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 RESUMO  

 
 As proteínas RadA de arqueia e sua homóloga eucariótica Rad51são recombinases que 

atuam no reparo de quebras no DNA por recombinação homóloga e pertencem à família de 

proteínas Rad51/RecA/RadA. Estas proteínas são importantes na estabilidade genômica. 

Estudos realizados in silico com as proteínas RadA de Halobacterium salinarum e Rad51 

de Saccharomyces cerevisiae mostraram grande similaridade estrutural e conservação espacial 

de resíduos de aminoácidos essenciais para a atividade de Rad51 no sistema de reparo de 

DNA. Estes resultados sugeriam a possibilidade de complementação funcional em leveduras 

deficientes em Rad51 pela expressão de RadA. Com o objetivo de testar esta hipótese, os 

genes radA e RAD51 foram amplificados por PCR utilizando-se iniciadores desenhados a 

partir de seqüências disponíveis no GeneBank e clonados em vetores de expressão em 

leveduras (pYES2). Leveduras mutantes rad51 foram transformadas com os plasmídios: 

pYES, pYES-radA e pYES-RAD51. Para avaliar a capacidade de complementação funcional 

in vivo, foram realizados ensaios de sobrevivência das leveduras transformadas e leveduras 

selvagens para RAD51 (transformadas apenas com o vetor) ao metilmetanosulfonato (MMS). 

O aumento de freqüência de leveduras mutantes em rad51 expressando radA de H. salinarum 

que sobreviveram à exposição ao MMS foi um indicativo de que RadA é capaz de 

complementar parcialmente a função Rad51 no reparo de DNA.  
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ABSTRACT  

 

 In silico studies on the protein structures of Halobacterium salinarum RadA and 

Saccharomyces cerevisiae Rad51 showed a high structural similarity and spacial conservation 

of critical residues for the DNA repair activity of Rad51. These data suggested the possibility 

of functional complementation of Saccharomyces cerevisiae rad51 mutant cells by 

Halobacterium salinarum radA expression. In order to test this hypothesis, the radA and 

RAD51 genes were cloned into an yeast expression vector (pYES2) after being amplified by 

PCR from genomic DNA. The rad51 mutant yeast cells were transformed by pYES2, pYES-

radA and pYES-RAD51. Functional complementation activity was tested by scoring survival 

frequencies after methylmetanesulfonate (MMS) treatment. Yeast rad51 cells expressing 

Halobacterium salinarum radA showed a higher survival rate after MMS treatment than the 

mutant cells that only harbored  the vector, but lower than cells expressing the wild-type allele 

RAD51. Therefore, our results suggested that the expression of Halobacterium salinarum 

radA can partially complement the DNA repair function in Saccharomyces cerevisiae rad51 

mutant cells. 

 
Formatados: Marcadores e
numeração
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1. INTRODUÇÃO  

  
 Neste estudo utilizamos organismos modelos que pertencem aos domínios Eukarya e 

Archaea para iniciar o estudo da conservação funcional das proteínas em diferentes domínios.

 O domínio Archaea ainda é pouco conhecido, possui uma grande diversidade de 

representantes cuja maioria vive em ambientes extremos. Devido às características peculiares 

deste grupo, poucos modelos de estudo para este domínio estão estabelecidos. Um modelo 

que tem sido muito utilizado é a arqueia halófila Halobacterium salinarum, que foi a nossa 

escolha. 

 Como modelo para organismo eucarioto, escolhemos Saccharomyces cerevisiae, que 

tem sido usada para tanto há muito tempo. 

 Como modelo para teste de complementação funcional usamos o gene que codifica 

Rad51, proteína envolvida em reparo de DNA (especificamente reparo por recombinação 

homóloga) e os genes de proteínas correlatas. 

 Na introdução daremos algumas informações sobre o domínio Archaea, e os 

organismos S. cerevisiae e H. salinarum, sobre reparo de DNA, reparo de DNA por 

recombinação homóloga e sobre as recombinases que fazem parte deste reparo. Por fim 

falaremos sobre a complementação funcional e sua importância no estudo de conservação 

funcional de proteínas.  

  
 

1.1 O domínio Archaea 

 

 O domínio Archaea, antes denominado arqueobactérias, é atualmente bem definido 

como um grupo monofilético (Woese, 1990, Brown e Dolittle, 1997). O domínio pode ser 

dividido em quatro filos (Korarchaeota, Nanoarchaeota, Crenarchaeota e Euryarchaeota) 

baseados na seqüência de rRNA (Allers et al., 2005).  

O filo Crenarchaeota compreende a maioria das espécies hipertermófilas. Muitas são 

autotróficas quimiossintetizantes, constituindo os únicos produtores primários em certos 

habitats inóspitos. Recentes análises baseadas em seqüências de rRNA indicam que 

Crenarchaeota também pode ser encontrada em ambientes de baixa temperatura. Em 

Euryarchaeota encontramos as arquéias halofílicas e as metanogênicas. Korarchaeota são 

hipertermófilas filogeneticamente diferentes de Crenarchaeota e são consideradas as arquéias 

mais primitivas. Nanoarchaeota é um taxa criado especialmente para o representante 

Nanoarchaeum equitans, cujas relações filogenéticas são incertas (Huber et al., 2002) 

http://es.wikipedia.org/wiki/Crenarchaeota�
http://es.wikipedia.org/wiki/ARNr�
http://es.wikipedia.org/wiki/Euryarchaeota�
http://es.wikipedia.org/wiki/Korarchaeota�
http://es.wikipedia.org/wiki/Nanoarchaeota�
http://es.wikipedia.org/wiki/Nanoarchaeum�
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 Vários representantes deste domínio tiveram seus genomas seqüenciados, o que 

mostrou que os genomas de arquéias compartilham características com eucariotos e bactérias. 

Como bactérias, possuem genes organizados em operons. Mas arquéias e eucariotos também 

possuem características em comum, no que se refere à replicação, transcrição e tradução de 

genes. As RNA polimerases de arquéias são mais similares às RNA polimerases de eucariotos 

que às de bactérias. A RNA polimerase de arquéia possui subunidade extra com homologia 

com a RNA polimerase de eucariotos que não está presente na enzima bacteriana. Como em 

eucariotos, a RNA polimerase de arquéias requer elementos transcricionais básicos como 

“TATA-binding protein” (TBP), fator de transcrição B (TFB) (Brown e Doolittle, 1997). A 

iniciação de tradução em Archaea usa metionina como em eucariotos, enquanto bactérias 

usam a N-formilmetionina (Allers et al., 2005). Inserir dados de reparo de DNA em arquéias 

 

1.2 Halobacterium salinarum : Modelo para arquéias 

 

O fato de ter seu genoma seqüenciado (Ng et al., 2000) e ser de fácil cultivo em 

laboratório e outras características fazem de Halobacterium salinarum um modelo para o 

estudo do domínio Archaea. A eficiência de transformação desta halófila é alta, possui vetores 

de clonagem e expressão com marcadores para seleção. Estratégias de inativação (knockout) 

de genes têm sido usadas com sucesso em H. salinarum, inclusive com método de seleção e 

contra-seleção utilizando um gene homólogo ao gene de leveduras URA3, que permite a 

deleção sistemática de todos os genes não essenciais. Alem disso amplificações por PCR em 

larga escala e arranjos de DNA tem sido realizados com grande sucesso. Por ser facilmente 

lisada em meio hipotônico, análises bioquímicas de proteínas desta arquéia podem ser 

realizadas com relativa facilidade (revisado por Soppa, 2006). 

 Halobacterium salinarum pertence ao filo Euryarchaeota e é uma halófila obrigatória, 

não sobrevivendo em concentração de NaCl inferior a 1M. Organismos que vivem em 

ambientes hipersalinos apresentam adaptações fisiológicas como o acúmulo de sais ou íons 

em seu citoplasma, ou pela síntese de compostos orgânicos intracelulares, denominados 

solutos compatíveis. Assim, o gênero de halófilos Halobacterium bombeia grandes 

quantidades de K+ para o interior da célula, superando a concentração extrema de Na+. Nestes 

organismos, as enzimas devem exibir maior tolerância ao sal, tendo em vista que seu 

funcionamento deverá ocorrer em um ambiente muito concentrado. Muitas apresentam 

bombas de cloro, que constantemente bombeiam este íon para o interior da célula. As paredes 

podem conter uma grande quantidade de aminoácidos carregados negativamente, ou 
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polissacarídeos sulfatados, para interagir com íons Na+ presentes no meio, sendo esta 

interação essencial à integridade da parede (Oren, 1999).  

 Na natureza Halobacterium salinarum está exposta à grande quantidade de irradiação 

solar que apresenta um desafio à integridade de seu genoma, reforçando a necessidade para 

possuir um sistema de reparo de danos ao DNA eficiente (DiRuggiero et al., 1999; Grogan, 

2000). Isto, e o fato de que Archaea é um domínio relativamente inexplorado, desperta o 

interesse nos tipos de mecanismo de reparo de danos ao DNA que operam dentro deste 

domínio. 

O que está descrito de reparo de DNA e m Halobacterium salinarum. 

 

1.3 Saccharomyces cerevisiae: Modelo para eucariotos  

 

A levedura Saccharomyces cerevisiae é um dos organismos modelos mais utilizados 

para estudar outros organismos, interações de proteínas, descobrir estrutura e função de 

proteínas e várias outras abordagens. Além de possuir características interessantes para o 

trabalho laboratorial, como não ser patogênica e considerada GRAS (generally regarded as 

safe), ser de fácil crescimento e ser passível de técnicas como transformação, replica-plating, 

isolamento de mutantes, e outros, a levedura S. cerevisiae divide técnicas com o também 

organismo modelo Escherichia coli, sendo possível trabalhar com estes dois organismos 

conjuntamente, o que aumenta as possibilidades de estudos. Linhagens de E. coli e S. 

cerevisiae com diferentes genótipos estão facilmente disponíveis. Vetores bifuncionais 

(estáveis em bactérias e leveduras) podem ser introduzidos em S. cerevisiae e funcionar tanto 

como moléculas replicativas como serem integrados por recombinação homóloga ao genoma. 

Como a recombinação é quase exclusivamente homóloga em S. cerevisiae, é possível que um 

plasmídio seja integrado em sítios específicos. 

Do ponto de vista científico, esta levedura compreende um dos sistemas eucariotos 

mais bem conhecidos, sendo que trabalhos na área de fisiologia, bioquímica e genética 

contribuíram significativamente para a elucidação de mecanismos genéticos mais variados, 

desde as bases moleculares dos mecanismos de biossíntese celular (replicação, transcrição e 

tradução, por exemplo) até o conhecimento de mecanismos que controlam o envelhecimento 

celular e o desenvolvimento neoplásico, passando pela base genética de diversas doenças 

humanas (Friedberg, 2003).  

