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ABREVIATURAS

DNA - Ácido desoxirribonucleico
RNA - Ácido ribonucleicQ
mRNA - RNA mensageiro
rRNA - RNA ribossômico
tRNA - RNA de transferência
DOC - Desoxicolato de sódio
SDS - Do.decil sulfatei de sódio
ND - Naftaleno dissulfonato de sódio
PPO - 2,5 Difeniloxazoi
POPOP -1,4 bis-2(4 metil-5-feniloxazolil benzeno)
Tris - Tris(hidroximetil)aminometano
RSB - Tampão Tris/HCl 0,01M pH 7i4, contendo MgCl^

1,5 x 10"3M e NaCl O,O1M
HS - Tampão Tris/HCl O,O1M pH 7#4, contendo NaCl 0,5M <

MgCl 0.05M
ATP - Trifosfato de adenosina
GTP - Trifosfato de guanosina
TSC - Tampão Tris/HCl 0.05M pH 7,4, contendo CaCl2

3 x 10~3M e sacarose 0,25M
EDTA - Btileno diamino tetraacetato de sódio
DNase i- Desoxirribonuclease
RNase - Ribonuclease
ase - Solução de NaCl 0,15M e citrato de sódio 0,pi5Mf

pH 7,0
(Ge) - Guanina e citosina, contendo no ácido nucleico
BD-Celulose - Benzoil-dietil ãminoetil celulose
DMSO - Dimetilsulfoxido
Tm - Temperatura de fusão
Tr - Temperatura de reassociaçao
TCA - Ácido triclorpacêtico
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1. INTRODUÇÃO

Um dos aspectos mais importantes da biolo-

gia molecular ê o estudo da síntese proteica.

Para a constituição de uma proteína os ami-

noácidos devem ser ordenados numa seqüência determinada.

Como se explicaria a estabilidade e perpetuação desta

seqüência ou dá informação a ela relativa numa dada es-

pécie celular?

Torna-se evidente que esta informação deve

estar contida numa macromolêcula estável e capaz de so-

breviver à divisão celular.

0 único material biológico que apresenta

tais propriedades ê o ácido desoxirribonucleico - DNA.

De fato, a vinculação da informação genéti-

ca ao DNA foi estabelecida por AVERY & MCCARTHY (1944)

em seus experimentos com pneumococos virulentos e não vi*-

rujentos.

Sabe-se, porém, que o depósito da informa-

ção genética está localizado no DNA nuclear e que a sínté

se proteica ocorre, principalmente, ao nível microssônd

co (HULTÍN, 195Q; BORSOOK, 1950).

. Foi demonstrado, que o DNA só pode ser usado

como informação para a síntese de proteínas em circuns -
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tâncias artificiais que envolvem a denaturação da molêcu

Ia e a presença de antibiótico no meio de incubaçao

(HOLLAND 8c MCCARTHY, 1966).

Há que postular, portanto, um intermediário

que ê produzido no núcleo sob a direção do DNA e que pos-

teriormente, vai ao citoplasma onde ê traduzido em pro-

teína. Este intermediário de fato existe e é o ENA.

Pode-se, então, estabelecer o que se charca

de "dogma central". Este estabelece que a informação ge-

nética para a síntese proteica ê transmitida do DNA para

o RNA e deste para a proteína, resumindo os três pro-

cessos fundamentais da preservação e transmissão da in-

formação genética, ou seja:

a) replicação - cópia do DNA visando a forma-

ção de moléculas filhas;

b) transcrição - passagem da informação g< lêtî

ca contida no DNA para o RNA;

c) tradução - a informação genética ê converti^

da no alfabeto de aminoácidos qúe estruturam as protei-

nas. . •" -'•.''.''

Os microssomos, sede do processo de sínte-

se proteica, quando tratados com detergente (desoxicolato

de sódio) e submetidos à: ultracentrifugação, são fraciona

dos em partículas.menores, os ribossomos. Estes tem a

aparência; de pequenos granules quando observados ao nível
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submicroscópico e são, essencialmente, constituídos de 50%

de proteína e 50% de ãcido ribonucleico (PETBRMANN &

HAMILTON, 1955).

Vários fatos suscitaram dúvidas quanto à fun

ção do RNA ribossômico (rRNA). Seria ele o portador do cò_

digo genético?

Estudos da proporção de bases do rRNA mosti

ram que isto não seria possível, uma vez que sua razão de

bases era totalmente diversa daquela do DNA nuclear (BELO-

ZERSKY, 1960).

A Tabela I fornece a proporção de bases do

RNA estrutural de ribossomos de alguns organismos e a sua

equivalência em DNA.

A hipótese de JACOB & MONOD foi a primeira

tentativa para explicar este fato - o da transferência da

informação genética ao nível do DNA â proteína, sem a par-

ticipação do RNA ribossômico. Esta transferência seria

efetuada por uma classe de ácido' ribonucleico denominada

mensageiro.

Esta hipótese teve confirmação prática quase

imediata por BRENNER, JACOB & MESELSON (1961), devido ao

fato deste RNA ter uma vida média muito baixa em proca-

riotos e ser marcado rapidamente por precursores radioati^

vos.,

••?."';-
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A teoria de JACOB & MONOD teve uma importân-

cia fundamental na genética molecular e serviu como marco

inicial de intensos estudos sobre o ácido ribonucleico mensa.

geiro e seu transporte para o citoplasma.

Assim, foi sugerido que o mRNA, produzido no

núcleo, migra para o citoplasma onde é incorporado aos

ribossomos formando agregados subcelulares responsáveis pe

ia síntese proteica - os polissomos ou polirribossomos(WAR

NER, RICH & HALL, 1962) - os quais funcionam permitindo um

fluxo contínuo de monômeros (ribossomos isolados) ao longo

da molécula informacional, traduzindo-a à medida que sobre

ela deslizam (GOODMANN & RICH, 1962).

Sabendo-se da existência intranuclear de uma

série de enzimas capazes de atacar o RNA (GEORGIEV, 1967),

pode-se duvidar que a associação ribossomo - mRNA se efe-

tue ao nível citoplasmático.

Em eucariotos pouca quantidade de mRNA livre

ê detectada no citoplasma. Dai surgiu a hipótese de que

os polissomos já sairiam formados do núcleo e se comporta

riam como intermediários na transferência d.os mRNAs re-

cêm-formados do núcleo para o citoplasma (BACH & JOHNSON,

1966). • '

Mesmo em sistemas bacterianos, que não apre-

sentam membrana nuclear, foram encontrados complexos entre

DNA, RNA mensageiro e ribossomo(BYRNE e col., 1964).
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Poder-se-ia supor, então, que os ribossomos

nucleares seriam responsáveis por esta associação, ''in vi

voM, havendo formação de polissomos intranucleares que

iriam para o citoplasma passando pela membrana nuclear Con

vêm citar aqui que já foi descrita a passagem de rRNA es-

trutural pela membrana nuclear (HIGASHI e col., 1968).

Ao mesmo tempo, tem-se mostrado que os po-

lissomos nao são estruturas obrigatórias para a síntese

proteica. Ribossomos simples -monossomos - isolados de

fígado ou músculo são ativos em síntese polipeptídica "in

vitro". Experimentos de LAMFROM & KNOPF (1964) mostra-

ram que monômeros de reticulócitos são auto-suficientes na

síntese de cadeias de hemoglobina.

Há, ainda, outra teoria a respeito do trans

porte de mRNA - seriam partículas de ribonucleoproteínas

(RNP) as carregadoras do mRNA. Estas partículas são deno

minadas informossomos por SPIRIN (1969). São.muito seme-

lhantes às sub-unidades ribossomais, embora com menor coe

ficiente de sedimentação.

Estas evidências tem sido suportadas

mentalmente por vários trabalhos: INFANTE & NEMER (1968)

identificaram partículas com as características dos infor

mossomos em embrião de ouriço do mar, e HENSHAW (1968) as

encontrou em células de fígado de rato.
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Embora exista profusão de dados sobre a sín-

tese proteica, vemos que hâ um conflito de idéias no que

se refere ao caminho do mRNA desde o seu local de origem

até o alvo eitoplasmático.

0 encontro, em nuclêolo de fígado de rato,

de um RNA capaz de estimular a incorporação de aminoâçi-

dos em ribossomos carentes de mensageiro endógeno (pré-in-

cubados) (BRENTANI, BRENTANI & RAW, 1964, 1967; BRENTANI,

1966) sugeriu hipótese de trabalho na qual o nuclêolo esta

ria envolvido no processamento do RNA mensageiro (BRENTA-

NI, 1968).

Assim, o mRNA se associaria a ribossomos nep_

formados em cuja síntese o nuclêolo desempenha importan-

te papel (PERRY, 1960).

PERRY (I960, 1961) obteve considerável que-

da na síntese do RNA celular (70% do RNA citoplasmático e

30% do RNA nuclear) apôs irradiar nuclêolos com um micrp_

feixe de raios ultravioletas.

Foi observada a ausência de nuclêolos em mu-

tantes letais de Xenopus laevis que carentes desta organe

Ia, não possuem ribossomos (BROWN, 1964).

