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RESUMO 

Mutantes de E.coli  K-12, resistentes ã 	Mitomicina 

C, derivados da cepa CSH57A, foram caracterizados em rela- 

ção ã sua sobrevivãncia ã Mitomicina C, 	nitrosoguanidina, 

ãcido nitroso, ãcido nalidixico, calor e ultravioletal . bem 

como à freqüência de mutação espontânea e ã mutabilidade in 

duzida por ultravioleta e Mitomicina C. Tais estudos foram 

realizados objetivando a identificação de novos mutantes em 

relação aos mecanismos de reparo de DNA. 

Em relação ao tratamento com Mitomicina C verificou 

se que os mutantes AA201, AA202, AA203 e AA205 apresentaram 

acentuado aumento na resistência a este antibiõtico, quando 

comparados a cepa CSH57A. 

Dos quatro clones acentuadamente resistentes ã Mito 

micina C, trãs deles, AA201, AA202 e AA205, 	apresentaram 

tambãm resistência acentuada à nitrosoguanidina, quando com 

parados ao CSH57A e AA101. 

Quanto ao tratamento com ãcido nitroso verificou-se 

que o clone AA204 ê um pouco mais resistente que os contro-

les CSH57A e AA101, enquanto que o clone AA206 6 levemente 

mais sensïvel que os mesmos controles. Os clones 	AA201, 

AA202, AA203 e AA205 apresentaram o mesmo comportamento que 

os controles. 

Com relação a resposta ao ácido nalidixico, 	todos 

os mutantes isolados neste trabalho apresentaram a mesma sen 

sibilidade que os controles CSH57A e AA101. 

A resistência apresentada pelos mutantes ao trata-

mento com calor foi igual a do controle AA101, o qual apre-

sentou uma sobrevivência maior do que CSH57A. 

Em relação ã sobrevivãncia ao tratamento com ultra- 
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violeta, em condições para minimizar a fotorreativação, ve-

rificou-se que o mutante que apresentou maior resistência ã 

Mitomicina C (AA202) foi o que apresentou maior sensibilida 

de ao ultravioleta, enquanto que o mutante que apresentou 

maior sensibilidade ã Mitomicina C (AA206) foi o que apre-

sentou maior resistência ao ultravioleta, quando comparados 

aos controles CSH57A e AA101. 

Em relação ãs freqüências de mutações espontâneas 

para a reversão Trp-Trp+, não existem diferenças significa-

tivas entre os mutantes e controles. No entanto, para a re-

versão His;His+, os resultados indicam que as freqüências 

de mutação espontânea nos mutantes AA201 e AA202 são dez e 

quatro vezes respectivamente mais elevados do que as 	de 

CSH57A e AA101. 

Os valores das mutabilidades His-His+  induzidas por 

ultravioleta, para todos os mutantes estudados, não apre-

sentaram diferenças significativas em relação aos controles 

CSH57A e AA101. Foram, entretanto, encontradas 	diferenças 

quando se comparou os valores das mutabilidades His-His+  in 

duzidas por ultravioleta com os valores das 	mutabilidades 

His;His+  induzidas por Mitomicina C. Verificou-se que estes 

últimos são de uma a duas ordens de grandeza menores que os 

primeiros. 

0 comportamento dos mutantes indica que estes são 

mutantes originais e deve existir um mecanismo 	especifico 

para o reparo das lesões provocadas por Mitomicina C, suge-

rindo tambëm que as mesmas são reparadas com uma eficiência 

bem maior do que as lesões provocadas pelos outros agentes 

estudados. 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA 

BIBLIOTECA DE C!L:áCL' S  E TECNOLOGIA 
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ABSTRACT 

E.coli K-12 Mitomycin C resistant mutants 	derived 

from the strain CSH57A were characterized in relation 	to 

their survival to Mitomycin C, nitrosoguanidine, 	nitrous 

acid, nalidixic acid, heat and ultraviolet, 	as well 	as 

spontaneous mutation rates, and ultraviolet and 	Mitomycin 

C induced mutability. The purpose of the present 	study 

was the identification of mutants with original characteristics 

with respect to DNA repair mechanisms. 

The treatment with Mitomycin C showed that 	the 

mutants AA201, AA202, AA203 and AA205 exhibited a marked 

increase in resistance to this antibiotic, when compared to 

CSH57A. 

Among the four clones with increased resistance to 

Mitomycin C, three of them - AA201, AA202 and AA205 - also 

presented increased resistance to nitrosoguanidine, 	when 

compared to CSH57A and AA101. 

Nitrous acid treatment showed that the mutant AA204 

is a little more resistant than the controls CSH57A 	and 

AA101, while the mutant AA206 is slightly more 	sensitive 

than the same controls. The mutants AA201, AA202, AA203 and 

AA205 showed the same behavior as the controls. 

Nalidixic acid response showed that all 	mutants 

isolated in this work presented the same sensitivity as the 

controls CSH57A and AA101. 

The resistance of the mutants to heat treatment was 

similar to the control AA101, which exhibited 	a greater 

survival than CSH57A. 

Concerning to the survival to ultraviolet treatment, 

under conditions to minimize photoreactivation, 	it 	was 
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found that the most resistant mutant to Mitomycin C (AA202) 

was the most sensitive to ultraviolet, 	while the 	most 

sensitive mutant to Mitomycin C (AA206) 	was 	the 	most 

resistant to ultraviolet, when compared to the 	controls 

CSH57A and AA101. 

Significant differences in spontaneous mutation rates 

for the reversion Trp-Trp+  between mutants and controls were 

not found. However, with respect to the His-His+  reversion, 

the results indicated that the spontaneous mutation 	rates 

of the mutants AA201 and AA202 are ten and four times higher, 

respectively, than that of CSH57A and AA101. 

There are no significant differences in ultraviolet-

-induced HisHis+  mutabilities between mutants and CSH57A. 

However, when the values of ultraviolet-induced and Mitomycin 

C-induced mutabilities for the His-->His+  reversion 	were 

compared, it was found that the latter were one to two orders 

of magnitude smaller than the former. 

The behavior of the mutants indicates that they are 

original ones and there must exist a specific mechanism for 

the repair of Mitomycin C-induced lesions, and that 	these 

lesions are repaired much more efficiently than the 	ones 

induced by the other agents studied. 



1 - INTRODUÇÃO  

0 DNA nas células vivas estã constantemente sujeito 

a alterações, tanto espontãneas como induzidas por agentes 

químicos e físicos. Mesmo assim, a freqüência de 	mutações 

espontâneas é muito baixa. Hoje se sabe que isso é 	devido 

aos mecanismos de reparo de DNA, os quais são responsãveis 

pela manutenção da integridade da informação genética. 

A maior parte do que hoje se conhece sobre os pro-

cessos de reparo de DNA, essenciais ã sobrevivência da celu 

la, é resultado de estudos com a bactéria Escherichia coli, 

em virtude da facilidade com que se pode manipulã-la geneti 

camente e do pouco tempo necessãrio para se observar os re-

sultados experimentais (HANAWALT et alii, 1982). 

Em seres eucariõticos a maior parte das alterações 

do DNA ã mutagênica e potencialmente carcinogênica. Nos se-

res humanos, por exemplo, hã virias doenças que estão asso- 

ciadas com defeitos na capacidade das células de 	reparar 

certos tipos de danos físicos ou químicos no DNA. Entre es-

tas podemos citar: xeroderma pigmentosum,  ataxia telangiec-

tãsica e anemia de Fanconi (SETLOW, 1978). 

Entre os agentes químicos que têm sido 	utilizados 

para induzir mutações encontra-se a Mitomicina C (IyER 	& 

SZYBALSKI, 1963), que é um potente antibiõtico antitumor pro 

duzido pelo Streptomyces verticillatus e espécies relacio- 

nadas (KAPLAN & HURLEY, 1981). A Mitomicina C é um 	agente 

alquilante bifuncional que, ao interagir com o DNA, provoca 

a formação de adutos monofuncionais e bifuncionais 	(liga- 

ções cruzadas entre as fitas complementares de DNA) (IYER & 

SZYBALSKI, 1963). 

IYER & SZYBALSKI (1964) observaram que a proporção 

de ligações cruzadas aumenta com o conteúdo G-C do DNA, sen 

1 
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do os resíduos de guanina o principal sitio de ligação Cova 

lente da Mitomicina C. De acordo com WEAVER & TOMASZ (1982) 

o grupo 2-amino do resíduo de guanina é o sitio de ligação 

mais provável da Mitomicina C. Para se ter uma ideia geral 

da influência que as lesões provocadas pela Mitomicina C e-

xercem sobre outras rotas de reparo de DNA, comparam-se as 

curvas de sobrevivência das cepas em estudo submetidas a ou 

tros agentes mutagênicos tais como: nitrosoguanidina, ácido 

nitroso, ácido nalidTxico, calor e ultravioleta. Uma descri 

ção do mecanismo de ação destes agentes ë feita a seguir. 

Nitrosoguanidina - Segundo E.A.ADELBERG et alii (1965) 	a 

N-metil-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidina parecia ser o agente mu 

tagénico mais potente já descoberto e, segundo ele, a des-

vantagem de seu uso era a alta probabilidade de cada célula 

sofrer mutação em mais de um sitio. Segundo MILLER 	(1972) 

este agente induz principalmente substituição de bases. Se-

gundo CERDA-OLMEDO & HANAWALT (1968) o principal agente en- 

volvido nos efeitos letal e mutagenico da nitrosoguanidina 

acima de pH 5,0 é o diazometano, um produto da decomposição 

da nitrosoguanidina, agindo provavelmente na metilação do 

DNA. A pH 5,0 o agente causador de danos é a prõpria nitro- 

soguanidina, provavelmente causando alterações 	ribossõmi- 

cas, enquanto que a pH menor que 5,0 os danos são causados 

principalmente pelo acido nitroso. 

A nitrosoguanidina provoca mutações na forquilha de 

replicação do cromossomo com uma eficiãncia muito maior do 

que em qualquer outra região. Desta maneira, deve 	ocorrer 

um grande aumento na taxa de mutação para qualquer que seja 

o gen, no momento em que ele estiver se replicando. A des-

vantagem de seu uso, entretanto, está no fato de que ela in 

duz mutações muito prõximas (ligadas) numa alta freqüência 

(SKLAR, 1978). Para eliminar essa desvantagem em E.coli K-12, 

SKLAR usou o cloranfenicol em doses maiores que 0,1 ug/ml o 

qual aumenta bastante a freqüência de mutação induzida por 

NTG. Este tratamento não aumenta as mutações de segundo si-

tio nem muda a freqüência de mutação espontânea, provocan- 
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do apenas uma leve redução na sobrevivéncia das cêlulas. 

Acido Nitroso - 0 ãcido nitroso produz a desaminação oxida-

tiva das aminas primãrias convertendo grupos-amina em gru- 

pos-hidroxila e reage com os ecidos nucleicos 	convertendo 

citosina em uracil, hidroxi-metil citosina em 5-hidroxi-me-

til uracil, adenina em hipoxantina e guanina em xantina. Se 

gundo ZIMMERMANN (1977) citosina e adenina desaminadas são 

a principal causa de mutações puntiformes, enquanto que 	a 

desaminação da guanina não apenas produz xantina, mas pro-

vavelmente tambëm causa a formação de pontes entre cadeias. 

Mutantes ung, que não possuem a enzima 	uracil-DNA 

glicosidase, são acentuadamente sensíveis ao tratamento 	com 

ácido nitroso, conforme ficou demonstrado por DA ROZA 	et 

alii (1977). DUNCAN et alii (1978) mostraram que os mutan- 

tes ung de E.coli exibem freqüéncias de mutação espontãnea 

aumentadas, com a maior parte dessas mutações 	consistindo 

de transição G.C.--A.T (KARRAN & LINDAHL,1980). Isso 	vem 

provar que a desaminação.. de citosina no DNA ocorre a 	uma 

taxa significativa in vivo e que estas leses permanecem sem 

reparo em cepas ung (KARRAN & LINDAHL, 1980). 

Acido Nalidixico - Um dos efeitos principais do ãcido nali-

dixico ë a inibiação da sintese de DNA, sem no entanto in-

terferir na sintese de RNA, conforme ficou demonstrado por 

W.A. GOSS et alii(1965). 0 ãcido nalidixico afeta todos os 

sistemas de replicação de DNA bacteriano e de organelas ce-

lulares de eucarieticos (CANOSI et alii, 1977). 

