
de transcriptase reversa, 0,17 uM ge tRNATrp marcado na extremidade
3! com [BZP] , € O,5ImM novobiocina, quando indicado. Apos incuba -
¢ao por 10 min, em gelo, a .amostra foi filtrada atraveés de uma colu-
na de Sephadex G-100 (0,7 x 57 cm) eqguilibrada previamente com tam-
pao fosfato de potéssio 100 mM (pH 7;5), 50 mM acetato de sodio, 10
'ﬁM g -mercaptoetanol, 0,1% EDTA, 10% glicerol 'e 0,1% nonidet P-40.
Fragoes de 0,2 ml fofam coletadas e atividade de transdriptase re—
versa foi determinada em aliqudtas de 20 pl utilizando-se DNA ativa
. do ou (rA)n.(dT)12 como matriz. Radioatividade de tRNATrp fol deter

minada em'aliquotas de 0,1 ml utilizando-se reagente de Bray como

mistura de cintilagao.

Atividades enzimaticas
As atividades de transcriptase reversa e DNA polimerases

foram determinadas utilizando-se diferentes matrizes.

DNA ativado

Para um volume final de 0,05 ml, o meio de incubagao con
tinha: 50 mM Tris-HC1l (pH 8,3), 40 mM KCl, 6 mM acetato de magnesio,
2 mM DTT, 200 pg/ml BSA, 20 pg/ml DNA ativado, 100 pM dCTP, 100 pM
dGTP, 100 uM dATP, 5 uM [SH] TPP (5.000-20.000 cpm/pmol). A reaczo .
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foi inidiada pela adigao de enzima (15 pg DNA polimerase o ou 0,65
pg transcriptase reversa), incubando-se 30 min ou 60 min a 37 °C. A
reaczo foi paralizada pela adigao de 1 ml de TCA frio 10% contendo
10 mM de pirofosfato de sodio. O precipitado foi filtrado, recolhi-
do sobre filtro de nitrocelulose Schleicher & Schuell (0,45 pm) e
lavado com TCA frio a 2%. Os filtros foram secos e a radiocatividade
contada em uma mistura de éintilagao'tolueno—PPOﬂPOPOP.

Obs.: para DNA polimeraseo o meio de incubagao nao con-

tinha KC1,

- . -
Polinucleotideos -sinteticos

- Para um volume final de 0,05 ml o meio de incubagao con-
sistia de 50 mM Tris-HC1 (pH 8,3), 40 mM KC1, 5 mM Mg’® ou 0,5 mM

o
Mn“", 2 mM DTT, 200 pg/ml BSA, 0,2 A /ml (xA)n, 0,04 A, /m} dT

260 12’
5 M [SH] TTP (5.000-20.000 cpm/pmol). A reagdo foi iniciada pela a
dicao de enzima (15 pg DNA polimerase O , 10 pg DNA polimeraseY
ou 0,65 pg transcriptase reversa), incubando-gse 15 min ou 30 min, =a
37 2C. A radioatividade foi determinada como descrito para DNA'aﬁi—
vado. -

Obs.:-para polinucleotideos analogos de poli C foram uti-

. c
lizados 0,4 Ay, /ml (xC)n, 0,04 A, /ml dG,,, [“H] aGTe.

12°
ENA |
0 meio foi o mesmo que para DNA ativado, contendo ao in-
vés de DNA, 25 pg/ml RNA 70 S de AMV, 10 pg/ml dT
).

12 (ou 25 pg/ml

RNA de TYMV, 10 pg/ml dG12
As atividades sao expressas em pmoles de dNMP radiocativo

incorporado, nas condigoes de ensaio.
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Ensaio das atividades de transcaiptase reversa e DNA poli

 merase o apod pae-incubag¢no na predenca de novobiocing.

Transcriptase reversa: a pré—incubagéo foi feita em diferentes

tempos a 37 2C na ausencia ou presenga de O,5 mM de novobiocina, em
0,01 ml contendo tampao fosfato de potassio 200 mM (pH 7,2), 2 mM
DTT e 0,5% Triton X-100. Apés pré—incubagao os demais componentes
para a sintese de DNA foram adicionados a um volume final de 0,1 ml
(a concentragao final de novobiocina era 0,05 mM) e a incubagao rea

lizada a 37 2C por 15 min,

DNA polimerase o : a pré—incubagao foi feita a um volume de

0,01 ml contendo 10 pg DNA polimerase d , tampao Tris-HC1l 50 mM
(pH 7,5), 2 mM DTT, na-auséncia cu presenga de 0,5 mM de novobiocci-
na. Apos pré-incubag@o a 37 ¢C nos tempos indicados os demais compo
nentes para ensaio da polimerase foram adicionados a um volume de

0,1 ml e a sintese de DNA foi realizada a 37 ¢C por 15 min.

Fidedidade de 4intese de ONA

A fidelidade de sintese de DNA por franscriptase reversa
com matrizes-iniciadores A-T foi medida como descrito por SIROVER &
LOEB (1977). Em um volume total de 0,05 ml a mistura de incubacio
.continha 08 mesmos regagentes para ensalo da atividade enzimética;
25 um [°%p] ToP

0,24 A /ml de matriz-iniciador (xA)n.(dT)

260 12’

( 6 cpm/pmol); 25 uM [sH] dCTP; 37 °C, 30 min. A reagao foi parali-

‘zada ¢ a radioatividade determinada como ja descrito. A freguéncia
' - ~ 3 32

de erros foi determinada pela relagao [ H] / [ P] no produto da

reagao.

Puniticagao de DNA polimerase A de geamen de #nigo

DNA polimerase A foi purificada de germen de trigo de a-
cordo com o metodo descrito por CASTROVIEJO (1979).

O procedimento a seguir foi realizado a 4 @C.

360 g de germen de trigo foram thogeneizados em um almo-
fariz com 4 vol de tampdo Tris-HC1 50 mM (pH 7,2), contendo 25 mM
KCl, 5 mM MgCl2 € 250 mM sacarose. O homogeneizado foi filtrado a-

través de 4 camadas de gaze, o qual foi pressionado manualmente pa-—
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ra recuperar o maximo de extrato.
0 extrato brute foi éentrifugado a 15,000 xg, 10 min, e o
sobrenadante fol centrifugado a 105,000 xg por 1 h. O sobrenadante
foi submetido a um fracionamento com sulfato de amdnio de 20 a 70%
(1 h para cada precipitagao}. 0 precipitado obtido por centrifugae
gao a 15,000 xg, 10 min, foi suspenso em tampao A Tris—-HC1 50 mM
(pH 7,9), contendo 1 mM 8 -mercaptoetanol, 0,1 mM EDTA e 20% glice-

rol, e dialisado uma noite contra 50 vol do mesmo tampiao.

Cromatografia em Fogfocelulose

A fragac 20-70% de sulfato de amonio foi redialisada con-
tral5 vol de tampao A contendo 0,2 M de KC1, durante 3 h e adsorvi-
da em 1 vol de fosfocelulose previamente equilibrada com o mesmo
tampao; a suspensao foi agitada suavemente por 1 h. As proteinas
nao retidas foram eliminadas por centrifugacao a 6.000xg, 10 min e
por 5 lavagens sucessivas com 1 vol de tampao A contendo 0,2 M KC1.
A resina foi entaoc colocada sobre uma coluna de 5,4 cm de diametro
apbs o qual as proteinas retidas foram eluidas através de 0,8 M KCl
em tampao A, As fragoes contendo atividade de DNA polimerage foram
reunidas e dialisadas 3h contra 30 vol de tampao A, e depois contra
60 vol durante uma noite.

Obs.: o tratamento com fosfocelulose foi feito de uma 8o
vez por ser mais répido que uma cromatografia em coluna. Por outro
lado, para extragao da enzima foli feita uma coluna uma vez que o Vo

" lume de tampao de eluigdo utilizado € bem menor.

Cromatografia em DEAE-celulose

Colocou-se o dialisado sobre uma coluna de DEAE-celulose
(2,5 x 12 cm) previamente equilibrada com tampao A. As proteinas
nao retidas foram eliminadas por lavagem com 5 vol do mesmo tampao.

As proteinas retidas foram eluidas com tampao A contendo 0,3 M KC1.

Cromatografia em Fosfocelulose

A fracao retida em DEAE-celulose fol passada sobre uma co
luna de fosfocelulose (2,5 x 4 c¢m) equilibrada com tampao A conten-
do 0,2 M KC1l. As enzimas foram eluidas através de um gradiente de

tampao A contendo 0,2M e 0,8 M de KC1.
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Cromatografia em Hidroxiapatita

As fraQSes contendo atividade enzimatica foram reunidas e
cclocadas sobre uma coluna de hidroxiapatita (2 x 4 cm) previamente
equilibrada com tampao B, fosfato de potassio 20 mM (pH 7,5), con-
tendo 1 mM de B ~-mercaptoetanol, 0,4% de nonidet P-40 e 20% de gli-
cerol., Apos a adsorgao a ccluna foi lavada com 3 vol do mesmo tam-
pao. As proteinas retidas foram eluidas atraves de fosfato de potég
sio 0,3 M. As fragoes contendo atividade enzimatica foram reunidasg
e dialisadas contra 50 vol de tampao A contendo 0,01 M KC1l, durante

uma noite.

Cromatografia de afinidade

0 dialisado fol celocado sobre uma coluna de DNA celulose
(5 x 4 cm) previamente equilibrada com tampac A. As enzimas foram e
luidas através de um gradiente linear de tampso A contendo 0,01l a
0,6 M de KCl. Foram eluidos 2 picos contendo atividade enzimatica,
um a 0,13 M KC1 (DNA polimerase B), e outro que eluiu a 0,41 M KCL1,
que correspondia a DNA polimerase A. As enzimas foram dialisadas
contra tampac A contendo 50% de glicerol e 50 mM de KC1l, sendo apos

mantida a -20 o,

Purificacne de ONA polimenases de folhas de nabo infecta-
das com o virud do mosaico da couve-floa

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito para as DNA
"polimerases de germen de trigo. .
.Na etapa final de purificacao foram obtidos 2 picos con-

tendo atividade enzimatica.
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RESULTADOS

'Mataiggd

Varias matrizes naturais foram utilizadas na sintese de
DNA caﬁalizada por transcriptase reversa (Tabela I). Assim, DNA ati
vado, RNAs mensageiros e RNAs virais permitem incorporagao de dNMP
na sintese de cDNA pela transcriptase reversa de AMV, que neste as-
pecto nao parece apresentar uma esgpecificidade muito elevada. Dife-—
rentemente do RNA 70 S de AMV, o RNA de TYMV & uma matriz mais efi~
ciente em presenga de.dGle qué de 4T como iniciador,

12
Alguns - polinucleotideos sinteticos podem servir, mais ou

menos eficientemente, como matriz na sintese de DNA catalisada pela
franscriptase reversa (Tabela II). (dA)n € uma matriz muito pouco e
ficiente, assim-como (Am)n,_pelo menos em pfesenga de Mg2+ como céu
tion bivalente. O reconhecimento ‘de (rA)n e (rC)n, matrizes do tipo
RNA, pela transcriptase reversa & maior em presenga de Mg2+ que de
Mn2+. Polinuclectideos fluorados na posigao 2! podem ser utilizados
como matrizes pela enzima viral. Por ocutre lado, os derivados (Am)n

e {(Cm)n, com grﬁpo O-metila na posigao 21, sao excelentes matrizes

. 24
porem em presenga de Mn .

Jons metalicos
Na Tabela II1 pode-se observar que a atividade da trans-
- criptase reversa no reconhecimento de (rA)n como matriz & maior em

. 2+ 24 2+ n
presencga de Mg , Mn ¢ Co . Nas mesmas condigoes experimentais,

Zn2f e Ga2+ nao mostram efeitos significativos, Diferentemente de
Mg2+, concentragdes elevadas de Mn2+'e Co2+ parecem inibir a ativi-
dade de transcriptase reversa.

Efeitos de Mg2+ e poliaminas foram estudados na atividade
de transcriptase reversa utilizando-se matrizes naturais como DNA
ativado e RNA 70 S de AMV (Tabela IV). As poliaminas espermidina e
- espermina nao possuem a capacidade de substituir Mg2+ na reacac de
sintese de DNA. Entretanto; & interessante notar que em alguns ca-

sos o efeito adicional de 1 mM de peliamina, em presenca de Mg+, e

bem maior que o do metal sozinho. Assim, por exemplo, a atividade
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TABELA T. Atividade de transcriptase reversa com matrizes
naturais.
10 pg/ml DNA ativado; 25 pg/ml RNA; 5 pg/ml dT4,; 5 pg/ml dGjp fo-
ram incubados como indicado, em presenga de 5 x 10-6 a 5 x 10-° M
de dNTP radioativo e 104 M dos demais dNTP frios, sendo as demais
condi¢oes descritas em Material e Métodos.

5 39 Atividade dNMP
Matriz Condigoes [ H]NTP [ P]dNTP especifica incorporado
(cpm/pmol) (pmol/h)
mRNA de 0 min TTP 4500 0,02
globina completo . TTP 4500 8,6
- RNA dGTP 3000 0,04
mRNA de completo 4dGTP 3000 5,2
levedura - RNA dATP 4500 0,10
completo dATP 4500 28,9
RNA LMV - dT12 dATP 15400 9,8
completo dATP 15400 12,1
- dG12 4dGTP 2000 1,7
completo dGTP 2000 102
- - dATP 15000 10,4
RNA TYMV dGlZ ?
+ dle dATP 15000 12,2
+ dG12 dATP 15000 217
- dle TTP 33000 1,4
RNA AMV completo TTP 33000 6,2
- dT12 dGTP 20000 3,3
completo dGTP 20000 16,5
24
DNA - Mg TTP 1000 0,28
ativado completo TTP 1000 5,4
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TABELA II. Atividade de transcriptase reversa com matri
zes sinteticas.
10 pg/mt (xA)n, 2 pg/ml dTyo, 10 pM [3Hj TTP (900 cpm/pmol) ou
20 pg/ml (xC)n, 2 pg/ml dGiz, 10 aM [PH] dGTP (1000 cpm/pmol) foram
incubados em presenga de 5 mM MgZ2+, 0,5 mM Mn2+, como descrito em
Material e Métodos.