Experimentos de SCHERRER & DARNELL (1962) de

monstraram a existência de um RNA de coeficiente de sedi-

mentação 45S no nuclêolo que, posteriormente,foi identifi-
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cado como sendo o precursor dos RNAs ribossomais em expe-

riências envolvendo inibição por Actinomicina D (SCHERRER

& DARNELL, 1963h%.

Foi observado, por análise de sedimentação zo

nal em gradiente de sacarose, o encontro de três classes

distintas de RNA em nuclêolo de figado quanto ao seu coe-

ficiente de sedimentação: 28S, 35S e 45S. Além destes, ou

tros RNAs de coeficiente de sedimentação 7j;S e 7S foram en-

contrados e caracterizados como sendo RNA de transferên

cia (tRNA) por NAKAMURA, ERESTA8KO & BUSCH (1965) mostran

do mais uma vez a importância do nuclêolo em relação ao

seu conteúdo em ácidos nucleicos.

Além das espécies acima descritas foi também

referido o encontro em nuclêolo isolado de mRNA caracteri-

zado como tal pelo seu efeito estimulatório sobre a incor-

poração de aminoácidos "in vitro'1 (BRENTANI, 1964).

Quando se compara o efeito estimulatório da

incorporação de aminoácidos "in vitro" dos três comparti/

mentos nucleares: c^omatina, hucleoplasma e nuclêolo(BREN

TANI, 1967)» verifica-se ser este último o mais rico em

mRNA.

Como o nuclêolo tem também capacidade de sín

tese (BIRNSTIEL & HYDE, 196$; DESJARDINS & BUSCH, 1964;ZIM

MERMAN., 1969) de proteínas estruturais dos ribossomos, ê
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importante mostrar que o mRNA ai localizado não se desti-

na exclusivamente ao consumo endógeno, mas também às ativi

dades sintéticas citoplasmáticas.

Nos trabalhos realizados em nosso laborató-

rio, o mRNA nucleolar foi caracterizado inicialmente pelo

estimulo da incorporação de aminoâcidos por ribossomos ca-

rentes de RNA endógeno empregando-se o RNA nucleolar total.

Como aí se encontra uma mistura de RNAs es-

truturais de ribossomo, mRNA e tRNA foi necessário fraci£

nar essa mistura analisando separadamente cada componente

e caracterizando o mRNA encontrado. Análise por sedimenta

ção zonal em gradiente de sacarose revelou a existência de

quatro espécies moleculares de RNA nucleolar - 45S, 28s,

18S e 7S (BRENTANI, 1969). ,

Os resultados obtidos do estímulo da incorpo

ração de aminoâcidos por essas frações são apresentados na

Tabela II.

Estes resultados são fortalecidos pelo traba

lho de AKINO & AMANO (1970) em hepatócitos, onde eles com-

param a capacidade de estimular a incorporação de aminoâ-

cidos "in vivo" nos diferentes compartimentos nucleares:nu

cléolo, cromatina e suco nuclear. A atividade de modelo

do RNÁ nucleolar foi mais alta do que a dos RNAs cromatíni

co e nucleoplasmático. Experimentos com resultados seme-
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lhantes foram realizados com células de tumor Walker

ft* BOSGfH, 1967).

TABELA II

Efeito estimulatório de frações do RNA
nucleolar sobre microssomos pré-incubados.

ADIÇÃO DO RNA

RNA total nucleolar

45 S

28s

18S

10S

7S

28S rRNA

v/v0

1,9

1,1

0,9

1,8

1,4

1,1

1,1

onde v/V ê igual
a razão entre as
velocidades de rea
ção de microssomos
prê-incubados na
presença e na au-
sência do RNA nu-
cleolar adicionado
ou de suas respec-
tivas frações.

Outra evidência da existência de mRNA no nu

cléolo é fornecida pelos experimentos realizados com hete_

rocariótos formados pela hibridizaçao de núcleos de eri-

trôcitos aviários e células humanas ou de camundongos(HAR

RIS, 1971).

Nestes heterocariotos observa-se a síntese de

proteínas ave-específicas somente quando o nucléolo dq

eritrócito está ativado. Nestas condições há um fluxo de
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RNAs para o citoplasma, não só dos nucleolares, como tam-

bém de outros compartimentos nucleares. Uma das possí-

veis interpretações para esta experiência ê de que os men

sageiros específicos necessitam de atividade nucleolar pa.

ra sua expressão,

Para a caracterização mais completa do po-

der informacional de um ribopolímero devemos aplicar ou-

tros critérios além da capacidade de estimular a incorpo-

ração de aminoácidos, sendo um destes o estudo da estru-

tura física.

SINGER, JOHNES & NIREMBERG (1963) mostraram

que o poder informacional de polirribonucleotídios sin-

téticos ê inversamente proporcional à sua complexidade

estrutural.

0 exame da estrutura física; do mensageiro

de hemoglobina, único até o momento estudado, revela escas_

so conteúdo de pontes de hidrogênio (11%) (JiUNT. <&- LAY-

G0CK, 1969).

0 exame da estrutura física da fração nucleo_

lar I8s, através de çinêtica de reação com formaldei-

do e troca hidrogênio - trítio, . de perfil de denatura-

ção térmica e de titulação potenciomêtrica e espect-rofot£

métrica, revela apenas 12% de pontes de hidrogênio(BREN

TANI, 197X; BRENTANI, KUBOTA & BRENTANI, 1972), confir-
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mando o caráter informacional sugerido pelos experimentos

de incorporação de aminoâcidos.

Como uma fração de RNA com caráter informa-

cional pode ser fruto da tradução de vários cistrons,a sua

raz|lo de bases deve refletir a do DNA que lhe deu origem e

será tanto mais próxima do DNA quanto maior a porção do

genoma que foi replicado. A análise da razão de bases da

fração de coeficiente de sedimentação 18S nucleolar é

mostrada na Tabela III.

TABELA III

Razão de bases da fração I8s nucleolar

NUCLEOTlDIOS %

AMP

UMP

GMP

CMP

21

33

26

20

onde A:U/G:C = 1,17, valor este bem diferen-
te do RNA citoplasmâtico, que ê igual a 0,88
(BRENTANI, 1969) e próximo do que caracteri-
za o DNA nucleolar de fígado de rato onde
A:T/G:C = 1,32 (BRENTANI, BRENTANI & LEMOS,
1968).

Num processo análogo ao da renaturação do

DNA pode-se associar moléculas de RNA com os cistrons de
que se originaram, formando-se híbridos.
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Usando-se RNA de atividade específica conhe

cida e sendo a reação de hibridização estequiométrica, p£

de-se calcular a quantidade de RNA envoi vida. na reação e,

portanto, determinar a representação gênica do RNA empre-

gado.

Experimentos preliminares (BRBNTANI, 1969)

sugerem que a representação gênica do RNA 18S nucleolar

ê muitas vezes maior do que a do rRNA (STEELE, 1968).

Esta reação de hibridização pode ser empre-

gada para estudar a origem do RNA. »mensageiro nucleolar,

uma vez que a cromatina associada ao nuclêolo não con -

têm apenas os cistrons para os RNAs ribossomais (BUSCH,

1970) existindo ainda, procedimentos para separá-la da

cromatina propriamente dita.

A analogia entre dois ácidos ribonucleicos.

pode ser determinada por experimentos de hibridização com

petitiva. Empregando uma quantidade constante de uma

espécie molecular de RNA radioativa e quantidades cres-

centes de outra espécie não marcada, haverá redução pro-

gressiva da radioatividade se ambas, as moléculas,' forem

complementarès ao mesmo cistron do DNA empregado.. :

No presente trabalho pretende-se caracteri-

zar' mais intimamente o processo de hibridização do DNA

5 nuclear com o RNA, estudar a origem do material nucleolar

por hibridização e, finalmente, por. experimentos de compe_

í.tição tentar demonstrar o destino citoplasmático deste!ma

•iterial. ' : - <. • '

f::
Á
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2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. MATERIAL

Desoxicolato de sódio (DOC) - proveniente da

Difco Laboratories U.S.A.

Dodecil sulfato de sódio (SDS) - fornecido

pela QEBL (são Paulo) - recristalizado no laboratório se-

gundo o método de CRESTFIELD,ALLEN & SMITH (1955).

Fenol - procedência Malinckrodt, destilado no

laboratório e conservado em frasco âmbar, a 4 C.

Bentonita - obtida da Fischer Scientific Co.

U.S.A.

Metionina - metil tritiada uniformemente mar

cada com atividade específica de 1,0 mCi/ml, obtida da

Schwarz Bioresearch Inc. U.S.A.

Albumina, Ribosé, Desoxiribose, Ribonuclea-

se (E.C. 2.7«7»16) - obtidos da Sigma Chem. Co., U.S.A.

•• " • -'32 ' ' '

, Fosfato de sódio > p - fornecido pelo Insti-
tuto, de Energia Atômica, saõ Paulo.

Pronase - Obtida da Calbio'chem, California,

I U.S.A.
, ,:: Desoxiribonuçl^ase' «* eletroforeticair.ente pu.~

- procedência Worthington Biochemical Go. U.S.A.
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Naftaleno dissulfonato de sódio - obtido da

Eastman Kodak, U.S.A.