A ação do ãcido nalidixico no bloqueio da 	síntese 

de DNA se faz atravës da inibição da DNA girase (GELLERT et 

alii, 1976), a qual catalisa as seguintes reações: 1) supe-

renrolamento negativo de DNA circular de fita dupla depen-

dente de ATP; 2) relaxamento de DNA superenrolado na ausên- 

cia de ATP; 3) introdução de quebras de fita dupla de 	DNA 

em locais específicos promovidas por ãcido oxolinico; 4) hi 

drõlise de ATP dependente de DNA; 5) formação e 	separação 
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de DNA catenado de fita dupla e introdução e remoção de nõ 

em DNA circular de fita dupla. (COZZARELLI, 1980). 

0 estado superelicoidal do DNA é requerido para al-

gumas funç6es, tais como replicação in vitro  do DNA de du-

pla fita do OX174 (MARIANS et alii, 1977) e sTntese de RNA, 

ocorrendo um aumento na fregUéncia de iniciação de transcri 

ção com um aumento no estado superelicoidal 	do 	DNA 

(FAIRWEATHER et alii, 1980). 

A DNA girase de E.coli é composta de duas subunida- 

des, A e B, 	que parecem funcionar em etapas diferentes na 

reação de superenrolamento: a subunidade A (homodimero, se-

gundo YAMAGISHI et alii, 1981, e GELLERT 1981) é responsã- 

vel pelas atividades de quebra e reunião, enquanto que 	a 

subunidade B (também um homodimero, segundo GOMEZ-EICHELMANN, 

1981) esta envolvida na associação a ATP, na etapa que en-

volve transferência de energia (FAIRWEATHER et alii, 1980). 

KLEVAN & WANG(1980) mostraram que a DNA girase existe como 

um complexo a 
22. 

A DNA girase pertence ã classe de enzimas conheci-

das como topoisomerases. Segundo GELLERT (1981) as topoiso-

merases catalizam tanto o desenrolamento do DNA superelicoi 

dal (enzimas desenroladoras), como a conversão de DNA circu 

lar relaxado ã forma superelicoidal (DNA girase). As topoi-

somerases também podem catalisar a interconversão de outros 

is6meros topolagicos do DNA. Para essas 	interconversaes 

são requeridas a quebra transitaria e a reunião de fitas de 

DNA, como ficou demonstrado por MIZUUCHI et alii (1980). 

Calor - Radiaç6es ionizantes produzem quebras de fitas sim-

ples, as quais também são produzidas quando as células são 

expostas ao calor brando, como resultado da hidrólise dire-

ta da ligação do fosfodiéster, hidrõlise apus despurinação 

(GREER & ZAMENHOF, 1962) ou indiretamente como resultado do 

ataque por endonucleases (BRIDGES et alii, 1969). Essas que 

bras de fitas simples jã haviam sido evidenciadas em 	1966 

por MCGRATH & WILLIAMS no DNA de bactérias que haviam sido 
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incubadas a 52°C por vãrios minutos. Estes dois fatores 	- 

calor (52°C) e radiação ionizante - parecem, portanto, cau-

sar os mesmos efeitos no DNA (BRIDGES et alii, 1969). A sen 

sibilidade de cepas sensíveis e outras resistentes ã radia 

ção ionizante foi comparada por BRIDGES et alii (1969) para 

observar como se comportavam em relação ao calor (52°C). De 

acordo com seus resultados cepas sensíveis ã radiação eram 

também sensíveis ao calor, sugerindo então que os sistemas 

responsiveis pelo reparo de danos causados por radiação io-

nizante estão também envolvidos no reparo de danos causados 

pelo calor. 

De acordo com estudos feitos por GRECZ & BHATARAKAMOL 

(1977) de sedimentação em gradiente alcalino de 	sacarose, 

o calor brando (50-60°C) proporciona um inicio para a que-

bra de fitas de DNA, sendo este processo bastante reduzido 

por inibidores enzimãticos, como HgC1 2  ou p-cloromercuriben 

zoato, adicionados antes do aquecimento. Isto evidencia que 

a quebra de DNA e devida ã ação enzimãtica ao invés da ação 

do prOprio calor. Estes mesmos autores conseguiram demons-

trar que em um mutante de E.coli deficiente em endonuclea- 

se do ãcido apurTnico (BW2001), as quebras no DNA eram 	em 

número bem mais reduzido que na cepa selvagem. Isso os le-

vou a concluir que a quebra endonucleolitica do DNA parece 

ser o primeiro passo na ocorrência de danos causados por ca 

lor. 

Ultravioleta - Os danos causados por UV manifestam-se prin-

cipalmente na formação de dimeros entre resíduos de pirimi-

dina adjacentes. A formação dos dimeros destorce a estrutu-

ra do DNA duplex em virtude das duas bases não mais estarem 

ligadas apenas através do esqueleto fosfodiéster, e a 	sua 

presença inibe tanto a replicação como a transcrição. 	0 

grau de resistência ã radiação ultravioleta varia conforme 

o organismo e depende da eficiência dos sistemas de reparo 

desse organismo. 

Os dimeros de pirimidina podem ser monomerizados pe 

lo sistema de fotorreativação, quando a enzima fotorreativa 
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dora se liga ao dimero no DNA e absorve um f6ton na 	faixa 

de 300-500 nm (SUTHERLAND & HAUSRATH, 1979). Esta enzima jã 

foi purificada e teve suas propriedades físicas e químicas 

estudadas (SNAPKA & SUTHERLAND, 1980). Segundo SUTHERLAND & 

HAUSRATH (1979), a enzima de fotorreativação em E.coli  é co 

dificada pelos gens phrA  e phrB.  

0 reparo por excisão, que pode se processar em au- 

sência de luz, remove os dimeros de pirimidina através 	de 

quatro atividades enzimãticas seqüenciadas, 	representadas 

pelo sistema uvr. Inicialmente um corte do lado 5' do dimero 

de pirimidina é introduzido na fita de DNA que contém o di- 

mero, por uma endunuclease especifica para UV; em 	seguida 

ocorre a excisão do segmento da fita simples de DNA conten- 

do o dimero através da atividade exonucleãsica 5' -* 3' 	da 

DNA polimerase I; a reposição desse segmento pela atividade 

DNA polimerãsica da DNA polimerase I (CHASE et alii, 	1979) 

e finalmente a união das duas extremidades pela DNA-ligase. 

Em 1966 HOWARD-FLANDERS demonstrou que uma mutação em qual-

quer um dos três loci  não-ligados, uvrA,B,C  causa uma inca- 

pacidade em remover dimeros de pirimidina do DNA por 	este 

mecanismo. 

LEVIN e colaboradores (1976) estudando Micrococcus  

radiophilus,  um organismo bastante resistente ã radiação UV 

e raios-X, encontraram que após uma dose de 5.000 ergs/mm2  

todos os dimeros são removidos num perTodo equivalente 	a 

mais ou menos uma geração. Os autores sugeriram que a enor-

me resistência desse organismo é em parte devida a sua capa 

cidade de manter um eficiente sistema de reparo por 	exci- 

são, podendo também ser devida a uma eficiente coordenação 

do 	reparo por excisão e outros sistemas (LEVIN .. et.alii,:1976). 

A substituição dos nucleotidios que sofreram exci-

são ocorre através de um processo conhecido como "replica-

ção de reparo". Neste processo, a replicação ocorre no geno 

ma em vãrios pontos separados, de modo que a densidade das 

moléculas de DNA não sofre alteração quando se permite que 

essa replicação ocorra na presença de bromouracil marcado, 
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que 6 mais denso que a timina. Em virtude desse fato diz-se 

que a replicação normal de DNA ocorre por um processo semi-

conservativo, no qual uma mudança no meio produz DNA de den-

sidade intermediãria. 

Outro sistema responsãvel pelo reparo de danos cau-

sados por UV é o sistema rec, compreendido por 3 loci  - recB 

e recC, intimamente ligados, e recA. Mutações neste sistema 

causam um aumento na sensibilidade aos raios X e irradiação 

ultravioleta (GANESAN et alii, 1978). 

Uma diferença fundamental entre os sistemas uvr e 

rec ë o fato de o reparo por excisão agir nos pr6prios dime 

ros que estão no DNA parental, enquanto que o reparo por re 

combinação age nos espaços deixados nas fitas-filhas, produ 

zidos pela replicação de dimeros que não sofreram excisão. 

As lesões provocadas pelos agentes quTmicos e físi-

cos, anteriormente descritos, são removidas por diferentes 

mecanismos de reparo de DNA, os quais serão sumariamente a-

presentados. 

Fotorreativação - Neste processo, a enzima de fotorreativa-

ção reconhece e associa-se ao dTmero formado entre pirimi-

dinas adjacentes pela radiação ultravioleta (220-300nm), mo 

nomerizando-o apõs absorção de um fõton na faixa de 310 	a 

440nm. Essa enzima ã encontrada em vãrias espécies e 	estã 

presente tanto em bactãrias como em células humanas(RUPERT, 

1975). A enzima de fotorreativação foi estudada com detalhe 

por SNAPKA & SUTHERLAND (1980) usando uma cepa de 	E.coli  

K-12 que apresentava níveis grandemente aumentados dessa en 

zima. 

Reparo por excisão - As primeiras observações 	indicativas 

do mecanismo de reparo de DNA por excisão foram feitas por 

SETLOW & CARRIER (1964) assim como BOYCE & HOWARD-FLANDERS 

(1964). Estes pesquisadores evidenciaram a liberação de di 

meros de piridiminas na porção ãcido-solüvel do DNA de 	E. 

coli resistente ã radiação ultravioleta. Estes estudos fo-

ram em seguida aprofundados por diversos pesquisadores, dan 
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do origem a um esquema detalhado do mecanismo molecular de 

reparo de DNA por excisão. No caso da remoção de um dimero 

de pirimidina formado por radiação ultravioleta,ocorre pri-

meiramente o reconhecimento do dimero por uma DNA glicosi-

lase, a qual cliva a ligação glicosidica entre a pirimidina 

do lado 5' do dimero e a desoxirribose ã qual se 	encontra 

ligada e em seguida uma atividade endonucleãsica cliva 	a 

ligação fosfodiéster do lado 3' ou 5' do açúcar do 	sitio 

apirimidinico resultante (HASELTINE et alii,  1980). 	Essas 

duas atividades enzimãticas podem ser exercidas pela mesma 

proteína, como foi observado por NAKABEPPU & SEKIGUCHI (1981), 

em células de E.coli  infectadas com o fago T4, sendo o reco 

nhecimento do dano no DNA a etapa velocidade-limitante 	do 

processo (GROSSMAN et alii,  1978). A segunda etapa do pro-

cesso é a excisão exonucleolitica do dimero e do açúcar do 

sitio apirimidinico juntamente com alguns nucleotidios adja 

centes a ele, a qual é realizada pelas atividades exonucleã 

sicas 3'-*5' e 5'--3' da DNA polimerase I em E. col i  . Após 	a 

excisão ocorre a replicação de reparo catalisada por 	uma 

DNA polimerase. KELLY et alii (1970) observaram que 	estas 

duas últimas etapas podem ser realizadas simultaneamente pe 

la mesma enzima, a DNA polimerase I de E.coli.  Além da DNA 

polimerase I com suas atividades exonucleãsicas 	3'-*5' 	e 

5'->3' duas outras enzimas de E.coli  podem remover 	dimeros 

seletivamente de DNA in vitro  que sofreu incisão: a DNA po-

limerase III através de sua atividade exonucleãsica  

(LIVINGSTON & RICHARDSON, 1975) e a exonuclease VII (CHASE 

& RICHARDSON, 1974). Na etapa de replicação de reparo a DNA 

polimerase I parece ser a principal enzima implicada, 	em 

virtude de ligar-se in vitro  às lacunas produzidas pela ati 

vidade das endonucleases que tem especificidade por dimeros 

e também em virtude de ser encontrada em maior número na cé 

lula (400 moléculas) quando comparada com DNA polimerase II 

(40 moléculas) e DNA polimerase III (10 moléculas por célu- 

la) (KORNBERG, 1974). Finalmente, apus a substituição 	da 

região danificada, as enzimas responsãveis dissociam-se do 

DNA deixando um espaço no lado 3' da região 	anteriormente 
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danificada, o qual é reconhecido pela DNA ligase, que cata-

lisa a formação de uma ponte fosfodiéster entre as duas ex-

tremidades da fita de DNA (LEHMAN, 1974). 