3
[ °H} dnMP incorporado (pmol/30 min)

Matriz-iniciador

2 A

~ metal + Mgt + Mn
(da)n. (aT),, . 0,2 | 1,1 7,5
(rA)n. (aT) | 0,2 98,3 39,5
(dAfl)n.(dT)12 0,8 57,8 . 71,3
(Am)n.(d'l‘)12 _ 0,3 2,2 41
(aC)n. (a@) f - 291 60
(rC)n.(dG) 1,3 150 12
(dCf—l)n.(dG)12 ) - 72 15

(Cm)n.(dG)12 0,3 18 102
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TABELA III. Efeito de ions metalicos na atividade de trans
criptase reversa. '
10 ug/ml {(rAdn, 2ug/ml 4Tq9p, 1 uM [SH] TTP (8,500 cpm/pmol) foram
incubados como descrito em Material e Métodos.

[SHJ TMP incorporado

Cation {mM)
(pmol/30 min)

nenhum | G,05
Mg 0,1 2,4
Mot 1 19,2
Mn=" 0,1 30,5
Mnot 1 3,0
cot 0,1 18,9
co®t 1 13,5
zn°* 0,1 0,16
7n°t 1 0,06
ca’t 0,1 0,03
ca’t 1 0,03
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enzimatica utilizando-se DNA ativado como matriz € maior em presen-—
gé de Mg2+ 1 mM e espermina 1 mM, que de Mg2+ 10 mM. Um efeito ana-
logo pode ser observado quando se utiliza RNA 70 5 como matriz.

Na Figura 1 pode-se observar este efeito ativador de es -
perminé (1 mM) na atividade de transcriptase reversa para diferen -
tes concentragoes de Mg2+, utilizando-se RNA 70 S como matriz,

Por outro lado, as poliaminas nao apresentam qualquer e
feito na atividade'de DNA polimeraseoa de Xenopus laevis , utili-
zando-se DNA ativado como matriz (Tabela IV). Espermidina e espermi
na nao substituem o Mg2+ na reacao de sintese de DNA, e mais ainda,

em presenga do catien bivalente a reagao ¢ inibida,

Dernivados de dNTP: dCLLTP

Os efeitos de um derivado fluorado na posicgaoc 2' de dCTP
foram testados na sintese de DNA catalisada por DNA polimerase o
de X. laevis, DNA polimerase vy de celulas de camundongo, é trans -
criptase reversa de AMV (Tabela V). Utilizando-se DNA ativado como
matriz, dCf1TP pode ser parcialmente incorporado no DNA sintetisado
pelas enzimas méncionadas, sendo a eficiéncia maior em presenga de
Mg2+ que de Mn2+ como cation bivalente. Nas mesmas condigoes verifi
ca-se que CTP nao apresenta qualquer efeito, nao sendo incorporado
pelas mesmas DNA polimerases.

Para verificar se dCf1TP pode atuar como inibidor em con-
'centragaes mais elevadas, o seu efeito na sintese de DNA catalisada
por DNA pélimerase(x e transcriptase reversa foi estudado em pre-
senga de dCTP (Figura 2). Até a concentragao de 0,1 mM dCflTP nao a
presenta qualquer efeito inibitorio na incorporacgac de dCTP (50 uM).
Para dCflTP 1,8 mM a atividade de transcriptase reversa & inibida
cerca de apenas 10%, enguanto a de DNA polimerase o e diminuida
cerca de 30%.

A DNA polimerase o & sensivel a acao de afidicolina como
pode ser observado na Figura 3. 10 pg/ml de afidicolina inibe cerca
de B0O% é atividade de DNA polimerase a em presenca de 10 upM de
dCTP; aumentando-se a concentragao de dCTP para 25 uM a inibigao e

parcialmente revertida. Usando-se dCfl1TP como substrato, 5 ng/ml de
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{pmol/h)

CulTme incdrporado

FIGURA 1. Efeito de espermina na atividade de transcrip-
tase reversa variando-se a concentragao de Mg2+.
50 pg/ml RNA 70 S de AMV, 5 pg/ml dT4p, 50 uM dATP, 50 pM dCTP, 50
uM dGTP, 10 pM SH:’ TTP (900 cpm/pmol) foram incubados com 0,65 pg
de transcriptase reversa na auséncia (o——o0) e em presenga de 1 mM
de espermina {e—e), como descrito em Material e Métodos.
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TABELA V, Efeito de dCTP e dCfiTP na sintese de DNA.
50 uM dATP, 50 M dGTP, 5 mM Mg2+ cou 0,5 mM_Mn2+, 10 pg/ml DNA ati-
vado, 10 uM dCTP, dACT1TP ou CTP, e 1 uM [BHJ TTP (8.000 cpm/pmol)
foram incubados como descrito em Material e Metodos. Os resultados
estac expressos em pmoles de TMP incorporado, por mg de proteina,em
15 min, apés subtracac dos valores obtidos na auséncia de dCTP,

[aHJ TMP incorporado {(pmoles)

Enzima dCTP dCF1TP CTP
2 2 2 2
Mg i Mn * Mg * Mn2+ Mg * Mn2+
DNA polimerase « 15 3,5 7,8 3,5 0 .0
DNA polimerase Y 41 37 10 3 O O

‘Transcriptase reversa 3680 477 938 185 0 0
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FIGURA 2. Efeito de dCflTP na sintese de DNA em presencga
de dCTP,
10 pg/ml DNA ativado, 10 mM Mg?*t, 50 pM QATP, 50 pM dCTP, 50 pM
dGTP, 1 uM [3H] TTP (8,000 cpm/pmol) foram incubados como descrito
em Material e Mctodos. Os resultados estao expressos em % de DNA
sintetisado pela DNA polimerase g (o—o0) e pela transcriptase re
versa (e——e). 100% de sintese corresponde a 0,25 pmoles de[?H]TMP
incorporado para DNA polimerase o ¢ 3,3 pmoles para a transcripta
se reversa. '
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' FIGURA 3. Efeito de afidicolina na sintese de DNA catall
sada por DNA pclimerase o .

Concentragdes variadas de afidicolina foram adicionadas a mistura
de reagao contendo 10 pM (o) e 25 pM (e) de dCTP, ou 25 uM (A ) e
50 uM ( & ) de dCf1TP, nas condig¢des descritas em Material e Metodos.
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afidicolina inibe a atividade enzimatica de cerca de 50%, quer em
presenga de 25 ou 50 pM de dCfiTP.

0 efeito de dCF1TP na sintese de DNA catalisada por ﬁrang
criptase reversa fol estudado usando-se DNA ativado, RNA 70 S de
AMV e RNA de TYMV como matrizes (Tabela VI). A reagdo com matrizes

RNA foi medida na ausencia e na presenca dos iniciadores 4T (para

12
AMV) e dG12 (para TYMV)., Pode-se observar que dCf1TP substitul par-
cialmente dACTP com as matrizes naturais estudadas. Na ausencia dos
iniciadores, a incorporagao de dCP1TP em DNA € peguena masg signifi-
cativa, aumentando bastante em suas presengas. Na ausencia de dCTP
e dCf1TP observa-se uma incorporagao gue e devido a presenga dos de
mais desoxinucieotideos.

0s efeitos das concentragoes de dCTP e dCf1lTP foram estu-
dados nas reagoes de transcriptase reversa de AMV, utilizando—se
DNA ativado € RNA 70 3 como matriz, sendo os resultados expressos a
traves dos gréficos dos duploes reciprocos de Lineweaver-Burk (Figu-
ras 4 e 5),

A partir das Figuras 4 ¢ 5 foram determinados os valores

de K para dCTP e dCf1TP, que para uma melhor visualizagao estao in

dicados na Tabela A.

Tabela A. KM aparente para dCTP e dCTf1TP na sintese de
DNA catalisada por transcriptase reversa de AMV, Os valores de KM
foram calculados das Figuras 4 e¢ 5.

K (xlo6 M)

Matriz M
dCTP : dCL1TP
DNA ativado 0,14 , 6,2
RNA 70 § ~ 47, . 1,8 | 100
RNA 70 S + 4T 1,7 . 200

12
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TABELA VI, Efeito de 4dCTP e dCf1TP na sintese de DNA cata
lisada por transcriptase reversa em presenca de matrizes naturais.
50 uM dATP e dGTP, 5 mM Mge+, 10 pg/ml DNA ativado, 25 pg/ml  RNA
70 S de AMV ou RNA de TYMV, 5 pg/ml dT12 ocu dGyp e 1 uM E3H] TTP
(8.000 cpm/pmol) foram incubados como descrito em Material e Meto -
dos. Os resultados estzo expregsos em pmoles de TMP incorperado,por
mg de proteina, em 15 min (para DNA ativado) e 30 min (para os RNAs).

[SH] TMP incorporadc (pmol)

Matriz

- dCTP dCTP dCf1TP
DNA ativado 661 3692 938
RNA  (AMV) - dT12 61 507 138
RNA (AMV) + dT12 5538 13385 7077
RNA (TYMV) - dG12 153 1046 230
RNA (TYMV) + 4G . 2000 12000 2923
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FIGURA 4. Determinagao de Ky de dCTP e dCFfITP para trans
criptase reversa em presenga de DNA como matriz (Lineweaver-Burk).
As condigaes de ensaio foram descritas em Material e Métodos, va-
riando-se as concentragoes de dCTP (o——o0) (A), e de dCF1TP {A—4A)
(B).
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FIGURA 5. Determinagao de Ky para dCTP e dCfITP para
transcriptase reversa em presenca de RNA 70 S como matriz (Linewea-

ver-Burk) . .
As condigoes foram descritas emMaterial e Metodos, variando-se as

concentragoes de dCTP (A) na auséncia (o) e em presenca {e) de 5
pg/ml de dTy,, e variando-se as concentragoes de 4CflTP (B), na au
sencia (A ) e em presenga (A ) de dTqo.
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Os valores de KM para dCf1TP sao cerca de 50 vezes maio-
res que os obtidos para dCTP, utilizando-se DNA ativado ou RNA 70 S

de AMV na ausencia de dT Em presenca de dT a diferenga e mais

12° 12
pronunciada, cerca de 100 vezes. A presenga de dT12 que acarreta u-
ma velocidade maior de incorporagao, nao tem efeito consideravel

nos valores de KM para dCTP e dCfiTP com RNA 70 S como matriz,

Derivados de matriges ainteticas com gubstituicgo na posdi

cro 2’
Fluor

Derivados de poli A e poli C com fluor como substituinte
na posigac 2' funcionam como matrizes na reagoes catalisadas por
transcriptase reversa (Tabela II). Foram feitos alguhs estudos mos-
trando incorporagao de [?H] TMP e [SH]dGMP em derivados de poli A e
poli C como matrizes, em reagoes catalisadas por DNA polimeraseq
DNA polimerase y , e transcriptase reversa, em presenga de Mg2+ e
Mn2+ {Tabela VII). DNA polimerasea reconhece eficientemente ape-
nas matrizes do tipo (dA)n e (dC)n, independentemente do cation bi-
valente. Além dessas matrizes, DNA polimerase Y reconhece também
(rA}ﬁ e (dAfl)n,.com_uma ~éficiencia maior em presencga de Mn2+; o8
correspondentes derivados de poli C ndo servem como matriz. Com a
excegdo de (dA)n que &€ uma matriz pobre para a transcriptase rever-
- sa, os demais pares matrizes-iniciadores sdo relativamente eficien-
tes, principalmente em presenga de Mg2+.

Estudou-se o efeito de temperatura nas incorporagoes de
TMP & dGMP por transcriptase reversa e DNA polimerase?y , utilizan
do-se (dAfl)n.(dT)12 e (dCfl)n;(dG)12 como matrizes-iniciadores (Ta
bela VIII). A sintese de DNA catalisada por transcriptase reversa
& cerca de 50% a 37 9C e 30% a 25 e 30 °C, tanto para (dAfl)n quan
to para (dCfl)n. Para a DNA polimerasey , em preSénga de Mgz+,
(dAf1)n pode substituir completamente (rA)n a 37 2C e cerca de 70%
a 25 e 30 2C, Em presenca de Mn2+, a substituigao e completa, obten

do-se mesmo valores superiores a 100% para ambas as enzimas.
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A fidelidade de sintese de DNA ﬁela transcriptase reversa
foi estudada para as tres matrizes (dA)n, (rA)n e (dAfl)n (Tabela
IX). (rA)n.(dT)12 e (dAfl)n.(dT)l2 nao se comportam diferentemente
quante a uma incorporagao_errada do desoxinucleotideo QCMP nao com-
plementar. A fidelidade de sintese de DNA é menor quando se utiliza
(dA)n.(dT)12 como matriz-iniciador. _

Os efeitos de TTP e (dAfl)n foram estudados nas reagoes
catalisadas por transcriptase reversa em presenga de (dAfl)n.(dT)l2
como matriz-~iniciador, e Mg2+.ou Mn2+ como cation bivalente (Figu-
ras 6 e 7). Do gréfico interno da Figura © obtém-se os valores de

4 -
e 1,6 x 10 ° M, respectivamente, em

Ky aparente para TTP de 10
s 2 - -

presenga de Mg " e de Mn +. Do grafice interno da Figura 7 obtem-se

os valores de KM para (dAfl)n de 0,4 pg/ml e 4 pg/ml, respectivamen

2 2+ .
te, em presenga de Mg * e de Mn .

