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MAPEAMENTO IN SILICO DE SiTIOS INTRINSECOS DE CURVATURA
NA REGIAO AMPLIFICADA ORIA DE HAMSTER CHINES
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RESUMO: Origens de replicacdo e curvaturas intrinsecas do DNA sdo detectadas proximas ou co-
localizadas, porém a fungao dessas estruturas na replicagdo ainda nao foi determinada. Em células em
cultura de fibroblasto de hamster Chinés induzidas a amplificagdo, o dominio do gene AMPD2 é amplificado
em uma regiao poligénica. Nessa regido é descrita uma origem preferencial para a iniciagdo da replicagao, a
oriGNAI3. Quando a eficiéncia de iniciagdo da oriGNA/3 é diminuida, outras origens potenciais séo ativadas
(oriA, oriB e oriC). Com o objetivo de identificar e discutir o possivel envolvimento de sitios de DNA curvo
com o processo de replicagdo que ocorre em segmentos amplificados, foi analisada, neste trabalho, a
regido amplificada de ~6.6 kb, onde se localiza a origem de replicagdo oriA. A sequéncia foi analisada in
silico através dos programas computacionais para analise da curvatura, Map15A e 3D15m1 e para desenho
de primers para a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) através do software Fast PCR. Foram
observados dois picos de curvatura nas posigdes 300 e 5870 pb, com valores de ENDS ratio 1,13 e 1,12,
respectivamente. A modelagem tridimensional da regido de ~6,6 kb e de sequéncias ao redor de cada pico
foi obtida. O primeiro pico de curvatura esta localizado na regido da oriA. A analise in silico da PCR permite
predizer as condi¢gdes otimas desta reacdo, a qual podera ser realizada para o isolamento e posterior
subclonagem destes fragmentos. Esta analise preliminar permitira estabelecer uma relagdo entre estrutura e
fungéo nesta regiao de replicagado génica.

PALAVRAS-CHAVE: DNA curvo; regiao amplificada; oriA.

1 INTRODUGAO

O DNA pode apresentar ao longo de sua molécula conformagdes estruturais
alternativas como loops, cruciformes e curvaturas (Homberger, 1989). Segmentos de DNA
curvos formam inumeras deflexdes do eixo principal da dupla hélice, denominadas sitios
de DNA bent. Estes podem ocorrer por flexibilidade da regido, onde a dupla hélice é
capaz de se curvar quando em contato com uma proteina ou podem ser intrinsecos, este
ultimo dependente da sequéncia de nucleotideos, sendo ocasionada pela repeticao
periddica de regides contendo trechos de 2 ou mais Adeninas/Timinas (dA/dT) dispostas
cada ~10 pares de bases, uma volta de hélice de DNA, ou multiplos de 10 (ANDERSON,
1986).
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A descoberta de sequéncias de DNA curvo veio da verificagdo de fragmentos de
DNA que exibiam comportamento eletroforético incomum em gel de poliacrilamida,
intimamente associado com a curvatura presente no segmento analisado. A analise do
comportamento eletroforético de fragmentos de DNA em géis de poliacrilamida permite a
determinacao do tamanho e da forma dos mesmos, pois estes géis dificultam a passagem
de fragmentos com conformacdes alternativas através de seus poros regulares. Por outro
lado, géis de agarose, que tem uma malha irregular, permitem apenas a analise do
tamanho dos fragmentos.

Sequéncias de DNA curvo intrinseco tém sido encontradas em promotores
procarioticos, promotores eucarioticos, sitios de recombinacao, regides de formacao de
nucleossomos, regides de associagao a matriz nuclear (MARSs) e origens de replicagao.

Os modelos experimentais intensivamente utilizados para o estudo da seqtiéncia e
estrutura de origens de replicagdo em metazoarios sdo os sistemas onde ocorre a
amplificacdo génica. Dentre esses sistemas, os regulados no desenvolvimento sdo os
descritos em segmento cromossdmico que contém os genes coridnicos de Drosophila
(revisdo em CLAYCOMB e ORR-WEAVER, 2005) e dos segmentos formadores de pufes
de DNA em sciarideos como em Rhynchosciara americana (FIORINI et al., 2006b) e
Sciara coprophila (BIELINSKY e GERBI, 2001).

Em sistemas de amplificagdo induzida in vitro em células de mamiferos em cultura,
podem ser citados os do locus génico do segmento amplificado da enzima Dihidrofolato
Redutase, DHFR (Mesner et al., 2006) e da Adenilato Deaminase 2, AMPD2
(DEBATISSE et al., 2004) descritos, respectivamente, em linhagens de células em cultura
de ovario e de pulmao de hamster Chinés.