Reparo de põs-replicação - Esse mecanismo de reparo de DNA 

foi primeiramente proposto por RUPP & HOWARD-FLANDERS(1968) 

e RUPP et alii (1971) para explicar a sobrevivência de ce-

pas de Escherichia coli deficientes em excisão, quando irra 

diadas com UV. 

Para contornar os efeitos letais da formação 	dos 

dTmeros de pirimidina, RUPP & HOWARD-FLANDERS (1968) propu-

seram um modelo alternativo de reparo de DNA. De acordo com 

este modelo, apõs a replicação do DNA contendo dTmeros 	de 

pirimidina, espaços vazios (descontinuidades) são deixados 

na fita de DNA em posição oposta àquela ocupada pelos dTme-

ros. Tais espaços são posteriormente preenchidos com a se- 

qüência correta de bases doada por outra fita idêntica 	de 

uma segunda molécula de DNA, presente na mesma célula, atra 

vês de recombinação genética. Este sistema não remove a le-

são original (dTmero de pirimidina) a qual permanece na fi-

ta original de DNA (GANESAN, 1974), mas repara as lesões se 

cundãrias originadas durante a replicação do DNA danifica- 

do, reconstituindo uma cõpia integra do cromossoma 	bacte- 

riano. As lesões permanecem nas fitas originais indefinida-

mente, mas pouco a pouco seus efeitos deixam de ser signifi 

cativos devido ã diluição. 

0 reparo de põs replicação requer um gen funcional 

recA, o qual também é necessãrio para a recombinação genéti 

ca. 

Reparo  SOS  - 0 reparo SOS, ao contrãrio dos reparos por ex-

cisão e recombinação, é um processo em decorrência do qual 

resulta uma freqüência de mutação induzida maior do que 	a 

normal, sendo por isto denominado de "sujeito a erro". Ele 

estã incluído entre as "funções SOS", as quais 	constituem 

um grupo de respostas indutTveis em E.coli que parece 	ser 

coordenadamente regulado (WITKIN, 1976; HANAWALT et 	alii, 
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1979). Entre estas podemos citar: inibição da divisão celu-

lar, inibição da degradação de DNA pós-irradiado, mutagene-

se induzida, reativação de Weigle, indução de profago e fi-

lamentação. Estas respostas aparecem após tratamento da ce-

lula com luz ultravioleta e vãrios agentes mutagênicos, co- 

mo irradiação X, ãcido nalidTxico e Mitomicina C 	(WITKIN, 

1976). 

Todas as respostas SOS dependem dos gens recA 	e 

lexA (WITKIN, 1976). Com a indução das respostas SOS hã tam 

bem o aumento na concentração intracelular da proteína 	X, 

que é o produto do gen recA (MC ENTEE, 1977). 0 modelo pro-

posto por ROBERTS et al i i (1 978) postula que a proteína recA 

estã presente em nTveis constitutivos e que, após a 	indu- 

ção, C convertida a uma forma que possui atividade proteãsi 

ca, a qual inativa vãrios repressores, entre eles a proteí-

na lexA, que por sua vez C repressora dos gens recA e lexA  

(LITTLE et alii, 1981). A clivagem proteolTtica de represso 

res celulares e do profago causa a indução das funções que 

são reprimidas na ausência de danos no DNA (GOTTESMAN, 1981). 

0 modelo para explicar a mutagênese prop6e que a re-

plicação na presença das lesões e facilitada pela modifica-

ção de uma ou mais das DNA polimerases normais. A DNA poli-

merase modificada não pararia a síntese nos pontos onde hou 

vesse um dTmero, usando, pelo contrãrio, este como molde, o 

que resultaria em erros (mutações) (HANAWALT et alii, 1979; 

OLAGORTA, 1982). 

Resposta Adaptativa - Este sistema de reparo livre de erro 

e indutivel, foi descrito primeiramente por SAMSON & CAIRNS 

(1977). Eles observaram que células de E.coli que haviam si 

do expostas a doses sub-letais de agentes alquilantes apre-

sentavam uma sobrevivencia aumentada e uma freqüéncia de mu 

tação diminuída, quando colocadas em meio com altas concen-

trações de agentes alquilantes e quando comparadas com celu 

las não adaptadas. 

De acordo com JEGGO et alii (1977) a resposta adap- 

tativa difere do reparo SOS; a adaptação não leva ã expres- 
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são das funções SOS e células incapazes de realizar o repa-

ro SOS podem apresentar resposta adaptativa. Também de acor 

do com JEGGO et alii (1978) a polimerase I parece ser neces 

seria ã resposta adaptativa. 

Ainda não se conhece a nível molecular, o mecanis-

mo da resposta adaptativa, mas provavelmente envolve a par- 

ticipação de DNA glicosilases indutiveis ou de 	desmetila- 

ses. Estas ultimas poderiam agir em guaninas metiladas 	na 

posição 0-6 removendo os grupos metilicos sem produzir alte 

rações no DNA. (OLAGORTA, 1982; SAMSON & SCHWARTZ, 	1980; 

SCHENDEL & ROBINS, 1978). 

Reparo  .de bases pareadas  incorretamente  "Mismatch repair"  

Este sistema de reparo de DNA opera através da dis-

criminação entre uma fita de DNA recentemente sintetizada, 

que pode conter erros de replicação, e a fita parental 	que 

serviu como molde (LINDAHL, 1982). Pensa-se que a base des- 

ta discriminação envolva a metilação do DNA, (RADMAN 	et 

alii, 1979), a qual ocorre pouco tempo apõs a replicação. 

0 DNA de E.coli contem duas bases naturalmente meti 

ladas, a N6-metiladenina e a 5-metilcitosina. Os grupamen-

tos metilicos destas duas bases são adicionados enzimatica-

mente a uma velocidade bastante baixa, sendo que apenas 1% 

dos resíduos de adenina e 0,4% dos resíduos de citosina são 

metilados (OLAGORTA, 1982). Devido a isto, as fitas recen-

temente sintetizadas são menos metiladas que as fitas paren 

tais, conforme foi sugerido por MARINUS (1976). 	Bactérias 

que não possuem este tipo de reparo de DNA tem fregU ncias 

de mutação grandemente aumentadas, como e o caso dos mutan- 

tes de E.coli dam, que são deficientes na metilação 	geral 

de adenina (MARINUS & MORRIS, 1973) a qual ocorre na seqüên 

cia 5'GATC 3° (LACKS & GREENBERG, 1977). Neste caso, a DNA 

adenina metilase emprega S-adenosil metionina como 	doador 

de grupos metila. 
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Até o presente momento o mecanismo molecular deste 

sistema de reparo ainda não foi elucidado (LINDAHL, 1982). 

Reparo  de DNA de Plasmidios  

ROBERTS & STRIKE (1981), trabalhando com DNA 	do 

plasmidio NTP16 irradiado com ultravioleta, compararam 	as 

eficiéncias com as quais os processos de reparo "de escuro" 

em E.coli (excisão e pas-replicação) agem no DNA do plasmi-

dio e do DNA bacteriano. Para isto usaram cepas de .E.coli  

com mutações no gen recA, o qual é importante para o 	pro- 

cesso de põs-replicação, e nos gens uvrA+, uvrB+  e uvrC+, 

os quais são importantes para os processos de excisão. 	De 

acordo com seus resultados, as rotas de reparo que agem em 

DNA de plasmidio danificado por UV são bastante diferentes 

das rotas de reparo que agem no DNA cromossômico da bacté- 

ria. 0 reparo de põs-replicação parece ser ineficiente 	em 

plasmidio e o reparo por excisão mostrou ser menos eficien-

te em DNA cromossõmico. Um efeito importante foi observado 

com respeito ã mutação no gen recB, o que sugere que 	seu 

produto exerça um papel fundamental nas rotas de reparo por 

excisão que agem no DNA de plasmidio. Posteriormente, estes 

mesmos autores (STRIKE & ROBERTS, 1982) testaram a influên-

cia que teria um plasmidio residente, não danificado e es-

sencialmente homõlogo(pLV9) sobre a sobrevivência do NTP16 

irradiado por UV, quando introduzido em células mutantes de 

E.coli. De acordo com seus resultados, a presença do 	pLV9 

resultou num aumento substancial da fração de molãculas NTP16 

que sobreviveram. Para que ocorra esse aumento na sobrevi-

vencia são necessãrios os produtos dos gens uvrA+  e uvrB+  

do hospedeiro, mas não o produto do gen recA+  do hospedei-

ro. Baseados nestes resultados STRIKE & ROBERTS (1982) suge 

riram a existência de um novo processo de reparo de DNA, o 

qual agiria sobre DNA de plasmidio. Alguns mecanismos possi 

veis foram considerados pelos autores, porem sem nenhuma evi 

dencia conclusiva. 
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Reparo Promovido por PlasmTdio  

Um tipo de reparo de DNA promovido pelo 	plasmidio 

pKM101 foi observado por GOZE & DEVORET (1979) em 	células 

de E.coli K-12. Os autores verificaram que o plasmidio pKM101 

protegia a célula de E.coli de danos causados por UV, ocor-

rendo também essa proteção em células mutantes deficientes 

no reparo de DNA por excisão, desde que os produtos dos gens 

recA+, 1:exA+  e uvrE+  fossem disponíveis. Observaram também 

um aumento na sobrevivência dos fagos -A e S13 apõs irradiação 

por UV, assim como um aumento na freqüência de mutação 	do 

fago A. Segundo GOZE & DEVORET (1979) o fato da função recA 

ser requerida para o efeito protetor evidenciado pelo plas- 

midio pKM101, não significa que a ação do plasmidio 	imite 

os efeitos da indução recA. Uma evidência disto é o aumento 

na sobrevivência do fago A e de mutantes 	bacterianos 

recAlexB30, irradiados por UV, incapazes de expressar 	as 

funções indutiveis para as quais e necessãrio o produto do 

gen recA. Isto indica que o reparo promovido pelo plasmidio 

pKM101 torna-se eficiente tão logo as funções constitutivas 

do gen recA possam ser expressas. GOZE & DEVORET (1979) su- 

geriram que o reparo promovido pelo plasmidio pKM101 	é cons- 

titutivo e diferente do reparo SOS, embora aquele também se 

ja sujeito a erro e provoque um aumento na taxa de mutação. 

Este aumento na taxa de mutação ë explicado pelos 	autores 

como sendo o resultado do reparo de lesões potencialmentele 

tais, embora as seqüências não sejam necessariamente restau 

radas. As mutações observadas seriam então as "marcas" das 

lesões originais. 

Em vista da importância do estudo dos mecanismos de 

reparo de DNA e com o objetivo de contribuir para um melhor 

conhecimento dos mesmos em E.coli K-12, procedemos ao isola 

mento de mutantes resistentes ã Mitomicina C. Estes mutan-

tes foram caracterizados fenotipicamente com o objetivo de 

identificar, dentre eles, novas mutações. 



2 - MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 - Reagentes Químicos  

Foram utilizados os reagentes abaixo 	relacionados 

com as respectivas procedências: 

- Sigma Chemical Company, Saint Louis, 	Missouri, 

EE.UU.: Mitomicina C e Acido Nalidixico. 

- Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, 

Wisconsin, EE.UU.: N-metil-N'-nitro-N-nitroso 

guanidina. 

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE.UU.: 

"Bacto Agar", "Bacto Penassay Broth", "Bacto EMB 

Agar Base", "Bacto Yeast Extract", "Bacto Nutrient 

Broth" e "Bacto Tryptone". 

- Nutritional Biochemicals Corporation, 	Cleveland 

Ohio, EE.UU.: Mitomicina C, L-prolina e L-argi-

nina. 

- E. Merck, Darmstadt,Alemanha Ocidental: vitamina 

B1  (dicloreto de tiamina), L-leucina, DL-triptofa 

no, DL-valina, L-metionina, hipoxantina, L(-) his 

tidina, L(-) fenilalanina, L-isoleucina e estrep- 

tomicina. 

Os demais reagentes foram todos de grau analítico. 