Triton X-100 - fornecido por Rohm e Haas,

U.S.A.

Tween 20 - Polioxietileno sorbitan Monolau-

reato - obtido da Mann Research Lab. Inc. U.S.A.

2,5 difenil oxazol (PPO) e 1,4 bis - 2 (4 me

til-5-fenil oxazolil benzeno) (POPOP) foram adquiridos da

Packard Inst. Co. U.S.A.

Os demais reagentes foram todos pró-análise e

a água empregada no preparo das soluções, bidestilada em

aparelhagem de vidro.

2.2. .ANIMAIS

Foram utilizados ratos da raça Wistar forne<3ji

dos pelo Biotério da Faculdade de Medicina,, e submetidos no

mínimo, por 30 dias a uma dieta especial rica em proteínas.

Os animais eram sacrificados por concussão ce_

rebral e os fígados perfundidos "in situ" pela veia porta,

com solução gelada de NaCl fisiológica (0,14 M) contendo

0,2 mg/ml de bentonita.

Os fígados,, a seguir, eram removidos, coloca

dos em gelo e picados com uma tesoura de pontas finas.
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As preparações foram efetuadas, em todas as

etapas, em câmara fria a 4 C, salvo especificação em contra

rio.

2.3. MÉTODOS

2.3.1* Preparação de Núcleos

2.3.1.1. Método de H^MER & KUPF (1964)

Os fígados eram homogeneizados num homogêneo,

zador tipo Potter, dotado de um pistilo de teflon, adapta-

do a um motor Cenco "stirrer" de baixo torque, em nove yo

lumes de sacarose 0,25 M contendo MgCl 2 x 10
—,o

M.

A seguir, o homogenato era filtrado em gaze

(oito camadas) e centrifugado a 2.000 r.p.m., por 15 minu-

tos, no rotor 269 da centrífuga International Equipment Co.

0 precipitado obtido era suspenso numa solu-

ção de sacarose 0,25 M contendo detergente Triton X-100

0,5% (V/V) e 1,0 x 1O~3 M/l de MgCl„ e,submetido a agita-

ção por 10 minutos.

Esta extração era feita três a quatro vezes

e o precipitado final era suspenso em èácarose O.25. M con
• • ' " - • - 3 " ' ' - • « • • • ' , ' • ' ' ' ' " • " *

tendo MgCl 1,0 x 10 M. A suspensão era centrifugada a

2.000 r.p.m. por 10 minutos, e ò precipitado final,

tuído de núcleos. -
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li

Núcleos extraídos por este método foram sem

pre destinados á purificação de DNA por conter Triton que

ê considerado um inibidor de desoxiribonuclease.

2.3.1.2. Método de PENMAN, SMITH & HOLTZMAN (1966)

Os fígados eram homogeneizados em 5 volu-

mes de um tampão Tris/HCl 0,01 M, pH 7,4 contendo MgCl

1,5 x 10 M; NaCl 0,01 M e bentonita 0,2 mg/ml (Tampão

RSB) e o homogeneizado, após ser filtrado <*TI gaze (8 cama-

das), era centrifugado,durante 10 minutos,a 2.000 r.p.m.

(700 g) na International.

0 precipitado assim obtido era suspenso em

igual volume do tampão RSB, adicionando-se a seguir uma so

lução de detergentes (DOC a 10%: uma parte e Tween 20 a 10%:

duas partes) na proporção de 3 ml da mistura para cada 20

ml de suspensão nuclear e,novamente centrifugado nas mes-

mas condições.

0 precipitado final era constituído de nú-

cleos puros.

2.3.1.3. Método de CHAUVEAU, MOULLÊ & REULLIER (1956)

Os fígados homogeneizados em nove volumes de

saçarose 0,25 M contendo CaCl_ 1,8 x 10 " M e bentonita 0,2

mg/ml eram centrifugados, após filtragem do homogeneizado,

em uma Internacional por 10 minutos a.2.000 r.p.m.
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0 sobranadante era aspirado com uma bomba de

vãcuo, suspendendo-se o precipitado, com a ajuda do mesmo

motor empregado na homogeneização dos fígados, em 9 volu-
—4

mes de sacarose 2,4 M contendo CaCl 1,8 x 10 M.

A suspensão era centrifugada durante 60 minu

tos no rotor 30 da ultracentrífuga Spinco modelo L a 21.000

r.p.m. (40.000 g no raio médio) e,o precipitado de núcleos

puros obtido,era lavado uma vez com uma solução de sacar£

se 0,88 M e centrifugado na Internacional a 2.000 r.p.m.

(700 g),durante 10 minutos.

2.3.2. Preparação de Nucléolos

2.3.2.1. Método de STEELEf OKAMURA & BUSCH (1965)

Os núcleos,preparados pelo método de HYMER

& KUFP (1964), eram extraídos duas vezes num volume de tam-

pão Tris/HCl 0,05 M pH 7,4, contendo NaCl 0,14 M, MgCl
—3

1,0 x 10 M, equivalente a 0,5 ml/g de fígado.

0 precipitado,obtido na centrifugação destes

extratos a 2.000 r.p.m. durante 10 minutos,era ressuspen

so no mesmo tampão num volume correspondente a 0,2 ml/g de

fígado, ao qual se adicionava, lentamente, e com agitação

constante, um volume de NaCl 2,0 M equivalente a 4,0 ml/g

de fígado.

A mistura,submetida à agitação magnética cons

. tante em câmara fria durante 30 minutos,era a seguir cen -
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trifugada no rotor 30 da Spinèo modelo L a 20.000 r.p.m.

(40.000 g no raio médio) durante 60 minutos.

0 precipitado obtido era constituído pela

fração nucleolar e o sobrenadante, pela cromatina nuclear

da qual posteriormente isolamos o DNA.

2.3.2.2. Método de PENMAN,-̂  SMITH & HOLTZMAN (1966)

0 precipitado de núcleos obtido pelo méto-

do de PENMAN£ e col. era suspenso em um volume de tampão

Tris/HCl 0,01 M, pH 7,4,contendo NaCl 0,5 M e MgCl2 0,05M

(meio HS), igual a 0,5 ml/g de figado e a suspensão aque-

cida a 37 C em banho-maria. Após o equilíbrio de tempera

tura (cerca de 3 minutos) adicionava-se DNase na razão de

100 microgramas por 20 ml de suspensão e procedia-se à d:L

gestão enzimática até redução completa da viscosidade da

suspensão. Geralmente eram necessários 3 a 5 minutos pa-

ra isto.

A suspensão era a seguir submetida a um gra

diente linear de sacarose 15% a 30% (PENMAN, 1968) no

rotor SW 25 da ultracentrifuga Spinco modelo L, por 15 mi

nutos a 20.000 r.p.m.

0 precipitado obtido era constituído por nu

cléolós puros e empregado para o fracionamento do RNA nu-

cleolar. o sobrenadante localizado na camada menos den-

sa do gradiente constituía bnucleoplasma do qual também

era fracionado o RNA. ^
i i
i I
V
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2.3.3. Preparação de Microssomos

2.3.3.1. Método de BRENTANI (1969)

Os fígados eram homogeneizados em cinco volu

mes de sacarose 0,25 M, com o auxílio de um homogeneizador

tipo Potter, dotado de um pistilo de teflon, adaptado a um

motor elétrico de baixo torque.

Esta suspensão era a seguir centrifugada em

uma centrífuga "Sorvall, modelo RC-2B a 10.000 r.p.m. du-

rante 15 minutos.

Obtinha-se, assim, um precipitado e um so-

brenadante bifásico cuja camada superior era constituída

predominantemente pela fração lipídica da célula. Aspira

vam-se cuidadosamente os 2/3 intermediários deste sobrena

dante de modo a desprezar a fração lipídica.

Estes 2/3 de sobrenadante eram centrifugados

no rotor 50 da ultracentrífuga preparativa Spinco modelo L

a 40.000 r.p.m. (105.000 g no raio médio) durante 45 minu-

tos.

0 precipitado constituído por microssomos era

lavado, sem ser destacado da parede do tubo, com sacaro-

se 0,24 M e a seguir, com o auxílio de um homogeneizador tî

po Potter, era suspenso manualmente, em uma solução de TSC

(vide 2.3.6.1.) para posterior extração e purificação do

RNA..
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2.3.4. Preparação de Ribossomos

2.3.4.1. Método de BRENTANI, BRENTANI & RAW (1968)

Procedia-se inicialmente dá mesma forma que

para a preparação de microssomos.

0 sobrenadante,obtido por centrifugação a

10.000 g do homogeneizado total de fígado,era submetido a

tratamento com uma solução de DOC a 5% em Tris/HCl 0,03 M,

pH 8,2, correspondente a 1/9 do seu volume. A concentra-

ção final de DOC era, portanto, igual a 0,5%. Esta misttt

ra era centrifugada, então no rotor 40 da ultracentrífuga

Spinco a 40.000 r.p.m. durante 120 minutos.

0 precipitado de ribossomos assim obtido era

lavado, sem destacâ-lo da parede do tubo, inicialmente com

sacarose 0,25 M e "depois com tampão Tris/HCl 1 x 10

pH 7,4, contendo MgCl2 5 x 10~
3 M (meio G).