S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a ter seu genoma seqüenciado e 

disponível desde 1996 (Gouffeau et al., 1996). Seus 16 cromossomos, bem caracterizados, 
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indicaram 6183 ORFs de um genoma extremamente compacto, com apenas 3,18% das ORFs 

contendo íntrons.. As informações genômicas sobre a levedura S. cerevisiae estão disponíveis 

em vários bancos de dados distintos, como o Saccharomyces Genome Database – SGD 

(http://www.yeastgenome.org/) (Dolinski et al., 2002), o Martinsried Information Center for 

Protein Sequences – MIPS (http://mips.gsf.de/) (Mewes et al., 1999; Mewes et al., 2000), o 

qual contém informações sobre seqüências de proteínas anotadas, e o Yeast Protein Database 

– YPD (https://www.incyte.com/proteome/database/YPD) (Costanzo et al., 2000), que possui 

um conjunto de dados com ênfase em propriedades funcionais e físicas das proteínas. Novas 

informações são periodicamente incorporadas a esses bancos.  

 

1.4 Reparo de danos ao DNA  

Retirar os outros reparos e colocar mais de halobacterium, SOS em archaea e as vias que 
foram encontradas em archaea 

 

O DNA genômico de todos os organismos está constantemente sujeito a danos que 

podem ser produzidos espontaneamente, devido à instabilidade de ligações químicas dos 

nucleotídeos, ou podem ser induzidos por interações de nucleotídeos com compostos 

químicos ou agentes físicos.  

Como alteração espontânea podemos citar a tautomerização (quando a base apresenta 

sua forma tautomérica menos comum – forma enol), a desaminação (converte citosina em 

uracila, por exemplo), a despurinização e a despirimidinização (promovem a formação de 

sítios abásicos) e a oxidação de bases (espécies reativas de oxigênio resultantes desse 

processo promovem a fragmentação de riboses, perda ou modificação de bases) (Friedberg et 

al., 1995).  

As lesões ao DNA causadas por agentes ambientais compreendem os fotoprodutos da 

exposição à luz UV (dímeros de pirimidina, 6-4 fotoprodutos); a ligação covalente entre as 

fitas da dupla-hélice do DNA causada pela exposição do DNA a psoralenos e luz UV, ou 

mitomicina C, quebras simples e duplas no DNA resultantes da radiação ionizante, como raios 

X ou raios gama (revisado por Kuzminov, 1999).  

O reparo destas diferentes lesões no DNA, com características particulares, requer 

enzimas e mecanismos de reparo específicos. Há sistemas como o Reparo por Excisão de 

Nucleotídeos (NER), Reparo por Excisão de Bases (BER), que reconhecem e reparam 

modificações na topologia do DNA e pareamento incorreto de bases, e o reparo por 

recombinação, reconhece e repara quebras no DNA (revisado por Friedberg, 

2003).Reformular a frase 
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O reparo de DNA pode ser mutagênico ou não mutagênico. No reparo não 

mutagênico, a restauração da lesão ao DNA ocorre sem comprometer a integridade do 

genoma, já no reparo mutagênico, acontecem modificações na seqüência de bases.  

O reparo não mutagênico inclui o reparo por reversão direta do dano (fotorreativação 

enzimática), reparo por excisão de bases, reparo por excisão de nucleotídeos, reparo de mal-

pareamentos (mismatches). Além disso, para quebras (revisado por Friedberg, 2003) em uma 

única fita de DNA ou das duas fitas de DNA (dupla quebra), há o reparo por recombinação 

homóloga, que embora não seja mutagênico em si, pode levar à homozigose se o cromossomo 

homólogo for usado como molde em células diplóides com danos anteriores à fase S. 

O reparo de DNA pode ser mutagênico (reparo sujeito ao erro), é acionado geralmente 

em situações de alta concentração de lesões e/ou quebras nas fitas de DNA. Nesses casos, a 

célula utiliza como último recurso o sistema de reparo sujeito a erro, usando polimerases 

sujeitas ao erro (error-prone) que adicionam uma das quatro bases no local lesado, a fim de 

garantir a continuidade do processo de replicação. Devido ao fato de não haver a informação 

precisa (molde), o próprio mecanismo de reparo acaba sendo o causador de uma mutação, 

pois a chance de introduzir uma base incorreta no DNA é grande. Em E. coli o reparo 

mutagênico ocorre quando o sistema SOS é acionado (revisado por Goodman, 2002).  

Em eucariotos o reparo por recombinação não homóloga ou junção de extremidades 

não homólogas (NHEJ – “non-homologous end joining”), também está sujeito a erro 

(revisado por Burma et al., 2006).  

O reparo por fotorreativação ou reversão direta do dano ao DNA é realizado pelas 

fotoliases. As fotoliase reconhecem e corrigem as lesões causadas pela radiação UV ao DNA, 

como o dímeros de pirimidina (CPD) e 6-4 fotoprodutos. Após a absorção de um fóton de luz 

(300-500 nm), a fotoliase é capaz de quebrar a ligação covalente entre as pirimidinas 

adjacentes, revertendo a lesão (Sancar, 1994). Por ser dependente de luz, este reparo também 

é conhecido por “reparo no claro”. 

No reparo por excisão, também conhecido como “reparo no escuro”, é realizada a 

remoção do segmento de DNA que contém a lesão e a outra fita intacta é usada como molde. 

No reparo por excisão de bases (BER), DNA glicosidases removem a base modificada 

produzindo um sítio abásico e endonucleases AP clivam a fita que contém o sítio abásico e 

removem alguns nucleotídeos formando uma lacuna no segmento de DNA. Em E. coli a  

DNA polimerase I (polI) catalisa a adição dos nucleotídeos requeridos, preenchendo esta 

lacuna, e a DNA ligase une os nucleotídeos (de Vries e Wackernagel, 1992).  

O reparo por excisão de nucleotídeos (NER) está envolvido no reparo de lesões que 

causam distorções no DNA. A endonuclease remove um segmento de 12 a 13 nucleotídeos 
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contendo a lesão, resultando em uma lacuna. Após a síntese da seqüência de nucleotídeos 

correta pela DNA polI, a DNA ligase une a fita de DNA originalmente lesada (Friedberg et 

al., 1995).  

O reparo de mal-pareamento de bases ("Mismatch repair" MMR), como o nome diz, 

tem a função de corrigir o pareamento errôneo de bases durante a replicação. O mecanismo de 

ação do MMR é direcionado por metilação de seqüência GATC na fita que é sintetizada após 

a replicação. Em E. coli, as enzimas Mut reconhecem e se ligam às bases mal pareadas na 

seqüência GATC. Se somente uma das fitas é metilada na seqüência GATC, a proteína MutH 

atua como endonuclease sítio específica,clivando a fita não metilada na porção 5’ da 

seqüência alvo. Uma vez ocorrendo a clivagem, a DNA polimerase III preenche o espaço que 

foi retirado e a DNA ligase faz a ligação fosfodiéster. O último passo no processo consiste na 

metilação dos sítios GATC das fitas recém sintetizadas pela Dam metiltransferase O reparo de 

pareamentos incorretos pode levar à excisão de mais de 1000 nucleotídeos de uma das fitas do 

dsDNA na tentativa de reparar um pareamento incorreto criado durante a replicação (Modrich 

e Lahue, 1996).  

Em Escherichia coli o parte do sistema de reparo do DNA é mediado pela Resposta 

SOS, que é um complexo mecanismo celular induzido devido à interrupção da replicação 

diante de barreiras no DNA. A indução da resposta SOS promove a expressão de mais de 40 

genes presentes no regulon SOS. Estes genes operam na manutenção da integridade da 

forquilha de replicação, no reparo de lesões, na síntese translesão, e no bloqueio da divisão 

celular prematura até que as barreiras no DNA tenham sido eliminadas (Friedberg et al., 

1995).  

A desrepressão dos genes constituintes do regulon SOS ocorre quando a proteína 

RecA ligada ao ssDNA e em presença de ATP, ativa a autoclivagem do repressor LexA 

tornando-o inativo. LexA, na sua forma dimérica, liga-se a uma seqüência palindrômica 

presente na região operadora dos genes SOS impedindo sua transcrição em condições normais 

de crescimento (Friedberg, 1995). Muitos dos genes regulados positivamente na resposta SOS 

têm como função o reparo das lesões no DNA e a restauração do processo de replicação. 

Incluem-se neste grupo os produtos dos genes uvrA, uvrB, os quais participam do reparo por 

excisão de nucleotídeos. Outros genes regulados positivamente são polB, dinB, umuCD que 

codificam para as DNA polimerases: polII, polIV e polV, respectivamente. As proteínas 

envolvidas no reparo mutagênico são expressas a partir do regulon SOS (revisado por 

Kuzminov, 1999).  

Nos primeiros 5 minutos após a irradiação com luz UV, os genes recA e recN 

(envolvidos no reparo do DNA por recombinação) e o gene sulA (envolvido na inibição da 
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divisão celular) são induzidos. O repressor LexA também é induzido nesse período. O grau de 

expressão destes genes após a indução é 2 - 30 vezes maior do que a expressão constitutiva 

(revisado por Courcelle et al., 2001). Os genes umuD e umuC são fortemente expressos 20 

minutos após a exposição à luz UV, indicando que numa situação de graves lesões no DNA, 

ou seja, numa situação em que a síntese normal do DNA não tenha sido restaurada através do 

reparo não mutagênico, as proteínas envolvidas no reparo mutagênico, UmuD e UmuC, são 

necessárias (revisado por Courcelle et al., 2001).  

Em Saccharomyces cerevisiae, o grupo epistático RAD6 codifica genes que estão 

envolvidos na síntese trans-lesão (TLS) e na mutagênese espontânea. Três destes genes são 

conhecidos por REV1, REV3 e REV7. REV1 codifica para uma proteína da família Y de 

DNA polimerases (propensas ao erro) que incorpora dCMP ao se deparar com um sítio 

abásico durante a replicação. A DNA pol ζ (composta pelas subunidade Rev3 e Rev7) 

coopera com Rev1 para realizar a síntese trans-lesão extendendo o C colocado em oposição 

ao sítio abásico. Homólogos de Rev1 E Rev3 são encontrados em humanos, camundongos e 

Drosophila (Revisado por Goodman, 2002). 

O reparo por NHEJ e por recombinação homóloga atuam em um dos tipos mais sérios 

de danos que pode ser infligido ao genoma, que é a quebra dupla das fitas de DNA (DSB). 

Há muitas formas de produzir DSBs, mas a replicação de DNA é um mecanismo 

principal por converter lesões na ssDNA em DSBs (Kuzminov, 1999).  