2.2 - Meios de Cultura  

0 meio "Nutrient Broth Double Strenght" e constitui 

do de 1,6% (p/v) de "Bacto Nutrient Broth". 	0 meio 

"Penassay Broth" e constituído de 1,75% (p/v) de 	"Bacto 
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Penassay Broth". 0 meio "Penassay Agar" ê constituído 	do 

meio "Penassay Broth" solidificado com 1,5% (p/v) de "Bacto 

Agar". 

"Luria Agar" ë constituído de: "Bacto Tryptone" 1% 

(p/v); "Bacto Yeast Extract" 0,5% (p/v); NaC1 1% 	. (p/v); 

"Bacto Agar" 1% (p/v). As placas "Penassay Agar" 	contendo 

Mitomicina C ou ãcido nalidixico foram preparadas misturan-

do-se um volume apropriado de uma solução "stock" de Mito- 

micina C ou ãcido nalidixico a um volume adequado do 	meio 

"Penassay Agar" estéril, mantido liquido a uma temperatura 

de 52°C. Apôs a distribuição dos meios nas placas de Petri 

as mesmas são deixadas solidificar no escuro, ã temperatu-

ra ambiente (25°C). 

As placas para testar a capacidade de utilização de 

açúcares foram preparadas com 2,75% (p/v) de "EMB 	Agar 

Base", 0,5% (p/v) de "Yeast Extract" e 1,5% (p/v) de malto-

se ou 1,0% (p/v) de qualquer outro açúcar a ser testado. 

0 meio "Spizizen", preparado conforme SPIZIZEN(1958), 

apresenta a seguinte composição: sulfato de amônio 	0,2% 

(p/v); fosfato de potãssio dibãsico 1,4% (p/v); fosfato de 

potãssio monobãsico 0,6% (p/v); citrato trissõdico dihidra 

tado 0,1% (p/v) e sulfato de magnésio hepta-dihidratado0,02% 

(p/v). 0 meio mínimo "Spizizen Agar" foi preparado acrescen 

tando-se 2% (p/v) de "Bacto Agar" ao meio "Spizizen". 

Os testes de caracterização fenotipica foram feitos 

em "Spizizen Agar" acrescidos de 0,5% (p/v) de glucose 	e 

dos constituintes apropriados nas seguintes concentrações: 

vitamina B1  500 lig/1; L-Leu, L-His, L-Ile, L-Val e 	L-Met 

50 ug/1 ; L-Pro e L-Arg 200 mg/1 ; L-Trp 25 mg/1 e Hyx.  40 mg/1; 

estreptomicina 100 ug/ml. 

2.3 - Cepas Bacterianas  

A caracterização fenotipica de todas as cepas usa-

das neste trabalho e descritas na TABELA 1 foi feita usan- 



TABELA 1 - Cepas bacterianas utilizadas(*)  

Cepa 
	

Fen6tipo 

Leu , Pro-, 

Mal-, Gal-, 

Leu-, Pro-, 

Mal -, Gal-, 

Leu+, Pro 

Mal +, Gal 

CSH57A 

AA1 01 

CSH64 

AA201 

AA202 

AA203 

AA204 

AA205 

AA206 

Leu-, 

Mal-, 

Leu-, 

Mal-, 

Leu-, 

Mal-, 

Leu-, 

Mal-, 

Leu-, 

Mal-, 

Leu-, 

Mal -, 

Pro-, 

Gal -, 

Pro-, 

Gal-, 

Pro-, 

Gal -, 

Pro-, 

Gal-, 

Pro-, 

Gal-, 

Pro-, 

Gal-, 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx
+
, 

Mtl; 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Hyx , 

Mtl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp+, 

Xyl
+
, 

Trp , 

Xyl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp , 

Xyl , 

Trp 

Xyl , 

His-, 

Mcrs 

His-, 

Mcrr. 

His+, 

Mcrs. 

His-, 

Mcrr. 

His-, 

Mcrr. 

His-, 

Mcrr. 

His-, 

Mcrr. 

His-, 

Mcrr. 

His-, 

Mcrr. 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Arg+, Ile+, 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Arg , Ile-, 

Met-, Strr, Ara-, 

Met-, Strr, Ara-, 

Met 
	

Strs, Ara+, 

Met-, Strr, Ara-, 

Met-, Strr, Ara , 

Met-, Strr, Ara-, 

Met-, Strr, Ara-, 

Met-, Strr, Ara-, 

Met-, Strr, Ara-, 

Lac-, 

Lac-, 

Lac  

Lac-, 

Lac-, 

Lac-, 

Lac-, 

Lac-, 

Lac-, 

(*) Todas as cepas bacterianas utilizadas são derivadas de E.coli K-12. 
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do-se a técnica de "replica plating" descrita 	por MILLER 

(1972). 

2.4 - Determinação da tolerância  maxima  ã Mitomicina C 

Com a finalidade de determinar a menor concentração 

de Mitomicina C capaz de inibir completamente o crescimento 

da cepa CSH57A em placas de "Penassay Agar", foi preparada 

uma "Master Plate" a partir de colõnias isoladas das cepas 

CSH57A, CSH64 e AA101. Apõs incubação da "Master Plate" 	a 

37°C por 18 horas, a mesma foi replicada (técnica de "repli 

ca plating", de acordo com MILLER (1972) em placas de "Pe-

nassay Agar" contendo Mitomicina C nas concentrações de 0, 

2, 4, 6, 8, 10 e 12 pg/ml. Os resultados foram 	analisados 

apus 48 horas de incubação das réplicas a 37°C. 

2.5 - Isolamento de mutantes resistentes ã Mitomicina C 

Uma cultura de 18 horas de CSH57A foi diluída 1:100 

(v/v) em "Penassay Broth" e mantida sob agitação a 37°C até 

atingir aproximadamente 2 x 108  células/ml. As células fo-

ram colhidas em filtro Millipore de poros de 0,45 um de dia 

metro, lavadas com igual volume de tampão fosfato 0,067M pH 

7,0 e ressuspensas no mesmo tampão, mantendo-se a mesma den 

sidade de células. Em seguida as células foram tratadas por 

1 ug/ml de Mitomicina C durante 35 minutos, sob agitação, a 

37°C, no escuro. Apõs esse tratamento as células foram nova 

mente colhidas em filtro Millipore de poros de 0,45 um  de 

diâmetro, lavadas no mesmo volume de tampão fosfato 0,067M 

pH 7,0, ressuspensas no mesmo volume de "Penassay Broth" e 

incubadas por 2 horas sob agitação a 37°C. Em seguida ali-

quotas de 0,2 ml das suspensões celulares foram plaqueadas 

em "Penassay Agar" contendo 10 ug/ml  de Mitomicina C a fim 

de selecionar os possíveis mutantes resistentes ao antibi6- 
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tico. A freqüéncia de mutação foi calculada pela determina-

ção da relação entre o número de mutantes isolados e o núme 

ro de sobreviventes plaqueados. 

2.6 - Curvas de Crescimento dos mutantes resistentes ã Mi-

tomicina C e das células controle. 

Culturas de 18 horas das cepas a serem estudadas fo 

ram diluídas 1:50 (v/v) em "Penassay Broth" e mantidas sob 

agitação a 37°C. A intervalos regulares a turbidez das cul-

turas foi determinada em um colorimetro Klett-Summerson, u- 

sando-se filtro de 540 mp e estes valores registrados 	com 

os respectivos tempos. 

2.7 - Resposta dos mutantes resistentes ã Mitomicina C 

das células controle a agentes químicos e físicos. 

2.7.1 - Mitomicina C 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo-

ram diluídas 1:100 (v/v) em "Penassay Broth" e mantidas sob 

agitação a 37°C até atingirem aproximadamente a 	densidade 

de 2 x 108  células/m1 (leitura de 75 unidades no colorime-

tro Klett-Summerson, usando-se filtro de 540 mp). As célu-

las foram colhidas em filtro Millipore de poros de 0,45 um 

de diãmetro, lavadas com igual volume de tampão 	fosfato 

0,067M pH 7,0 e ressuspensas no mesmo volume do mesmo tam-

pão. Aliquotas em diluições apropriadas foram plaqueadas em 

"Penassay Agar" para determinação de viabilidade após incu-

bação a 37°C no escuro durante a noite. Ao restante das sus 

pensões celulares foi adicionada a Mitomicina C de modo 	a 

resultar numa concentração final de 1 ug/ml, mantido 	sob 

agitação a 37°C e amostras foram tomadas para determinação 

da viabilidade a intervalos indicados nas figuras correspon 

dentes. 
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2.7.2 - Ultravioleta 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo- 

ram diluídas 1:100 (v/v) em "Penassay Broth" e 	mantidas 

sob agitação a 37°C ate atingirem aproximadamente a densida 

de de 2 x 108  células/ml (leitura de 75 unidades no colori-

metro Klett-Summerson, usando-se filtro de 540 mp). As célu 

las foram colhidas em filtro Millipore de poros de 0,45 pm 

de diâmetro, lavadas com igual volume de NaCI 0,85% (p/v) e 

ressuspensas na mesma solução salina de modo a obter-se uma 

densidade celular de aproximadadamente 2 x 108  células/ml. 

Diluições apropriadas foram piaqueadas em "Penassay 	Agar" 

para determinação da viabilidade apõs incubação a 37°C du-

rante a noite. 0 restante das suspensões celulares foi man-

tido em gelo. Amostras de 3 ml, colocadas em placas de Pe-

tri de 5 cm de diâmetro sob agitação rotativa ã temperatura 

ambiente por 5 minutos, foram irradiadas com a dose de ul- 

travioleta desejada, por uma lâmpada Mineralight 	modelo 

R-52, produzida pela Ultraviolet Products, Inc., San 	Ga- 

briel, California, EE.UU. e que emite predominantemente ra- 

diação de 254 nm de comprimento de onda. A intensidade 	de 

irradiação da limpada foi calibrada com um medidor 	Black- 

Ray Modelo n9 J225 produzido pela Ultraviolet 	Products, 

Inc., San Gabriel, California, EE.UU. Apõs a irradiação, a-

mostras foram tomadas para determinação de viabilidade, to-

mando-se os cuidados de minimizar os efeitos de fotorreati-

vação. 

2.7.3 - Acido Nitroso 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo-

ram diluídas 1:100 (v/v)em "Nutrient Broth Double Strenght" 

e mantidas sob agitação a 37°C até atingirem aproximadamen-

te 2 x 108  c5lulas/m1 (leitura de 75 unidades no colorime-

tro Klett-Summerson usando-se filtro de 540 mp). As células 
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foram colhidas em filtro Millipore, de poros de 0,45 pm de 

diãmetro e ressupensas em "Nutrient Broth Double Strenght" 

de modo a obter-se uma densidade de 1 x 109  células/ml. 	A 

seguir as células foram diluídas 1:10 (v/v) em ácido nitro-

se lOmtv1(preparado segundo DA ROZA, 1977) e incubadas ã tem-

peratura ambiente, sob agitação. A viabilidade foi determi-

nada a intervalos regulares em amostras apropriadamente di- 

luídas em tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,5, para parar a 	rea- 

ção, as quais foram, em seguida, plaqueadas em 	"Penassay 

Agar" e incubadas a 37°C durante uma noite. 

2.7.4 - Nitrosoguanidina 

Culturas de 18 horas das cepas a serem restadas fo-

ram diluídas 1:50 (v/v) em "Penassay Broth" e mantidas sob 

agitação a 37°C até atingirem a densidade de aproximadamen 

te 2 x 108  células/ml (leitura de 75 unidades no colorime-

tro Klett-Summerson, usando-se filtro de 540 mu). As celu-

las foram colhidas em filtro Millipore, de poros de 0,45 pm 

de diãmetro, lavadas em igual volume de tampão tris-maléico 

0,05M pH 6,0 e ressuspensas no mesmo volume do mesmo 	tam- 

pão. 0 tampão tris-maléico foi preparado de acordo 	com 

ADELBERG et alii  (1965) e tem a seguinte composição:(NH4)2SO4  

1,0 g/1; Mg
4
SO4.7H20 0,1 g/l; Ca(NO3)2.4H20 5 x 10-3  g/1; 	Fe SO4.7H2  0 

2,5 x 10 	g/1; acido maléico 0,05 M e tris (hidroximetil) 

aminometano 0,05 M. Em seguida, as células foram 	tratadas 

com nitrosoguanidina 200 pg/ml sob agitação a 37°C, 	tendo 

a viabilidade sido determinada a intervalos regulares 	em 

amostras adequadamente diluídas, plaqueadas em 	"Penassay 

Agar", e incubadas por uma noite a 37°C. 