-3 M

2.3.5. Preparação de Ribossomos Prê-Incubados

2.3.5.1. Método de BRENTANI (1969)

Para a preparação de ribossomos pré-incuba -

dos, ou seja, despojados do RNA mensageiro endógeno, os rii

bossomos (3,5 mg de proteína) eram incubados por 12 minu-

tos em um volume total de 1,7 ml de uma mistura contendo:

2,0 mg de proteína de enzima pH 5 (vide 2.'3.5.1»1. ); ATP

5 ymoles; GTP 0,5 umol; tampão fosfato de potássio; pH 7,4

20 unioles; sacarose 87,5 vmoles; P-mercaptoetanol
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MgCl , 12 ynoles; creatina fosfato 40 ymoles; creatina foŝ

foquinase, 200 ug.

Após a pré-incubaçao, seguia-se a extração do

RNA.

2.3.5.1.1. Preparação da enzima pH 5,0 - Método de RENDI

& CAMPBELL (1959)

0 sobrenadante obtido na preparação de micrqs_

somos era acidifiçado a pH 5»2 com auxílio de ácido acéti-

co 1 N. A solução turva resultante deste tratamento era

centrifugada a 10.000 g na centrífuga Sorvall, durante 10

minutos. 0 precipiteao resultante era suspenso manualmen

te em sacarose 0,25 M e empregado como enzima pH 5,0 na pré

incubação dos ribossomos.

2.3.6. Extração e Purificação de RNA

2.3.6.1, Método de Di GIROLAMO, HENSHAW & HIATT(1964)

Os nucléolos eram suspensos em um volume de

tampão Tris/HCl 0,05 M, pH 7,4,contendo CaCl2 3,0 x 10~
3 M

e sacarose 0,25 M (TSC),equivalente a 0,2 ml/l5 g de figa

do inicial. Adicionava-se a seguir: 0,1 volumes de SDS

10%; 14 volumes de uma mistura de TSC (uma parte) com SDS

1,056 em Tris/HCl 0,05 M pH 7,4 (9 partes); 1,5 volumes de

ND 5,0% e 15 volumes de fenol a 86% contendo 0,1% de 8-hi

droxiquinolina.

I:
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Esta mistura era agitada constantemente a

4°C durante 30 minutos e as fases fenólica* e aquosa sepa

radas por centrifugação a 5.000 g durante 10 minutos.

0 sobrenadante (fase aquosa) era reextraído

duas vezes com 0,5 volume de fenol e o RNA da fase aquo-

sa final precipitado pela adição de Nad e etànol abso-

luto a -20°C,até uma concentração final de 0,1 M e 67,0%,
o

respectivamente. Essa mistura permanecia a -20 C por 90

minutos.

0 RNA obtido por centrifugação a 5.000 g

durante 10 minutos era dissolvido em dois volumes de tam-

pão Tris/HCl 0,01 M pH 7,4 contendo MgCl2 1,0 x 10"
3Me,sub_

metido à digestão enzimâtica por DNase durante 5 minutos,

a frio.

A DNase era removida pela adição de 0,1 vo-

lume de SDS a 10% e ND a 5,0%, seguida de uma extração com

igual volume de fenol a 86%. 0 RNA da fase aquosa era ob

tido por precipitação com 2 volumes de etanol absoluto a

-20 C, durante 18 horas.

Os oligodesoxirribonucleotídios contami -

nantés eram removidos por tratamento com acetato de potás_
O' • ~

sio, MgCl e etanol absoluto a -20 C, a uma concentração

final, de 2,0 M; 1,0 x 10 M e 30%, respectivamente. Rep£

tia-se este tratamento várias vezes até que o sobrenadante
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não apresentasse absorção apreciável a comprimento de on-

da de 260 nm.

2.3.7. Extração e purificação de DNA

2.3.7.1. Método de CHURCH & MCCARTHY (1967)

Os núcleos obtidos pelo método de HYMER &

KUFF (1964) eram suspensos em 10 volumes de 2xSSC (SSC é

uma solução de NaCl 0,15 M e eitrato de sódio 0,015 M,

pH 7,0) e a suspensão tornada 1% em SDS e 1,0 M em percl£

rato de sódio. A mistura, muito viscosa, era agitada com

igual volume de clorofórmioroctanol (10:1) até homogenei-

zação total e, em seguida, centrifugada na Sorvall, modelo

RC-2B a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos.

Obtinha-se, assim, uma fase aquosa e desta

precipitava-se o DNA pela adição de 2 volumes de etanol a
o ~

-20 C. 0 DNA era recwfchido, envolvido num bastão de vidro

e, posteriormente, dissolvido em 0,1 x SSC. Após comple

ta dissolução, o DNA era submetido a um tratamento enzimá-

tico com ribonuclease (50 yg/ml) a 37°C durante 30 minu-

tos e, posteriormente, com pronase (50 yg/ml) a 37 C du-.

rante 60 minutos. , *

A RNase empregada neste processo era dissol-

vida na concentração de 0,2 mg/ml em uma solução de lx SSC

pH 5,0 e aquecida a 80 C por, 15 minutos antes do seu empre_

í!
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A pronase empregada era dissolvida em

1 x SSC e incubada a 37°C durante 120 minutos para auto

digestão de enzimas contaminantes•

Após a digestão enzimãtica, repetia-se o

tratamento com clorofòrmiosoctanol (10:1) e o DNA , obtido
~ o

da fase aquosa por adição de 2 volumes de etanol a -20 Ç,
era novamente dissolvido em 0,1 x SSC.

2.3.8. Hibridização

2.3.8.1. Método de GILLESPIR & SPIEGBLMAN (1965)

0 DNA a ser empregado nos experimentos de

hibridização era denaturado por ação de NaOH 1,0 N duran-

te 10 minutos. A mistura era então neutralizada com 4 vp

lumes de HC1 1 N, tampão Tris/HCl 0,01 N, pH 8,0 e NaCl

0,4 N na; proporção de, respectivamente, 1:1:2.

, 0 grau de denaturação era verificado deter-

minando-se a hipercromicidade provocada pela ação do âlca
ii - •

li. Nas nossas experiências o incremento da absorbância
a 260 nm psçilou sempre entre 25% e35%. :

\ As alíquotas de DNA, em um volume de 3 a 5

ml na solução de 2.x SSC, eram aplicadas, com sucção dis-

creta, sobipè filtros Miílipore tipo GS (tamanho especifi-

cado na descrição dos resultados) que haviam permaneci-

do 12 horáá, eih embebição èm 2 x SSC. \

i !



-26-

Após a fixação do DNA nos filtros, estes eram

deixados secando à temperatura ambiente por 4 a 12 horas e,

em seguida, a 80 C por 2 horas. Estes eram, então, con-

servados por tempo indeterminado em um dessecador conten-

do CaCl e PgOn» .a 4°C$ sob vácuo.

Os hibridos eram formados pela imersão dos

filtros contendo DNA, em solução de RNA marcado sendo o sol̂

vente 2 x SSC. A hibridização era feita por 17 horas a

68°C ou 55°C, confirm® o experimento e interrompida colo

cando-se os recipientes no gelo e excesso de solução de

2 x SSC gelada. 0 volume de incubação era de 3 ml.

Os filtros eram lavados juntos 3 vezes em

solução ,de 2 x SSC, apôs em solução dè 2 x SSC contendo

RNase numa concentração de 30 a g/ml e, posteriormente,três

vezes em^solução de 2 x SSC.

2.3^9. Análise por sedimentação zonal

• Como as técnicas convencionais de fraciona
.• ' j , . • ' . ' "•' . • : - - ~"

mento em riptores do tipo basculante tinham,rendimento redu

zido, adotamos ò método de análise em ròtores preparativos

(de ângulo |fixo) jâ utilizado còm sucesso na análise de pr£

teínas e uúk. % • -' ; ""' : • '•'. "

•; .;,',-. 1 Esta adaptação (BRENTANI, BRENTANI ;& RAW,:

1967), permitiu timâ redução considerável; do tempo necessário

e um aumenta substancial do rendimento dp processo.v'.cf !V

\:

- T
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Gradieítt-es de sacarose 5 a 20% eram prepara

dos em câmara de vasos comunicantes tipo BRITTEN &ROBERTS

(1951) em tubos de nitrocelulose do rotor 50 da Spinco mo

delo L. 0 volume total era de 8,0 ml. As amostras a se-

rem analisadas eram colocadas sobre esta solução e os tu-

bos centrifugados ri ultracentrífuga a 40.000 r.p.m. du-

rante 90 minutos com o freio desligado. Ao término dacen

trifugação os tubos eram colocados em um suporte em cuja

base havia uma agulha de injeção a qual, ao exercer-se pre£

são através de um parafuso, perfurava o fundo do tubo per

mitindo o escoamento do seu conteúdo.

Para a padronização do método foi emprega-

do RNA ribossômico, purificado pelo método de KIRBY(1965).

A linearidade do gradiente foi seguida adicionando-se ác:L

do adenílico a uma das soluções de sacarose e âeterminan-

do-se a absorção,no comprimento de onda de 260 nm,das fra

ções obtidas.