O-metil

Derivados de peli A e poli C com substituinte O-metil na
posicBo 2! podem ser utilizados como matrizes com uma eficiéncia
mais elevada em presenga de Mn2+ (Tabela II). Alguns parametros co-
mo as concentragdes de cation bivalente, desoxinucleosideo trifosfa
to e matriz foram variados nas reagaes com o8 2'-0-metil derivados
de poli A e poli C (Figuras de 8 a 13). Quando o cation bivalente é
Mn2+ incorporacoes bem mais elevadas de TMP e d GMP sao observadas
em presenca de (Am)n e (Cm)n, respectivamente (Figuras 8 e 11). Pa-
ra concentragoes de {Am)n superiores a 4 ug/ml'observa—se uma inibi
950 na velocidade de incorporagao de TMP, em presenga de Mn2+ (Figg
ra 10). Do gréfioo interno da Figura 12 obtéﬁ—se os valores de KM
para dGTP de 1,2 x 10°° Me s x 10°° M, respectivamente, em presen-
ca de Mg2+ e de Mn2+. Diferentemente da matriz (Am)n, nao se obser-
va inibicao variando-se a concentracao de (Cm)n, em presencga de

Mn2+ (Figura 13). Obtém-se do grafico interno desta figura um va -

lor de KM para (Cm)n de 2 pg/ml.
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TABELA IX. Fidelidade de sintese de DNA catalisada por
transcriptase reversa com anélogos de poli A como matrizes.
10 pg/ml (dA)n, (ra)n e (dAfl)n, 2 pg/ml dTio, 6 mM Mg2+, 25 pM
[?QE] TTP (6 cpm/pmol}, 25 uM [3H dCTP (2300 cpm/pmol)} foram incu-
bados como descrito em Material e Métodus.

Incdrporagao de Incorporacao de
Matriz- desoxinucleotideo desoxinucleotideo Frequéncia
iniciador complementar nao complementar de erros
{pmol) : (pmol)
(dA)n.(dT)12 32 0,14 1/230
(rA)n.(dT)12 464 0,68 1/680

_(dAfl)n.(dT)12 265 0,31 1/850
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FIGURA 6. Variagao de TTP na atividade de transcriptase
reversa com (dAfl)n como matriz.
10 pg/ml (dAfl)n, 2 pg/ml dTyp, [3H] TTP (510.000 cpm/tubo) em con -
centragoes variadas, foram incubadws em presenga de 5 mM de Mg2+
( 0 ) oude 0,5 mM de Mn2* ( e ), como descrito em Material e Meto
dos. Internamente esta repregentado o grafico de Lineweaver-Burk.
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FIGURA 7. Variagao da concentrac¢ao da matriz (dAfl)n na
atividade de tTranscriptase reversa, '
10 uM [?H] TTP (900 cpm/pmol) e concentracgoes variadas de (dAfl)n
foram adicionados as misturas de reagao, em presenga de 5 mM de
Mg+ ( o ) ou de 0,5 mM de Mn2+ { e ). Internamente esta represen—
tado o gréfico de Linewesaver-Burk,
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FIGURA 8. Variacgao da concentragao de cation bivalente
na atividade de transcriptase reversa com (Am)n como matriz.
10 pg/ml (Am)n, 2 png/ml dT1o, 10 pM I?H] TTP (800 cpm/pmol) foram
adicionados as misturas de reagac contendo concentragoes variadas
de Mg+ (o ) ou de Mn2+ (e ).
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FIGURA 9. Variagdo de TTP na atividade de transcriptase
reversa com (Am)n como matriz, em presenca de Mn2+,
10 pg/ml (Am)n, 2 pg/ml dTyp, 0,5 mM Mn2¥, [3H] TTP (290.000 cpm/
tubo) em concentragoes variadas foram adicionados as misturas de
reagao como descrito em Material e Métodos. Internamente estéa re.-
presentado o grafico de Lineweaver—Burk.
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FIGURA 10. Variagao da concentragao da matriz {(Am)n na
atividade de transcriptase reversa.
10 pM [3H] TTP (800 cpm/pmol) e concentragoes variadas de {Am)n fo
ram adicionados as misturas de reagao contendo 5 mM de Mg2+ ( o)
ou 0,5 mM de Mn2* ( e ), como descrito em Material e Metodos.,
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FIGURA 11. Variacao da concentragac de cation bivalente
na athldade de transcriptase reversa com (Cm)n como matriz.
20 pg/ml (Cm)n, 2 pg/ml dGy,, 10 pM [SH] dgTP (950 cpm/pmol) foram
adicionados as misturas de reagao contendo concentragoes variadas
de Mg2+ ( o ) ou de Mne+ (e ).
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' FIGURA 12. Variagao de dGTP na atividade de transcripta-
se reversa com {(Cm)n como matriz.
20 pg/ml (Cm)n, 2 pg/ml dG12, e concentragoes variadas de[?H]dGTP
(650,000 cpm/tubo) foram adicionados as misturas de reagho conten—
do 5 mM de MgZ+ ( o ) ou 0,5 mM de Mn2+ ( e ). Internamente esta
representado o grafico de Lineweaver-Burk.
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FIGURA 13. Variagao da concentragao da matriz (Cm)n na
atividade de transcriptase reversa.
10 uM [SH} 3GTP (950 cpm/pmol) e concentra@oes variadas de (Cm)n
foram adicionados as misturas de reagao contendo 5 mM de Mg2+ {o)
ou 0,5 mM de Mn?* (e ). Internamente estéa representado o grafico
de Lineweaver-Burk, em presenca de Mn2+,



Inibidonres

Diferentes tipos de compostos foram testados como inibido
res nas reagoes catalisadas por transcriptase reversa, utilizando-

se matrizes naturais e sintéticas.

Novobiocina

Observa-se pela Figura 14 que o antibiotico novobiocina i
nibe as reagoes catalisadas tanto pdr transcriptase reversa quanto
por DNA polimerase o , utilizando-se DNA ativado como matriz; 0,5
mM da droga inibe cerca de 50% as atividades de ambas as enzimas.

O efeitc de novobiocina na formagao do complexo entre
tRNATrp iniciador e transcriptase reversa foi estudado por filtra-
cao em gel (Figura 15). Pode-se observar gque quando novobiocina e
adicionada ac complexo enzima—-tRNA jé formado, a maior parte do
tRNATPp iniciador encontra-se associada a enzima no volume de exclu
sac da coluna de Sephadex,de uma maneira similar aos resultados ob-
tidos na auséncia de novobiocina. Entretanto, quando novobiocina e
transcriptase reversa sac pre-incubadas antes da adicao de tRNA, ob
serva-se gque apenas uma peguena fragao do acido nucleico se encon-
tra associada a polimerase viral no volume de exclusao.

Um resultado distinto foi observado para transcriptase re
versa e DNA polimerase a apos pré-incubagio em presenca de 0,5 mM
de novobiocina e posterior diluigao do meio de incubagio por adigao
dos demais componentes para sintese de DNA (Figura 16). Apés pré—ig
cubagao com novobiocina e diluigio a concentracdes nao inibitérias
da. droga, a atividade de transcriptase reversa continua inibida, ao
passo que nas mesmas condigOes a atividade de DNA polimerase ¢ &
completamente revertida,

Efeitos de novobiocina utilizando-se matrizes sinteticas

serao mostrados mais adiante.
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FIGURA 14, Efeito de novobiocina na sintese de DNA,
20 pg/ml DNA ativado, 100 pM dATP, 100 pM 4CTP, 100 uM d4dGTP, 5 M
3H] TTP (7.500 cpm/pmol) foram incubados em presenga das concentra
¢oes indicadas de novobiocina, e de 10 pg de DNA polimerasea ( o )
ou de_0,65 ng de transcriptase reversa ( e ).
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FIGURA 15. Filtragdo em Sephadex G-100 do complexo trang
criptase reversa-tRNATTP,
Todas as condigoes de incubagao, filtragao e determinagac da radio,
atividade foram descritas em Material e Metodos. Eluigao de tRNA
guando ¢ iniciador foi adicionado apés pré—incubagao de novobiocci-
na e transcriptase reversa ( o ). Eluigao de tRNA sem pre-incuba-
cao da enzima e droga ( A ). Atividade de transcriptase reversa

{ o ).
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FIGURA 16. Reversibilidade da inibigao de transcriptase
reversa e DNA polimerase o apos pré—incubagéo com novobiocina,
Ambas as enzimas foram pre-incubadas com novobiocina nos tempos in
dicados como descrito em Material e Méetodos. Apods diluicao (10 ve-
zes)a concentragoes nao inibitorias da droga, a sintese de DNA foi
medida. Pré—incubagéo de transcriptase reversa na auséncia (o ) e
em presenga ( e ) de novobiocina. Pré—incubagao de DNA polimerase
@ na auséncia ( O ) e em presenca ( & ) de novobiccina.
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Polinucleotideos sintéticos

Analogos de poli C, como (rC)n, (Cm)n e (dCfl)n foram tes
tados na reagSes catalisadas por transcriptase reversa, DNA polime-
rase g € DNA polimerase y , utilizando-se matrizes naturais e sin
téticas.

Pode-se observar pela Figura 17 que independentemente da
matriz—-iniciador (xA)n.(dT)12 , 08 analogos {rC)n e (Cm)n nao apre
sentam efeitos significatives nas reacgoes catalisadas por transcrip
tase reversa. Por outro lado, (dCfl)n € um potente inibidor; & pg/
ml deste polinucleotideo fluorado inibe 90% a sintese de DNA com
(dA)n e 60% com (rA)n como matriz. Nas mesmas condig¢des de ensaio,
{(dCf1)n nao tem gualquer efeito na sintese de DNA catalisada por
transcriptase reversa quando (dAfl)n.(dT)lE.é utilizada como matriz
iniciador.

Estudos similares foram realizades utilizando-se matrizes
naturais nas reacgoes de transcriptase reversa (Tabela X). (rC)n nao
mostra gualquer efelitc na sintese de DNA quer com DNA ativado bu
com RNA 70 S como matriz; o mesmo ocorre em presgenga de 1 ug/ml de
{Cm)n, ao passoc que na concentragao de 5 pg/ml observa-se uma inibi
gao de 30% guando RNA 70 S & a matriz. Ja (dCfl)n inibe a sintese
de DNA independentemente da matriz natural utilizada.

Na Figura 18 (A e B) pode-se observar uma analise cineti-
ca mostrando que (dCfl)n e um inibidor'néo competitivo com relagao
as matrizes-iniciadores {rA)n.(dT)12 e (dA)n.(dT)12 na reacgao cata-~
lisada por transcriptase reversa, Os valores de KM aparente obtidos
sao de 7 e 0,25 pg/ml para as duas matrizes, e os correspondentes
valores de Ki sao de 2,5 pg/ml (Figura 18 A, (rA)n.(dT)lg) e 0,15
pg/ml (Figura 18 B, (dA)n.(aT) ). | |

A inibicao por (dCfl)n com relagao a TTP €& tambem do tipo
nao competitiva (Figura 19 A e B). Os valores de KM aparente para
TTP sao de 7 x 100°° Me 8 x 1070 M, em presenca de (rA)n.(dT)l2 e
(dA}n.(dT)lg, respectivamente; os valores de Ki correspondentes s80

de 1,5 ¢ 0,25 pg/ml,
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FIGURA 17. Efeitos de (rC)n, (Cm)n e (dCfl)n na sintese
de DNA catalisada por transcriptase reversa.
10 pg/ml (dA)n, (rA)n ou (dafl)n, 2 pg/ml dT1p, 6 mM Mg2+, 50 pM
[3] TTP (220 cpm/pmol); & 37 ¢C, 15 min. Os resultados estdo ex-
pressog em % de DNA sintetigado com (dA)n.(dT)12 {( o )}, (rA)n.
(dT)12 (& ), e (dAfl)n.(dT)y2 ( O ) como matriz-iniciador.
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TABELA X. Efeito de analogos de poli € na sintese de DNA
catalisada por transcriptase reversa em pregenca de matrizes natu -
rais.

Para DNA ativado: 10 mM Mg2+; 50 uM dATP, 50 pM dCTP, 50 uM dGTP,
20 pg/ml DNA ativado, 10 uM[?H]TTP (1000 cpm/pmol), 37 ¢C, 15 min.
Para RNA 70 S: 6 mM Mg®t, 100 pM dATP, 100 pM dCTP, 100 pM dGTP,
25 pg/ml RNA 70 S de AMV, 5 pg/ml dTqp, 10 pM{ 3H|TTP (1000 cpm/
pmol), 37 9C, 30 min. Estio expressos entre parénteses gs valores
em pmoles correspondentes a 100% de incorporacaoc de [3Hj TMP .

3 [SH] TMP incorporado (%)

Adigao {(png/ml) .