DSBs podem surgir de várias fontes diferentes. Exogenamente DSBs são causados por 

radiação ionizante como Raios X ou gama ou através de várias substâncias químicas 

radiomiméticas (metilmetanosulfonato – MMS, etilmetanosulfonato – EMS). Endogenamente 

DSBs podem ser geradas diretamente através de espécies reativas de oxigênio e também 

podem surgir como conseqüência de reproduzir um molde de DNA com quebra. Realmente, 

se uma forquilha de replicação de DNA encontra uma interrupção (corte ou gap no ssDNA) 

em uma das duas fitas de DNA, esta interrupção será convertida a uma DSB (Kuzminov, 

1999). Cortes em DNA pode ser o resultado de numerosas fontes algumas das quais incluem 

fragmento de Okazaki na fita de movimento lento ou incisão de uma fita de DNA estragada 

por outro sistema de reparo, como o reparo por excisão de nucleotídeos ou de base 

(Kuzminov, 1999). 

Além destes mecanismos gerais para formação de DSB, DSBs em eucariotos são 

produzidos por exemplo, em células meióticas, DSBs são introduzidos enzimaticamente 

durante meiose, assegurando o crossing over de homólogos (Keeney et al., 1997; Haber, 

2000a,; Haber, 2000b). 



 

 

21

21

Qualquer que seja a quebra, é um problema particularmente significante à célula 

porque eles desafiam a integridade da molécula de DNA e podem conduzir, se não reparado, a 

perda de informações, rearranjo de cromossomos, e não segregação de cromossomos.  

Devido a essas conseqüências potencialmente letais, todos os organismos, de bactérias 

a eucariotos, apresentam mecanismos para reparar este tipo de lesão ao DNA. Em bactérias, 

este tipo de dano é reparado principalmente pelo processo de recombinação homóloga de 

DNA (Kuzminov, 1999), em eucariotos, o DSB é reparado ou por recombinação homóloga ou 

ligação de extremidades não-homólogas (NHEJ) (Pâques e Haber, 1999). Recombinação 

homóloga envolve emparelhando do DNA danificado com um par homólogo para copiar 

qualquer informação perdida do homólogo, reparando com precisão assim o DSB, 

considerando que NHEJ envolve ligação do DSB sem a necessidade de homologia 

significante, pode ser considerada propensa ao erro.  

O NHEJ é o processo utilizado com maior freqüência em mamíferos. Nessa via de 

reparo, as extremidades do cromossomo que sofreu quebra dupla são justapostas e religadas, 

com a possível perda de um ou dois nucleotídeos no local da ligação. O NHEJ é uma forma 

rápida de reparo, porém tem maior tendência a erro, ao contrário da recombinação homóloga 

(Burma et al., 2006).  

 

1.5 Reparo de danos ao DNA por Recombinação Homóloga (falta fig 

recombinação) 

 

Recombinação homóloga de DNA é um dos mecanismos primários para o reparo de 

quebra dupla das fitas de DNA (DSBs). Embora o mecanismo geral seja semelhante em 

bactérias e eucariotos, as proteínas que estão envolvidas neste processo diferem. 

O mecanismo básico de reparo de DNA por recombinação homóloga apresenta as 

seguintes etapas: 

O primeiro passo no processo recombinação homóloga de DNA envolve o 

processamento da molécula de DNA quebrada de forma que uma região com ssDNA é 

gerada. Este processo pode ser realizado pela ação de helicases de DNA, nucleases, ou ambos. 

O próximo passo corresponde à procura para a molécula de DNA homóloga que é seguida 

imediatamente pela troca das fitas de DNA. Este passo é realizado por proteínas que ligam ao 

ssDNA e que catalisam a invasão e troca das fitas. O filamento de nucleoproteína resultante é 

a forma ativa destas proteínas que realizam a invasão e busca por homologia na molécula de 

DNA. A conseqüência deste evento emparelhando inicial é uma região conhecida por hétero-
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duplex no DNA. O terceiro passo envolve a troca recíproca das fitas de DNA, criando uma 

estrutura de quatro fitas conhecida como uma junção de Holliday. O passo final envolve 

divisão simétrica da junção de Holliday por uma endonuclease junção de Holliday-específica, 

produzindo um de dois produtos recombinantes alternativos (Kowalczykowski et al., 1994; 

West, 1997;White et al., 1997; Lilley e White, 2000). Apesar de diferenças entre os sistemas 

bacteriano (bem estudado em E. coli) e de eucariotos (tendo como modelo S. cerevisiae), estes 

passos básicos permanecem conservados. 

 

1.6 Reparo de danos ao DNA por Recombinação Homóloga nos três domínios da 

vida 

 

 E. coli possui caminhos diferentes para o reparo de dupla quebra nas fitas de DNA 

(Kuzminov, 1999): o caminho de RecBCD que repara quebra dupla das fitas de DNA (DSBs); 

e o caminho de RecF que principalmente repara aberturas de fita única mas pode reparar 

DSBs. Ambos dependem da ação da proteína de reparo recombinacional RecA. No caminho 

de RecBCD, a helicase/nuclease RecBCD gera ssDNA em ambas extremidades da DSB, e 

também insere proteínas RecA sobre estes ssDNA. No caminho de RecF, helicase de RecQ 

processa a molécula de DNA quebrada para produzir ssDNA, e o RecO e proteínas de RecR 

ajudam inserindo proteínas RecA sobre o ssDNA mediante a remoção de proteína de ligação a 

ssDNA (Kuzminov ,1999). 

A recombinação homóloga é estudada extensivamente em eucariotos tendo como 

modelo a levedura S. cerevisiae, mas estudos em mamíferos demonstram a universalidade 

deste processo (Pâques e Haber, 1999). O sistema de recombinação homóloga em eucariotos 

pode ser comparada aos sistemas bacterianos, mas, é um processo mais complexo. O reparo 

de DSBs através de recombinação homóloga requer a participação de outros componentes do 

grupo epistático de RAD52, que consistem de RAD50, RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, 

RAD57, RAD59, MRE11, XRS2, e genes de RDH54/TID1 (Pâques e Haber, 1999). As funções 

das proteínas codificadas por estes genes foram estudadas genética e bioquimicamente, 

contudo, a função precisa de algumas proteínas não foi completamente elucidada. 

Estudos bioquímicos revelaram a função de muitas enzimas que participam no 

processo de recombinação homóloga. Em E. coli, foi determinado que o processo de 

recombinação homóloga envolve a ação de mais de 25 proteínas diferentes (Kowalczykowski 

et al., 1994), para as quais pode haver homólogos estruturais ou funcionais em arquéias.  
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O sequenciamento do genoma de várias arquéias tornou possível identificar 

homólogos estruturais de muitas proteínas envolvidas no processo de recombinação homóloga 

de DNA. Além disso, algumas destas proteínas foram estudadas bioquimicamente, e há 

evidências genéticas que apóiam o papel destes genes na recombinação homóloga do DNA 

(Schmidt et al., 1999). 

 

1.7 A família de Recombinases RecA/Rad51/RadA 

 

O pareamento homólogo e a troca das fitas de DNA talvez sejam os passos mais 

críticos para a recombinação homóloga (Kuzminov, 1999).  

Em bactérias, o papel de pareamento homólogo e troca das fitas de DNA é realizada 

pela proteína RecA (Bianco e Kowalczykowski, 1999). Em eucariotos a proteína Rad51 

assume este papel (Ogawa et al., 1993), e em arquéias, este passo é mediado pela proteína 

RadA (Seitz et al., 1998). 

A proteína RecA bacteriana foi o primeiro membro identificado da família das 

recombinases. Nessa família, incluem-se as proteínas UvsX do bacteriófago T4 (Beernik e 

Morrical, 1999), RadA de arquéia (Seitz et al. 1998), Dmc1 (Gupta et al., 2001) e Rad51 

(Ogawa et al., 1993; Sung, 1994) de eucariotos. 

As recombinases da família RecA/Rad51/RadA são proteínas que tem papel chave na 

recombinação homóloga, que é importante na proliferação celular, manutenção e estabilidade 

do genoma e na diversidade genética, particularmente em eucariotos. A deficiência em rad51 

é letal em camundongos no início do período embrionário (Tsuzuki et al., 1996). Rad51 

humana interage fisicamente com os produtos dos genes supressores de tumores p53, BRCA1 

e BRCA2, sugerindo seu possível papel na tumorigênese (Marmorstein et al., 1998).  

Apesar de serem considerados ortólogas estruturais e funcionais, RecA, Rad51 e as 

demais proteínas exibem algumas diferenças. RecA e Rad51 apresentam uma região de 30% 

de identidade, compreendendo os resíduos de aminoácidos 154 a 374 de Rad51 e 33 a 240 de 

RecA, um domínio essencial para a recombinação. Além disso, Rad51 apresenta algumas das 

atividades de RecA, como ligação à simples e dupla fita de DNA, hidrólise de ATP, formação 

de filamentos de nucleoproteína e formação de DNA héteroduplex (Sung e Robberson, 1995). 
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1.7.1 A Recombinase RecA 

 
O gene recA foi originalmente isolado em E. coli há mais de trinta anos a partir de  

uma mutação responsável pela redução dramática no nível de recombinação. Seu 

envolvimento foi estabelecido para quase todas as vias de recombinação em bactérias. 

Subseqüentemente, a proteína RecA mostrou possuir muitas atividades bioquímicas: atividade 

ATPásica dependente de  fita simples de DNA (ssDNA) e a dupla fita de DNA (dsDNA), 

protease DNA e ATP - dependente, anelamento ao DNA estimulado por ATP e atividade de 

troca de fita de DNA dependente de ATP (Cox, 1999). Após o processamento inicial da 

extremidade da quebra dupla das fitas de DNA (DSB) pelo complexo RecBCD ou enzimas de 

RecQ (Anderson e Kowalczykowski, 1997b; Harmon e Kowalczykowski, 1998), a proteína 

RecA começa uma busca por homologia, e catalisa o pareamento e troca da fita de DNA entre 

cada das duas moléculas de DNA do par homólogo. O pareamento e troca da fita de DNA 

mediado por RecA acontecem em uma série de passos distintos: pré-sinapse, sinapse e pós-

sinapse. Durante pré-sinapse, a proteína RecA liga-se ao ssDNA, na proporção de um 

monômero de RecA ligado a três nucleotídeos de ssDNA. A proteína RecA interage com 

ssDNA de uma maneira não-específica, cooperativa, mas exibe uma preferência por ligar e 

emparelhar seqüências de DNA rico em G e resíduos de T (Tracy e Kowalczykowski, 1996). 