Sendo assim, este trabalho visa mapear sitios de DNA bent intrinsecos na regiao
onde se localiza a origem de replicagao oriA no segmento poligénico amplificado do gene
AMPD2 em hamster Chinés e estabelecer uma possivel relagdo entre a estrutura e fungao
nesta regido de replicagdo do DNA.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Analise da computacional da curvatura

Para a verificagdo de provaveis sitios de curvatura intrinseca, as sequéncias de
~6,6 kb foi analisada utilizando o algoritimo de Eckdahl e Anderson (1987) através dos
programas computacionais map15a, para analise do parametro ENDS ratio e 3d15m1,
para a obtencdo da modelagem tridimensional. Estes programas foram gentiimente
cedidos por Philippe Pasero (Institute of Molecular Genetics, Montpellier, France) e
Monique Marilley (Universite de la Mediterranee, Faculte de Medecine, Marseille, France).
Valores de ENDS ratio representam a razdo do tamanho entre as extremidades do
fragmento pelo tamanho das extremidades do mesmo fragmento com curvatura, sendo
que neste trabalho foram considerados valores acima de 1.11 como significativos.

2.2 PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) in silico

A sequéncia de ~6,6 kb foi analisada através do software FAST PCR, disponivel
online na pagina <http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/fastpcr.htm>, para o
desenho de primers para a amplificacdo por PCR de sequUéncias ao redor de cada pico de
curvatura. Foram escolhidas as melhores combinagdes quanto a compatibilidade das
temperaturas de anelamento dos primers.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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A sequéncia de ~6,6 kb apresentou dois maiores picos de curvatura nas posicoes
300 e 5870 pb, com valores de ENDS ratio 1,13 e 1,12, respectivamente (Figura 1).
Valores acima de 1,11 s&o considerados, por alguns autores, como valores significativos.
A modelagem 2D permitiu a visualizacdo da contribuicdo destes sitios de curvatura
intrinseca para a estrutura global da regido. O primeiro pico de curvatura, posi¢gao 300 pb,

esta localizado na regidao de origem de replicacao oriA.

Origens de replicacdo e curvaturas intrinsecas do DNA tém sido encontradas
préximas ou co-localizadas no mesmo segmento cromossémico, porém a correlagao entre
essas estruturas ainda n&o € conhecida. Em eucariotos inferiores, como Saccharomyces
cerevisiae, sitios de DNA bent intrinseco sdo conservados em sequéncias ARS
(Autonomously Replicating Sequences) (VERNIS et al., 1999). Também tem sido proposto
que sitios de DNA bent podem ser encontrados associados com ORC’s (Origin
Recognition Complex; GERBI et al., 2002).
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Figura 1. a) Sitios intrinsecos de curvatura representados por valores de ENDS ratio. Os
maiores picos de curvatura estao indicados nas posi¢coes 300 e 5870 pb, com valores de ENDS
ratio de 1,13 e 1,12 respectivamente. b) Projegdo bidimensional da via tridimensional indicando os

dois sitios de curvatura.

Para o isolamento de sequéncias franqueando os dois maiores picos de curvatura
detectados in silico, a sequéncia de ~6,6 kb foi analisada pelo software FAST PCR
(Tabela 1). Com esta analise foi possivel determinar a menor regiao a ser amplificada por
PCR, a sequéncia dos primers reverse e forward e a temperatura 6tima de anelamento
destes primers. Ap6s a amplificacdo por PCR, os amplicons obtidos poderdo ser
subclonados em plasmideos especiais para a analise da curvatura, permitindo a analise
por permutagao circular, para a estimativa precisa dos picos de curvatura.

Tabela 1. Predicao das sequéncias de primers e temperaturas de anelamento para amplificagdo
por PCR dos dois picos de curvatura intrinseca, utilizando o software FAST PCR.

Posigao das Posicao de Sequiéncia do primer Amplicon Tpt de Tpt 6tima de
curvaturas anelamento anelamento anelamento
dos primers
b1 F1 110-130 tataagcgcccccccattgaa 59,6°C
300 pb R1 475-498 tccaagccagggcttacaggtagce 389bp 63,5°C 59,4°C
b2 F1 176-198 gtccaagatgaaggactctccca 58,9 °C
5870 pb R1_538-559 ccacccttcaaatgcaatggaa 384bp 57,4 °C 58,7°C

F: forward; R: reverse.
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A sequéncia ao redor dos dois picos de curvatura foram analisadas quanto valores
de ENDS ratio e através da modelagem 2D (Figura 2). Foram observados trechos de trés
ou mais sequéncias de A/T ao redor dos picos de curvatura. Os primers desenhados para
o isolamento dos sitios de curvatura foram indicados na modelagem 2D, permitindo a
visualizagdo da estrutura do fragmento a ser amplificada. Estas analises indicam que os
dois picos de DNA bent mantém a estrutura curva dos amplicons, indicando que estes
poderdo apresentar alteragées na mobilidade eletroforética ao serem analisados em géis
de poliacrilamida. O motivo CA(n)T, descrito proximo as regides de curvatura, foi

encontrado para as duas sequUéncias analisadas.