DNA ativado RNA 70 8
nenhuma | 100 (17) 100 (14)
{r¢)n 1 a9 103
(rC)n 5 99 110
(Cm)n 1 100 95
(Cm)n 5 99 ‘ 68
(aCcfl)n 1 70 61
{dCfl)n 5 43 ‘ 38
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FIGURA 18. Graficos de Lineweaver-Burk para cinetica de
inibigao de transcriptase reversa por (dCfl)n.
A) concentragces variadas de (rA)n.(dT)is na auséncia {( o ) e em
presenga de 2,5 ug/ml ( A ) e 5 ug/ml ( ® )} de (dCfl)n.
B) concentragoes variadas de {dA)n.(dT)1p na auséncia {( o ) e em
presenga de 0,25 ug/mi (. A ) e 0,5 ug/ml { ® ) de (4Cfl)n.
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FIGURA 19. Graficos de Lineweaver-Burk para cinetica de
inibigao por (dCfl)n na incorporacgac de TMP.
A) 10 pg/mi (rA)n, 2 pg/ml dTy2, na auséncia ( o ) e em presenga
de 2,5 pg/ml ( & ) e 5 pg/ml ( @ ) de (dCfl)n.
B) 2 pg/ml (dA)n, 0,4 pg/ml dTyo, na ausencia { o ) e em presenga
de 0,25 pug/ml ( A ) e 0,5 pg/ml ( ® } de (dCfl)n,
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A substituigao de Mg2+ por Mn2* como cation bivalente nao
altera o padrao de inibigaoc obtido em presenga dos derivados de po-
1li C (Tabela XI). Assim, como observado para Mg2+, a sintese de DNA
catalisada por transcriptase reversa, em presencga de Mn2+, nao € al
teradé por (rC)n ou (Cm)n, independentemente das matrizes sinteti-
cas utilizadas. Por sua vez, {(dCfl)n inibe a sintese de DNA, sendo
novamente a reagao com a matriz (dA)n a mais afetada. A sintese de
DNA em presenga de (dAfl)n.(dT) , como matriz-iniciador ndo é inibi
da por (dCfl)n.

Na Figura 20 observa-se que o derivado fluorado (dCfl)n
inibe a2 sintese de DNA catalisada por transcriptase reversa, em pre
senga de {(rA)n como matriz, independentemente da concentragao ue
Mgt

Anélégos de poli C foram testadoé na sintese de DNa cafa~
iisada por DNA pclimerase o e por DNA polimerase Y . (Tabela XII).
Nenhum dos analogos de poli C, mesmo (dCfl)n, mostra gualquer efei-
o nas reagaes catalisadas por DNA polimerase o , quer utilizando-
se (dA)n.(dT)lg'ou DNA ativado como matriz. Para DNA polimerase v ,
(rC)n ou {Cm)n nio apresentam qualquer efeito inibitdrio significa—
tivo, independentemente da matriz-iniciador utilizada. (dCfl)n &

um melhor inibidor com (rA)n.(dT)12 do que com (dA)n. (d4T) obser

122
vando-se uma inibigao de cerca de 20% com (dﬁfl)n.(dT)lg.

Os efeitos de outros polinucleotideos, como por exempld,
(rU)n e (rI)n, foram estudados na sintese de DNA catalisada por
transcriptase reversa, utilizando-se derivados de poli A como matri
zes (Tabela XIII). {(rI)n inibe a sintese de DNA mais eficientemente

com (dA)n.(dT)l2 do que com {(raA)n.(dT) sendo que a inibigdo é pe

12’
quena (cerca de 10%) quando a matriz-iniciador é (dAfl)n.(dT)lz.

(rU)n inibe preferencialmente a sintese de DNA em presenca de {(rA)n
como matriz; a reagfo com (dA)n é resistente & acBo de (rU)n, e com

(dAfl)n nao se observa uma inibigfo significativa.
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TABELA XI. Efeito de analogos de poli C na sintese de DNA
catalisada por transcriptase reversa em presenga de Mne+ .
10 pg/ml {dA)n, (rA)n ou (dAfl)n, 2 pg/ml dTys, 0,5 mM Mn2+, 50 uM
[QH] TTP (220 cpm/pmol) e 5 pg/ml de analogos de poli ¢ foram incu-
bados nas condigoes déscritas em Material e Métodos. Estiao expres-
so0s entre parénteses 0g valores correspondentes, em pmoles, a 100%
de incorporagao de [SH TMP,

EBH] TMP incorporado (%)

Adigao

(dA)n.(dT)le (rA)n.(dT)lg (dAfl)ln.(dT)lg
nenhuma 100 (82) 100 (328) 100 (322)
{rC)n ' 100 99 104
(Cm)n ' 99 94 114

(dCf1l)n 10 65 103
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FIGURA 20. Variagao da Concentragéo de Mg2+ na inibigao,
por {dCfl)n, da sintese de DNA catalisada por transcriptase reversa.
10 pg/ml (rA)n, 2 pg/ml dT1p, 50 uM [SH] TTP (220 cpm/pmol) foram
incubados a 37 °C por 15 min, nas condigoes descritas em Material e
Métodos, na auséncia ( o0 ) e em presenga ( e ) de 5 pg/ml de (dCfl)n.
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TABELA XIIT. Efeitos dos acidos poliinosinico e poliuriai

lico nas atividades de transcriptase reversa em presenga de deriva-
dos de poli A como matrizes,
10 ug/ml (dA)n, (rA)n ou (dAfl)n, 2 pg/ml dT{o, 10 mM Mg2*+, 10 .M
[?H] TTP (700 cpm/pmol) foram incubados como descrito em Material e
Metodos. Estao expressos. entre parénteses 0s valores em pmoles cor-
respondentes a 100% de incorporacao de [3HJ TMP . '

[SHJ TMP :ncorporado (%)

Adicao (pg/ml)

‘(dA)n.(dT)lg (I"A)n.(dT)lg (dAfl)n.(dT)lg
nenhuma 100 (6) 100 (230) 100 (48)
{(rI)n 5 41 . 68 88
(rT)n 10 33 61 89
(ru)n 5 C g2 | 84 - 98

(rUln 10 100 65 90




— 73 -

Outros inibidores

Alguns inibidores usuais como brometo de etideo, tetrame-
til brometo de etideo, didesoxi TTP, N-etilmaleimida e berenil foram
testados na reacoes catalisadas por transcriptase reversa, utilizan
do matrizes sintéticas. Efeitos de novobiocina e afidicolina foram
tambem descritos.

Utilizandomsé derivados de poli A como matrizes, pode-se
observar gue iO LM de BE inibe a sintése de DNA, independentemente
da matriz-iniciador e do cation bivalente (Tabela XIV). TMBE nas
mesmas condigoes mostra ser um inibidor menos eficiente; a reagho

2+

com a matriz-iniciador (Am)n.(d4dT) em presenga de Mg ndo é ini-

12°
bida . A inibig¢Zo por ddTTP & maior em presenca de Mn2+; novamente
a sintese de DNA em presenga de (Am)n e Mg2+ nédo & afetada. Nos ca-
g08 estudados 10 pM de berenil inibe cerca de 20% e 70% as reagSes
catalisadas por transcriptase reversa utilizando-se (rA)n e (dAfl)n
respectivamente., Nao existem diferengas significativas na inibigao
de sintese de DNA por novobiocina, utilizando-se (rA)n ou (Am)n co-
mo matriz. Afidicolina nfo inibe a reagao catalisada por transcrip-
tase reversa em presenga de (rAjn.

Na reagac catalisada por transcriptase reversa, pode-se
observar na Figura 21 o comportamento de TMBE como inibidor, em va-
rias concentragaes de TTP, utilizando-se (Am)n como matriz, em pre-
senga de Mn2+. A inibigao por TMBE, em relagaoca TTP, & do tipo nao
'.competitiva para (Am)n como matriz; a Ki calculada da Figura 21 e
de 10 uM.

Uma andlise cinética similar foi realizada utilizando-se
BE como inibidor e (dAfl)n como matriz na reagao catalisada por
transcriptase. reversa, em presenga de Mg2+ (Figura 22). A inibigﬁo
por BE & do tipo naocompetitiva em relagao a TTP, sendo o valor de

Ki calculado da Figura 22 de 10 pM.
Os efeitos de NEM, BE, TMBE, novobiocina e afidicolina fo

ram estudados na reacao de sintese de DNA catalisada por transcrip-
tase reversa em presenca de (r‘C)n.(dG)12 e (Cm)n.(dG)12 como matri-
zeg-iniciadores (Tabela XV). Utilizando-szse (Cm)n como matriz a rea-

- . 2+
gao e completamente inibida por 2 mM de NEM, em presenga -de Mg ou
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FIGURA 21, Grafico de Lineweaver-Burk para cinética de i-

nibigao por tetrametil brometo de etideo, utilizando-se (Am)n como
matriz, em presenca de Mn2+,
10 pg/ml (Am)n, 2 pg/ml dT12, 0,5 mM Mn2+, e concentracoes variadas
de [SHJ TTP {600.000 cpm/tubo) foram incubados como descrito em Ma-
terial e .Méetodos, na auséncia { o ) e em presenga de 2 pM ( e }
5pM (& ) e 10 uM ( 8 ) de TMBE.
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FIGURA 22. Grafico de Lineweaver-Burk para cinetica de i-
nibigao por brometo de etideo utilizando-se (dAfl)n como matriz, em
presenca de Mge+,

10 pg/ml (dAf1)dn, 2 pg/ml dT1p, 5 mM Mgl+ e concentragoes variadas
de [3H| TTP (510.000 cpm/tubo) foram incubados na auséncia { o ) e
em presenga de 5 pM ( A ) ¢ 10 uM ( 8 ) de BE, '
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TABELA XV. Efeitos de N-etilmaleiimida, brometo de etideo,
tetrametil brometo de etideo, novobiocina e afidicelina nas ativida-
des de transcriptase reversa em presencga de derivados de poli C como
matrizes.

20 pg/ml {(rC)n ou (Cm)n, 2 pg/mi dGqyo, 5 mM Mg2+ ou 0,5 mM Mn2+, 10
1M f3H] dGTP (900 cpm/pmol) foram incubados como descrito em Mate—
rial e Métodos. Estdo expressos entre parenteses os valores  em
pmoles correspondentes a 100% de incorporacao de [3H dGMP .,

ESH] dGMP incorporado (%)

Adigao (rC)n.(dG)lg (Cm}n.(dG)qo
| > 5 2
Mg * Mn N Mg2+ Mn *
nenhuma 100 (76) 100 (1) 100 (17) 100 (139)
NEM 2 mM n.d. n.d. H 7
BE 10 uM 83 89 80 80
TMBE 10 uM 87 96 100 75
Novobiocina 1 mM 16 19 36 35
Afidicolina 10 pg/ml 100 85 100 91

n.d. = nao determinado
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de Mn2+. BE e TMBE na concentragao de 10 pM sdo inibidores pouco e-
- ficientes (cerca de 10-20%) nas reacoes catalisadas por transcripta
se reversa em presenga de (rC)n ou (Cm)n. A exemplo de (Am)n, a rea
gao com (Cm)n e Mg2+ e estavel a agdo de TMBE 10 uM. As reagoes de
sintese de DNA utilizando-se analdgos de poli C sio mais sensiveis

a agao de novobiocina (1 mM) do que com analogos de poli A. Afidico
lina nao apresenta efeilos significativos nas reacoes catalisadas

por transcriﬁtase reversa.com derivados de poli C como matrizes sin

teticas.

- Ouznas DNA polimerases dependented de RNA

DNA polimerase A de germen de trigo

Varios polimeros sintéticos foram testados como matrizes
- nas reagaes-catalisadas por DNA polimerase A de germen de trigo (Tg
bela XVI). Das matrizes utilizadas, a DNA polimerase A reconhece me

Y 2
lhor {rA)n, sendo a eficiéncia maior em presenca de Mg ¥ que . de

2 .
Mn +. Ja a transcriptase reversa reconhece bem (rA)n e (rcin em pre

sencga de Mg2+, e (Cm)n, em presenga de Mn2+.

RNA 70 5§ de AMV fol testada como matriz natural nas ativi
" dades de DNA polimergse A de germen de trigo e de DNA polimerase vy
de células de camundongo (Figura 23)., Aumentando-se a concentragio
de enzima nota-se um aumento né sintese de DNA catalisada por DNA
- polimerase A; nas mesmas condi¢Bes experimentais, aumentando-se a
concentracio de DNA polimerase Y y a sintese de DNA é praticamente
desprezivel, |

Trabalhando-se com RNA 70 S de AMV como matriz foram estu
dadas algumas condi¢les de ensaio da atividade de DNA pblimerase A
de germen de trigo (Tabela XVII), A reacgao € dependente de Mg2+; a
velocidade aumenta com o tempo de incubagdo e diminui em presenga
gde Mg2+ 10 mM, Omitindo-se RNA do meio de reagéo ocbserva-se uma sig '
tese de DNA apreciével, diferentemente do que ocorre para a trans-
criptase reversa, Uma incorporagac de [SEP] dGMP nao especifica po-

de ser descartada uma vez que a reagao nao ocorre por pré-incubagao

~da DNA polimerase A a 100 (. Qualquer eventual contaminagao de DNA
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TABELA XVI. Atividade de DNA polimerase A de germen de
trigo com matrizes sinteticas.
10pg/ml (rA)n, (Am)n, 2 pg/ml dTys e 5 uM [3H]_TTP (1600 cpm/pmol)
ou 20 pg/ml (rC)n, (Cm)n, 2 pg/ml dGi, e 5 pM |3H]| AGTP (1400 cpm/
pmol)} foram incubados com as misturas de reagac como descrito em
Material e Métodos. Os controles para ambas as enzimas, usando-se
(rA)n como matriz sac 0,1 pmol, na auséncia de ions metalicos, e
0,05 pmol, na auséncia do iniciador dTys.

[SH] dNMP incorporado (pmol/30 min)

Matriz—-iniciador DNA polimerase A Transcriptase reversa
2 .
Mg + Mn2+ Mg2+ . Mn2+
(rA)n.(dT)12 : 6 1 100 51
(Am)n.(dT)12 0,1 : 0,4 0,4 12
(rc)n.(dG)12 0,2 0,7 178 17

(Cm)n.(dG)12 G,1 g,2 18 102
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FIGURA 23. Atividades de DNA polimerase A e DNA polimera-
se ¥ em presenga de RNA 70 S como matriz.
25 pg/ml RNA 70 S, 10 pg/ml dTp2, 100 M dCTP, 100 uM dGTP, 100 uM
TTP, 0,03 M [32p | qATP (8,7 x 108 cpm/pmol) foram incubados como
descrito em Material e Métodos, em presenga de DNA polimerase A
( 0 ) e de DNA polimerase vy {( e ). 5 pl corresponde a 5 pg de DNA
polimerase A e 10 pg de DNA polimerase'y y respectivamente,
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TABELA XVII. Requerimentos para atividade de DNA polimera
se A de germen de trigo com RNA como matriz.
20 pg/ml RNA 70 5 de AMV, 10 pg/ml dT;, foram adicionados as mistu—
ras contendo 0,03 pM [?QPJ dGTP (6 x 10% cpm/pmol) como descrito em
Material e Métodos. O sistema completo contem 6 mM de Mge+ e & incu
bado a 37 2C por 60 min.

