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Permutacgao circular de sitios intrinsecos de DNA curvo préoximos a
regiao oriA do dominio amplificado do gene AMPD2.
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RESUMO: DNA curvo tem sido encontrado em regides regulatérias como promotores, assim como sitios de
recombinagao, regiao de formagédo de nucleossomos e origens de replicagdo. Essas curvaturas podem ser
intrinsecas, quando sao produzidas pela seqliéncia de nucleotideos ou extrinsecas quando sao provocadas
pela ligacdo de proteinas a segmentos de DNA. O envolvimento de origens de replicagdo em segmentos
amplificados com sitios de DNA curvo intrinsecos foi primeiramente descrito para a regido intergénica do
segmento amplificado do gene DHFR de hamster Chinés. A presenga de curvatura intrinseca do DNA foi
descrita recentemente para a regido de iniciacdo da replicagdo no segmento amplificado do gene C3-22 do
sciarideo Rhynchosciara americana. Em células em cultura de fibroblasto de hamster Chinés induzidas a
amplificagdo, o dominio do gene AMPD2 é amplificado em uma regido poligénica. Nessa regiao é descrita
uma origem preferencial para a iniciagdo da replicagédo, a oriGNAI3. Quando a eficiéncia de iniciagdo da
oriGNAI3 é diminuida, outras origens potenciais sao ativadas (oriA, oriB e oriC). A presenga de curvatura
intrinseca em um fragmento de DNA pode ser estimada através de analise computacional e confirmada
através da analise do comportamento eletroforético dos fragmentos, em géis de poliacrilamida. Fragmentos
com curvatura intrinseca exibem mobilidade eletroforética alterada, em géis de poliacrilamida. Para localizar
a posigao de possiveis sitios de DNA curvo nos fragmentos que tiveram mobilidade eletroforética alterada,
pode ser empregado o método de permutacao circular, no qual, fragmentos sdo clonados em um plasmideo
contendo um polylinker duplicado, que permite, apds clivagem com enzimas de restricdo, produzir
fragmentos com o sitio de curvatura em diferentes posi¢des. Este trabalho tem como objetivo analisar, pelo
método de permutacdo circular, produtos de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) contendo sitios
intrinsecos de curvatura, da regido amplificada onde se localiza a origem de replicagéo oriA. Os produtos da
PCR seréo analisados em gel de agarose a 1,4%. Apos a confirmagao da amplificagcdo, uma aliquota da
reagdo de PCR sera utilizada para a ligagdo no plasmideo pTZ57R/T, utilizando o kit InsTAclone™ PCR
Cloning Kit (Fermentas). Os produtos de ligagédo serao utilizados para transformar bactérias competentes
por choque térmico. Apds a selecdo e obtencdo dos clones recombinantes, os plasmideos contendo os
produtos de PCR serdo clivados com as enzimas de restricdo Xbal e Sall para posterior clonagem dos
fragmentos gerados no plasmideo pBendBlue. A constru¢do sera submetida a clivagem com as enzimas de
restricdo presentes em ambos os lados do inserto do pBendblue, resultando em fragmentos do mesmo
tamanho, mas com a posi¢cdo dos sitios curvos permutadas. Apds a clivagem, os fragmentos serdo
analisados por eletroforese em géis de poliacrilamida a 6% a 4°C, para a analise do comportamento
eletroforético. Uma estimativa da localizagdo do centro da curvatura pode ser obtida através da medida
quantitativa da mobilidade relativa dos fragmentos permutados, extrapolando a posicdo do corte o qual
poderia produzir maxima mobilidade no gel. Espera-se assim que os sitios intrinsecos de curvatura ao
serem analisados por permutagéo circular apresentem alteracdes na mobilidade eletroforética e que seja
estimada a posigao precisa destes sitios.
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