As soluções de sacarose continham sempre tam

pão Tris/HCl 0,01 N pH 7,4;NaCl 1 x 10"3N , EDTA 1 X 10~3N,

Colhiam-se sempre 40 frações contendo 15 gotas cada uma.

A absorbância destas frações era determinada a 260 nm.

Para a determinação da radioatividade do

RNA nucleolar, depois de verificada a absorbância das fra

ções, adicionava-se a todos os tubos 200 microgramas de

albumina bovina e ácido tricloroacêtiço (TCA) a uma con-

tração final de 5%1
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2.3.10. Análise do DNA em gradiente de Cloreto de

Césio (CsCl)

2.3.10.1. Método de FLAMM, BOND & BURR (1966)

Uma solução contendo 20 a 100 yg de DNA em

3,36 ml de tampão Tris/HCl 0,01 M pH 7,5 era adicionada a

4,271 g de CsCl. Nestas condições obtêm-se 4,5 ml de uma

solução com densidade final de, aproximadamente, 1,700

g/cm , que pode ser determinada refratometricamente pela

expressão empírica de VINOGRAD & HEARST (1962):

25°
'25V

= SLi - b

onde a e b sao constantes iguais a 10,8601 e 13,4974, re^
25° «/ ~ "~

pectivamente, e p o e n sao a densidade da solução a

25 c e o índice de refração médio a 25 C, respectivamente,

As centrifugações foram feitas em tubos de

nitrocelulose no rotor 65 Ti da ultracentr^fuga Spinco mo

delo L2 a 42.000 r.p.m., por 40 horas, à temperatura de

25 C. Antes da centrifugação os tubos eram preenchidos

até o topo com óleo mineral tipo Nujol. Após a centrifu-

gação perfuravam-se os tubos na parte inferior ecoletavam

se as gotas segundo o numero,de frações desejadas. As fra

ções eram, então, diluídas a um volume dé 0,3 ml para lei_

tura das absòrbâncias. Eventualmente, quando havia inte-

resse em se determinar a densidade da posição de equilí-

brio da banda de DNA, o índice de refração das frações era

medido antes de se. proceder: à jàilüiçãp^das mesmas. l̂-,— =-.- ,
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2.3.10.2. Cálculo do conteúdo de GC

0 equilíbrio do DNA em gradiente de CsCl au-

menta linearmente com o seu conteúdo de GC, relação esta

representada por SCHILDKRAUT (1962) como:

0,098

onde (GC) representa a fração molar de guanina + citosina

no DNA nativo e p, a densidade calculada do DNA.

â.3.11. Fracionamento de RNA em cromatografia em co-

luna de benzoil-dietil aminoetil celulose

(BD-celulose)

2.3.11.1. Método de SEDAT, LYON & SINSHEINER (1969)

0 RNA nucleolar, purificado conforme 2.3.6.,

foi submetido à cromatografia em coluna de BD-celulose com

a finalidade de identificar as espécies moleculares que o

compreende.

A coluna empregada tinha por dimensões;:: raio

de 0,9 cm, altura de 15 cm e fluxo de 15 ml/hora. Foram

aplicadas cerca de 1,2 mg de RNA nucleolar dilüido em tam-

pão Tris/HCl 0,02 M, pH 7,5 contendo BDTA 1 x 1O~3M e NaCl

0,3 M, A coluna foi a seguir lavada com o mesmo tampão e

após tratada com uma solução de dimetilsulfoxido (DMSO)
,-3.40%, NaCl 1 M, Tris/HCl 0,02 M;pH 7,5; EDTA 1 X 10 M. Em
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seguida, foi tratada com uréia 8 M, NH4C1 1 M, tampão ace-

tato 0,1 M, pH 3,5. Finalmente, foi lavada com uréia 8 M

contendo SD.3 a 2%. As frações, colhidas com o auxílio de

um coletor tipo LKB com registro automático da absqrbân -

cia a 260 nm,eram de aproximadamente 1,0 ml.

As frações assim coletadas foram divididas em

duas metades cada uma, sendo parte destinada à curva de ra-

dioatividade e parte, à precipitação por adição de 2 volu
o ' ~ ' ~

mes de etanol a -20 C para posterior realização da reação

de hibridização das frações, em separado,com o DNA cromatí

riico.

2.3.12. Métodos analíticos

2.3.12.1. Determinação do RNA

Utilizava-se o método de DISCHE & SCHWARZ

(1955), adotando ribose como padrão. Rotineiramente,a con

centração de RNÂ era estimada medindo-se a sua absorção a

260 nm, considerando-se que uma solução contendo 1 mg/ml

correspondia a 24 densidades ópticas (aferida com RNA de

ribossomo cuja concentração «eta dôterminada pelo método c£

lorimétrico dos^autores = acima).

2.3.12.2. Determinação do DNA

Empregava-se a determinação pela difenilami-

na, usando desoxirribose como padrão (SÍEBERT, 1965) para

1:
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obter um padrão para as determinações de absorção no ul-

travioleta' (260 nm) que eram usadas rotineiramente.

A solução contendo 1 mg/ml de DNA corres -

pondia a 22 densidades ópticas a 260 nm.

2.3.13. Determinação do Tm do híbrido

Para determinação do Tm do híbrido formado

pela reação entre DNA cromatínico e RNA nucleolar proce-

deu-se da seguinte maneira: os filtros, após terem sua ra

dioatividade medida, foram retirados dos frascos de cinti

lação, lavados várias vezes em clorofõrmio para remoção

do tolueno e colocados num volume determinado de 2 x SSC.

Foram então incubados num banho-maria com controle de tem

peratura variando-se esta de 5 em 5 C desde 50 C até 95 C.

Os filtros permaneciam 10 minutos em cada

temperatura retirando-se amostra para medida dá radioativi

dade.

Os valores de denaturaçao térmica do híbri-

do foram calculados em % da radioatividade total inicial.

2.3.14. Medida da radioatividade

Os filtros obtidos nos experimentos de hi-

bridização ,após lavados,e secos eram colocados em fras-

cos de cintilação e a radioatividade determinada num es-

pectroitíetro de cintilação Beclcman modelo LS-100. Empre-

I!
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gava-se para esta operação o líquido de cintilação com a

seguinte composição:

PPO (2,5-difenioxazol): 4 g/l

POPOP (l-4-bis-2(4-metil-5-feniloxazolil bènzeno)):

100 mg/ml

Tolueno: 1000 cm-*

Para determinação da radioatividade das fra-

ções de RNA obtidas a partir de gradiente de sacarose e de

cromatografia em coluna de BD-celulose, empregou-se o meto

do de MALT (1967).

A cada fração adicionava-se 200 microgramas

de albumina bovina como "carregadora" e a mistura erá pre-

cipitada pela adição de TCA para uma concentração final de

5,0%. 0 material assim precipitado era colocado sobre fil̂

tros de fibra de vidro tipo GF/B Whatmann e a radioativida

de determinada como mencionamos acima.



3. RESULTADOS

3.1. Da Análise por Sedimentação Zonal

3.1.1. DNA cromatínico

Caracterizamos aqui o DNA cromat-inico empre-

gado nos experimentos de hibridização. 0 DNA foi extraí-

do e purificado conforme MÉTODOS 2.3.7.1* a partir da solu

bilização da cromatina em NaCl concentrado (STEELE, 1965 )

de .núcleos obtidos por tratamento com detergente Triton

X-100.

Foram aplicadas 5f0 D.O. (230 microgramas)de

DNA,dissolvidas em 0,2 ml de 0,1 x SSC,sobre um gradien-

te de sacarose 5 a 20% em tampão Tris/HCl 0,01 M, pH 7,4,
—3 ' —3

contendo NaCl 1 x 10 M e EDTA 1 x 10 M. Estes foram sub

metidos a 40.000 r.p.m. por 60 minutos numa ultracentri-

fuga Spinco modelo I, no rotor 50. Âp6s a corrida foram c£

letadas amostras de 15 gotas cada uma e determinadas as

suas absorbâncias a 260 nm, como se verifica na Figura 1.

Observa-se,na Figura 1,a distribuição das m£

lêculas do DNA ao redor da região que corresponde ao coefî

ciente de sedimentação 143/ o que representa um tamanho ade

quado para a realização dos experimentos de hibridização.
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FIGÜRA 1 - Análise por sedimentação zonal do DNA cromatíL
nico em gradiente de sacarose.

?! -

3.1.2. RNA nucleolar

0 RNA nucleolar,extraído e purificado confor

me MÉTODOS 2.3.6.1. de nuclêolos 2.3.2.2.,foi obtido a par

tir de animais submetidos à injeção intraperitonial de fos_
32 • •

fato de sódio P por 3 horas e,endovenosá de metiònina me
til tritiada por 30 minutos antes do sacrifício.