‘32
[ PJ dGMP incorporado (pmolxloa/h)

Sistema
DNA polimerase A Transcriptase reversa

completo 6,9 157
Mg"T 10 mm . 4,1 . 164
- Mg2+ 0,4 0,7
- RNA 3,0 0,5
- RNA + DNA polimerase A ' - '0,5
+ DNA polimerase A

(fervido a 100 °C) 0,5 n.d.
15 min de incubagZo 5,9 n.d.
30 min de incubacio 6,5 n.d,

n.d. = nao determinado
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polimerase A nao serve como matriz na reagio catalisada por trans—
-criptase reversa.

Estudou-se o efeito de actinomicina D na sintese de DNA
catalisada por DNA polimerase A, em presenca de RNA 70 § como ma-
triz (Figura 24). 10 pg/ml de actinomicina D inibe a reagao catali-
sada pela DNA polimerase A cerca de 60%; nas mesmas condigoes a ati
vidade de transcriptase reversa & inibida cerca de 50%., -

Os efeitos de glicercl e olige AT foram tambem estudados
nas reagoes catalisadas por DNA polimerase A de germen de trigo, u-
tilizando-se RNA 70 3 como matriz (Tabela XVIII). Como para a trang

criptase reversa a presenga de dT estimula a velocidade da reacgao

12
catalisada por DNA polimerase A para os dois desoxinucleosideos tri

fosfate testados. 20% de glicerol na mistura de reacac inibe as ati
vidades de ambas as enzimas.

Observou-se gue as RNases T2 e A iniblam as atividades de
DNA polimerase A com RNA 70 S como matriz (Tabela XIX). Em presenga

de 4T a sintese de DNA catalisada po DNA polimerase A € inibida

12’ _
de 40 e 50%, respectivamente, em presenga de RNage T2 e RNase A.

As atividades de transcriptase reversa sao mais eficientemente ini-

.bidas por ambas RNases. Na auséncia de dT. _ nao se observa efeito

_ 12
de RNases na atividade de DNA polimerase A; para a transcriptase re

versa, 0s efeitos de RNases na ausencia de dT12 sa0 menos acentua-

dos que os observados em presenga de dle.

DNA polimerases de virus do mosaico da couve-flor

Na purificagao de DNA polimerases a partir de felhas infég
tadas por CaMV foram eluidos dois picos por cromatografia em DNA-ce
lulose, sendo as suas abividades determinadas em presenca de dife-
rentes matrizes {Tabela XX). As DNA polimerases de ambas as fragaes
reconhecem DNA ativado e (rA)n.(dT)12 com grande eficiencia; agfra—

+

~ : : 2+
¢ao 2 possul uma atividade maior em presenca de Mn que de Mg

com (rA)n como matriz. Utilizando-se {(rC)n.(dG) observa-se uma in

12
- 2 ' 2
corporagao maior de dGMP em presenga de Mn * que de Mg +; para a
- . 2
fragao 2 a atividade e maior em presenga de Mn * com (Cm)n como ma-

triz,
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FIGURA 24, Efeito de actinomicina D na atividade de DNA
polimerase A em presenga de RNA como matriz.
25 pg/ml RNA 70 S, 10 pg/ml dTyp, 100 pM dCTP, 100 uM dGTP, 100 uM
TP, 0,03 pM [SZP] dATP (8,7 x 10° cpm/pmol} foram incubados como
descrito em Material e Métodos, em presenga das concentragoes in-
dicadas de actinomicina D e DNA polimerase A { o) ou transcripta-
se reversa ( & ), 100% de sintese correspondem a 10,5 e 340 pmol x

03/h, para DNA polimerase A e transcriptase reversa, respectiva-~
mente, ' o
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TABELA XVIII. Efeitos de oligo dT e glicerol na atividade
de DNA polimerase A de germeri de trigo.
25 pg/ml RNA 70 S de AMV, 10 ug/ml dTy, foram adicionados a mistu-
ras contendo 0,03-0,06 uM [32p] TTP (75 x 106 cpm/pmol)  ou
[32P] dATP (8,7 x 108 cpm/pmol) como descrito em Material e Métodos.

32 ) 3
[ P] dNMF incorporado {pmolxiC~/h)

Sistema . DNA polimerase A - Transcriptase reversa
TMP GAMP TMP AAMP
Completo 23 10,5 146 340
- 5 18
dT12 6 39
- mget . 0,2 " n.d. 1 n.d.
+ glicerol 8 n.d,. 105 n.d.

n.d. = nao determinado



TABELA XIX. Efeitos de RNases na atividade de DNA polime-
rase A de germen de trigo com RNA como matriz,
25 pg/ml RNA .70 S de AMV,.10 pg/ml dTy, foram adicionados a mistu-
ras contendo 0,05 uM f32P TTP (7,5 x 10% cpm/pmol) como descrito
em Material e Metodos. O RNA é previamente incubado a 37 2C por 30
min em presenga de RNase To, a pH 4,5, e em presenca de RNase A, a
pH 8,3. .

[Sgpj TMP incorporado (pmolxlos/h)
Sisfema | 'DNA polimerase A Transcriptase reversa
- 4Ty, + dTq, - 4T3, + dT1s
Completo 10 23 29 146
+ RNase T2 2 U/ml iO | 15 29 62
ot RNase.Tg 20 U/ml 12 i4 19 19
+ RNase A 50pg/ml . 11 12 12 14

RNase A 100ug/ml 10 11 11 12

+
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TABELA XX. Atividades de DNA polimerases (picos 1 e 2) de
folhas infectadas por CaMV, em presenga de matrizes naturais e sin-
téticas.
a)DNA ativado: 10 pg/ml DNA ativado, & mM Mg2*, 50 uM dATP, S0 .M
dCTP, 50 pM dGTP; e (b)(rA)n.(dT);o: 10 pg/ml (rA)n, 2 rg/ml dTq o,
5 mM Mg+ ou 0,5 mM Mné+, foram incubados em presenga de 5 pM
[3H] TTP (1500 cpm/pmol), como descrito em Material e Méetodos;
¢)(xC)n.(dG)y5: 10 pg/ml (rC)n, (Cm)n, 2 pg/ml dGyo, 5 mM Mg2+ ou
0,5 mM Mn2+ foram incubados em presenga de 0,6 uM i?HJ dGTP (1500
cpm/pmol) como descrito em Material e Métodos.

'3
L H] dNMP incorporado (pmol/30 min)

Matriz - DNA polimerase (pico 1)} DNA polimerase (pico?)
B Me2+ Mg2+ Mn2+ _ Me2+ Mg2+ Mn2+
DNA ativado n.d. 2,5 n.d, n.d. 6,2 n.d.
(rA)n.(dT)12 0,1 3,2 4 0,1 4,8 37
(rC)n.(dG)12 0,01 6,05 0,4 0,01 0,58 5,1
(Cm)n.(dG)12 0,01 | 0,01 0,1 0,01 0,02 1,6

n.d. = nao determinado
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Dois inibidores, afidicolina e brometo de etideo, foram
testados nas atividades das duas fracoes de DNA polimerases de fo-
lhas infectadas por CaMV (Figura 25). Utilizando-se DNA ativado co-
mo matriz nao se observa efeito inibitorio significativo nas ativi-
dades das fragoes 1 e 2 de DNA polimerases por afidicolina. J& BE
inibe ambas as atividades enzimaticas em presenca de (rA)n.(dT)12
como matriz-iniciador. A inibigaoc € mais pronunciada para a fragho

2; 10 pM de BE inibe cerca de 30% a atividade da fragao 1 e cerca

de 85% a atividade da fragao 2.
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FIGURA 25, Efeitos de afidicolina e brometo de etfideo nas
atividades de DNA polimerases purificadas de folhas infectadas por
CaMV.

Para DNA ativado: 10 pg/ml DNA ativado, 5 mM Mg2+, 5C pM dATP, 50
uM dCTP, 50 uM 4GTP, 5 uM [3H] TTP (1.500 cpm/pmol) e fragac 1 (o)
ou fragao 2 (e) de DNA polimerase foram incubados em presenga de
afidicolina nas concentragdes indicadas. . _

Para (rA)n.(dT)1p: 10 pg/ml (rA)n, 2 pg/ml dT1p, 5 mM Mge+, 5 M
[3H] TTP (1.500 cpm/pmol) e fragao 1 (A ) ou fracao 2 (A ) de DNA
pclimerase foram incubados em presenga de BE nas concentragoes in-
dicadas.



- 89 -

DISCUSSAQ

A transcriptase reversa de AMV reconhece DNA ativado e
varios RNAs diferentes como matrizes naturais na reagao de sintese .
de DNA sendo necessario para tanto um iniciador que fornega grupa-
mento 3'-OH livre (Tab.I). Alguns autores mostraram que © inicia-
dor permanece covalenteménte ligado ac cDNA, por estudos de estabi
lidade do complexo & denaturacao e por transferéncia de[seﬁ]a do
DNA produto aos ribonucleotideos apds hidrdlise alcalina (HURWITZ
& LEIS, 1972; LEIS & HURWITZ, 1972; TAYLOR et al,, 1972). BALTIMORE
& SMOLER (1971) observaram que somente os iniciadores que Tormam
pares de baseg com as matrizes sao eficientes. RNA 70 5 de AMV as-
sim como o5 mRNAs possuem sequéncias de poli A, e portanto reéue -
fem 0ligo(dT) como iniciador. Por outro lado, RNA de TYMV, que con
tém poli C, necessita de oligo(dG) como iniciador, sendo oligo(dT)
pouco ativo (Tab.I) (AOYAMA, 1985 a). DUESBERG et al. {1971) obser
varam que a atividade de DNA polimerase de RSV, utilizando—se RNA
de virus do mosaico de tabaco como matriz, era pouco estimulada
por oligo(dT) e cerca de 10 vezes por oligo(dC).

Nas reagSes catalisadas pelas transcriptases reversas os
polinucleotideos . sintéticos que servem como matrizes sao mais efi
cientes do que as métrizes naturais (Tab.I e II). As matrizes sin-
téticas caracteristicas para DNA polimerases dependentes de RNA
sao (rA)n e {(rC)n, em presenga de Mg2+ como cation bivalente, Deri
vados de poli A e poli C, com fluor na posigéo 2', sao melhores ma
trizes do que os correspondentes derivados com O-metil, O ion-meté
lico deve desempenhar um papel importante e diferenciado na sinte-
se de DNA; a substituicdo de Mg2+ por Mn°T torna os analogos 2'-0-
metilados dos polinucleotideos otimas métrizes nas reagoes catali-
sadas pela transcriptase reversa. Uma discussao mais detalhada em
relagao as matrizes sintéticas e ao Mn2+ seri abordada posterior -
mente.

Com relagdo ao cation bivalente, Mg2+, Mn2+ e 002+ podem
ser utilizados na reagao catalisada pela transcriptase reversa com

. 2
(rA)n.(dT)12 como matriz-iniciador. Diferentemente de Mg +, 1 mM
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2+ 2+ . . -
de Mn ' e Co inibem a velocidade de reagao (Tab.III). A atividade

maxima é atingida para concentragdes de Mg2+ superiores a 5 mM, tan
to com DNA ativado ou com RNA 70 S como matriz (Tab.IV), LEIS &
HURWITZ (1872), trabalhando com RNA de AMV obtiveram uma concentra-
gao Otima de Mg2+ de 10 mM e observaram gque Mg2+ e Mn2+ Juntos apre
sentavam um efeito estimulatdrio.

Cations polivalentes, como as poliaminas, tem sido utili-
zados em reagoes dependentes de Mg2+, sendo bastante estudados em
reagoes de sintese de RNA e de sintese de proteinas (COHEN, 1971).
Nas reagoes catalisadas por transcriptase reversa, utilizando-ge
DNA ativado ou RNA 70 § como matriz, as poliaminas espermidina e es
permina nao possuem a capacidade de substituir o Mg2+, entretanto,
em presenga do cation bivalente, observa-se um estimulo na velocida
de de reagao (Tab.IV). O efeito ativador de espermina 1 mM é obser-
vado independentemente da concentracgao de Mg2+ utilizada (Fig.l).Eg
te efeito de poliaminas nao pode ser explicado simplesmente pela
., complexagao com acidos nucléicos,uma vez que a sintese de DNA cata-
lisada por DNA polimerase O  de Xenopus ldaevias, em presenga de
DNA ativado como matriz, nao & afetada por poliaminas, ocorrendo
mesmo uma inibigép quande em presencga de Mg2+; observar que concen-
tragoes elevadas de Mg2+ (10 mM) também inibem a reaco (Tab.IV). A
interagéo de DNA com poliaminas foi inicialmente mostrada pela habi
lidade de espermina e eéspermidina precipitarem DNA, pela habilidade
dessas aminas protegerem DNA da denaturagao térmica, € por estudos
de difragao de raijios-X em complexos poliamina-DNA. Alguns estudos
sugerem gue, 4in vivo, na presenca de poliaminas, o DNA nao pode es-
tar livre em soclucao, mas em algum tipo de comblexo precipitado.Uma
analise dos efeitos de poliaminas nio & muito facil uma ves que es
permidina ou espermina pode reagir com substrato, com produto, ou
mesmo com a enzima {TABOR & TABOR, 1983; TABOR & TABOR, 1984).