A proteína RecA complexa-se ao ssDNA de forma polar e acontece na direção 5' - 3' para 

gerar um filamento de nucleoproteína helicoidal destro contínuo de RecA denominado o 

"complexo pré-sináptico" (Stasiak et al., 1984; Egelman e Stasiak, 1986; Stasiak e Egelman, 

1986; Stasiak e Egelman, 1994). A formação deste complexo pré-sináptico acontece muito 

mais prontamente na presença de proteína ligadora a DNA fita simples (SSB). A proteína 

RecA liga-se pobremente a dsDNA, devido a presença de estrutura secundária em ssDNA, 

que impede formação de um filamento de nucleoproteína. A proteína de SSB remove essa 

barreira rompendo a estrutura secundária, e é deslocada subseqüentemente através de proteína 

de RecA (Kowalczykowski e Krupp, 1987). A formação do filamento de nucleoproteína ativo 

depende tipicamente da presença de um cofactor como ATP ou dATP, e nesta forma ligada ao 

ATP, a proteína RecA está em um estado que tem uma afinidade alta por  ssDNA.  

Na fase sináptica, o filamento de nucleoproteína RecA catalisa a busca por homologia 

dentro de outra molécula de dsDNA homóloga e trocas fitas de DNA entre as duas moléculas. 

Primeiro, o filamento de RecA faz uma série de contatos não-homólogos  ao acaso com a 

molécula de DNA dúplex antes de achar a seqüência homóloga. 

A estrutura de RecA foi elucidada em 1992. A estrutura do filamento RecA-DNA tem 

sido amplamente caracterizada por microscopia eletrônica (EM). A proteína RecA liga-se ao 
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DNA numa estequiometria de 3 nucleotídeos (ssDNA) ou 3 pb (dsDNA) por monômero de 

RecA formando um filamento helicoidal voltado para a direita denominado filamento de 

RecA. Uma volta completa da hélice de RecA contém 6 monômeros e os hexâmeros não 

interagem entre si. A estrutura do filamento de RecA pode assumir duas formas gerais, a 

comprimida (inativa) ou estendida (ativa). O filamento inativo é formado pela proteína 

sozinha, pela proteína ligada ao DNA na presença de ADP ou ausência de ATP ou análogos 

de ATP (revisado por Mcgrew e Knight, 2003). 

Cada monômero de RecA apresenta três domínios. O domínio N-terminal (resíduos 1-

33) é formado por α-hélice e folha β O domínio Central (resíduos 34-268) consiste de 8 folhas 

β (β1→β8) e por 6 α- hélices (αB→αG). Este domínio contém o sítio de ligação para o ATP, 

os motivos Walker A (resíduos 66-73) e Walker B (resíduos 195-209), e as regiões de ligação 

do DNA, designadas L1 (resíduos 157-164) e L2 (resíduos 195-209). Os resíduos 269-352 

formam o domínio menos conservado, o domínio C-terminal, que consiste de 3 α-hélices e 2 

folhas β. Esse se projeta para fora do filamento de RecA, estabilizando interações entre 

polímeros do cristal. Os resíduos 329-352 formam uma cauda altamente negativa e 

desordenada na estrutura do cristal (revisado por McGrew e Knight, 2003). Acrescentar 

atividade atpásica. 

 

1.7.2 A Recombinase Rad51 

 

A existência de uma proteína homóloga a RecA em eucariotos foi descoberta em 

mutantes de S. cerevisiae que apresentavam sensibilidade a radiação ionizante e a inabilidade 

em realizar meiose. Estudos mostraram que um mutante nulo em rad51 era defeituoso na 

recombinação meiótica, mitótica e no reparo de DSB. Adicionalmente, foi verificado que a 

proteína Rad51 apresentava alta similaridade à proteína RecA na seqüência de aminoácidos 

(Shinohara et al., 1992).  

Rad51de Saccharomyces cerevisiae (ScRad51) pertence ao grupo RAD52, cujos 

produtos gênicos estão concomitantemente envolvidos no reparo de dupla quebra da fita de 

DNA (DSB), bem como em recombinação mitótica e meiótica Os dez mutantes que fazem 

parte do grupo rad52 (rad50, rad51, rad52, rad54, rad55, rad57, rad59, rfa1, mre11 e xrs2) 

são sensíveis à radiação ionizante (Friedberg et al., 1995), contudo, todos são viáveis.  

A proteína Rad51 apresenta muitas das características bioquímicas da proteína de 

RecA: a estequiometria de ligação a DNA (um monômero de proteína Rad51 por 3 

nucleotídeos de DNA), atividade ATPásica -dependente de ssDNA, e catálise de troca de fita 
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de DNA, a proteína Rad51 também forma um filamento de nucleoproteína helicoidal destro 

em DNA, semelhante ao de proteína RecA (Ogawa et al., 1993). 

A proteína Rad51 como RecA, forma uma estrutura em filamento que tem papel chave 

no reparo por recombinação homóloga (filamento pré-sináptico). No entanto, Rad51 tem 

propriedades distintas de RecA.colocar as diferenças entre recA e rad51.ScRad51 liga-se 

prontamente a DNA simples fita (ssDNA) e dupla fita (dsDNA) (revisado por Cox, 2003). Na 

reação de troca da fita, na recombinação homóloga, ScRad51 é mais dependente da presença 

de uma proteína ligadora a ssDNA, (geralmente a proteína de replicação A ou RPA) que 

RecA (Sugiyama et al. 1997). A função primária desse filamento é localizar seqüências 

homólogas que podem ser utilizadas como molde para reparar o dano à fita de DNA (Sung et 

al. 2003). 

 

1.7.3 A Recombinase RadA 

 

Um papel para proteína de RadA (Sandler et al., 1996) no reparo de DNA por 

recombinação homóloga veio da análise genética de uma deleção do gene de radA de 

Haloferax volcanii (Woods e Dyall-Smith, 1997) que resultou em taxa de crescimento 

diminuída, e uma sensibilidade aumentada a agentes que provocam danos ao DNA como 

irradiação de UV e etil-metano-sulfonato (EMS).  

O gene homólogo da proteína RecA do hipertermófilo Sulfolobus solfataricus, cuja 

proteína foi a primeira a ser purificada e estudada bioquimicamente, compartilha muitas das 

mesmas características bioquímicas de RecA e de Rad51. A proteína RadA é uma ATPase 

dependente de DNA, forma filamentos de nucleoproteína helicoidal em DNA e catalisa troca 

de fita de DNA (Seitz et al., 1998). A proteína RadA também liga ssDNA com a mesma 

estequiometria de RecA e Rad51 (um monômero de RadA para 3 nucleotídeos), e mostra uma 

preferência por ligar e parear a seqüências de DNA que são ricas em G e resíduos de T (Seitz 

e Kowalczykowski, 2000). O filamento de nucleoproteína formado pelo proteína RadA de 

arquéias tem a mesma estrutura helicoidal destra formada por RecA de E. coli e Rad51 de  S. 

cerevisiae (Egelman e Stasiak, 1986; Ogawa et al., 1993; Seitz et al., 1998).  

O monômero de RadA de Sulfolobus solfataricus (SsRadA) apresenta dois domínios 

ligados por uma região conectora (linker). O domínio N-terminal (resíduos 10-69) forma um 

feixe de quatro α-hélices. A região conectora (resíduos 70-84) possui pequena extensão 

formando uma fita-βeta e uma α-hélice. A região C-terminal (resíduos 85-324) é um domínio 

ATPásico, composto por 9 fitas-β flanqueadas por 4 α-hélices (Ariza et al., 2005). As 
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características bioquímicas de RadA parecem ser mais próximas de Rad51, porém sua taxa de 

atividade de ATPase é bastante baixa (kcat = 0.2 min) e a eficiência de troca de fita é bastante 

pobre (Seitz et al., 1998). 

As proteínas de RadA de outras arquéias hipertermófilas de Desulfurococcus 

amylolyticus, Pyrobaculum islandicum, e Pyrococcus furiosus (P. furiosus) possuem 

atividades bioquímicas semelhantes, também à temperaturas elevadas (Kil et al., 2000; 

Komori et al., 2000). Em acordo com sua semelhança bioquímica à proteína Rad51 de 

eucariotos, as seqüências de aminoácidos mostram que as proteínas RadA de arquéias são 

mais próximas estruturalmente a proteína Rad51 de eucarioto (34-42% idêntico e 53-63% 

semelhante) que à RecA de E. coli (14-17% idêntico e 25-31% semelhante). Análises de 

domínios da proteína RadA de P. furiosus demonstram que a porção C-terminal da proteína 

que contém o domínio central (Domínio II), possui atividade de ATPase DNA-dependente e 

atividade de troca de fita de DNA. (Komori et al., 2000). 

Células de H. salinarum NRC-1 foram irradiadas com UV-B em doses equivalentes a 

30 J/m2 e 5 J/m2 de UV-B. O perfil transcricional  mostrou que apenas 11 genes foram super-

expressos 1.5 a 2 vezes mais, em ambas as doses de UV-B. O gene  mais fortemente expresso 

foi radA1 (vng2473), o homólogo às recombinases Rad51/RecA (Boubriak et al., 2008). 

 

1.8  Estudos de complementação funcional  

 

A fácil manipulação de S. cerevisiae e ampla caracterização de seu genoma permitem 

que estudos de complementação de genes de outros organismos sejam desenvolvidos com 

sucesso. Por exemplo, a caracterização de proteínas envolvidas no processo de glicosilação da 

levedura metilotrófica Hansenula polymorpha, foi realizada através de experimentos de 

complementação em S. cerevisiae (Kim et al., 2006).  

 Os estudos de complementação são bastante generalizados sendo possível a 

complementação de mutações em leveduras com genes de organismos bem distantes, como 

plantas. Subunidades da proteína succinil CoA ligase de tomate, envolvida no ciclo de Krebs, 

foram utilizadas para complementar mutantes nessas subunidades de S. cerevisiae com 

sucesso, mostrando tanto conservação funcional como estrutural (Studart-Guimarães et al., 

2005). Da mesma forma o gene NHX de Arabdopsis thaliana, que codifica transportador de 

N+/H+, foi capaz de complementar leveduras mutantes nhx (Gaxiola et al., 1999). 

 Estudos de complementação funcional foram realizados expressando RecA de E. coli 

em S. cerevisiae mutantes em Rad51. Estes estudos demostraram que apesar da similaridade e 
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da homologia funcional entre as proteínas,  RecA foi incapaz de complementar a sensibilidade 

de mutantes Rad51 a UV, MMS e 8-MOP + UVA (Morais et al., 1998). Apesar da 

similaridade entre as proteínas RecA e Rad51, a proteína RecA não apresenta a porção N-

terminal presente em Rad51, importante para a formação do complexo Rad51 e na interação 

com outras proteínas do complexo Rad52. Falar de MMS Falta falar de  pyrococcus como 

molde e de outras recombinases de arqueias falta parte específica das outras. 