Dissolveu-se 0,3 mg (7»0 D.O.) de RNA em

Igua e foram aplicadas sobre um gradiente de sacarose de 5

a 20?á em um tampão Tris/HCl 0,01 M pH 7,4,.contendo NaCl
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1 x 10 M e EDTA 1 x 10 M, Os gradientes foram submeti-

dos a 40.000 r.p.m. por 90 minutos numa ultracentrífuga

Spxnco modelo L e analisados conforme descrito em MÉTO-

DOS 2.3.9. Foram colhidas frações de 15 gotas cada uma,

analisadas quanto à absorbância a 260 nm e, posteriormen

te, medida a sua radioatividade num espectrômetro de cin

tilação líquida Beckman modelo LS-100. Para a medida da

radioatividade a cada fração adicionaram-se 200 microgra

mas de albumina bovina,TCA a uma concentração final de 5%

e o material, assim precipitado, foi colocado sobre fil̂

tros de fibra de vidro tipo GF/B Whatmann ou filtros Mil̂

lipore, tipo GS, 25mm. A eficiência em ambos os filtros

ê praticamente a mesma. Os perfis são observados na Fi-

gura 2.

Apesar deste resultado (Figura 2) ser fru-

to de inúmeras experiências,não conseguimos uma ótima re

solução do material, ora por problemas de marcação com o

isôtopo radioativo,ora por falhas de equipamento prepara

tivo e analítico. No resultado acima representado verify

camos degradação do material e um pico na região de coefî

ciente de sedimentação 18S que ê consideravelmente subme

tilãdo,quando comparado ao 28S que ê constituído por RNA

ribossômico. Isto está de acordo com trabalhos de GREEN

BERG & PENMAN (1966); ZIMMERMAN & HOLLER (1967)» MÜRA-

MATSU (1967) que afirmam^ser o RNA ribossômico metilado.
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»H M»

FIGURA 2 - Análise do RNAnucleolar duplamente marcado
em gradiente de saçarose. Núcleos e nuclêo
los obtidos segundo PENMAN (1966). RNA pu
rificado conforme Di, GÍROLAMO (1964). . '.

f. *
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3.1.3. RNA nucleoplasmático

0 RNA de nucleoplasma foi purificado da mes_

ma forma que o nucleolar,a partir de animais submetidos a

idêntico tratamento isotópico; e, submetido a fracionamen-

to em gradiente de sacarose 5 a 20% da mesma forma que o

ENA nucleolar (Figura 3).
DO

I k (M

rfi do frocSo

FIGURA 3 - Análise ào RNA nucleoplasmático em gradiente
de sacarose. Nucleoplasma isolado segundo.

; , PENMAN. |l968).

) • - . ' ' \ • ' - ; ' • • ' . . • " ' - - ' • •

! Verifica-se aqui (Figura 3.) qüe as frações

de coeficiente..' de sedimentação 28s e 18s apresentam uma

Relação fosfato/metil-l H muito * próxima, ou seja, a meti_

íaçãò é semèlhaKtè em lâmbas/í :;" ~%
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3.2. Da Análise do RNA Nucleolar em Cromatografia

em Coluna de BD-Celulose

0 RNA nucleolar empregado foi obtido por tê£

nica já descrita,a partir de animais injetados com os dois

isótopos radioativos. A cromatografia se processou confor

me MÉTODOS 2.3.114. e é observada na Figura 4.

FIGURA 4 - Cromatografia em coluna de BD-ceíulose de
RNA núclépl&r duplamente marcado.
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A análise por cromatografia em coluna de BD-

celulose (Figura 4) revelou que o RNA nucleolar compreen

de espécies moleculares que são eluídas apenas com uréia

e altas concentrações de NH.C1, condições estas considera-

das características para ácido ribonucleico mensageiro.

Ainda observamos que essa fração,representada pelo pico II,

ê notadamente- submetilada.

3.3. Da Hibridização

3.3.1. Curva de temperatura de hibridização do RNA

nucleolar

0 DííA cromatínico, dissolvido em 0,1 x SSC e

denaturado com álcali, foi colocado em filtros Millipore tî

po GS, 25 mm na quantidade de 50 microgramas por filtro.

A hibridização foi feita com RNA nucleolar
32

marcado com fosfato de sódio P (3 horas de marcação), na

proporção de 50 microgramas por filtro, nas temperaturas

de 30, 40, 50, 55, 60, 65 e 68°C (Figura 5). 0 volume de

incubação foi de 1,5 ml em solução de 2 x SSC e o tempo de

incubação foi de 17 horas.

Pelo resultado obtido (Figura 5) verifica-se

que um ótimo de temperatura para a hibridização do RNA nu-

cleolar encontra-se em torno de 55 C Isto está de açor-
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do com trabalhos de GILLBSPIE (1968),em que há citação de

que a temperatura de hibridização deve ser baixa para moljê

cuias de pouca estrutura secundária» e, com a ausência de

estrutura secundaria determinada para o RNA nucleolar de

coeficiente de sedimentação 18S,considerada mensageiro

(BRENTANI, KUBOTA & BRBNTANI, 1972)..

*> TOO

i
• 800

ao so 40 «o

FIGURA 5 - Curva de temperatura - Hibridização entre DNA
cromatínico e RNÀ nucleolar 32p. '-

3.3.2. Tm do híbrido

Bmpregou-sé filtros contendo híbridos resul-

tantes dar reação entre DNA de cromatina e RNA nucleolar
3 2 ' '"" • ' - ' < « • '• ' •'-' ' ' '•"•'•'" '-• ' ''"•••.•

Pfaò nível de "saturação. A Figura 6 mostra o comporta-

mento térmico destes híbridos.
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TavfCI

FIGURA 6 - Determinação do Tm do híbrido

Verifica-se que o Tm do híbrido formado en-

tre o DNA de cromatina e o RNA nucleolar é de 75' 0 (Figu-

ra õ), vai,or este bem próximo daquele do DNA de cromatina

que ê de ãe°C (BRENTANI, 1971*- resultados não publicados).

Além do valor de Tm, um outro indicio da

grande complementaridade entre o RNA e o DNA envolvi -

dos na reação de hibridização ê a forma da curva,que aprè

senta grandes aumentos dentro de uma faixa estreita de va

riação de temperatura,como o esperado para o parèamento de

estruturas altamente complementares.

3.3.3. /Hibridização hêteròlogá

: Realizamos aqui uma comparação entre as rea

de hibridização do RNA; nucleolar duplamente: marcado

T™~~
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com DNA de Bacillus subtilis e DNA de rato.

O DNA de cromatina empregado foi o descrito

anteriormente e o DNA de B. subtilis foi gentilmente cedî

do pelo Prof. Dr. Walter Colli.

0 RNA nucleolar empregado foi obtido segun-

do MÉTODOS,a partir de animais submetidos à injeção intra
32 ~

peritonial de fosfato de sódio P por 3 horas e injeção

endovenosa de metionina metil tritiada por 30 minutos,

8 mCi e 100 jtCi por animal, respectivamente.
Os DNAs foram denaturados em álcali e colo-

cados em filtros Millipore tipo GS, 13 mm;a quantidade de

RNA nucleolar empregada foi de 125 microgramas por filtro,

sendo a incubação feita por 17 horas a 55 C num volume de

1,5 ml de 2 x SSC.

A Tabela IV representa a média de três expe

riências.

TABELA IV

DNA
cpm RNA hibridizado/filtro

3,, 32,,

B. subtilis

Rato

3

23

0

518
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Observa-se que não há reação de hibridização

do ENA nucleolar com DNA heterólogo.

3.3.4. Comparação da reação de hibridizaçao do RNA

nucleolar com os DNAs nuclear e cromatínico

0 RNA nucleolar foi extraído e purificado co

mo nos experimentos anteriores,a partir de animais submeti^
~ 32

dos à injeção intraperitonial de fosfato de sódio P e

sacrificados 60 minutos após. A atividade específica do

material foi de 1000 cpm por micrograma.

0 DNA nuclear (Figura 7) foi purificado con

forme descrito em MÉTODOS 2.3.7.1. a partir de núcleos

2.3.1.1.

0 DNA de cromatina (Figura 8) foi purifica-

do da mesma forma.

Em ambos os experimentos a reação de hibridi^

zação foi realizada a 55°C por 17 horas num volume de i.-acu

bação de 1,5 ml de ..2 x SSCOs filtros, contendo lOyg de DNA

denaturado com álcali, foram ido tipo GS, Millipore, 13 mm

e, após a reação,foram lavados com 2 x SSC e submetidos ao

tratamento enzimático com RNase (30 yg/ml da solução de

lavagem, • que ê da,ordem de 10 ml por filtro).

. STBBLB (1968) refere-se à saturação do • DNA

total com RNA ribossômico nucleolar 28S ao nível de 12 yg

Ü

0
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/»gRNA

EIGURA 7 - Hibridização do RNA nucleoj.ar com DNA de

32p

E .
5 i»

FIGURA ft ~ Hibridização do RNA nucleolar de cromatina
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de RNA aproximadamente. Como em nossos experimentos uma

quantidade de 100 y.g pode representar um valor próximo da

saturação, isto constitui um indício de que não estamos

hibridizando apenas RNA ribossômico.

0 experimento realizado com o RNA nucleolar

contra DNA cromatínico (Figura 8) tem por objetivo demons

trar a possível origem cromatinica do referido material.