Todos os quatro desoxirribonucleosideos trifosfato 820 ne
cessarios na reacao de sintese de DNA quando se utiliza RNA ou DNA
ativado como matriz. dCf1TP, um anélogo 2'-fluorado de dCTP pode ser
utilizado como substrato nas reagoes catalisadas por DNA polimerases

o € ¥ celulares e pela transcriptase reversa viral ( Tab., V ).
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HELFMAN et al. (1978) observaram que dCflTP substituia dCTP, cerca
de 25-30%, na reagao de DNA polimerase II de Edcherichia codi, e
muito pouco na reagac de DNA polimerase III. Estes autores nao ob-
servaram diferengas na substituigao de Mg2+ por Mn2+ como cation
bivalente. Para a transcriptase reversa de AMV, a substituigdo de
dCTP por dCF1TP e de apenas 10% com Mg2+, ¢ cerca de 40% em presen
ca de Mn°t (Tab.v).

Uma inlbi¢Zo pouco significativa & observada na sintese
de DNA catalisada por DNA polimerase a e transcriptase reversa
(30 e }B%, respectivamente) por dCL1TP atéluma concentragio de 1,8
mM, em presenga de 50 M de dCTP (Fig.2). BROX et al. {(1974) obser
varam que 10 pM de dCfl inibiao crescimento de varias linhas de cé
lulas linfoblasticas em cultura. WOHLRAB et al, (1985), estudando
0 efeito de dCfl no crescimento de certos virus do tipo herpes, ob
servaram por centrifugagaoc em gradiente de densidade que este com -
posto era incorporado em DNA e RNA celular e viral, e que a ativi-
dade citotoxica de dCfl era cerca de 10 vezes menor que a de arabi
nosil citosina (araC). Alguns autores estudaram os efeitos de ou -
tros anélogos de nucleotideos 2'-substituidos. Assim, 2'-azido-2'-
desoxicitidina (dCz), mas nao 2'~amino-2'-desoxicitidina, blogquea-
va o crescimento celular (SKOOG et al., 1977), e a sintese de DNA
em celulas infectadas por virus (BJURSELL, 1978). Com relagao a
dCzTP existem descritos diferentes efeitos: as sinteses de DNA e
' de RNA iniciador nao eram afetadas paré concentragao de 0,1 mM
(ELIASSON et al., 1981}, mas a sintese de RNA catalisada por DNA
primase de ¢. codi (REICHARD et al., 1978), e o crescimento de cé— -
lulas de ovario de hamster chinés (SKOOG et al., 1977) eram inibi-
dos cerca de 50%, em concentragoes de 0,5 mM e 0,1 mM de dCzTP,res
pectivamente, 0 anélogo dAzTP inibe a atividade de RNA polimerase
associada com a DNA polimerase de celulas tumorosas (YAGURA et al,
1982).

Afidicolina, um diterpeno tetraciclico, & descrito na 1i
teratura como um inibidor especifico de DNA polimerase o (IKEGAMI
et al., 1§78; HUBERMAN, 1981; SPADART et al., 1982). A sintese de

DNA catalisada por DNA polimerase o de X. laevis & inibida cerca
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de 50% em presenga de 7-8 mg/ml de afidicoﬁina, quer utilizando-se
dCTP ou dCf1TP. Concentragoes ﬁais elevadas de dCTP (25 pM) rever- .
tem parcialmente a inibicao por afidicolina (Fig.3). As reagoes ca
talisadas por transcriptase reversa de AMV utilizando-se matrizes
sintéticas ndo sio afetadas por afidicolina (Tab.XIV e XV). PEDRALI
NOY & SPADARI (1979) observaram que a sintese de DNA 4n vitao cata
lisada por transcriptase reversa era insensivel a afidicolina. 7n
vivo, afidicolina parece n&Zo interferir na sintese de DNA viral 1i
near, mas inibe o aparecimento de DNA viral circular (YAMAGISHT et
al., 1981; HSU & TAYLOR, 1982).

Com relagao aos parametros cinétioos, o valor de KM apa-
rente para dCLITP € cerca de 50 vezes o de dCTP na reagao catalisa
da por transcriptase reversa de AMV utilizando-se DNA ativado como
matriz (Tab.A, das Fig.4 e 5) (AOYAMA et al., 1985 a); Esta substi
tuicao menos eficiente pode também ser observada na Tab. V, em pre
senca de Mg2+. A sintese de DNA catalisada por ftranscriptase rever
sa € ativada por dT12 ou dGlg’ dependendo do RNA utilizado como ma
triz (Tab.VI)., Omitindo-se dCTP da mistura de reagao contendo RNA,
a sintese de DNA é desprezivel, diferentemente do observado por
HELFMAN et al.(1978)} para DNA polimerases de &. codi. A presencga
do iniciador dT12 néq altera significativamente os valores de KM.
de dCTP e dCf1TP com RNA 70 S (Tab.A). Mudangas conformacionais no
agucar devido & presenca de um atomo eletronegativo como fluor na
posigao 2' de desoxinucleosideos (BLANDIN et al., 1974;GUSCHLBAUER
& JANKOWSKI, 1980) podem explicar as diferencgas nos valores de KM
para dCTP e dCf1TP. HAKOSHIMA et al. (1981) observaram gque 2'-fluor
nucleosideos mostravam conformacoes nao usuais em suas estruturas
cristalinas.

ALLAUDEEN et al, (1982) estudaram o efeito de 1-(2'-deso
xi-2'~fluor- B —Duarabinofurénosil)5—iodo citidina trifosfato
(F1ACTP) na sintese in vizao e in vive de DNA; Este composto, um a
nalogo de dCf1TP com arabinose em lugar de ribose e um atomo de io
do npa posicao 5 da baSe, parece ser um substrato alternativec para
DNA polimerase viral de Herpes simples mas nao rara DNA polimerase

@ . Baixas concentragoes do nucleosideo correspondente (F1AC) ini
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bem preferencialmente a sintese de DNA viral (60%) que a de DNA ce-

lular (5%).

Polinucldeotidevs 2’-fluonados como mainizeds em sgintese de
ONA

Polinucleotideos com diferentes substituintes na posig§6
2! podem se comportar como substratos ou inibidores de sintese de
DNA (AOYAMA et al.,, 1985 b). Derivados de poli A e poli C com fluor
na posigao 2' funcionam como matrizes de reag&es catalisadas  por
_traﬁscfiptase reversa de AMV (Tab.IT e VII). Diferentemente de DNA
polimerase a , DNA polimerasey reconhece além de (rA)n, também
(dAfl)ﬁ como matriz (AOYAMA, 1985 b). Em presenga de Mn2+, (dAf1)n
& uma matriz consideravelmente melhor tanto para.DNA polimerasé Y
quanto para transcriptase reversa. DeCLERCQ et al. (1979) e CHANDRA
et al. (1981) observaram qué (dAf1)n era uma eficiente matriz para
transcriptase reversa de virus de leucemia murina e virus de leuce~
mia de Rauscher, respectivamente. Para transgriptase reversa os ané
logos de poli C mostram um atividade maior em presenga de Mg2+ que
de Mn2+. Trabalhando com outro anélogo de poli C, com C-metil na po
"sigao 2' como matriz, GERARD et al. t1974) observaram para transcrip
tase reversa de AMV uma velocidade de sintese 40 -vezes maior en
.presehga de MnZt que de Mge+.

Comparando-se as atividades de transcriptase reversa e
_DNA polimerase Yy com relagac a utilizagdo de (dAfl)n e (dCfl)n a
varias temperaturas, observa—éé que para a enzima viral a substitui
¢ao é cerca de 50% a 37 C (as utilizagdes de (rA)n e (rC)n sao
consideradas como 100%), enquanto que para DNA polimerase vy ,a subs
tituicao e totél. Diminuindo-se a temperatura de incubacao, é efici
éncia de substituigio também também diminui (Tab.VIIT). Utilizando-
se Mn°* ao invés de Mg2+ os polinﬁcleotideos fluorados substituem
completamente os correspoﬁdentes polirribonucleotideos, as vezes
. com atividades superiores, para ambas as enzimas e iﬁdependentemen—
te da temperatura utilizada., CHANDRA et al, (1981) observaram que
(dAfl)n estimulava as atividades de DNA polimerase vy de tecido de

ovario humano e transcriptase reversa de RLV com (rA)n.(dT)12 como

matriz-iniciador.
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De modo a diminuir a dissociagio da matriz-iniciador,
PARNATK & DAS (1983) trabalharaﬁ a 23 2C e observaram uma afinidade -
mais alta de transcriptase reversa de AMV por matrizes—-iniciadores
relacionadas com uma menor velocidade de sintese de DNA., Nestas con
digoes eles nao conseguiram estudar os desoxipolimeros. A baixa efi
ciencia de (dA)n.(dT)12 para transcriptase reversa de AMV pode ser
explicada por uma possivel formagao de estruturas triplice hélices
(TAMBLY & WELLS, 1975). E mais provavel, entretanto, que a baixa a-
tividade de (dA)n.(dT)12 como matriz seja devido a uma afinidade de
ligagao muito baixa do desoxipolimero-pela transCriptase reversa de
AMV (TAMBLY & WELLS, 1975; WARWICK-KOOCHAKI & BOBST, 1984).

HURWI{Z & LEIS (1972) nao conseguiram detetar nenhuma ati
vidade exonuclease 5'-3"'" ou 3'-5' em DNA polimerase de virus de leu
cemia murina de Rauscher. FLUGEL et al. (1973) também nio observa -
ram atividade exonuclease 5'-3' para DNA polimerase de AMV. Esta
falta de atividades exonucleasicas pode ser responsavel pela alta
frequencia de incorporagao incorreta de bases pela transcriptase re
versa, A fidelidade é o aspecto mais crucial na replicagao de DNA
in vive. Erros maiores que 1 em 109—10lO bases copiadas sao intole-
réveis. Nao existe até o presente nenhum sistema de ensaic {in vitao
capaz de aproximar esta sensibilidade (LOEB & KUNKEL, 1982). As in-
corporacoes incorretas de dCMP em (rA)n.(dT)12 e (dAfl)n.(dT)l2 nao
sao significativamente diferentes para transcriptase reversa de AMV
" (Tab.IX). A fidelidade de sintese de DNA mais baixa com (dA)n.(dT)l2
como matriz»iniciador esta de acordo com a baixa afinidade de trang
cribtase reversa de AMV por matrizes polidesoxinucleotideos.
HILLEBRAND & BEATTIE (1985) estudaram a influéncia das estruturas
priméria e secundaria de matriies na velocidade e na fidelidade de
sintese de DNA.

0 valor de KM para-TTP utilizando~se (dAfl)n.(dT)12 em
presenca de Mnt (KM = 1,6 x 107° M; Fig.6) ¢ da mesma ordem de

grandeza que o obtido para,(rA)n.(dT)l2 em presenga de Mg2+

: (KM =
12,5 x 10 T M; Fig.19A) na reagao catalisada por transcriptase rever
sa de AMV.HURWITZ & LEIS (1972) obtiveram para DNA polimerase de

RLV, utilizando-se poli{dA-dT) ‘como matriz, um valor de K, para TTP



- 95 —

-5 . .
de 2,6 x 10 M. Para a matriz fluorada e Mg2+ como cation bivalen-

te a afinidade de transcriptase reversa por TTP diminui (KM = 10—4M.

Fig.6). A afinidade de transcriptase reversa por (dAfl)n.(dT)l2 e
2 2

maior em presenga de Mg * que de Mn * (Fig.7}, analogamente ao ob-

servado para (rA)n.(dr) (Fig.18A).

12
Derivados 2'-O-metiladoa de poli A e podi C como maxtrizes

em dintese de DNA

Analogos de polinucleotideos com substituintes 2'-0O-alquil
foram utilizados como matrizes ocu inibidores em reagoes catalisadas
por DNA polimerases virais. O acido poli (2'-0O-metilcitidilico) ser
ve como matriz para DNA polimerase dependente de RNA de AMV { GERARD
et al., 1974); a atividade de transcriptase reversa associada é-pag
ticulas similares a virus (SHIBA & SAIGO, 1983), mas nao para DNA
polimerase Y de celulas HeLa (GERARD, 1975). Por outro lado, deri
vados 2'-0O-alquilados de poli A sao inibidores de DNA polimerases
dependentes de RNA de virus de leucemia murina (ARYA et al,,1974);
" e 0 acido poli {2'-O-etilcitidilico) é um inibidor de transcriptase
reversa de AMV (MIKKE et al., 1976).

Os derivados 2'-O-metilados de poli A e poli C sio pouco
eficientes como matrizes para transcriptase reversa de AMV, em pre-
senga de Mg2+, sendo a eficiencia extremamente aumentada utilizando
se Mn2+ como cation bivalente (Fig.8 e 11).