 Uma grande similaridade em relação à estrutura primária das proteínas não garante a 

capacidade de complementação funcional plena. 

 A proteína Rad51 da levedura termotolerante Pichia angusta é muito similar à Rad51 

de S. cerevisiae, apresentando 71,3% de identidade em relação à seqüência de aminoácidos. 

No entanto em ensaio de complementação funcional, no qual Rad51 de P. angusta foi 

expressa em linhagens de S. cerevisiae mutantes em Rad51 foi possível observar apenas uma 

complementação funcional parcial (Shalgev et al., 2004) entre estas proteínas.  

As proteínas RadA de H. salinarum e Rad51 de S. cerevisiae apesar de apresentarem 

apenas 35% de identidade em relação à seqüência de aminoácidos, mostraram-se muito 

conservadas em relação à estrutura tridimensional. Uma vez que apresentam uma homologia 

tridimensional e funcional, apesar de pertencerem a domínios diferentes, RadA seria capaz de 

complementar funcionalmente linhagens de S. cerevisiae mutantes em Rad51? 
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2. OBJETIVOS 
 

Analisar in silico e in vivo o potencial de complementação funcional de RadA de H. 

salinarum em linhagem de S. cerevisiae mutante em Rad51, por meio de análise de 

similaridade estrutural e conservação espacial de aminoácidos críticos para a função das 

proteínas e por meio de estudos de complementação funcional. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Linhagens de Microrganismos 

3.1.1 Linhagens Bacterianas: Escherichia coli 

DH5α: F-
 
endA1 glnV44 thi-1 RecA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(r
K

- 
m

K

+
), λ– 

 

3.1.2 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae 

F3(rad51): Rad51::LEU2 

F(808): MATa leu2-3, 112, ura3-52, ade1 -100, his4-549 GAL+(wt) 

 

3.1.3 Linhagens de Halobacterium salinarum 

ATCC 19700, ATCC 33171, ATCC 43214 (Moore e McCarthy, 1969) Fenótipo 

3.2 Meios de cultura e soluções 

 

3.2.1 Meios de Cultura e soluções para linhagens bacterianas (Sambrook et al., 1989)  

 
Todos os meios foram esterilizados em autoclave (120 Kgf/cm2 – 15 minutos) antes de 

serem utilizados. 

 

• LB: Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%.Para meio LB sólido foi 

acrescentado ágar a 1,5%. 

 

• SOB: Bactotriptona 2%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCl 2,5mM,  

MgCl2 10mM, MgSO4 10Mm. 

 

• SOC: 10ml de meio SOB, 100µl de glicose 2M, 100µl de Mg2+ 2M (MgSO4 1M + 

MgCl2 1M). 

 

• 2XYT: Bactopeptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,0. 
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3.2.1.1 Estoque de microrganismos  

 
O volume de 400μl de glicerol foi adicionado a 1ml de cultura bacteriana e mantido 

em freezer a -70ºC.  

 

3.2.1.2 Antibióticos  

 

 Os plasmídios utilizados neste estudo conferem resistência à ampicilina, que foi 

utilizada na concentração final de 100μg/ml, tanto em meio de cultura líquido quanto sólido. 

 

3.2.2 Meios de cultura e soluções Saccharomyces cerevisiae (Guthrie e Fink, 1991) 

 
Todos os meios de cultura utilizados para leveduras foram esterilizados sob as mesmas 

condições descritas para bactérias. 

 

• YPD: Extrato de levedura 1%, Peptona 2%, Dextrose 2%. 

 

• SD: YNB sem aminoácido 0,17%, Dextrose 2%,Sulfato de amônio 0,5%. 

 

Para meios sólidos, foi adicionado ágar a 2% 

 

A estocagem de leveduras foi realizada nas mesmas condições descritas para bactérias. 

 

Complemento para meio mínimo (SD) para levedura: Triptofano, Lisina, Histidina: 

30μg/ml (concentração final), Leucina, Uracila, Adenina: 20 μg/ml  (concentração final) 

 

3.2 Meio de cultura para Halobacterium salinarum 

 

 Casamino-ácidos 0.75%,  Extrato de levedura 1.0%, Na3-citrato 0.3%, KCl 0.2%,  

MgSO4.7H2O 2.0%, FeSO4.7H2O 0.005%, MnSO4.H2O 0.02%, NaCl 15.0%, Ágar 2.0%, pH 

7.4. 
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3.3 Plasmídios 

pGEMT: Vetor de clonagem em bactéria. AmpR 

pYES2: Vetor bifuncional – pGAL-1, 2µm ori, URA-3, pUC ori, AmpR 

 

3.4 Iniciadores para a amplificação por PCR dos genes de interesse neste estudo 

 

Tabela 1: Iniciadores para a amplificação por PCR dos genes radA e RAD51 
 
Gene Sítios de 

restrição 
Iniciador F (5’ – 3’) Iniciador R (5’ – 3’) 

radA EcoRI/ 
XbaI 

CCTGCGGAATTCATGGGCCGGGAT 
 

CGCTCTAGATTATTCGGGCTTCAG 
 

rad51 EcoRI/ 
XbaI 

TATGAATTCATGTCTCAAGTTCAA ACCTCTAGACTACTCGTCTTCTTC 
 

Sublinhar sitios das enzimas de restrição 

3.5 Métodos 

 

3.5.1 Análises in silico 

3.5.1.1 Modelagem de proteínas 

 
 As proteínas foram modeladas através do programa SWISS-MODEL (Guex et al., 

1997, Schwede et al., 2003; Arnold et al., 2006), utilizando como molde as proteínas com 

estruturas resolvidas por cristalografia e que apresentavam maior similaridade, em relação a 

seqüência de aminoácidos, à proteína a ser modelada.  

 

3.5.2 Contagem de células de levedura 

 Para contagem de células foi utilizada uma câmara de Neubauer, onde foi aplicada 

uma alíquota de 10 μl e foi coberta com uma lamínula. A câmara de Neubauer é formada por 

9 quadrados subdivididos. O quadrado central é dividido em 25 quadrados, que são divididos 

em 16 quadrados. As células dos 4 quadrados das extremidades foram contadas e foi realizada 

uma média desse valor. O valor obtido foi então multiplicado por 25 (número total de 

quadrados). O valor obtido é o valor de células/ml da alíquota em uma diluição de 10-4. 

3.5.3 Transformação de microrganismos 
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3.5.3.1 Preparação e transformação de bactérias eletrocompetentes (Sambrook et al., 

1989) 

 Foi realizado um pré-inóculo a partir de uma colônia da bactéria escolhida em 100ml 

de meio 2xYT. Este foi incubado overnight a 37ºC com agitação. Utilizou-se 10ml do pré-

inóculo para inocular 1 L de meio 2xYT que foi levado para agitação a 37ºC até atingir 

D.O.600nm de 0.2-0.25. Resfriou-se o frasco com a cultura em gelo. Após resfriada, a cultura 

foi centrifugada (10.000 rpm por 10 minutos a 4oC) até total sedimentação das células, com 

descarte do sobrenadante em seguida. O sedimento foi ressuspendido em 50 ml de glicerol 

10% a 4ºC e centrifugado novamente nas mesmas condições anteriores, por 15 minutos. 

Foram realizadas mais duas etapas de lavagem das células em 100 ml de glicerol 10% a 4ºC, 

com centrifugações nas mesmas condições anteriores. O  final foi ressuspendido em 1 ml de 

glicerol 10% e uma alíquota de 25 µl da ressuspensão foi diluída em 10 ml de glicerol 10%. A 

D. O. 600nm foi medida e a ressuspensão diluída com glicerol 10% até a D. O. atingir 0.15. A 

suspensão foi dividida em alíquotas de 40 μl e armazenada a –90ºC. 

 

3.5.3.2 Preparação e transformação de leveduras (Gietz et al., 1995) 

Uma colônia da levedura selecionada foi utilizada para inóculo em 5ml de meio YPD, 

que foi mantido a 30ºC com agitação por 24 horas. 20 μl dessa cultura foram utilizados para 

inocular 10 ml de meio YPD, sendo que este foi mantido overnight a 30ºC com agitação. As 

células foram contadas e uma alíquota dessa cultura foi utilizada para inocular 75 ml de meio 

YPD a uma densidade de 5x107 células/ml. O crescimento foi acompanhado até atingir uma 

densidade de 1.6 a 2.0x107 células/ml, tendo atingido este valor, um volume equivalente a 

1x108 células foi centrifugado por 5 minutos a 7000rpm. O sobrenadante foi descartado e as 

células foram ressuspendidas em 1ml de H2O mili-Q esterilizada. As células foram novamente 

centrifugadas por 30 segundos a 10.000 rpm e ressuspendidas em 400 μl de LiAc 0.1M, este 

processo de lavagem com LiAc foi repetido mais uma vez. O sobrenadante foi descartado e 

acrescentou-se na seguinte ordem: 240 μl de PEG 50% (p/v), 36 μl de LiAc 1M, 25 μl de ss-

DNA 2mg/ml (previamente fervido e resfriado em gelo), 50 μl de solução de DNA contendo 

1μg de plasmídio. A mistura foi vortexada e levada a banho-maria 30ºC por 30 minutos. Logo 

após, as células foram submetidas a um choque térmico de 42ºC por 30 minutos. As células 

foram centrifugadas (30 segundos), o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas 

em 500 μl H2O mili-Q esterelizada. As células foram então plaqueadas em meio seletivo. 

Soluções utilizadas: 

LiAc dissolvido em H2O mili-Q esterilizada em uma concentração de 0,1 e 1M, 
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PEG 3350 dissolvido em H2O mili-Q estéril a 50% (p/v), 

ss-DNA (DNA de esperma de salmão) dissolvido em H2O mili-Q estéril (2mg/ml). 

 

 

3.5.4 Extração de DNA 

3.5.4.1 Extração de DNA plasmidiano de bactéria por lise alcalina (Sambrook et al., 

1989 com modificações)  

Uma colônia da bactéria selecionada para extração foi inoculada em 5ml de meio LB 

com antibiótico e levada para crescimento overnight a 37ºC com agitação. A cultura foi 

centrifugada (10.000 rpm – 10 minutos – 4ºC). Após centrifugação, a cultura foi 

ressuspendida em 100μl de GTE. Foram adicionados 200 μl de solução de lise fresca, o tubo 

foi invertido gentilmente e incubado por 5 minutos em gelo. Foi adicionado 150 μl de KOAc, 

vortexado e as células lisadas foram centrifugadas (10.000 rpm – 10 minutos – 4ºC). O 

sobrenadante foi recuperado e transferido para tubos eppendorff. Foram adicionados 400 μl 

de fenol:clorofórmio 1:1, foi vortexado e foi centrifugado o eppendorf por 1 minuto. Foram 

adicionados 400 μl de clorofórmio:álcool isoamílico 24:1, foi vortexado e foi centrifugado o 

eppendorf por 1 minuto. Foram adicionados 400 μl de isopropanol gelado. O eppendorff foi 

vortexado e levado para o freezer (-20ºC) por pelo menos 24 horas. Após incubação, o 

eppendorf foi centrifugado (14.400 rpm – 15 minutos) e o sobrenadante descartado. O 

precipitado foi ressuspendido em 1 ml de etanol absoluto e centrifugado novamente (14.400 

rpm – 5 minutos). Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o  em 20 μl de TE-RNAse. 