2.7.5 - Calor 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo- 
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ram diluídas 1:50 (v/v) em "Penassay Broth" e mantidas sob 

agitação a 37°C até atingirem aproximadamente a 	densidade 

de 2 x 108  células/ml (leitura de 75 unidades no coloríme-

tro Klett-Summerson, usando-se filtro de 540 mu). As célu-

las foram colhidas em filtro Millipore de poros de 0,45 pm 

de diâmetro, lavadas no mesmo volume de tampão 	fosfato 

0,067 M pH 7,0 e ressuspensas no mesmo volume do mesmo tam-

pão. Amostras de 2 ml foram colocadas em tubos de ensaio em 

posição inclinada e incubadas por diferentes, a 52°C sendo 

em seguida, diluídas em tampão fosfato 0,067 M pH 7,0 	a 

25°C. Para se determinar a viabilidade foram feitas dilui- 

ções apropriadas, as quais foram plaqueadas em 	"Penassay 

Agar" e incubadas a 37°C por uma noite. 

2.7.6 - Acido Nalidíxico 

A partir de colõnias isoladas das cepas a serem tes 

tadas foram preparadas "Master Plates" em "Penassay 	Agar" 

e apõs incubação a 37°C, por uma noite, as mesmas foram re-

plicadas em "Luria Agar" contendo ãcido nalidixico nos ní-

veis de 2, 4, 10 e 20 pg/ml. Apõs incubação das réplicas a 

37°C por uma noite, os resultados foram registrados. 

2.8 - Determinação das frequëncias de mutação 	espontânea  

nos mutantes resistentes ã Mitomicina C e nas células  

controle. 

Colônias isoladas das cepas a serem testadas foram 

integralmente transferidas para "Penassay Broth" e mantidas 

sob agitação a 37°C por 17 horas. As células foram colhidas 

apõs centrifugação (3.000 r.p.m. em centrifuga FANEM, mode- 

lo 204-N 30 minutos), lavadas com o mesmo volume de 	NaCl 

0,85% (p/v) e ressupensas em um décimo do volume 	original 

de NaCl 0,85% (p/v). Alíquotas apropriadas foram plaqueadas 
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em "Spizizen Agar", suplementadas para testar separadamente 

a capacidade de produzir triptofano e histidina. Os resulta 

dos foram registrados apes 48 horas de incubação a 37°C. Pa 

ra se determinar a viabilidade foram feitas diluições apro-

priadas, as quais foram plaqueadas em "Penassay Agar" e in-

cubadas a 37°C por uma noite. 

Para calcular a freqüência de mutação 	espontânea 

usou-se a seguinte equação (ZAMENHOF, 1969): 

M 
~ -0 

in(p/po) 

iro- proporção inicial de mutantes 

- proporção final de mutantes viãveis 

Po- número inicial de células 

p - número final de células viãveis 

2.9 - Determinação de mutabilidade induzida 	nos mutantes  

resistentes ã Mitomicina C e nas células controle. 

2.9.1 - Ultravioleta 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo-

ram diluídas 1:10 (v/v) em "Penassay Broth" e mantidas sob 

agitação a 37°C até atingirem a densidade de aproximadamen-

te 2 x 108 células/m1 (leitura de 75 unidades no colorime-

tro Klett-Summerson, usando-se filtro de 540 mu). As célu-

las foram colhidas apes centrifugação (3.000 r.p.m. em cen- 

trifuga FANEM, modelo 204-N 30 mintuos), lavadas no 	mesmo 

volume de tampão fosfato 0,067 M pH 7,0, ressuspensas 	no 

mesmo volume do mesmo tampão e mantidas em gelo. Amostras de 

3 ml foram distribuídas em placas de Petri de 5 cm de diâ-

metro, mantidas sob agitação rotativa ã temperatura ambien-

te por cinco minutos e em seguida foram irradiadas com uma 
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dose de ultravioleta de 80 J/m2  usando-se uma 	Mineralight 

Lamp, Model R-52, Ultra-Violet Products, Inc., San Gabriel, 

California, EE.UU., que emite predominantemente radiação de 

254 nm de comprimento de onda. A intensidade de irradiação 

da lâmpada foi calibrada com um medidor de 	ultravioleta 

Black-Ray n9 J225, produzido pela Ultra-Violet 	Products, 

Inc., San Gabriel, California, EE.UU.. A dose de irradiação 

utilizada reduz a viabilidade das cepas testadas para apro-

ximadamente 10% da inicial. Em seguida, aliquotas apropria-

das foram plaqueadas em "Spizizen Agar" suplementadas para 

testar a capacidade de produzir histidina. Os resultados fo 

ram registrados apõs 48 horas de incubação a 37°C. Para se 

determinar a viabilidade foram feitas diluições 	apropria- 

das, as quais foram plaqueadas em "Penassay Agar" e incuba-

das a 37°C por uma noite. Ao longo de todos os experimentos 

foram tomados os cuidados para minimizar a fotorreativação. 

A mutabilidade foi calculada como a proporção entre o núme- 

ro de mutantes viveis e o número de células viãveis 	apõs 

o tratamento indutor. 

2.9.2 - Mitomicina C 

Culturas de 18 horas das cepas a serem testadas fo- 

ram diluídas em "Penassay Broth" e mantidas sob 	agitação 

a 37°C até atingirem a densidade de aproximadamente 2 x 108  

células/ml (leitura de 75 unidades no colorimetro 	Klett- 

-Summerson, usando-se filtro de 540 mu). As cêlulas 	foram 

colhidas apõs centrifugação (3.000 r.p.m. em 	centrifuga 

FANEM modelo 204-N, 30 minutos), lavadas no mesmo volume de 

tampão fosfato 0,067 M pH 7,0, ressuspensas no mesmo volume 

do mesmo tampão e tratadas por 1 pg/ml e/ou 2 ug/ml  de Mito 

micina C por 30 e/ou 45 minutos. Em cada caso, pelo 	menos 

um dos tratamentos reduz a viabilidade a 10% da inicial. Em 

seguida, aliquotas foram plaqueadas em "Spizizen Agar" e em 

"Spizizen Agar" contendo 0,8 ug/m1 de histidina para testar 

a capacidade de produzir histidina. Os resultados foram re- 
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gistrados apõs 48 horas de incubação a 37°C. Para se deter- 

minar a viabilidade foram feitas diluições adequadas 	das 

suspensões celulares antes e depois de tratadas com Mitomi-

cina C, as quais foram plaqueadas em "Penassay Agar" e incu 

badas a 37°C por uma noite. 



3 - RESULTADOS  

3.1 - Isolamento de mutantes resistentes à Mitomicina C. 

Apõs o tratamento de CSH57A com 1 pg/m1 de Mitomi-

cina C em tampão fosfato 0,067 M pH 7,0 por 35 minutos, foi 

obtida uma sobrevivência de aproximadamente 10%. Cada 	uma 

das vinte placas de "Penassay Agar" contendo 10 pg/ml de Mi 

tomicina C recebeu aproximadamente 2,4 x 106  células 	viã- 

veis. Apõs 48 horas de incubação a 37°C no escuro, 	obser- 

vou-se o aparecimento de 6 clones resistentes ã Mitomicina 

C, os quais foram isolados, purificados e denominados AA201, 

AA202, AA203, AA204, AA205 e AA206 (TABELA 1). As condições 

seletivas utilizadas foram estabelecidas através de determi 

nação do nível mãximo de tolerância ã Mitomicina C das ce-

pas CSH57A, CSH64 e AA101. Esta tolerância foi determinada 

ages incubação das réplicas das referidas cepas a 37°C por 

48 horas em "Penassay Agar" contendo niveis crescentes 	de 

Mitomicina C. Constatamos que operacionalmente CSH57A 	e 

CSH64, embora ainda mostrem vestígios de crescimento em pre 

sença de 8 pg/ml de Mitomicina C, este crescimento é comple 

tamente abolido por niveis iguais ou maiores do que 10 pg/ml. 

No entanto, mesmo em presença de 12 pg/ml de Mitomicina 	C, 

AA101-ainda cresce visivelmente. 

Os seis mutantes isolados apresentaram a 	seguinte 

caracterização fenotipica: Leu-, Pro-, Hyx , Trp , 	His-, 

Arg , Ile-, Met-, Strr, Ara-, Lac-, Mal-, Gal - , Mtl , Xyl e Mcr r . 

3.2 - Curvas de crescimento dos mutantes resistentes à Mi-

tomicina C e das células controle. 

As curvas de crescimento em "Penassay Broth" a 37°C 

25 
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dos mutantes e dos controles são apresentadas nas 	FIGURAS 

1 (AA201 e AA202), 2 (AA203 e AA204), 3 (AA205 e AA206) e 4 

(CSH57•A e AA101). A partir destas curvas de crescimento foi 

calculado o tempo de duplicação das respectivas cepas, du-

rante a fase de crescimento exponencial. Os valores dos tem 

pos de duplicação dos mutantes e dos controles se 	encon- 

tram na TABELA 2. 

TABELA 2 - Tempos de duplicação das cepas AA201, 	AA202, 
AA203, AA204, AA205, AA206 e dos controles CSH75A 
e AA1 01 . 

Cepa 	Tempo de duplicação 
(min.) 

AA201 39 

AA202 41 

AA203 37 

AA204 37 

AA205 37 

AA206 37 

CSH57A 35 

AA101 36 

Diante destes resultados podemos afirmar que os tem 

pos de duplicação dos mutantes AA203, AA204, AA205 e AA206 

são iguais aos dos controles CSH57A e AA101, enquanto que 

os mutantes AA201 e AA202 apresentam tempos de 	duplicação 

mais longos que os referidos controles. 
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FIGURA 1 - Curvas de crescimento dos clones AA201 (0) 	e 

AA202 (0) em "Penassay Broth". 
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FIGURA 2 - Curvas de crescimento dos clones AA203 ( ■ ) 	e 
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3.3 - Resposta dos mutantes resistentes  ã.Mitomicina C 	e 

das células controle a agentes químicos e físicos. 

3.3.1 - Mitomicina C 

A sobrevivência dos seis clones selecionados em pla 

cas de "Penassay Agar" contendo 10 ug/ml e dos 	controles 

apõs tratamento por 1 ug/ml de Mitomicina C a 37°C por vã-

rios períodos de tempo ë apresentada nas FIGURAS 5 (AA201, 

AA202, CSH57A e AA1,01), 6 (AA203, AA204, CSH57A e AA101) e 

7 (AA205, AA206, CSH57A e AA101). Destes resultados podemos 

concluir que os clones AA201, AA202, AA203 e AA205 isolados 

neste trabalho são acentuadamente mais resistentes ã Mito-

micina C do que a cepa da qual são descendentes (CSH57A) e 

ligeiramente mais resistentes do que o controle AA101. 	0 

clone AA204 é um pouco mais resistente ã Mitomicina C 	do 

que CSH57A e menos resistente do que o controle AA101, en-

quanto que AA206 ê mais sensível do que ambos os controles. 

No caso de AA202, a sua sobrevivência após 90 minutos 	de 

tratamento por 1 pg/ml de Mitomicina C é 103  vezes mais ele 

vada do que CSH57A, e aproximadamente 10 vezes mais elevada 

do que AA101. 

3.3.2 - Ultravioleta 

A sobrevivência dos seis clones e dos controles se-

lecionados em placas de "Penassay Agar" apõs terem sido ex-

postos a diversas doses de irradiação ultravioleta e incuba 

dos a 37°C no escuro está apresentada nas FIGURAS 8 (AA201, 

AA202, CSH57A e AA101), 9 (AA203, AA204, CSH57A e AA101) e 

10 (AA205, AA206, CSH57A e AA101). As cepas AA201, 	AA204, 

AA205, CSH57A e AA101 apresentam a mesma sensibilidade 	ao 

ultravioleta. A cepa AA202 pode ser considerada um 	pouco 
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35 

100 

10 

lo 
z 

10 

• 

10- S
o

b
re

v
iv

ê
n

c
ia

  

• AA1o1 
• ea CSH57A 

♦ 

~ 	♦ 

• e 

O 44201 
5' 
'S® 

0 
	

80 
	

160 
	

240 
	

320 
	

400 

Dose de Ultravioleta (J/m2 ) 

FIGURA 8 - Resposta dos clones AA201 (0— — — --O), 	AA202 

(®_ — 

 

— --g)  e dos controles CSH57A (• 	•) 

e AA101 (p 	p) â radiação Ultravioleta. 