A afinidade de transcriptase reversa por TTP & a mesma
quer utilizando-se (Am)n como ﬁatriz, em presenga de Mn2+ (KM = 2,5
x 107° M; Fig.9), ou (rA)n, em presenca de Mg2+, coincidindo também
com o observado para (dAfl)n (Fig.6). O mesmo comportamento foi ve-
rificado parsa dGTP, para (Cm)n/Mn2+ (KM -5 x 10°° M; Fig.12) e pa-
‘ra (rC)n/Mg2+ (KM = 5 X 10_6 M; resultado nao apresentado). Os com-
portaméntos cinéticos de (Am)n e (Cm)n como matrizes para transcrip
tase reversa de AMV, em presencga de Mn2+, sdo distintos, uma vesz
que diferentemente do observado para (Cm)n, a reagfio & inibida para
concentragdes de (Am)n acima de 4 ug/ml (Fig.10 e 13), Novamente se
constata uma similaridade nas afinidades de transcriptase reversa

2 - ’
por diferentes matrizes:-KM para (Cm)n/Mn T & ge 2 pg/ml (Fig.13) e
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2+ - ~
KM para {rC)n/Mg T & de 1,7 pg/m}l (resultado nao apresentado). Es —
tes resultados sugerem que, uma vez selecionadas as melhores condi-
¢oes de ensaio, as afinidades de transcriptase reversa pelos subs-

tratos independem do cation bivalente utilizado.
Paped de ions metadicos na sintese de ONA

0s polinucleotideos 2'-fluorados sao melhores matrizes
que seus anélogos 2'-0O~-metilados em presenga de Mg2+, sendo que a
situagdo se inverte utilizando-se Mn2+. Conceitualmente o fluor po-
de formar pontes de H semelhante ao observado-no tRNA ou polinucleo
tidgos {BOLTON & KEARNS, 1978), © que nao ocorre com oS polinucleo-
tideos 2'-0-metilados. Porém, o favorecimento dessas reacoes em pre
senga de Mn2+ ainda n3o estéd bem esclarecido (AOYAMA, 1985 c¢). Para
as DNA polimerases em geral aceita-se que o Mg2+ e o cation preferi
do com DNA como matriz, enguanto Mn2+ & necessario para atividades
com polinucleotideos e poli desoxinucleotideos (BOLLUM, 1974). Na
realidade, Mg2+ ou Mn2+ seria um segundo cation bivalente uma vez
que DNA polimerases e transcriptase reversa contém guantidades es-
tequiométricas de Zn°' firmemente ligado (MILDVAN & LOEB, 1979). Es

te outro cation além do Zn2+,'denominado de "cation ativador'" por
LOEB {1974), pode ser Mg2+, Mn2+, Coz+, N12+. Foi demonstrado atra-
ves de estudos fisicos que os cations metalicos bivalentes intera -
gem com os fosfatos e as bases nos polinucleotideos (EICHHORN & SHIN
1968). Estudos de EPR de DNA polimerase em presenga de Mn2+ revela-
ram a existéncia de 1 sitio de ligagao forte (Kd = 1 uM); 4 sitios
de ligacao intermediaria (Kd = 2é WM) e cerca de 20 sitios inibito-
rios, de ligagao fraca (Kd = 0,8 mM) (SLATER et al., 1972). A ativi
dade enzimatica seria aumentada com Mn2+ gcupando o sitio de liga-
¢ao forte, e inibida, por ocupagfo do sitio de ligacdo fraca; obser
vou—sé que desoxinucleotideos, como TTFP, interagem com Mn2+ nos si-
tios de ligagao forte e intermediaria {SLATER et al.,, 1972). Exami-
nando com mais detalhes a estrutura e conformagac do complexo terné
rio polimerase—Mn2+—TTP, por RNM, SLOAN et al, (1875} concluiram
que o papel do metal como ativador € o de coordenar a enzima com os

grupos fosfatos o e v do desoxinucleosideo trifosfato, permitindo

liberagao do grupo pirofosfato.
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A utilizagdo de Mn2+ ou outros cations bivalentes, em subs
tituigdo ao Mg2+, pode tambem ser discutida do ponto de vista de
fidelidade de sintese de DNA, com relacio a incorporagac de desoxi-
nucleotideos nao complementares ac produto fbrmado (LOEB & KUNKEL |,
1982). Utilizando-se poli (dA-dT) como matriz, em presencga de Mg2+,
a frequéncia de erros, por incorporagdo de dGTP nic complementar é
de 1/10.000 para DNA polimerase o de placenta humana ¢ 1/3,000 pa—.
ra transcriptase reversa dé AMV (MILDVAN & LOEB, 1979). Observou—se
que a frequéncia de erros aumentava por substituicao de Mg2+ por ou
tros catlons bivalentes; para a transcrlptase reversa e poli (dA-
dT), a frequenc1a de erros, por 1ncorporagao de dCTP era de 1/1.400,
1/1,100 e 1/600, respectivamente para Mg9+, Co2+ e Mn o+ (SIROVER &
LOEB, 1977). Esta fidelidade de sintese de DNA dependente do cation
ativador pode estar rélacionada com a ligagao do metal aos sitios
de ligagao fraca na enzima causando uma mudanga conformacional no
sitio ativo. Neste aspecto e interessante notar gue a ligagao de
transcriptase reversa com Bee+, um cation bivalente nio ativador,di
minui a fidelidade de sintese de DNA (SIROVER & LOEB, 1976). Estes
ions metalicos que causam aumento na incorporagaoc errada de desoxi-
nucleotideos s&o conhecidos como mutagénicos e/ou carcinogenicos.
Mostrou-ge que o Mn2+_é um agente mutagénico 4in vivo(ORGEL & ORGEL,
1965) e 4in viiao (DUBE & LOEB, 1975), podendo também pessuir pro -
priedades carcinogéenicas (STONER et al;, 1976). Nas reacoes com ho-

: s 2.+
mopolimeros sinteticos, como {(Am)n e (Cm)n, o Mn“ deve estar atuar—

do mais provavelmente como um cation ativador.
Inibidores

Estudos com inibidores de sintese de DNA tem varias apli-
cagaes. Pode servir, por exemplo, para diferenciar DNA polimerases:
DNA polimerase o & sensivel 4 agdo de afidicolina; DNA polimerase

B & resistente a N-etilmaleimida. A utilizagao de alguns inibido-
res permite esclarecer etapas da replioagéq. Em ﬁrocariotos, a novo
biocina inibe o sistema de sintese de DNA dependente de ATP; para
£. codi, o alvo & a DNA girase, enzima que intervém nos mecanismos

de super enrolamento negativo e de relaxamento do DNA (COZZARELLI ,
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1980).

0,5 mM de novobiocina inibe cerca de 50% as atividades de
DNA polimerase o de X. daevid e de transcriptase reversa de AMV, u
tilizando-se DNA ativado como matriz (Fig.14). Nas mesmas condigoes
DNA polimerases B e vy de células. de camundongo sao pouco afetadas
(SARIH et al., 1983)., Para matrizes sintéticas, nas reagoes catali-
sadas por transcriptase reversa, a inibigao por novobiocina € mais
acentuada com (rC)n do que'com {rA)n (Tab.XIV e XV). Quando a trans
criptase reversa € pre-incubada com novobiocina, observa-se uma di-

T ~
rp, por filtracac em

minuigao na interagao entre a enzima e o tRNA
gel (Fig.lS). A transcriptase reversa‘de AMV parece estar envolvida
na selegao e no pareamento de bases-do tRNATrp ac genoma viral
(LITVAK & ARAYA, 1982).

Um aspecto interessante na utilizag¢ao de novobiocina foi
a diferenciagao obtida na inibigdo de transcriptase reversa e DNA
polimerase y pois ambas as enzimas possuem alguns comportamentos
comuns como, por exemplo, reconhecimento da matriz (rA)n e inibigéo
por brometo de etideo.

Em células procaridticas novobiocina inibe a atividade de
DNA girase, porém em células.eucariéticas e virais o nivel de agao
ainda nao esta estabelecido. Uma pré—incubagao de transcriptase re-
versa com novobiocina cauéa uma perda na habilidade da ehzima for-
mar um complexo estavel com o ﬁRNATPp iniciador. Uma importante di
‘ferenga no mecanismo de agao de novobiocina em DNA polimerase o e
transcriptase reversa e que no caso da polimerase celular a inibi-
cao ¢ totalmente reversivel enquanto gue a inativac3o da polimerase
viral nao pode ser contornada por diluigac da droga a uma concentra
¢ao nac inibidora (Fig.16). Para DNA polimerase o a inibigac por
novobiocina & do tipo nao competitiva com relagaoc a TTP e ao  DNA
sugerindo que a droga deve estar afetando um outro sitio diferente
na enzima (SARIH et al., 1983),

Varios polinucleotideos sintéticos tem sido utilizados co
mo inibidores de reagoes catalisadas por DNA polimerases virais,

TUOMINEN & KENNEY (1971), trabalhando com DNA polimerase de virus

de leucemia murina de Rauscher, e RNA viral, DNA ativado ou poli
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(dA-dT) como matrizes, observaram a seguinte escala de inibigao por

‘polinucleotideos;
(rU)n> (rGin>> (rA)n > (rCin

Alguns polinucleotideos 2'-substituidos como (dUf1)n,
(Am)n, (Ce)n foram tambem descritos como inibidores de DNA polimeré
ses virais (ERICKSON & GROSCH, 1974; ARYA et al., 1974; MIKKE et al
1976).

Diferentemente de (dCfl)n, os polinucleotideos (rC)in e
(Cm)n nao possuem efeitos inibitorios nas reagoes catalisadas  por
transcriptase reversga de AMV, utilizando-se maltrizes sinteticas co-
mo {rA)n ou (dA)}n, ou matrizes naturais como RNA 70 S de AMV ou DNA
ativado (Fig.17 e Tab.X). Com relagao as matrizes sintéticas a‘rea—
gao com {dA)n ¢ mais afetada (90% de inibigao) que com {(rA)n (60%
de inibigBo) utilizando-se (dCfl)n como inibidor. E interessante no
tar que nas mesmas condigoes de ensaio nao se observa inibigao quan
do (dATI1)n & usada como matriz. Assim como © cation bivalente pare-
ce nao interferir no padrao de inibig¢ao por {dCfl)n, uma vez  que
o mesmo perfil mostrado acima_é tambem obtido com Mn2+ (Tab.XI), a
inibigao parece independer da concentragao de Mg2+ utilizada (Fig.
20).

Uma andlise cindtica mostra que (dCfl)n & um inibidor

n3o competitivo com relagdc & (rA)n.{(dT) a (dA)n.(dT)12 e ao TTP

12’
na reacg8o de transcriptase reversa, sendo a inibigdc mais acentuada
quando (dA)n é utilizada comolmatriz (Fig.18 e 19),

Um cutre aspecto que pode ser destacado neste estudo de 1
nibigfoc por (dCfl)n & que este composto nfo afeta a atividade de
DNA polimerasé o de X. daevid, quer utilizando (dA)n ou DNA ativa-
do como matriz, Ja para DNA polimerase y de celulas de camundongo,
a inibigao por (dCfl)n € maior em presenga de {(rA)n do que de (dA)n
e ocorrendo uma pequena inibigaoc com (dAfl)n (Tab.XiI). Enquanto
(dCf1l)n € um inibidor mais potente com (dA)n para transcriptase re-
versa, a reacao de DNA polimerase Y com {rA)n e mais inibida. Nes-

te contexto pode-se notar que (rA)n,(dT) a melhor matriz-inicia

12’
dor para transcriptase reversa, e substituida com uma eficiencia de
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50% por (dAfl)n.(dT)lZ, enquanto que no caso de DNA polimerase vy ,
(dA)n.(dT)12, que é a melhor matriz (GOODMAN & SPIEGELMAN, 1971 ;
ROBERT et al., 1972), € totalmente substituida pelo analogo 2'—fluo
rado {(Tab.VII). As melhores matrizes para ambas as enzimas sao me-
nos afetadas por (dCfl)n comoc inibidor.

ERICKSON & GROSCH (1974) observaram gue (QUfl)n era um i-
nibidor nao competitivo ou parcialmente nao competitivo, enquanto
(rUln era um inibidor competitivo nas reagoes catalisadas por trang
criptase reversa de AMV com (rC)n.(dG)12 como matriz-iniciador.

Os dados das Fig.17-19% e Tab.X sugerem que (dCfl)n dimi-
nui a eficiéncia de polinucleotideos dupla fitas como matrizes—ini-
ciadores no gistema de transoriptasé reversa de AMV, Como a inib. -
gao por (dCfl)n é do tipo nao competitiva (Fig.18) & possivel que a
ligagao de (dCfl)n a um outro sitio possa modificar as afinidades
pelos sitios das matrizes-iniciadores (Fig.17 e 18) e de TTP (Fig.
19) sem interagir diretamente com os gitios dos substratos ﬁormais.

A inibigac de transcriptase reversa de AMV por (dCfl)n,

maior em presenga de (dA)n.(dT) e a nao inibigao da sintese de

12
DNA dirigida por (dAfl)n.(dT)12 esta de acordo com a alta afinidade
mestrada por 2'—f1uorpolimeros por aquela enzima (ERICKSON & GROSCH
1974; ERICKSON, 1975, WARWICK-KOOCHAKI & BOBST, 1984).

Analogos de poli A com halogénio na posicio 2 da base fo-
ram descritos como potentes inibideores competitivos (Ki = 0,02 ng/
‘ml) com relagdo a matriz-iniciador nas reagdes catalisadas por trang
criptase reversa de virus de leucemia murina (FUKUI & DeCLERCQ® ,
1982).

A sintese de DNA catalisada por transcriptase reversa de
AMV em presenga de (dAfl)n.(dT)12 como matriz-iniciador mostra-se
tambem ser pouco afetada utilizando-se ocutros polinucleotideos s
(rU)n e (rI)n, como inibidores (Tab.XIII). Assim, élguns analogos
de polinucleotideos inibem a sintese de DNA com (rA)n.(dT)12 e
(dA)n.(dT)12 mas nao com (dAfl)n.(dT)l2 como matrizes-iniciadores,
sugerindb que fluor na posigao 2' confere uma certa estabilidade ao

polinucleoctideo que provavelmente esta relacionado com a possibida-

de de formar pontes de H, como observado para tRNA e polirribonucleg
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tideos (BOLTON & KEARNS, 1978).