Podemos observar por esta reação que a curva obtida foi

semelhante à com DNA nuclear (Figura 7)» o que sugere que

o RNA nucleolar envolvido na reação de hibridização não ê

determinado por cistrons de origem nucleolar.

3.3.5. Análise de DNA em gradiente de equilíbrio em

CsCl

3.3.5.1. Do DNA de cromatina

0 DNA de cromatina foi submetido ao fracio-

namento em CsCl conforme descrito em MÉTODOS 2.3.10.1.

Foram aplicadas 200 ug de DNA dissolvidas

em 0,1 x SSC. Após céntrifugação ininterrupta por 40 ho-

ras a 42.000 rop.m. a 25°Ç. na ultracentrífugà Spinco mode

Io L, foram coletadas frações (36 em média), determina-

das as absorbâncias respectivas a 260 nm e também os indi

ces de refração para posterior cálculo das densidades.

As fraçcjes de DNA obtidas foram também sub-

metidas à denatüração com álcali e colocadas individual -
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mente sobre filtros Millipore, tipo GS, 13 mm, para o pr£

cessamento da reação de hibridização com RNA ribossômi-

co (Figura 9).

HOSS

FIGURA 9 - Análise.do DNA cDomatínico em CsCl - Cálcu-
lo da densidade e reação de hibridização com
r R N A . -• " - .-.''..•. 1 .'•• '.-•• •'•-•- • - . • ' • • • . . ' " , " L •

0 RNÀ ribossômicó foi obtido pelo MÊT0E>0

2.3.4.l., a partir dé animais iparciaimente hèpatectomiza
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'dos (HIGGBNS & ANDERSON, 1931) que receberam por 4 dias,

apôs a operação, injeção diária de 250 yCi de metionina

metil tritiada por via endovenosa. 0 sacrifício foi no

quinto dia, quando apresentavam alto grau de regeneração

hepática.

Pode-se observar um perfil aproximadamen

te simétrico do DNA (Figura 9), e a densidade calculada

é 1,-703 na banda principal, estimada pela fórmula de

VINOGRAD & HEARST, através dos índices de refração me-

didos .

0 conteúdo de GC,estimado pela relação li-

near de SCHILDKRAUT, foi de 43%.

Quanto à hibridização, observa-se que não

houve reação com o rRNA o que significa que este compar-

timento nuclear não está contaminado por cistrons de

rRNA.

3.3.5.2. Do DNA de nuclêolò

A análise do DNA nucleolar em gradiente de

CsCl foi realizada da mesma maneira que o DNA cromatíni-

co e pode ser observada ha Figura 10. Assim, determinou

se a absorbância das frações de 260 nm, seus íháices de

refração para cálculo das densidadese teor de (GC).

Ainda realizou-se hibridização das frações

com RNA ribossômico marcado com metionina-metil tritia-

.da, preparado como o anterior t ,; ,
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Ml
JlOnm

• 5 ST"

FIGURA 10 - Análise dp DNA nucleolar em CsCl - Cálculo
da densidade e reação de hibridização com
rRNA.
Cutrva 1 - D.O.; Curva- 2 -P ; Curva 3 - Hi-
bridização

--..•-• OÉserva-se»nitidamente» nã :Qurvá 1 da Figu

ra 10,uma região de alta densidade que corresponde àô

DNA satélite nucleolar, fato este, já observado por inô,

meros pesquisadores (BUSCH & SMETANA,.!97P; BIRNSTIBL,,
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0 cálculo da densidade foi feito como descia

to anteriormente e obtivemtís para o satélite um valor de

1,728 e para a banda principal, 1,702 (Curva 2, da Figura

10).

0 conteúdo de (GC)festimado pela relação li-

near de Schildkraut, foi de 6b% para o satélite e 4255 para

a banda principal.

Quanto à hibridização, observa-se que houve

reação apenas na região do satélite (Curva 3 da Figura 10).

Realizamos este experimento de hibridização

do DNA nuçleolar com o rRNA para facilitar a hibridização

do RNA ribossômico, com o qual encontramos dificuldade na

obtenção de atividade específiéa apreciável que nos possi

bilitasse detectar a reação de hibridização. Mesmo assim,

òè?valores encontrados são relativamente baixos.

3.3.5«3> Hibridização' das frações obtidas em gradien

te de CsCl do DNA (croiratínico com RNA núcleo

, lar duplamente marcado
• • . • • • . ; ~ ' " ' ' ' • . ' ' ' • • ' ' ' ' • | - - • - . ' .

•;i 0 RNA nueleolar foil obtido, como já descreve
- , • ' ", • ' ' • • • ":'•- • - ' - ¥ " • ' • • ' ' • „ , " • " • " ' •

mos, a partir de animais submetidos à.. injeção intraperito-

nial: de fosfato de sódio P (8 m|i/animal) por 3 horas e

injeçaS^endovenosa de metioniná metil tritiada (100

ry o "43 çw mal) por 30 iiiintitos antes do ;sacrifício,
' • í ' - ^ 3 ' ' • • • « - ' - • ' ~x l '.- ' . . • • - \ •* ' ' ; : . , • ' . . . ' ; | • ••'..-'.- s
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0 RNA» nucleolar foi submetido à reação de hi

bridização com as frações do DNA cromatínico nas tempera-

turas de 55°C e 68°C, favoráveis, respectivamente, à rea-

ção da fração mensageiro e ribossômico, conforme demons -

trado na Figura 11.

FIGURA 11 - Reação de hibridização do DNA cromatínico
fracionado em CsCl com RNA nucleolar dupla-
mente marcado a 55°C e 68°C.
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Observa-se pela Figura 11 que a hibridiza-

çao do ENA nucleolar duplamente marcado à temperatura de

55 C ê bem mais eficiente que a de 68 C. Isto confir-

ma os dados Cde que a molécula de mRNA, de baixa estrutu

ra secundária, reage à temperatura inferior àquelas en-

contradas para moléculas de alto grau de estrutura se-

cundária,como o RNA ribossômico.

Quanto à reação de hibridização da porção

metil marcada, verificou-se que foi praticamente nula,

mostrando que não ocorre formação de híbridos com rRNA

quando se usa , DNA de cromatina.

3.3.6. Comparação entre as reações de hibridiza-

ção do RNA nucleolar e RNA nucleoplasmáti-

co com DNA cromatínico.

0 DNA foi submetido à denaturação com álea

li, conforme descrito em MÉTODOS 2.3.8.1. e imobilizado em

filtros Millipore tipo GS, 13 mm,na concentração de 2,0

vg por filtro.

Os RNAs nucleolar e nucleoplasmático " fo-

ram purificados a' partir de nuclêolos e nucleoplasma iso

lados conforme PENMAN (1968). Os animais destinados a

sua obtenção foram submetidos ao tratamento com os dois

isótopos radioativos, como descrito anteriormente.
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A reação de hibridização, observada na Figu
o

ra 12, se processou por 17 horas, a 55 C, em 1,5 ml de so

lução de 2 x SSC.

FIGURA 12 - Hibridização do DNA cromatínico com RNA nu-
cleolar (Curva l) e RNA nucleoplasmático
(Curva 2).

Já foi provado experimentalmente que a frei

ção 18S nucleolar apresenta estrutura física diferente da

fração 18S nucleoplasmática (BRENTANI, KUBOTA & BRBNTA

NI, 1972).
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Observamos também que a fração 18S nucleolar

se apresenta notadamente submetilada quando comparada com

a nucleoplasmática.

Apesar de todas as evidências citadas foi

conveniente demonstrar o comportamento desses dois compar-

timentos nucleares quando hibridizados com DNA cromatínico,

experimento este muito importante também para salientar a

inexistência de contaminação dos dois compartimentos cit^

dos.

A comparação da capacidade de hibridização

dos RNAs referidos revela maior eficiência para o nucle£

lar (Figura 12), sugerindo que o material aí encontrado não

pode resultar de simples contaminação da fração nucleolar

por RNA nucleoplasmático.

3.3.7» Determinação do plateau de saturação e seu

recíproco - Hibridização entre DNA de croma-

tina e RNA nucleolar

0 DNA cromatínico empregado foi preparado de

acordo com a descrição anterior e o RNA nucleolar foi obtî

do a partir de animais submetidos ao tratamento com fosfa-
32

to de sódio P (8 mCi/animal), por via intraperitonial, 3

horas antes do sacrifício.

0 DNA foi denaturado com álcali e colocado em

filtros Millipore tipo GS, 13 mm na quantidade de 5ygpor
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filtro. A reação de hibridização se processou a 55 Cf por

17 horas, em um volume de 1,5 ml de 2 x SSC, com quantida-

des crescentes de RNA (Figura 13).

•M

roo

•oo

• u

400

soo

FIGURA 13 - Curva de saturação - DNA cromatinico e RNA
nucleolar

Observa-se um aspecto satisfatório, pois apja

rentemente a reação de hibridização está próxima dos va-

lores de saturação (Figura 13). Para demonstrar este fa-

to, construímos um gráfico representativo dos recíprocos

dos valores obtidos, para determinar o valor real da satu

ração.

Recíproco do plateau - Cálculo da saturação

Baseamo-nos aqui em trabalho de BISHOP(L969).