 

3.5.4.2 Extração de DNA genômico de Halobacterium salinarum 

 As células foram incubadas por cerca de cinco dias em 30ml de meio apropriado a 

37ºC. Após crescimento, células foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm e 

aproximadamente 0.05g de células ressuspendidas em 540μl de TE (Tris-Cl 10mM-pH 7.4, 

EDTA 1mM- pH8.0). Foi adicionado 25μl de lisozima (10mg/ml), 100μl de SDS e 3μl de 

RNAse (10mg/ml). A suspensão foi agitada gentilmente e incubada a 37ºC por 1 hora. Foram 

adicionados 3μl de Proteinase K e incubou-se a 55ºC por 2 horas. Foi adicionado 100μl de 

NaCl 5M e agitou-se gentilmente. Foram adicionados 100 μl de CTBA/NaCl (10% 

CTBA/0.7M NaCl), foi vortexado e incubou-se a 65ºC por 20 minutos. Foram adicionados 

600 μl de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) e agitou-se gentilmente por 10 minutos. A 

suspensão foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm e a fase aquosa retirada. Repetiu-se o 
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passo de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), seguido da centrifugação e retirada da fase 

aquosa. Foram adicionados 700 μl de fenol:clorofórmio (1:1) e agitou-se gentilmente por 10 

minutos. A solução foi centrifugada e repetiu-se o passo do fenol: clorofórmio (1:1). Após 

centrifugação e retirada da fase aquosa, foram adicionados 420μl de isopropanol (6 volumes) 

e incubado a 20ºC por pelo menos 24 horas. Após incubação a solução foi centrifugada por 20 

minutos a 10.000 rpm e lavada com etanol 80%. O sedimento foi deixado a temperatura 

ambiente para secagem e ressuspendido em 20μl de TE. 

 

3.5.4.3 Extração de DNA genômico de Saccharomyces cerevisiae 

 O equivalente a 1X 108 células foram centrifugadas, lavadas com solução salina e 

ressuspendidas em 800 μl desolução de lise fresca. Pérolas de vidro foram adicionadas à 

solução e vortexou-se por 1 min, por duas vezes. Após este procedimento o lisado foi 

incubado em gelo por 10 min. Centrifugou-se por 5 min e o sobrenadante foi transferido para 

outro dois tubos de 1,5mL. Foram adicionados etanol na proporção de 2X o volume do 

sobrenadante e 32 μl de NaCl 5M. Incubou-se a -20º C por 20 min. Centrifugou-se por 20 min 

e o precipitado foi lavado com etanol 70%.  

  Solução de lise: 

  0,05 M EDTA (pH 8), 

  0,3% SDS. 

3.5.5 Teste de marcas de auxotrofias (Guthri e Fink, 1991) 

Este teste foi realizado para verificar a possibilidade de haver contaminantes após o 

processo de transformação de leveduras. As leveduras foram colocadas para crescer em placas 

seletivas para todos os aminoácidos pertinentes, a 30ºC sem agitação. Após aproximadamente 

72 horas, analisou-se o crescimento das leveduras nas diversas placas. O crescimento deve 

ocorrer somente onde a auxotrofia for complementada ou onde a levedura for originalmente 

prototrófica. 

 

3.5.6 Eletroforese de DNA em gel de agarose (Sambrook et al., 1989) 

A agarose (0.8% p/v) foi aquecida em TAE 1X no volume final desejado para o gel e 

acrescentou-se brometo de etídio em concentração final de 0.5 μl/ml. O gel foi polimerizado 

em temperatura ambiente e, para a corrida do DNA, aplicou-se uma voltagem de 1 a 5 V/cm2. 

TAE 1X: Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001 M 
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3.5.7 Purificação de DNA em gel de agarose  

 A purificação foi realizada segundo o protocolo do Kit PCR clean-up Gel extration - 

NucleoSpin®Extract II (Macherey Nagel). 

 

3.5.8 Precipitação de DNA (Sambrook et al., 1989, modificado) 

A solução de DNA deverá ter seu volume completado para 100 μl. Foram adicionados 

1 μl de glicogênio para facilitar a visualização do sedimento final, 25 μl de acetato de amônio 

10M (concentração final de 2.5M). A solução foi vortexada e foi adicionado 250 μl de etanol 

absoluto (2 volumes). A solução foi novamente vortexada e incubada em freezer a –20ºC por 

pelo menos 24 horas. Em seguida foi centrifugada por 15 minutos a 14.400 rpm. O 

sobrenadante foi desprezado e o   ressuspendido no volume apropriado de H2O mili-Q. 

 

3.5.9 Digestão de DNA com enzimas de restrição (Sambrook et al., 1989, modificado) 

Para cada μg de DNA a ser digerido foi adicionado 1 unidade de enzima de restrição, 

sendo que o volume de enzima não deve ultrapassar 10% do volume final da reação. Foi 

adicionado tampão apropriado para enzima utilizada na quantidade de 10% do volume final 

da reação de digestão e o volume final foi completado com H2O mili-Q estéril.  Foi verificado 

que a eficiência da digestão era maior quando esta era realizada com concentração final de 

DNA igual ou inferior a 0.1μg/μl. A digestão foi colocada na temperatura apropriada para 

ação da enzima de restrição por um período de 3 a 5 horas. 

 

3.5.10 Ligação de fragmentos de DNA (Sambrook et al., 1989, modificado) 

Para a ligação de fragmentos de DNA deve ser evitado que o volume final excedesse a 

10μl. Foi adicionado 10ng do vetor em solução, 3x a quantidade do vetor em equivalente 

molar de inserto e H2O mili-Q. Foi adicionado o tampão da ligase (10% do volume final) e 

1μl de ligase (T4 DNA ligase 5u/μl). Para ligações de fragmentos de DNA com pontas 

coesivas a ligação foi levada a 22ºC por 16 horas. 

 

3.5.11 Reação em cadeia da polimerase - PCR (Sambrook et al., 1989) 

Para reações em que o DNA molde era pequeno (cerca de 5Kb) foram utilizados 30ng 

de DNA. Nas reações em que o DNA molde era relativamente maior (acima de 10Kb), 

utilizou-se cerca de 100ng de DNA. Adicionou-se tampão de Taq DNA polimerase (50mM de 
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KCl, 10mM de Tris-HCl pH9, 0,1% de Triton X100 e 0,15mM de MgCl2) a 10% do volume 

final, 0,2mM de dNTP, 0,04U/μl de Taq DNA polimerase, 0.004U/μl de Vent DNA 

polimerase e 1.0μM de cada iniciador. A reação foi levada ao termociclador e uma alíquota de 

5μl do produto final utilizada para análise em gel de agarose 0.8% com brometo de etídio 

3.5.12 PCR de colônias  

 A colônia (bactéria ou levedura) utilizada foi retirada da placa seletiva com ponteira, 

sendo que esta foi levemente raspada em outra placa contendo meio seletivo. A ponteira foi 

utilizada para refluxo na reação de PCR previamente preparada, fornecendo assim o DNA 

molde. A placa seletiva foi incubada na temperatura apropriada e a reação foi levada ao 

termociclador. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 0.8% com brometo de 

etídio.  

 

3.5.13 Sequenciamento de DNA 

 O sequenciamento foi realizado utilizando-se cerca de 600 ng de DNA em solução, 

sendo que o volume de DNA e água da reação deve ser de 5μl. Trata-se de um grande 

quantidade de DNA, cerca de 3X mais do que é utilizado com produtos de PCR, mas devido 

ao grande tamanho do vetor seqüenciado (10Kb), utilizaremos uma quantidade maior. Foram 

adicionados 1μl de um dos iniciadores (5μM/μl) e 4μl de DYEnamic ET® Terminator kit. A 

reação foi levada a um termociclador e aplicada no aparelho MegaBACE 1000® Amersham-

Biosciences-GE.  

 

3.5.14 Ensaio de sensibilidade ao Metilmetanosulfonato (MMS) (Collavoli et al., 2008) 

 As células foram cultivadas em meio sintético sem Uracila (SD –Ura) até atingirem a 

fase exponencial de crescimento (1-2 X 107 cels/ml). Em seguida as células foram 

centrifugadas e lavadas e ressuspendidas em solução salina. Para avaliar o porcentagem de 

sobreviventes, células do tipo selvagem e mutantes expressando RAD51 nativo ou radA de H. 

salinarum foram incubadas, no escuro, por 24 horas em SD-URA com 0,2 % e 2% de 

galactose, na ausência e na presença de diferentes concentrações de MMS (0;12,5; 25 e 50 

μg/ml). Depois disso, as células foram lavadas, contadas e plaqueadas em número apropriado 

em placas contento meio YPAD. As placas foram incubadas a 30°C durante 3 a 4 dias. As 

colônias foram contadas e as porcentagens de sobrevivência foram calculadas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Análises in silico evidenciaram a conservação estrutural das proteínas RadA de 

Halobacterium salinarum e Rad51 de Saccharomyces cerevisiae 

 

Análises in silico se baseiam no pressuposto que os organismos apresentam origem 

comum, e desta forma podemos observar similaridades ao compararmos seqüências e 

estruturas. Quanto mais próximos os organismos evolutivamente, menos divergentes devem 

ser seus genes e proteínas. Este tipo de abordagem pode nos indicar a possibilidade de 

funcionalidade cruzada entre organismos filogeneticamente distantes, assim como indicar 

funcionalidade sistêmica como um todo, a depender do sistema em questão. Em nosso estudo 

realizamos inicialmente uma análise comparativa in silico entre a proteína RadA de H. 

salinarum e Rad51 de S. cerevisiae, na busca de similaridades estruturais que nos 

subsidiassem e nos orientassem no planejamento experimental posterior.  

Análises de similaridade em relação à seqüência de aminoácidos das proteínas RadA 

de H. salinarum e Rad51 de S. cerevisiae, evidenciaram uma baixa identidade (35%) e 

similaridade moderada (54%) entre estas proteínas. 