10 

10 

AR202 



80 240 160 320 400 

• Is AA203 

AA101 
~ CSH57A 

~❑ AA204 S
o

b
re

v
iv

ê
n

c
ia

  

o 
z 
! 
z 

Dose de Ultravioleta CJ/m2) 

FIGURA 9 - Resposta dos clones AA203 (■ 	 a), 	AA204 

( ❑ — . — . ❑) e dos controles CSH57A (• 	•) 

e AA101 (® 	p) á radiaçio Ultravioleta. 

36 



10 

0 
10 

240 400 320 160 80 

100 

37 

10 

o 

? 10— 

Z 

Õ

Z i v 

0 

C 10 
> .> 

0 
~ 

o 10- (/) 

"A AA206 

AA101 
Oa CS H 57A 

Ns3 AA205 

Dose de Ultravioleta 0/m2 ) 

	

FIGURA 10 - Resposta dos clones AA205 (o — _ —o), 	AA206 

(~ 	— A) e dos controles CSH57A (0 	0) 

e AA101 (p 	p) ã radiação Ultravioleta. 



38 

mais sensível do que os controles, enquanto que AA203 	e 

AA206 são ligeiramente mais resistentes do que CSH57A 	e 

AA101. 

3.3.3 - Acido Nitroso 

A sobrevivência dos seis clones selecionados e dos 

controles em "Penassay Agar" após terem sido expostos 	por 

diversos tempos a ácido nitroso 10 mM e incubados a 	37°C 

está apresentada nas FIGURAS 11 (AA201, AA202, CSH57A 	e 

AA101), 12 (AA203, AA204, CSH57A e AA101) e 13 	(AA205, 

AA206, CSH57A e AA101). As cepas AA201, AA202, AA203,AA205, 

CSH57A e AA101 apresentam a mesma sensibilidade ao ácido ni 

troso. A cepa AA204 ê um pouco mais resistente do que as ce 

pas CSH57A e AA101, enquanto que a cepa AA206 é 	levemente 

mais sensível que os controles. 

3.3.4 - Nitrosoguanidina 

A sobrevivência dos clones selecionados e dos con-

troles em "Penassay Agar" apus terem sido expostos por di-

versos tempos ã 200 pg/ml de nitrosoguanidina e incubados a 

37°C está representada nas FIGURAS 14 (AA201, AA202, CSH57A 

e AA101), 15 (AA203, AA204, CSH57A e AA101) e 16 	(AA205, 

AA206, CSH57A e AA101). As cepas AA203 e AA206 	apresentam 

a mesma sensibilidade a nitrosoguanidina que os controles. 

As cepas AA201 e AA202 são ligeiramente mais 	resistentes 

do que CSH57A e AA101. As cepas AA204 e AA205 são um pouco 

mais resistentes do que AA201 e AA202. 
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FIGURA 11 - Resposta dos clones AA201 (0— — - -0), 	AA202 

(A— — — — A) e dos control es CSH57A (0 	11) 

e AA101 (p 	p) ao Acìdo Nitroso. 
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(co—. — . ❑) e dos controles CSH57A (0 	•) 

e AA101 (p 	p) ao Acido Nitroso. 
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3.3.5 - Calor 

A sobrevivência dos clones selecionados e dos con-

troles após terem sido expostos a 52°C e em seguida incuba- 

dos a 37°C estã apresentada nas FIGURAS 17 (AA201, 	AA202, 

CSH57A e AA101), 18 (AA203, AA204, CSH57A e AA101) e 	19 

(AA205, AA206, CSH57A e AA101). As cepas AA201,AA202, AA203, 

AA205 e AA206 apresentam uma resistência ao calor um pouco 

maior do que CSH57A e igual a AA101, enquanto que a 	AA204 

é, das cepas testadas, a mais resistente ao calor. 

3.3.6 - Acido Nalidixico 

A anãlise das réplicas em "Luria Agar" contendo 2, 

4, 10 e 20 ug/ml de ãcido nalidixico, após uma noite de in- 

cubação a 37°C revelou que as cepas AA201, AA202, 	AA203, 

AA204, AA205 e AA206 bem como os controles CSH57A e 	AA101 

crescem normalmente em presença de 2 e 4 pg/ml de ácido na-

co.. Em presença de 10 pg/m1 de..ãcido: nal i dixi co o crescimento 

ë reduzido, tornando-se nulo em presença de 20 ug/ml. 

3.4 - Freqüências de mutação espontãnea nos mutantes resis-

tentes ã Mitomicina C e nas células controle. 

Os valores das freqüências de reversão 	espontãnea 

Trp;Trp+  e His--His+  para os mutantes AA201, AA202, 	AA203, 

AA204, AA205, AA206 e controles CSH57A e AA101 são apresen-

tados na TABELA 3. Diante dos resultados podemos afirmar que 

não existem diferenças significativas entre as freqüências 

de mutação espontãnea Trp' Trp+  de AA201, AA202, AA203,AA204, 

AA205, AA206 e seus controles CSH57A e AA101. Em relação as 

frequências de mutação espontãnea His-.His+, os 	mutantes 

AA201 e AA202 apresentaram os valores dez e quatro 	vezes 

respectivamente mais elevados do que os controles CSH57A e 
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TABELA 3 - 	Freqüências 	de 	mutação 	espontânea 	nas 	cepas 	AA201, 

AA206, 	CSH57A 	e 	AA101 

AA202, 	AA203, 	AA204, 

Cepa Mutação Freqüência 	de mutação + desvio 	padrão(a)  

CSH57A Trp->Trp+  (1,55 + 	0,8) x 10-7  

CSH57A His-THis+  (5,16 + 	2,08) x 10
-11  

AA101 Trp;Trp+  (1,18 + 	0,65) x 10-9  

AA101 His--His+  (7,95 + 	1,22) x 10
-11  

AA201 Trp-TTrp+  (1,31 + 	0,3 	) 	x 10-9  

AA201 His÷His+  (8,41 + 	1,22) x 10
-10  

AA202 . Trp-TTrp+  (8,68 + 	8,0 	) 	x 10-1 0  

AA202 Hi s-Thi s +  (2,35 + 	0,55) x 10
-10  

AA203 Trp->Trp+  (2,32 + 	1,4 	) 	x 10-9  

AA203 His;His+  (1,08 + 	0,27) x 10
-10  

AA204 ,Trp-TTrp+  (3,69 + 	3,0 	) 	x 10-10  

AA204 His}His +  (9,94 + 	3,46) x 10
-11  

AA205 Trpl;Trp+  (7,29 + 	2,0 	) x 10
-10  

AA205 His}His +  (2,73 + 	1,0 	) x 10
-11  

AA206 Trp-TTrp+  (1,33 + 	0,1 	) x 10-9  

AA206 Hi s;Hi s+  (7,14 + 	4,15) x 10
-11  

n 

(a) 0 desvio padrão foi calculado segundo a equação: Sx  

2 	-2 

E 
 xi  - n.x 

i=1 

 

AÁ2,05,_ 

n - 1 
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AA101. Os demais mutantes não apresentaram diferenças signi 

cativas em relação aos controles. 

3.5 - Mutabilidade induzida por ultravioleta nos 	mutantes  

resistentes ã Mitomicina C e nas células controle. 

Os valores das mutabilidades His;His+ , induzidas por 

irradiação ultravioleta para os mutantes AA201,AA202, AA203, 

AA204, AA205, AA206 e seus controles CSH57A e AA101 	estão 

discriminados na TABELA 4. Diante destes resultados podemos 

afirmar que as mutabilidades His}His+  induzidas por ultra-

violeta nas cepas AA201, AA202, AA203, AA204, AA205 e AA206 

não são significativamente diferentes dos controles CSH57A 

e AA101, quando determinadas na ausência de histidina. Quan 

do as mutabilidades His}His+  induzidas por ultravioleta são 

determinadas em presença de bistidina,os valores encontra- 

dos são de uma a duas ordens de grandeza mais elevados 	do 

que os valores correspondentes determinados na ausência de 

histidina. As mutabilidades His;His+  induzidas por ultravio 

leta nas cepas AA201, AA202, AA203, AA204, AA205 e 	AA206, 

em presença e ausência de histidina, não são significativa 

mente diferentes dos controles CSH57A e AA101. 

3.6 - Mutabilidade induzida por Mitomicina C nos 	mutantes  

resistentes ã Mitomicina C e nas células controle. 

Os valores das mutabilidades His}His+  induzidas por 

Mitomicina C nos mutantes AA201, AA202, AA203, AA204,AA205, 

AA206 e seus controles CSH57A e AA101 encontram-se na TABE 

LA 5. Diante dos resultados obtidos podemos afirmar que as 

mutabilidades His}His+  induzidas por Mitomicina C, nos mu-

tantes testados, não são significativamente diferentes dos 

controles, quando determinadas na presença de 0,8 pg/ml de 

histidina. Isto independe de que a redução da 	viabilidade 



TABELA 4 - Mutabilidade His-THis+  induzida por ultravioleta nas cepas AA201, AA202, 
AA203, AA204, AA205, AA206, CSH57A e AA10. 

Cepa 

Meio 

	

Mutabilidade 	+ 

com 	histidina 

desvio 	padrão(a)  

Meio 	sem 	histidina 

CSH57A (1,09 0,50) x 10-5  (1,95 1,00) x 10-7  

AA1 01 (1,43 1,04) x 10-5 (3,35 1,00) x 10-7  

AA201 (2,23 3,00) x 10-5  (4,12 4,40) x 10-7  

AA202 (3,09 2,94) x 10-6  8,30 x 10-8  

AA203 (1,06 0,21) x 10-5  (1,38 1,20) x 10-6  

AA204 (5,61 3,00) x 10-6  (3,23 + 3,00) x 10-7  

AA205 (2,30 2,80) x 10-5  (1,13 0,83) x 10-6  
AA206 (4,97 3,38) x 10-6  (1,00 0,30) x 10-7  

n 
2 	-2 

X. - n.x 
E 

(a) 0 desvio padrão foi calculado segundo a equação: Sx  = 	i=1  

n - 1 



TABELA 5 - Mutabilidade His-}His+, induzida por Mitomicina C nas cepas AA201, AA202, 
AA203, AA204, AA205, AA206, CSH57A e AA101. 

Cepa 	Concentração de 	Tempo de tratamento 
Mitomicina C (pg/ml) 	(min.) 

Taxa de mutação _+ desvio padrão(a)  

	

Meio com 	Meio sem 

	

histidina 	histidina 

    

CSH57A 1 30 (1,97 + 0,30) x 10-7  2,38 x 10-/  

AA101 1 30 (1,93 + 1,00) 	x 10-7  5,00 x 10-8  

AA101 1 45 (1,47 + 0,70) 	x 10-7  6,30 x 10-8  

AA201 1 30 (1,27 + 0,70) x 10-7  (1,07 + 0,70) x 10-7  

AA201 2 45 3,12 	x 10-7  1,3 x 10-7  

AA202 1 30 1,00 	x 10-7  2,94 x 10-8  

AA202 2 45 1,46 	x 10-7  7,1 x 10-8  

AA203 1 30 (1,57 + 0,80) x 10-7  (4,19 + 0,5 	) x 10-8  

AA203 2 45 1,35 	x 10-7  (1,67 + 0,5 	) x 10-8  

AA204 1 30 1,90 	x 10-7  9,80 x 10-8  

AA204 1 45 2,70 	x 10-7  1,38 x 10-7  

AA205 1 30 (5,72 + 4,4 ) x 10-8  4,16 x 10-8  

AA205 2 45 7,69 	x 10-7  1,31 x 10-7  

AA206 1 30 (1,56 + 0,90) x 10-7  4,16 x 10-8  

n 2 -2 
E  xi  - n.x 

(a) 0 desvio padrão foi calculado segundo a equação: Sx  = 1=1 

n-1 
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produzida pelo tratamento com Mitomicina C seja de 10% 	ou 

inferior. Quando as mutabilidades His}His+  induzidas por Mi-

tomicina C são determinadas em ausência de histidina, os va 

lores encontrados para as cepas AA201 e AA204 são iguais ao 

do controle CSH57A, e significativamente maiores que o 	do 

controle AA101. Nas cepas AA202, AA203, AA205 e AA206 aque-

les valores são significativamente inferiores ao do contro- 

le CSH57A e iguais ao do controle AA101. Comparando-se 	os 

valores das mutabilidades His}His+ , induzidas por Mitomici-

na C, em ausência e presença de histidina, verificou-se que 

as cepas AA201, AA204, AA205 e controle CSH57A não apresen-

taram diferenças significativas nas duas situações. Por ou- 

tro lado, as cepas AA202, AA203, AA206 e o controle 	AA101 

apresentaram valores maiores de mutabilidade em presença de 

histidina do que em ausência. 