Em geral, os inibidores de sintese de DNA s&o compostos
gue se ligam a enzima, ou a matriz, ou sao anélogos de substratos.
A fim de caracterizar os derivados de poli A e poli C, com substitu
intes 2'-fluorados e 2'-O-metilades, como matrizes, foram testados
alguns dos inibidores usuais na reagao catalisada por transcriptase
reversa de AMV, Comparando-5e os efeitos de BE e seu derivadoe TMBE
obgerva-se¢ que o primeiro inibe a sintese de DNA, independentemente
da matriz (rA)n, (Am)n e (dAfl)n e do cation bivalente utilizados;
ja a inibigac por TMBE & menor observando-se mesmo uma estabilidade
em presencga de (Am)n.(ﬁT)l2/Mg2+ (Tab.XTV). d4TTP e berenil inibem

preferencialmente a reagdo catalisada por transcriptase reversa em

12’ 12
triz-iniciador. Neste aspecto existe uma diferencga fundamental en-

presenca de (dAf1)n,{dT) gue em presenca de {rA)n.,(4T) como ma
tre a agfo destes inibidores e dos derivados de polinucleotideos,_g
ma vez gue para estes UGltimos a estabilidade maior é verificada em
presenca de (dAfl)n como matriz. -

Dados cinéticos mostram uma inibigZo similar por TMBE e o
sistema(Am)n.(dT)12/Mn2+, e por BE e o sistema (dAfl)n.(dT)lz/Mg2+,
nas reagfes catalisadas por transcriptase reversa de AMV (Fig.21 e
22), Em ambos 08 casos a inibig8o é do tipo n8o competitiva com re-
lagio & TTP {(Ki= 10 pM) nao diferindo tambem do obsérvado para
(rA)n.(dT)lg/Mg2+ em presenga de BE como inibidor (Ki = 5 pM) (re-
“sultado nao apresentado).

A inibigao por BE e TMBE para derivados de poli C como ma
trizes e bem menor quando comparada com a observada para derivados
de poli A (Tab.XV). A sintese de DNA utilizando-se (Cm)n.(dG)12 /
Mg2+ é estavel em presenga de TMBE, como observado para (Am)n, sen-
do porém inibida por NEM. Se por um lado as reagoes catalisadas por
transcriptase reversa em presenga de derivados de poli C sao mais
estaveis a agao de BE e TMBE, o inverso e observado em relagao a no
- vobiocina.

Os diferentes comﬁortamentos inibitorios de BE e TMBE po-

dem ser explicados atraves de suas agSes uma vez que BE e uma droga

que se intercala na matriz, diferentemente de TMBE. FRIDLENDER &
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WEISSBACH (1971) observaram que as enzimas de tumor de mamiferos e-
ram mais sensiveis a inibigao pbr BE do que as enzimas de tumor de
aves e que a interacgao da droga com pares de bases A-T era mais for
te que com pares de bases G-C., SARIH et al. (1980} forneceram algu-
mas evidéncias mostrando que tanto BE quanto TMBE inibiam a ativida
de de transcriptase e a sua habilidade em desdobrar a alga aceptora
do TRNA iniciador, mas a formag%o de um complexo estavel entre a en
zima e o tRNA iniciador era abolida somente pela droga intercalante.
Recentemente foram descritos alguns. outros tipos de inibi
dores., Assim, por exemplo, um derivado dialdeido de ATP (SRIVASTAVA
et al., 1983), rosa de Bengala (SRIVASTAVA & MODAK, 1983), b-benzil
6-aminouracil (VRIGHT & BROWN, 1985) aparecem como inibidores _ de
trangcriptase reversa de AMV; e aciclovir trifosfato (FURMAN et al.

1984), como inibidor de DNA peolimerase do virus da hefpes simples.
ONA polimenase A de geamen de trigo

A DNA polimerase A de germen de trigo e uma enzima do ti-
po DNA polimerase vy animal. Entretanto, diferentemente desta Glti—
ma, e comc a transcriptase reversa viral, a enzima de planta reco -
nhece (rA)n melhor em presenca de Mg2+ que de Mn2+ {Tab.XVI}. O re-

conhecimento de (rC)n.{(dG) nao ficou bem caracterizado, sendo que

iz
uma eficiéncia maior podia ser obtida para uma relacac matriz:ini-

ciador de 1:1 ao inves de 5:1 {resultado nao apresentado; AOYAMA &
LITVAK, 1985}, MONDAL & HOFSCHNEIDER (1983) demonstraram uma ativi-
dade de transcriptase Peversa'em nucleos de celulas normais, que re

P
conhecia (rC)n. (4aG) melhor em presenga de Mg *. Agueles autores ,

12
entretanto, nao ensaiaram (Cm)n como matriz, e a atividade com (rA)n
nao era comparével com a obltida com DNA ativado,

Além da atividade dependente de RNA, a DNA polimerase A
de germen de trigo mostra tambem uma atividade endégena significa-
tiva na ausénciada matriz (Tab.XVIII), cuja explicac@o nao foi pos-
sivel ser estabelecida até o momento. No entanto, umé copurificacao
de DNA polimerase com outra enzima poderia ser levado em considera-

¢ao. Neste caso, a desoxinucleotidil terminal transferase, uma enzi

ma gue se ¢ompoerta comc DNA polimerase, mas nac necessita de uma ma



- 103 -

triz e requer pelo menos um trinucleotideoc como iniciador {BOLLUM ,
1978; KORNBERG, 1980), seria uma possibilidade. Varios autores ob-
servaram atividades de umé outra enzima, DNA primase, em prepara -
goes de DNA polimerase. SINGH & DUMAS (1984) descreveram uma copu-
rificagéo de DNA primase com a DNA polimerase de levedura e sugeri-
ram esta associagao na sintese de fragmentos de Okazaki nas forqui-
lhas de replicagao. Outros sistemas enziméticos, como as amincacil-
tRNA sintetases, tendem a copurificar nas etapas iniciais da purifi
cagao e nao podem ser completamente resolvidas nas etapas finais; e
0 caso, por exemplo, de treonil-tRNA sintetése purificada de figado
de rato até quase a homogeneidade (DIGNAM et al., 1980).

As reagSes dependentes de RNA catalisadas por DNA polime-
rase A e transcriptase reversa sac inibidas em pregenga de glicercl
20% e actinomicina D 10 pg/ml (Tab., XVIII e Fig.24). As DNA polime
rases B e C de germen de trigo, ao contrario, sao estimuladas por
glicercl (resultado nac apresentado). Actinomicina D inibe a ativi-
dade de RNA polimerase dependente de DNA por ligacao ao DNA dupla
fita; em concentfagaes mais elevadas este antibidtico inibe também
a atividade de ﬁNA polimerase dependente de DNA. GURGO et al.,(1971)
observaram uma inibicao parcial de DNA pPelimerases dependentes de
RNA por actinomicina D que se ligava fracamente a hibridos DNA-RNA
e a RNA fita simples. |

As reagoOes catalisadas por DNA polimerases dependentes de
RNA sdo inibidas na presenga de RNases. As RNases A (especifica pa-

ra oligonucleotideos pirimidinicos) e T, (nao especifica) s3o ambas

2
inibidoras de DNA polimerase A e transcriptase reversa com RNA como

matriz {(Tab.XIX). Uma inibigao mais cbmpleta por RNase fol descrita
por SARNGADHARAN et al. (1972) com DNA polimerase de celulas leuce-—

micas, por pré-tratamento de'RNA 70 S com RNase. KOTLER et al.{1984)
descreveram uma DNA polimerase dependente de DNA, sensivel a RNase,

purificada de células de rato transformadas por virus de sarcoma a-

viario.

A sintese de DNA em virus do mosaico da couve-flor pode

ser parcialmente inibida por RNase, actinomicina D e glicerol, e es .

timulada por ions K' (PFEIFFER & HOHN, 1983). Por similaridade de
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propriedades agueles autofes sugeriram gue uma enzima do tipo DNA
polimerase A celular poderia estar envolvida na replicacao de CaMy
que dcorre por reverso da transcrigao. Os resultados apresentados
nesta tese estac de acordo com tais observacoes e mostram a DNA po-
limerase A de germen de trigo comﬁcaracteristicas de uma DNA polime
rase dependenté de RNA, possuindo inclusive algumas propriedades si
milares as de transcriptase reversa de AMV.

A funcao da DNA polimerase A de plantas ainda nao esta
bem caracterizada. Esta énzima pode estar envolvida na iniciacao da
sihtese de DNA em germen'de trigo, reconhecendo RNAs iniciadores

sintetisados por DNA primase (LITVAK et al., 1984).
DNA podimerasdes de fLolhas infectadas por CaMV

seguindo-se o mesmo procedimento de purifioagao de DNA po
limerase A, duas atividades DNA polimerésicas foram eluidas por cro
matografia em DNA-celulose, a partir de folhas de nabo infectadas
por CaMV, Como a DNA pelimerase Y animal, as polimerases descritas

2 2 ~
reconhecem {(rA)n.(4T) melhor em presenca de Mn + que de Mg +; sao

12
mais eficientes. que a DNA polimerase A de trigo no reconhecimento

de (rClin.(dG) e como a transcriptase reversa de AMV e capaz de u

12’

tilizar (Cm)n.{dG) como matriz-iniciador com uma eficiencia maior

12
‘em presenga de MnZT (Tab.XX).

Ambas as frag¢gtes de DNA polimerases de folhas infectadas
por CaMV sao resistentes a agac de afidicolina e saoc inibidas por
brometo de etideo (Fig.25) sendo a inibigao maior para a fracao mais
ativa (Tab.XX). Estas propriedades sao caracteristicas de DNA poli-
merase Y animal e de transcriptase reversa viral,. |

Paralelamente ao degenvolvimento deste trabalho,VOLOVITCH
et al.(1984) descreveram a caracterizagao de uma DNA polimerase de
pendente de RNA em celulas infectadas por CaMV. Agueles autores ob-
servaram que diferentemente do material nao infectado, na purifica-
gao de DNA polimerase das folhas infectadas por CaMV eram eluidos
de fosfocelulose dois picos que reconheciam (rA)n, sendo que ape -
nas um deies era capaz de reconhecer (rC)n e regides heteropoliméri

cas de mRNAs naturais. Independentemente, MENISSIER et al. (1984)
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descreveram também uma atividade de DNA polimerase associada ao vi-
rus do mosaico da couve-flor, elobtiveram um peso molecular para a
enzima de 76.000 D.

Um grande problema com que se defronta ¢ saber se a DNA
pelimerase representa uma DNA polimerage celular ou viral, Talvez o
mals seguro seja concluir gue existem DNA polimerases de virus de
tumor de RNA gue sac biologicamente eficientes na sintese de DNA di
rigida por RNA e que existem algumas DNA polimerases gue podem estar
envolvidas na sintese de DNA dirigida por RNA.,

Foram descritas recentemente algumas caracteristicas adi-
cionais sobre a analogia do complexoc de replicacao de CaMV e do vi-
rus da hepatite B {MARSH et al., 1985), e da implicacado deste ulti-
mo na transcrigao reversa (BUSCHER et al., 1985).

Este trabalho procurou contribuir com Caracteristicas fi-
sico~quimicas de transcriptase reversa de AMV, principalmente no
que se refere aos derivados de polinucleotideos sintéticos como ma-
trizes e inibidores na reacgao de sintese de DNA. Um outro aspecto
focalizado fol a proposicac de uma atividade dependente de RNA pa-
ra a DNA polimerase A de germen de trigo, Finalmente mostrou-se que
DNA polimerases purificadas de folhas infectadas por CaMV eram capa
zes de reconhecer matrizes sintéticas do tipo RNA, como (rA)n, (rCln
e mesmo {Cm)n, esta ultima descrita como uma sonda especifica para
DNA polimerases dependentes de RNA,

Do trabalho apresentado, varios aspectos sao sugeridos co
mo perspectivas futuras: |

- Qual o tipo de ligagao entre novobiocina e transcriptase re-
versa?

- Teste com diferentes anélogos de novobiocina na procura de
um inativador de transcriptase reversa sem afetar as outras enzimas
envolvidas na sintese de DNA ae eucariotos.

— Procura de inibidores especificos de transcriptase reversa
viral, por exemplo, entre os alcalodides.

— procura de atividade de transcriptase reversa em outros vi-

rus de DNA.
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- 2',5'-adenosina oligonucleotideo sintetase, uma enzima indu-
zida por interferon, é capaz de introduzir um dinucleotideo de ade-~
nosina no terminal CCA de tRNA. O estudo deste efeito na transcrip-
tase reversa pode dar informa¢oes valiosas no efeito antiviral do
interferon.

~ Caracterizagéo do ¢BNA produzido na reacao de DNA polimerase
A de germen de trige, utilizando-se RNA como matriz.

- Diadenosina tetrafosfato (Ap4A) e produzido nas reagoes cata
lisadas por amincacil-tRNA sintetases (RAPAPORT & ZAMECNIK, 1976) e
induz a replicacgao de.DNA (GRUMMT, 1983). Existe alguma relagao en-

volvende aminoacil-tRNA sintetases, tRNA e DNA polimerases?
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1. Estruturas de alguns inibidores de sintese de DNA
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2. Nomes originais {em inglés) de virus utilizados na te-

se:
Virus de mieloblasteose de aves (Avian myeloblastosis virus)
Virus do mosaico amarelo do nabo (Turnip yellow mosaic virus)
Virus do sarcoma de Rous (Rous sarcoma virus)
Virus de leucemia murina de Rauscher (Rauscher murine leukemia
virus)
Virus de sarcoma de aves (Avian sarcoma virus)
Virus de leuccse de aves (Avian leucosis virus)
Virus do macaco Mason-Pfizer (Mason-Pfizer monkey virus)
Virus do iumor mamaric de camundongo (mouse mammary tumor
virus)

Virus da hepatite B {(Hepatitis B virus)

Virus do mosaico da couve-flor (Cauliflower mosaic virus)
Virus de herpes simples (Hérpes simplex virus)

Virus da leucemia T humana (Humah T leukemia wvirus)

Virus associado a linfoadenopatia (Lymphadenopathy-associated

virus)
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