Análises de proximidade entre as proteínas HbsRadA (RadA de H. salinarum), 

ScRad51 (Rad51 de S. cerevisiae) e EcRecA (RecA de Escherichia coli), utilizando a 

seqüência de aminoácidos destas proteínas, mostraram uma similaridade maior entre 

HbsRadA e ScRad51 (figura 1). Inserir alinhamento das três proteínas 
 

 
 

 

Figura 1. Árvore de proximidade envolvendo as três representantes da família de recombinases 

RecA/Rad51/RadA. A topologia da árvore foi gerada pelo método Neighbour-joining (Programa MEGA3). 

 

 

Ao constatarmos uma similaridade moderada na seqüência linear de RadA e Rad51, 

partimos para um abordagem estrutural, pois diversos dados mostram que a estrutura terciária 

é a configuração protéica mais conservada entre duas proteínas homólogas. Desta forma 

 281067 RadA Halobacterium sp

 CAA45563 RAD51 Saccharomyces cerevisiae

 AAQ91336 RecA Escherichia coli

0.2
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modelamos a proteína RadA de H. salinarum por homologia,  com o auxilio do programa 

SWISS-MODEL (Guex et al., 1997; Schwede et al., 2003; Arnold et al., 2006), com o intuito 

de verificamos a configuração espacial como um todo, assim como a configuração espacial de 

regiões importantes  tanto para atividade enzimática em si, como regiões de interação com 

outras proteínas do sistema.  

Durante o processo de modelagem utilizamos como molde a proteína RadA de 

Pyrococcus furiosus. Os resultados mostraram que apesar da baixa homologia de seqüência, a 

estrutura terciária da proteína RadA mostrou-se muito semelhante a estrutura terciária da 

proteína Rad51 , o que nos deu o primeiro indício de possibilidade de complementação 

funcional entre estas proteínas. Em contrapartida RecA de E. coli apresentou diferenças 

estruturais marcantes em relação RadA e Rad51, como o domínio N-terminal bastante 

reduzido (figura 2).   

Estas diferenças na estrutura entre RecA e Rad51 podem ser a razão da falta de 

complementação funcional por RecA de E. coli quando expressa em linhagens de S. 

cerevisiae mutantes rad51 (Morais et al., 1998). 

 

 
Figura 2. Modelo tridimensional de RadA de H. salinarum produzido pelo programa Swiss-Model usando a 

estrutura da proteína RadA de Pyrococcus furiosus cristalizada como molde comparada com as estruturas das 

proteínas Rad51 de S. cerevisiae e RecA de E. coli cristalizadas. 
 

Krejci e colaboradores, em 2001,  analisaram pontos importantes para interação 

protéica entre Rad51 de S. cerevisiae e outras proteínas envolvidas no sistema de reparo,  tais 

como: Rad52, Rad54 e Rad55. Neste trabalho foram identificadas diversas regiões que 

quando mutadas afetavam a interação de rad51 com estas outras proteínas. Baseando-se neste 

estudo, alinhamos a seqüência linear de RadA com Rad51, no intuito de verificar se dentre a 

baixa conservação observada estavam resíduos importantes na interação com outras proteínas 

Rad51 – S. cerevisiaeRadA –  H. salinarum  (modelada) RecA  – E. coli
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do sistema. Observamos que apesar dessa baixa similaridade, podemos encontrar em RadA 

resíduos importantes na interação com as outras proteínas do sistema de reparo de levedura, 

estando parte destes resíduos localizados no N-terminal (figura 3).  

 
 

Figura 3. Alinhamento das seqüências das proteínas ScRad51 (Krejci et al., 2001) e HbRadA, indicando as 

regiões críticas para interação com ScRad51p, ScRad52p e ScRad54p e a homologia dessas regiões. Azul e 

vermelho: Resíduo de aminoácido importante para interação com Rad54 ou Rad52, amarelo: Resíduo de 

aminoácido importante para interação com Rad54 e Rad52, verde: Resíduo de aminoácido importante para a 

associação ScRad51-Rad54, assim como para ScRad51-Rad55, cinza: Resíduo de aminoácido importante para 

interação entre ScRad51. 

 

Posteriormente alinhamos a estrutura terciária destas proteínas para observarmos se 

estes pontos de interação estariam em posição similar na estrutura, possibilitando assim a 

interação desejada. Os dados mostraram que além de estarem presentes na seqüência linear de 

RadA também se dispunham de forma semelhante na configuração terciária (figura 4).  
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Figura 4. Alinhamento tridimensional de HbsRadA (modelada a partir de PfRadA) e ScRad51 mostrando  a 

conservação da localização de resíduos importantes para a interação com proteínas do complexo ScRad51 (em 

vermelho e verde) em HbsRadA. 
 

 

Visto que estas proteínas apresentam similaridades em características importantes para 

o funcionamento correto no sistema de reparo por recombinação homóloga de S. cerevisiae, o 

gene radA apresentou uma grande possibilidade de complementação funcional do mutante 

rad51. Embora haja diferenças entre a freqüência de utilização de códons para síntese dessas 

proteínas em H. salinarum e S. cerevisiae, a expressão de radA em S. cerevisiae deve 

acontecer, uma vez que esta sintetiza todos os tRNAs necessários, e em quantidade suficiente, 

para a expressão correta de radA.  

Embora os organismos S. cerevisiae e H. salinarum vivam em condições muito 

distintas, S. cerevisiae tolera concentrações de sal até 1,1 M e H. salinarum sobreviva a 

concentrações de sal acima de 4,4M de NaCl, indicando concentrações iônicas intracelulares 

diferentes, as proteínas RadA e Rad51 apresentaram PI muito semelhantes de 4,36 e 4,64, 

respectivamente. Esses dados sugerem que RadA não teria problemas em relação à 

conformação estrutural ao ser  expressa em células de S. cerevisiae. 

Uma vez que a análise in silico mostrou a grande semelhança estrutural entre Rad51 e 

RadA passamos a verificar se a expressão de RadA em leveduras complementaria a 

deficiência em Rad51 in vivo. 
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4.2 Estudos de complementação funcional de rad51 de Saccharomyces cerevisiae por 

radA de Halobacterium salinarum in vivo 

 

4.2.1 Clonagem de radA de Halobacterium salinarum e RAD51 de Saccharomyces 

cerevisiae em vetor bacteriano 

 

 O gene radA foi amplificado por PCR utilizando como molde o DNA extraído 

(Material e Métodos, item 3.5.4.2) das linhagens ATCC 19700, ATCC 33171 e ATCC43214. 

Apesar da obtenção de amplificações de tamanhos esperados utilizando o DNA das três 

linhagens de H. salinarum disponíveis em nosso laboratório como molde para a reação de 

PCR (figura 5), continuamos o trabalho utilizando a linhagem ATCC 19700. Para a 

amplificação do gene rad51 de S. cerevisiae (figura 6) utilizamos a linhagem S288c, já 

totalmente seqüenciada. 

 

                                                        P                         1         2         3                      

                 
      
Figura 5. Amplificação do gene radA de Halobacterium salinarum (linhagens ATCC 19700, ATCC 33171, 
ATCC 43214) por PCR. P: Padrão de peso molecular 1Kb plus, 1: Amplificação de aproximadamente 1.2 Kb 
correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 19700, 2: Amplificação de aproximadamente 
1.2 Kb correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 33171, 3: Amplificação de 
aproximadamente 1.2 Kb correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 43214.  
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     P                        1               2             

                                       
    

 
Figura 6. Amplificação do gene RAD51 de Saccharomyces cerevisiae (linhagem S288c) por PCR. . P: Padrão de 
peso molecular 1Kb plus, 1: Amplificação de aproximadamente 1.2 Kb correspondente ao gene RAD51, 2: 
Controle negativo. 
 

 

 Os produtos de amplificação correspondentes aos genes radA e RAD51 foram 

inseridos no vetor pGemT (Invitrogen). A presença dos genes no vetor de clonagem foi 

confirmada por PCR de colônias (Figuras 7 e 8). Quatro transformantes de cada clonagem 

foram selecionados e foram seqüenciados. A busca em bancos de dados mostrou que 

seqüências obtidas correspondiam aos genes radA de Halobacterium salinarum e rad51 de 

Saccharomyces cerevisiae (acima de 99% de identidade). 
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Figura 7. PCR de colônias de transformantes DH5α-pGEMT-radA (ATCC19700). P padrão de peso molecular 
1KbPlus, 1 – 19 clones positivos (brancos), 20 ao 24 clones negativos (azuis). 
 
 
 

 
Figura 8. PCR de colônias de transformantes DH5α-pGEMT-RAD51 (S288C).  P padrão de peso molecular 1Kb 
Plus, 1 – 5 e  7 – 18  clones positivos (brancos), 6 clone negativo(azul). 
 

4.2.2 Clonagem de radA de Halobacterium salinarum e RAD51 de Saccharomyces 

cerevisiae em vetor bifuncional para expressão em leveduras 

 

Os plasmídios pGEMT-RAD51 e pGEMT-radA foram digeridos com as enzimas 

EcoRI e XbaI para a obtenção dos fragmentos de DNA com extremidades coesivas contento 

os genes radA e RAD51. Os fragmentos de DNA contendo os genes radA e RAD51 foram 

inseridos em pYES2 (vetor bifuncional com promotor PGAL1- indutível por galactose) 

previamente digerido com as mesmas enzimas. Após a clonagem foi realizado PCR de 

       P            1     2     3     4      5    6    7     8     9    10    11  12   13   14   15   16   17  18 

     P          1     2    3    4     5     6     7    8    9   10   11  12   13  14  15  16   17

                    18     19            P              20    21    22    23   24  
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colônias (Materiais e Métodos, item 3.5.12) para selecionar os clones positivos para a 

presença do gene no vetor de expressão (figura 9). 

 

 
 
Figura 9. PCR de colônias de transformantes DH5α-pYES2-RAD51(S288C).  P padrão de peso molecular 1Kb 

Plus. 
 

4.2.3 A expressão de radA de Halobacterium salinarum em Saccharomyces cerevisiae e 

avaliação da capacidade de complementação de rad51  

 

 As linhagens de S. cerevisiae isogênicas F3 (mutante rad51) e F808 (selvagem para o 

gene rad51), foram transformadas com os plasmídios pYES2 (vetor – controle negativo), 

pYES::radA, pYES2::RAD51 (controle positivo). Os transformantes foram testados quanto à 

sensibilidade ao metilmetanosulfonato (MMS) com a indução da expressão dos genes pelo 

acréscimo de 0,2% de galactose ao meio de cultura (Material e Métodos, item 3.5.14).  