4 - DISCUSSAO  

4.1 - Isolamento de mutantes resistentes à Mitomicina C 

Após o tratamento de CSH57A pelo agente mutagênico 

Mitomicina C (SZIBALSKI, 1958) e objetivando maximizar 	a 

freqüência de mutação (ADELBERG et alii, 1965), foram iso-

lados seis mutantes resistentes ã Mitomicina C, o que cor-

responde a uma freqüência de mutação de 1,2 x 10-7. 

Embora tenha sido utilizado um tratamento mutagéni-

co antes da etapa de seleção dos mutantes desejados, obje-

tivando aumentar as chances de ocorrência dos mesmos, ain-

da assim não se pode eliminar a possibilidade de que os mu 

tantes isolados, resistentes ã Mitomicina C, tenham 	sido 

originados através de mutações espontãneas e simplesmente 

selecionados pelo procedimento empregado. Segundo GROSSMAN 

et alii (1975) a maioria dos mutantes de E.coli sensíveis 

ou resistentes à radiação UV, são também 	respectivamente 

sensíveis ou resistentes ã Mitomicina C e outros 	agentes 

alquilantes. Tendo em mente este fato, procedeu-se à carac 

terização fenotípica dos novos mutantes isolados. 

4.2 - Curvas de crescimento  

•'4 

Comparando-se os valores dos tempos de 	duplicação 

das cepas estudadas (TABELA 2) com as respectivas sobrevi-

vências ao tratamento das mesmas por Mitomicina C (FIGURAS 

5, 6 e 7), constata-se que os mutantes AA201 e AA202, que 

apresentam os tempos de duplicação mais longos (respectiva 

mente 39 e 41 minutos) são aqueles que apresentam maior so 

brevivência ao tratamento por Mitomicina C. E possível que 

54 
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a maior resistência ao tratamento com Mitomicina C dos mu- 

tantes AA201 e AA202, quando comparados ã resistência 	da 

cepa da qual foram derivados (CSH57A), seja uma conseqüên-

cia de seus maiores tempos de duplicação, o que implica em 

tempos mais longos entre divisões sucessivas. Isto permite 

um reparo mais eficiente das lesões introduzidas em 	seus 

genomas e, conseqüentemente, maior resistência. Embora es-

ta explicação seja suficiente para justificar o aumento de 

resistência ao tratamento por Mitomicina C das cepas AA201 

e AA202 e seja reforçada pela constatação de que o mutante 

AA202, com tempo de duplicação mais longo do que o do AA101, 

seja tambêm o mais resistente dos dois, outras explicaçêes 

são necessárias para justificar o comportamento dos demais 

mutantes (TABELA 2). E interessante salientar os resulta- 

dos de CAPALDO-KIMBAL & BARBOUR (1971) que mostraram 	que 

todos os mutantes por eles estudados, deficientes em recom 

binação (recA, recB, recC e sbcA) e, conseqüentemente, de 

ficientes em reparo de DNA, apresentaram tempos de duplica 

ção aumentados, quando comparados com cepas isogénicas ca- 

pazes de recombinação. Os resultados obtidos sugerem 	que 

os mutantes isolados apresentam mecanismos de reparo 	de 

DNA ainda não descritos. 

4.3 - Resposta dos mutantes resistentes  ã Mitomicina C e 

das cê-lulas controle a agentes químicos e físicos. 

Os mutantes AA201, AA202, AA203 e.AA205 apresenta-

ram acentuado aumento na resistência ã Mitomicina C, quan-

do comparados ã cepa CSH57A da qual são derivados. Um dos 

fatores responsáveis por .isso poderia ser um aumento na e-

ficiência do sistema de reparo das ligações (pontes) entre 

as fitas complementares do DNA, formadas apes o tratamento 

com Mitomicina C. Segundo IYER & SZYBALSKI (1963), 	tais 

pontes são formadas em numero de aproximadamente 50 	por 

genoma bacteriano apes cinco minutos de exposição a 1 pg/ml 
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de Mitomicina C. De acordo com LIPSETT & WEISSBACH (1964) 

a alquilação com Mitomicina C aumenta com o conteúdo 	G-C 

do DNA. 

COLE (1973) prop6s um modelo para o reparo das li-

gaç6es cruzadas no DNA envolvendo os processos de excisão 

(controlado pelo gen uvrB) e recombinação (controlado pelo 

gen recA). Tal modelo 6 compatTvel com os resultados 	de 

HOWARD-FLANDERS & LIN (1973) que demonstraram que os agen- 

tes formadores de ligações cruzadas no DNA estimulam 	ou 

induzem a recombinação genética. 

Um outro fator que poderia ser responsãvel pelo au-

mento na resisténcia ã Mitomicina C evidenciada pelos clo-

nes AA201, AA202, AA203 e AA205 seria uma alteração na per 

meabilidade da célula em relação ã Mitomicina C. Esta não 

parece ser a explicação, ou pelo menos a única explicação, 

uma vez que estes mesmos clones apresentam uma resistência 

ao calor um pouco maior do que CSH57A e 	aproximadamente 

igual a AA101. Sendo assim, devem existir outros 	fatores 

diferentes da permeabilidade que são responsãveis pelas di 

ferenças de sensibilidade ã Mitomicina entre CSH57A e 	os 

mutantes AA201, AA202, AA203, AA205, bem como o AA101(AQUI- 

NO, 1976). Alterações na superfície celular 	apresentadas 

por um mutante sensível ã Mitomicina C, mtc, o qual também 

apresentava sensibilidade ao dodecil sulfato de sadio fo-

ram encontradas por HIGASHI et alii (1981). 

SMALL et alii (1976) trabalhando com mutantes 	de 

Haemophilus influenzae que não possuiam a enzima nuclease 

ATP-dependente (mutantes Add ), verificaram que tais mutan 

tes apresentavam pequenos desvios na sensibilidade ã Mito-

micina C em relação ao tipo selvagem e que tais diferenças 

eram substanciais, apenas quando as células cresciam e se 

dividiam na presença de Mitomicina C. Os autores conclui-

ram que esses mutantes são sensíveis ã Mitomicina C apenas 

porque são mais permeãveis ao composto em um certo estãgio 

da divisão celular. Eles também encontraram que esses mu-

tantes são mais sensíveis ã Estreptomicina, o que estã de 
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acordo com a hipõtese acima, pois os dois antibióticos pre 

cisam entrar na célula a fim de exercer seu efeito biol6gi 

co. 

BOYCE & HOWARD-FLANDERS (1964) encontraram que mu-

tantes sensíveis ã radiação UV são também mais sensíveis ã 

Mitomicina C. Tais mutantes são designados Uvr por sofre-

rem mutação em quaisquer dos três loci  genéticos conheci-

dos como uvrA, uvrB ou uvrC. Estes gens controlam a exci-

são de fotoprodutos do DNA, a qual é acompanhada pela de- 

gradação do DNA (SETLOW & CARRIER, 1964). Segundo 	BOYCE 

& HOWARD-FLANDERS (1964) os mutantes Uvr de E.coli 	K-12 

apresentam pouca degradação no DNA apes tratamento por Mi- 

tomicina C ou radiação UV, ao contrãrio da cepa 	original 

Uvr+, que apresenta uma maior degradação de seu DNA 	após 

tratamento por qualquer desses dois agentes. Baseado 	em 

tais resultados BOYCE & HOWARD-FLANDERS sugeriram que 	os 

danos causados ao DNA bacteriano por qualquer um desses a-

gentes devem ser reparados pelo mesmo mecanismo molecular. 

Em 1968 IMAE encontrou acidentalmente um mutante sensível 

ã Mitomicina C. Entretanto a sensibilidade desse 	mutante 

ã ação da radiação UV era a mesma do tipo selvagem. 	IMAE 

sugeriu que a alta susceptibilidade daquele mutante ã Mi-

tomicina C poderia ser devido a um defeito na "barreira de 

permeabilidade" ou no "sistema de inativação" da 	célula 

ao antibietico. Contrastando com esses resultados, os mu-

tantes AA201, AA202, AA203, AA204, AA205 e AA206 apresen-

taram a mesma sensibilidade ã radiação LI quando compara-

dos ã cepa CSH57A (FIGURAS 8, 9 e 10). E interessante ob-

servar que o clone AA202, que apresentou maior resistência 

ã Mitomicina C foi o que, aparentemente, apresentou maior 

sensibilidade ã UV (FIGURA 8). 0 clone AA206, que apresen- 

tou maior sensibilidade ã Mitomicina C (FIGURA 7) foi 	o 

que apresentou maior resistência ao UV, quando comparados 

aos controles CSH57A e AA101. Portanto, em relação aos mu-

tantes isolados neste trabalho sugerimos que as lesões pro 

vocadas por Mitomicina C são reparadas por um 	mecanismo 

distinto daqueles que reparam as lesões provocadas por UV. 
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Outro agente químico usado neste trabalho foi o ãci 

do nitroso. Conforme se verifica nas FIGURAS 11, 12 e 	13 

as respostas dos mutantes ao tratamento com ãcido nitroso 

são muito semelhantes às dos controles CSH57A e AA101, com 

exceção do clone AA204, que parece ser ligeiramente 	mais 

resistente que CSH57A, e do AA206, que e ligeiramente mais 

sensível que os controles. Pode-se então concluir, que pa-

ra aqueles mutantes que apresentaram acentuado aumento na 

resistência à Mitomicina C, ou seja, AA201, AA202, AA203 e 

AA205, a mutação que conferiu esse aumento na resistência 

não afetou o sistema de reparo de danos causados pelo ãcido 

nitroso (LINDAHL, et alii 1977; KARRAN & LINDAHL, 1978). 

Como se sabe, a Mitomicina C e a 	nitrosoguanidina 

são agentes alquilantes produzindo, no entanto, diferentes 

efeitos no DNA celular; enquanto a nitrosoguanidina produz 

metilações e algumas alterações estruturais (CERDA-OLMEDO 

& HANAWALT, 1968) a Mitomicina C produz a formação de pon-

tes entre as cadeias de DNA. Dessa maneira, usando-se a ni 

trosoguanidina, dos quatro clones que apresentaram acentua 

do aumento de resistência à Mitomicina C (AA201, 	AA202, 

AA203 e AA205), três deles, AA201, AA202 e AA205, apresen-

taram igualmente aumento de resistência ã nitrosoguanidina, 

quando comparados à cepa CSH57A (FIGURAS 14, 15 e 16). 	E 

portanto provãvel que, nos mutantes AA201, AA202 e AA205, 

alguns passos envolvidos no reparo de danos causados 	por 

nitrosoguanidina sejam comuns ao reparo de danos causados 

por Mitomicina C. 

No que diz respeito à resposta ao tratamento 	pelo 

calor, os mutantes isolados neste trabalho 	apresentaram 

uma resistência igual à do controle AA101 (FIGURAS 17, 18 

e 19), o qual, por sua vez, apresentou uma 	sobrevivência 

maior do que CSH57A, como jã havia sido demonstrado 	por 

AQUINO (1976). Isso indica que a eficiência de reparo 	de 

danos causados pelo calor é maior nos mutantes 	isolados, 

principalmente no AA204, que é o mais resistente ao calor 

(FIGURA 18) e também ao ãcido nitroso e ã nitrosoguanidi- 
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na. 0 comportamento do clone AA204 sugere que os mecanis-

mos de reparo de danos causados por calor, ãcido nitroso e 

nitrosoguanidina devem ter etapas comuns. Isto poderia ser 

explicado através da ação das endonucleases e 	insertases 

que funcionam no reparo de despurinações que ocorrem espon 

taneamente (BEHMOARAS et alii, 1981), por ação do 	calor 

(GREER & ZAMENHOF, 1962; BRIDGES et alii, 1969) ou ,por a-

gentes alquilantes (LJUNGQUIST et alii, 1976; YAMAMOTO et 

alii, 1978). 