a) 800 pb (b1)

GAATTCTCCTGT TGGCGGAATAGAAAAT GGTGAAACACTATGAAAAACAGT GTGAAGGTAATT
ACAGAAAGAAACT ACCGCACGATCCCCAAAT TCCCACAT CTAGT GATATAAGCGCCCCCCCAT
TGAAATCATTATGI CAAAGAGATAATGT CATCCTCTGT TTATTGTAGCACAATTAACCACAGC
CAATGTACGCAAAAAACCTAAATACT TATCAGT GGGT TATTGGATAAAGAAAATGTGT TATAT
TAACTTAACCTTAAGAAAGAAAAAAAGT ATGCAACACACAACAACATGGATAAAT CGGBGAGGT
GAAATTAACCCTTTACAGGGAAACAGATATTGCATAATTCCACTTGGAGGAGATGT CTAACAA
AGGTGACTTAGT TATTTTATCCCCGGGT TCCTAGAGCCTTGTTTTCACATAATTGTTCTGI TA
ATTCTTTGTACTTTTCTTTTCTTTTATTAGAAAGCTACCTGTAAGCCCTGGCTTGGATTTATT
TTCTTCTTATATTTTAAAATGT TATGACAGAGACCGCGAGAGATGGGT TAAGGGT TAAGAGTAT
GTACTGCTCTTGCAGAGGACCTGAGT TCAGT TCCCAGCACCCACACTGTGTGGCTCACAACTT
CCTGTAACTCCAGCTACAGGGGATTGGECTGCCTCTGGT CTCCATGEECACCT GGCACTCACAT
TCACATATCATACACAGACACATACACAAATAATTTTAAAAATCTTTAAAAGT GTTAAAGGAG
ACCTAAATATGC TCTTAAAACACAGATCACATCAGGAATGAAAT

Projecéo 2D
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b) 700 bp (b2)
GCCAAGCGAACACTCTTACTTAGGCCCTACCTATGT TAGGGTACAGT CCAGACTGCCCAGAGT
GGGCATTAAGT TCCCAGAGAGTGAAGTCATGT TTTCCAAGTGT TCTCCACCAGGTCGTTCTCA
TCATTGCAGT TCGTGAAATACTTGTATACT CAAT GGGT TAGAAAAAGAAGT CCAAGATGAAGG
ACTCTCCCAGAACCCCTTCTAACCTCTCAAAGT GCTTCGCT TCACACCCACATGAGT CAGCAT
GGTTCTCTGTAGGTATGAGCT CAGGACCAGCCTGAAGGACTTTCTCTCCCTTCTTTCCTTCAG
TCTCAAATACTCCTCAGT TTATGGGGGEGAAACTCAAGTATGTGCCATTTTTCTCGAACCTATG
GTGTGGACCTCTCATCTCCTCTGAGTACTTTTAGITCCCCCTTCTTTGATGTTGTCTGTCACC
AGACCCAATGCCTGCCAAGT GCTCCAGGCACTCATAGATTTAGGCCTCAGGAATGATGATTTC
CCATTGTGGATGGTGT TTTAGTCTTCTCCGGCTTTCCATTGCATTTGAAGGGT GGGGT GGGAT
ACCATGGAGTCTAATAAGTAAATGT TGATATGT TAAATCAAAGCCTGGACGGTGATTCGGTCC
TCATCTCAGTGGAGAT GGCTGCCCACCCCTGGCCATTTAGGGCCATACAAAGTACTGATGAAC
CTGGTCA
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Figura 2. Trechos de trés ou mais A/T ao redor dos picos de curvatura estao representados
por letras vermelhas. Os primers forward e reverse estao indicados na modelagem 2D. O motivo
CA(n)T esta selecionado pela cor amarela. Os maiores picos de curvatura estéo indicados nas
posi¢cdes 300 e 340 pb, em relagdo ao inicio do fragmento analisado.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que a regiao amplificada
oriA apresenta dois picos de pronunciados de curvatura, sendo um detectado na regiao
contendo a oriA. A analise in silico da sequéncia foi util para se visualizar a modelagem
bidimensional destas curvaturas e encontrar motivos de sequéncia, além de se estabelecer
as condi¢des 6timas da PCR como a melhor temperatura de anelamento dos primers e o
tamanho dos amplicons, da regido compreendendo os sitios de curvatura.
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