 A principal lesão de DNA produzida por MMS é a metilação, produzindo 

principalmente 3-metiladenina (3MeA). As formações 3MeA são reparadas principalmente 

por Reparo por excisão de base (BER), mas algumas lesões podem ser convertidas a duplas 

quebras no DNA (DSBs), as quais são reparadas por junção de extremidades não homólogas 
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(NHEJ) ou recombinação homóloga (HR) (Chlebowicz e Jachymczyk, 1979; Beranek, 1990; 

Kupiec, 2000; Lewis e Resnick, 2000). Recentemente, tem sido mostrado que MMS não 

induz duplas quebras no DNA em leveduras e células de mamífero (Lundin et al., 2005). O 

número de sítios alquilados que são convertidos de simples quebra para quebra duplas 

relatados em seus ensaios eram poucos, porém, o bastante para requerer o envolvimento da 

via de reparo de DSB. Os autores também sugeriram que dano de alquilação possa protelar a 

forquilha de replicação, conduzindo à formação de uma estrutura tipo pé de galinha, que se 

assemelha a uma junção de Holliday (Lundin et al., 2005). Isto pode explicar por que os 

mutantes no reparo de DSB que também são deficientes em recombinação são sensíveis ao 

MMS (Lundin et al., 2005).   

 A uma concentração de 25µg/mL de MMS (figura 10) a linhagem de S. cerevisiae 

mutante rad51 expressando radA apresentou uma porcentagem de sobrevivência de 9.9%. 

Assim foi aproximadamente 6,6 vezes mais resistente que a linhagem mutante contendo 

apenas pYES2 (controle negativo) nas mesmas condições (figura 10). A linhagem selvagem e 

a linhagem mutante expressando pYES2::RAD51 apresentaram porcentagens de 

sobrevivência muito próximas, 29,2% e 29,6% respectivamente, o que representa a 

sobrevivência de cerca de 20 vezes a da linhagem mutante (figura 10). A figura 10 mostra 

também os resultados obtidos com 50µg/mL de MMS em células com expressão induzida por 

0,2% de galactose. Também nessas condições verifica-se a complementação funcional parcial 

de linhagem de S. cerevisiae mutante rad51 por expressão de radA de H. salinarum, uma vez 

que a sobrevivência foi superior à da linhagem mutante. A porcentagem de sobrevivência da 

linhagem mutante rad51 foi 0.01%, em contrapartida, a da linhagem mutante rad51 

expressando rada de H. salinarum, próxima de 1%, portanto aproximadamente 100 vezes 

maior. 
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Figura 10.  Ensaio de sobrevivência ao MMS. F3: Linhagem mutante em rad51 transformada apenas com o 
plasmídio pYES2, F3radA: Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmídio pYES::radA , F3rad51: 
Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmídio pYES2::RAD51, F808: Linhagem selvagem para o 
gene RAD51. A expressão dos genes foi induzida com 0,2% de galactose. 
 

 

 Em trabalho realizado por Rashid e colaboradores em 1996, a proteína RadB de 

Pyrococcus sp. foi capaz de complementar linhagem de E. coli mutante em recA. Em 2001,  

Inwood e colaboradores evidenciaram que a complementação tratava-se de artefato produzido 

por super-expressão da proteína RadB. Para demonstrar a hipótese eles utilizaram o mesmo 

sistema e super-expressaram a proteína glutamato desidrogenase, que não está relacionada 

com o reparo de DNA em E. coli. O resultado mostrou que tanto a proteína RadB, quanto a 

glutamato desidrogenase, complementavam a mutação em recA quando super-expressas em 

E. coli.  

A complementação parcial observada neste trabalho não parece estar relacionada à 

super-expressão inespecífica de um gene, uma vez que não foi observada complementação 

funcional quando radA de H. salinarum foi expresso em linhagem de S. cerevisiae mutante 

rad52, sendo que as porcentagens de sobrevivência da linhagem mutante rad52 e esta mesma 

linhagem expressando radA não mostraram diferenças significativas (dados não mostrados). 

Entretanto, a expressão de uma proteína controle, que não esteja associada ao sistema de 

reparo de DNA, poderá ser realizada para a comprovação da complementação parcial 

específica de linhagem de S. cerevisiae mutante rad51por expressão de radA de H. salinarum.   
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 Nesses ensaios iniciais de sobrevivência ao MMS foram utilizadas as concentrações de 

25μg/mL e 50μg/mL, as quais reduziram drasticamente a sobrevivência das leveduras, não 

nos permitindo avaliar se haveria diferença entre a sobrevivência da linhagem de levedura 

selvagem e da mutante expressando o RAD51 nativo.  

 Novos ensaios foram então realizados utilizando-se as concentrações de MMS de 

12,5μg/mL e 25μg/mL, nas mesmas condições de indução de expressão. Estes ensaios 

evidenciaram a diferença entre a sobrevivência da linhagem selvagem e a linhagem mutante 

expressando RAD51 nativo, sendo observadas as porcentagens de sobrevivência de 73,5% e 

44,4% a 12,5μg/mL de MMS, respectivamente (figura 11). Em relação à complementação de 

rad51 por radA, houve um aumento de aproximadamente duas vezes na porcentagem de 

sobrevivência a 12,5μg/mL de MMS das leveduras expressando radA. 

 Em estudo anterior realizado por Shalguev e colaboradores (2004) a indução da 

expressão do gene RAD51 da levedura Pichia angusta com 0,2% de galactose (vetor PYES2 - 

PGALI) foi capaz de complementar apenas parcialmente linhagens de S. cerevisiae mutantes 

rad51.  A linhagem de S. cerevisiae mutante rad51 expressando o gene RAD51 de P. angusta 

foi 10 vezes mais resistente a 25 kilorads de radiação ionizante.  

 Em nosso estudo utilizamos MMS como agente indutor de duplas quebras no DNA,  

Salguev e colaboradores (2004), utilizaram Radiação ionizante. Estes agentes agem de forma 

diferente na produção de duplas quebras no DNA e não nos é possível comparar os dois 

trabalhos em relação à porcentagem de sobrevivência e a capacidade de complementação 

funcional de linhagens mutantes rad51 por expressão de RAD51 da levedura Pichia angusta e 

por radA da arquéia  H.  salinarum. O fato é que proteínas de organismos próximos, como as 

leveduras S. cerevisiae e Pichia angusta, mostraram complementação funcional parcial. Em 

nosso trabalho, obtivemos complementação funcional parcial de proteínas pertencentes a 

organismos muito distantes filogeneticamente, de domínios diferentes, indicando a relevância 

deste estudo para o entendimento da conservação de proteínas ao longo da evolução dos 

organismos. 

 



 

 

49

49
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Figura 11. Ensaio de sobrevivência ao MMS. F3: Linhagem mutante em rad51 transformada apenas com o 
plasmídio pYES2, F3radA: Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmídio pYES::radA , F3rad51: 
Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmídio pYES2::RAD51, F808: Linhagem selvagem para o 
gene RAD51. A expressão dos genes foi induzida com 0,2% de galactose. 
 
 

 Para avaliar se o aumento da expressão de radA de H. salinarum em linhagem de S. 

cerevisiae mutante rad51 modificaria a porcentagem de sobrevivência desta leveduras nós 

realizamos ensaios de sobrevivência ao MMS utilizando 10 vezes mais galactose (2%). A 

super-expressão de radA em linhagens de S. cerevisiae mutantes em rad51 e rad52 não levou 

a diferença significativa na sobrevivência das leveduras. Como visto em ensaio realizado 

anteriormente, onde a indução da expressão de radA  em mutantes rad52 foi realizado com a 

concentração de 0,2% de galactose, radA foi incapaz de complementar rad52 mesmo sendo 

super-expresso (dados não mostrados). A super-expressão não alterou a complementação 

funcional parcial de rad51 por radA (dados não mostrados). Estes dados suportam a 

conclusão que a complementação de rad51 por radA é específica. 
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5. CONCLUSÕES 

 
 A proteína RadA de H. salinarum apresentou pouca similaridade em relação à 

seqüência primária de aminoácidos à proteína Rad51 de S. cerevisiae, contudo, ao realizarmos 

a modelagem de RadA e compararmos á estrutura cristalizada da proteína Rad51, foi possível 

evidenciar grande similaridade estrutural entre estas proteínas.  

 A semelhança estrutural, principalmente em pontos críticos, combinada com 

proximidade de PI das duas proteínas e a capacidade de S. cerevisiae sintetizar todos os 

tRNAs para todos os códons em quantidade suficiente, suportaram a realização de 

experimentos in vivo que testassem a capacidade de complementação de rad51 pela expressão 

de radA. 

 Os resíduos de aminoácidos críticos para a interação de Rad51 com ela mesma e com 

as proteínas que fazem parte do complexo que atua no reparo de DNA por recombinação 

homóloga encontram-se conservados em relação à disposição na estrutura tridimensional da 

proteína RadA de H. salinarum. Este fato sugere que RadA seria capaz de interagir com as 

outras proteínas do complexo que atuam no reparo de DNA por recombinação homóloga. 

 Nos estudos in vivo, nossos dados indicam que RadA de H. salinarum é capaz de 

complementar funcionalmente a deficiência de Rad51 em S. cerevisiae, ao menos 

parcialmente.  

 

 



 

 

51

51

6. PERSPECTIVAS 

 
 Nossos estudos lançaram luz sobre um aspecto pouco estudado em se tratando de 

homologia e conservação de proteínas, a conservação de sua estrutura tridimensional. A busca 

por similaridade e proximidade entre proteínas, utiliza programas que apenas levam em 

consideração as seqüências lineares das proteínas estudadas. Faz-se necessário o 

desenvolvimento de ferramentas de estudos in silico que propiciem uma comparação, senão 

da estrutura terciária das proteínas, pelo menos da estrutura secundária destas. 

 A complementação parcial de uma proteína do domínio Eukarya por outra do domínio 

Archaea in vivo, é um dado novo e significativo e que precisa ser confirmado por estudos 

mais refinados para dar mais consistência ao nosso trabalho.  

 Os estudos que serão realizados incluem: 

• Verificar os níveis de expressão da proteína RadA de H. salinarum em S. 

cerevisiae por meio de Western blot. 

• Expressar radA de H. salinarum em linhagens de S. cerevisiae mutantes 

rad51em concentrações crescentes de NaCl para verificar se há aumento no 

nível de complementação funcional entre as proteínas. 

• Dados preliminares indicam que radA de H. salinarum não complementa a 

deficiência de rad52 em S. cerevisiae. Novos ensaios serão realizados com o 

intuito de reforçar essa hipótese. 

• Para testar a conservação das recombinases RecA/Rad51/RadA nos três 

domínios, expressaremos o gene radA de H. salinarum em E. coli para 

realizarmos estudos de complementação in vivo. 
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