0 efeito do ãcido nalidixico nos mutantes 	revelou 

que os mesmos apresentaram a mesma sensibilidade a 	este 

agente químico que os controles CSH57A e AA101. 

De acordo com a classificação apresentada por HANE 

& WOOD (1969), baseada na capacidade de formar colônias em 

agar nutriente suplementado com acido nalidixico, as cepas 

usadas neste trabalho pertencem ao grupo Na1B'. 

VON WRIGHT & BRIDGES (1981) encontraram que uma mu-

tação gyrB altera o reparo da DNA por excisão e pas-repli- 

cação, em E.coli. MCDANIEL et alii 	(1978) trabalhando com 

mutantes de E.coli deficientes em recombinação observaram 

que bloqueios genéticos das rotas RecBC ou RecF resultavam 

numa sensibilidade aumentada ao ãcido nalidixico, 	quando 

comparados com o tipo selvagem. As mutações que resultaram 

em aumento de resistência ã Mitomicina C nos mutantes iso-

lados provavelmente não afetaram as caracteristicas da DNA 

girase e, conseqüentemente, não interferiram no reparo de 

DNA por excisão e pôs-replicaçâo nem nas rotas RecBC 	e 

RecF. 

4.4 - Freqüência de mutação espontânea nos mutantes resis- 

tentes ã Mitomicina C e nas células controle. 

Nos mutantes obtidos neste trabalho as freqüências 

de mutações espontâneas foram calculadas para as reversões 
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Trp;Trp+  e His}His+. Segundo STENT & CALENDAR (1978) as mu 

taçóes reversas, do tipo His}His+, devem ocorrer a uma fre 

gUãncia muito menor do que as do tipo HistHis , pelo fato 

de que nestas ultimas o fenõtipo do mutante ë 	decorrente 

da perda de função catalítica de uma enzima como conseqüen 

cia de uma mutação no gen que codifica para a estrutura pri 

mãria dessa proteína. Tal mutação poderia ocorrer 	pela 

substituição de qualquer um dos muitos aminoãcidos da cade 

ia polipeptidica, aumentando assim a probabilidade de sua 

ocorrência. Na mutação reversa apenas aquele dano ou aque-

la lesão particular, que provocou a perda da função,  

que deve ser reparado. 

Em relação ã reversão Trp}Trp+  parece não haver di-

ferenças significativas entre os valores de freqüências de 

mutação nos mutantes e controles (TABELA 3). Em relação ã 

reversão His}His+, no entanto, os resultados parecem indi-

car que os mecanismos responsãveis pelo aumento na eficien 

cia do reparo de danos causados pela Mitomicina C altera-

ram a freqüência de mutação espontãnea nos mutantes AA201 

e AA202, cujos valores de freqüência de mutação são aproxi 

madamente dez e quatro vezes respectivamente mais elevados 

do que CSH57A. Isso implica em que a mutação responsãvel pe 

lo aumento de resistência ã Mitomicina C nos referidos mu- 

tantes, de algum modo afeta simultaneamente a 	fidelidade 

de sTntese de DNA. Isto poderia ser uma conseqüência tanto 

de uma modificação em uma DNA polimerase (TAIT 	et alii, 

1974; SADAIE & NARUI, 1976; JOHNSON, 1978) quanto da pro-

dução constitutiva de uma DNA polimerase mutagãnica normal 

mente indutivel (MOUNT, 1977), nos mutantes AA201 e AA202. 

Nos demais mutantes isolados, o aumento de resistência 	ã 

Mitomicina C parece envolver mecanismos que, direta ou in- 

diretamente, não afetam a freqüência de mutação 	espontâ- 

nea nos mesmos. 



61 

4.5 - Mutabilidade induzida por ultravioleta e Mitomicina 

C nos mutantes resistentes ã Mitomicina C e nas cé-

lulas 

é- 

1ulas controle. 

Para os mutantes isolados neste trabalho parece não 

ter havido alteração nas mutabilidades induzidas por 	UV 

para a reversão His-His+  em relação aos controles CSH57A e 

AA101 (TABELA 4). Os valores das mutabilidades 	induzidas 

por UV, em meio contendo traços de histidina, 	mostraram 

ser de uma a duas ordens de grandeza mais elevados do que 

aqueles determinados em meio sem histidina, mostrando que 

a histidina contida no meio mínimo, mesmo sendo em pouquis 

cima quantidade, permitiu que um numero maior de 	células 

revertentes His+  formasse colônias visíveis, elevando as-

sim os valores das mutabilidades. 

A mutabilidade induzida representa um dos 	parãme- 

tros que reflete a natureza qualitativa e quantatativa da 

resposta SOS (WITKIN, 1976; MCENTEE, 1977; OLAGORTA, 1982). 

Em virtude da inalterabilidade da resposta SOS, para 	os 

mutantes isolados neste trabalho, podemos dizer 	que 	os 

gens recA e lexA não sofreram alteração e, consegüentemen 

te, os mecanismos responsãveis pelo aumento de resistência 

dos mutantes isolados independe da resposta SOS (MCENTEE, 

1977; LITTLE & HARPER, 1979; HANAWALT et alii, 	1979; 

TRGOVtEVIC et alii, 1980). Quando se compara os valores das 

mutabilidades His;His+  induzidas por UV com os valores das 

mutabilidades His;His+  induzidas por Mitomicina C (TABELAS 

4 e 5) verificamos que estes últimos são de uma a duas or-

dens de grandeza menores que os primeiros. Isto indica que 

as lesões provocadas por Mitomicina C são reparadas por me 

canismos específicos e de eficiência bem maior do que 	os 

mecanismos que reparam as lesões provocadas por UV. 



5 - CONCLUSÕES  

1 - Foram isolados seis mutantes de E.coli K-12 resisten-

tes a Mitomicina C: AA201, AA202, AA203, AA204, AA205 

e AA206. 

2 - As mutações responsãveis pelo aumento da resistência 

Mitomicina C para os mutantes AA201, AA202 e AA205 tam 

bêm afetam o reparo de lesões causadas por nitrosogua-

nidina, por conseguinte alguns passos envolvidos no re 

paro de danos causados por nitrosoguanidina são comuns 

ao reparo de danos causados por Mitomicina C. 

3 - As mutações que conferiram aumento na resistência 	ã 

Mitomicina C (AA201, AA202, AA203 e AA205) não afeta- 

ram o reparo de danos causados pelo ácido nitroso. 

4 - As mutações que resultaram em aumento de 	resistência 

ã Mitomicina C não afetaram as características da DNA 

girase. 

5 - A resistência ã Mitomicina C nos seis mutantes isola-

dos não parece ser devida a uma diminuição da permeabi 

lidade celular. 

6 - As lesões provocadas por Mitomicina C são reparadas por 

um mecanismo distinto daqueles que reparam as 	lesiies 

provocadas por UV. 

7 - As mutações responsãveis pelo aumento de resistência ã 

Mitomicina C nos mutantes AA201 e AA202 afetaram tam-

b-em a freqüência de mutação espontânea. 

8 - Nos mutantes AA203, AA204, AA205 e AA206 o aumento de 

resistência ã Mitomicina C deve envolver 	mecanismos 
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que, direta ou indiretamente, não afetam a freqüência 

de mutação espontânea. 

9 - As lesões provocadas por Mitomicina C nos seis mutan- 

tes isolados são reparadas com uma 	eficiência 	bem 

maior do que as lesões provocadas por UV. 

10 - As caracteristicas dos mutantes isolados sugerem tra- 

tar-se de mutantes originais. 
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COMUNICAÇOES A CONGRESSOS 



01 
ISOLAMENTO E CARA,ZTERIZAQAO FENOTTPICA PARCIAL DE SEIS MUTANTEB 

UE E.colt  K-12 RESISTENTES A MITOMICINA C. 

I.F.MUNGUBA a A.M.AQUINO 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Ceara'. CP 1065 - Fortaleza - CE 60.000 

Com o objetivo de contribuir para um melhor conhecimento dor 

mecanismos de reparo de DNA,os quais parecem estar diretamente 
s 

relacionados com os processos de carclnogénese e envelhecimento 

oelular,utilizamos e cepa CSH57A de E.coll K-12(F ,Leu , Pro 

Hyx ,Trp ,His ,Arg ,Ile ,Met ,Ara ,Lac ,Mal ,Gal ,Mtl ,Xyl ,S 

Mcrs l outida do "Cold Spring Harbor Laboratory",com a finalida-

de de isolar e caracterizar mutantes resistentes ao agente al-

quilunte Mitomicina C. 

Uma cultura noturna de CSH57A diluída 11100 v/v em "Penmsay 

ErocelP.B.l Difco foi incubada a 379C, sob agiteção,atá atingir 

a densidade de 2x108  células viáveis/m1.AN células foram lava - 

das com 20 ml de tampão fosfato(T.F.10,067M, pH 7,0,ressuspen - 

sas em T.F. com a mesma densidade e tratadas por 1 ug/ml de Mi-

tomicina C,sob agitação,a 379C,por 35 minutos. Após este trata-

mento que reduz a viabilidade a 101,as células foram lavadas ean 

20 ml de T.F.,transferidas para o mesmo volume de P.B. e incuba 

das a 37QC,sob agltação,por 2 horas. Em seguida, 0,2 ml de célu 

las foram plaqueadas em "Penassay Agar' contendo 10 ig/m1 de Mi_ 
tomicina C para selecionar os possíveis mutantes resistentes ao 

antibiótico. De 20 placas de Penassay Agar Mitomicina C,seis cio 

nes resistentes foram isolados,purificados e caracterizados fe-

notipicamente através da técnica de "Replica plating" comosF , 

Pro ,Hyx ,Trp ,His ,Arg ,Ile ,Met ,Ara ,Lac ,Mal ,Gal , Mtl , 

xyl ,Strr,Mcrr. 

Presentemente estamos concluindo as determinações de suas 

curvas de sobrevivência à Mitomicina C, Acido Nitroso, Ultravio 

leta, Nitrosoguanidlna e Calor(529C), visando selecionar aquele 

ou aqueles que possam apresentar mutações originals a fim de se 

rem mapeados geneticamente. 
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B1 

FREQUENCIA DE MUTAÇÃO ESPONTÂNEA E MUTABILIDADE INIDUZIDA POR IILTRAVIOLETA E iMMITOM 

CINA C DE MUTANTES DE E. aoli R-12 RESISTENTES A lSITOiMICINA C. 

- in( / ) 	
 , onde "SI " representa a proporção inicial de mutantes "p

o
" o número Inicial de c 

P P 

lulas, e o "4" a proporção de mutantes viáveis apes o numero total de células vlãveis ter atingid 
o valor "p". Determinamos também as mutabilidades His-His+  induzidas por Ultravioleta e Mitomicin 
C definida como a proporção de mutantes viâveis e_o numero de células viáveis após cada tratament 

indutor. As frequências de mutação espontânea Trp-Trp de CSH57A e dos mutantes AAi01, AA201,AA20 
AA203, AA204, AA205, e AA206 não apresentem diferenças significativas, enquanto que em reiaçao à 

frequências de mutação espontânea His-His também não encontramos diferenças significativas entr 

mutantes e controle, exceto para os mutantes AA201 e AA202, cujos valores são aproximadamente de 

e duas vezes respecivamente mais elevados do que CSH57A. São também discutidos os valores das mu 
tabilidades His-His 	Induzidas por Ultravioleta e Mltornicina C quando determinadas em "Spizizen A 
gar" sem histidina e em "Spizizen Agar" contendo 0,8 ug/ml de hlstidina. 

Auxílio Financeiro: CNPq e CAPES. 

A.M. Aquino & I.F. Munguba 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Ceará, Caixa Postai,l065 

60.000 - Fortaleza, Ceari 

Mutantes de E. con: K-12 resistentes ao-agente_ alquilante_bi-funcional Mitomicina _ 

foram isolados a partir da cepa CH57A (F-, Leu , Pro , Hyx , Trp , Arg , Ile , His , Met , Ara 
Lac , Mal , Gal , Mtl , Xyi , Str,  , Mcr5) obtida do "Cold Spring Harbor Laboratory". Com o objeti 
vo de caracterizar fenotiplcamente estes mutantes as frequências de mutação espontânea dos mesmo 

para as revers6es Trp-Trp*  e His-His+  , foram determinadas de acordo com a equação 
4 - T

o  
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