Para uma boa compreensão da Figura 14, apresentamos a Táfce

Ia V mostrando os resultados obtidos na experiência aci-

ma e os cálculos efetuados com base neles.
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TABELA V

Cálculo do valor de saturação

h

10

20

40

60

80

100

cpm RNA hibrdizado

230

380

480

550

570

700

r

0,085

0,14

0,16

0,20

0,21

0,2/

h/r

118

141

250

300

380

400

onde: h - concentração do RNA marcado (y g/ml)

r

cl "̂

hibridização (pg de ENA hibridizado por yg
de DNA)

atividade específica do RNA hibridizante
(cpm/yg) - em nosso experimento, a = 2660
cpm/vtg.

FIGURA 14 - Recíproco do Plateau de hibridização
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Sabe-se que r representa o valor de satura

ção, que ê a hibridização máxima obtida por extrapolação pa

ra a concentração infinita de RNA e ê obtido como o recí-

proco da queda de h/r contra h.

No nosso experimento, a partir da Figura 14;

tg o = 3,66

Como tga =

Isto significa que se atinge a saturação quan

do empregamos, aproximadamente, 100 microgramas por ml de

RNA nucleolar para 5 microgramas de DNA cromatínico conti

das num filtro.

3.3.8. Reação de hibridização do DNA cromatínico

com as frações de RNA nucleolar duplamen-

te marcado isoladas em cromatografia em

BD-celulose

Como pudemos observar em 3.2., a análise do

RNA nucleolar em cromatografia em coluna de BD-celulose re

velou a existência de dois picos principais constituí -

dos de espécies moleculares que eluem, respectivamente,com

DMSO,e mistura de uréia e NH Cl. Este último apresenta

um material com considerável grau de submetilação^pico II).
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Após a determinação da absôr-bância das fra

ções coletadas, os picos referidos foram reunidos e desti

nados à hibridização com DNA de cromatina. Os resultados

são observados na Tabela VI.

TABELA VI

Hibridização das frações do RNA nucleolar
obtidas em BD-celulose

UNA ELUENTB H

Pico I DMSO 13

Pico II Urêia-NH Cl 60

110

915

Observa-se que o material contido no pico II

apresenta maior capacidade de hibridizar com DNA de crorna

tina,quando comparado ao. eluido com DMSO que se sabe con

ter mENA além do RNA ribossômico (SAUSBR, 1969).

3.3.9. Reação de hibridização do DNA de cromati-

na com as frações do RNA nucleolar isoladas

em gradiente de sacarose

0 RNA nucleolar foi obtido a partir de ani-

mais submetidos ao tratamento com os dois isótopos radio-

ativos jâ referidos. 0 DNA empregado foi de cromatina.pre^

parado como já mencionamos, denaturado com âlcali e imobi
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lizado em filtros Millipore tipo GS, 25 mm, 50 microgra -

mas por filtro.

A reação de hibridização se processou por

17 horas, a 55 C, num volume de 3 ml de 2 x SSC.

0 RNA nucleolar foi separado nas suas qua-

tro frações principais e os resultados obtidos de sua hi-

bridização com o DNA de cromatina são mostrados na Tabe

Ia VII.

TABELA VII

Hibridização das frações do RNA nucleolar
obtidas em gradiente

COEFICIENTES DE SEDIMENTAÇÃO
DA FRAÇÃO (S)

32p(cpm) 3H(cpm)

45

28

18

7

26 •
32

145

84

0

1

0

0

Pelos resultados apresentados acima observa

mos,como anteriormente,que não há reação de rRNA (que ê

metilado) com DNA de cromatina. Entre as frações isola-

das a que mostrou maior reatividade ê a de coeficiente de

sedimentação 18S, fração esta já caracterizada por nós

como mensageiro, no que se refere às suas propriedades fí

sicas, químicas e biológicas.
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3.3.10. Hibridização competitiva

Em todos os experimentos de hibridização com

petitiva empregamo-s DNA de cromatina preparado como já men

cionamos, denaturado com álcali e imobilizado em filtros

Millipore; tipo GS, 13 mm na quantidade de 2 microgramas

por filtro.

32,
Empregamos RNA nucleolar marcado com fosfa

to de sódio Jtp (injeção intraperitonial de 8 mci por ani-

mal 3 horas antes do sacrifício) sempre na quantidade de

150 (ig por ponto da hibridização, valor este que consti-

tui a saturação do DNA cromatínico, nas condições do experi^

mento. Permitiiu-se a reação dessa quantidade fixa de RNA

nucleolar marcado com DNA de cromatina na presença de quan

tidades crescentes de RNA nucleolar não marcado, RNA ri-

bossômico não marcado e RNA ribossômico pré-incubado, não

marcado.

Os micròssomos e ribossomos foram prepara -

dos conforme MÉTODOS 2.3.3.1. e 2.3.4.1. respectivamente,a

pré-incubação dos ribossomos conforme 2.3.5. e os RNAs,ex-

traídos e purificados como o SNA nucleolar, omitindo-se o

tratamento com QNAse que é, no caso, desnecessário.

A reação de hibridização se processou por 17

horas a 55 C, em 3 ml de 2 x SSC e ê observada na Figu-

ra 15.
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FIGURA 15 - Hibridizaçao competitiva
Curva 1 - RNA nucleolar ^2P e RNA ribossômi-

co pré-incubado
Curva 2 - RNA nucleolar 32P e RNA microssômi

C° 32
Curva 3 - RNA nucleolar P e RNA nucleolar

A verificação da existência de competição en

tre RiNA microssôm.ico e RNA nucleolar marcado (Curva 2 da

Figura 15), atingindo 56% daquela observada entre RNA nu-

cleolar frio e marcado (Curva 3 da Figura 15), demonstra

que ambas as espécies consideradas possuem seqüências de

nucleotídios em comum, sugerindo -um fluxo de RNA do nu-

clêolo para o citoplasma, conforme postulado em nossa hi-

pótese de trabalho. A fraca competição entre RNA nucleo_

lar e RNA obtido a partir de ribossomos pré-incubado(Cur-

va >.l da Figura 15), revela não se tratar de competição
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entre precursores e RNAs estruturais do ribossomo, poden-

do-se explicá-la admitindo contaminação destas partículas

por mRNA não removido completamente pela pré-incubação,



4. DISCUSSÃO

Embora alguns anos já tenham decorrido des_

de que a hibridização RNA-DNA foi descrita pela primeira

vez (HALL & SPIEGELMAN, 1961; SCHILDKRAUT, MARMÜR,FRESCO 8c

DOTY, 1961), as bases cinéticas da reação ainda não estão

perfeitamente esclarecidas. NYGAARD & HALL (1964) mostra

ram que a velocidade inicial da reação ê determinada pelo

produto das concentrações de RNA e DNA, isto sugere que

a reação ê proporcional à freqüência de colisões das se-

qüências complementares de RNA e DNA. Estágios posteri£

res da reação de hibridização, entretanto, parecem ser

mais complexos (BISHOP, 1969a).

A formação de complexos estáveis de RNA com

fitas denaturadas de DNA complementar (SCHILDKRAUT e

col., 1961; HALL & SPIEGELMAN, 1961) fornece uma ensaio

biológico que relaciona o DNA com o produto imediato da

expressão do gen. Na última década, a formação de híbri-

dos RNA-DNA tem constituído parte importante de milhares

de pesquisas e, provavelmente,nenhum outro ensaio tem sido

tão empregado na biologia molecular.

Desde que a química de formação d£ híbri-

do DNA-RNA ê semelhante àquela da renaturação DNA-DNA, a

maioria dos seus aspectos básicos são comuns a esta reação.
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A química de denaturação e reassociação do DNA êdiscutida

em extensas revisões de MARMUR, ROWND & SCHILDKRAUT(1963)

e, FELSBNFELD & MILES (1967)* Muitos químicos ainda acre

ditam que as maiores forças de sustentação de uma dupla

fita de ácido nucleico são derivadas de energia livre de

empilhamento cooperativo (MARMUR e col., 1963; CROTHERS &

ZIMM, 1964)» Pontes de hidrogênio, embora provavelmen-

te importantes para a especificidade da reação, tomam a

menor parte na estabilidade total da dupla hêlice em solu

ção. Em certos casos, alguns agentes químicos e físicos

causam a separação das fitas ou denaturação do DNA. Os

dois agentes mais usados são o calor e pH elevado. Entre_

tanto, algumas moléculas orgânicas são também efetivas For

mamidar em particular, tem sido útil porque a altas con-

centrações causa denaturação à temperatura ambiente (BON

NER e col., 1967; McCONAUGHY e col., 1969), sem cisão in-

tra-fita. Embora a velocidade de quebra de ligações fos_

fodiester ou glicosil no RI"\ seja relativamente vagarosa

nas temperaturas comuns de reação (EIGNER e col., 1961 )tal

quebra tem sido observada com RNA ribossômico (BONNER e

col., 1967; ATTARDI e col., 1965). Portanto, a formamida

ê útil em estudos onde se deseja a recuperação do híbri

do' com RNA intacto ou quando são requeridos tempos muito

longos de hibridização.
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üm processo experimental que ê frequentemen

te empregado ê a reação de quantidades constantes de DNA

(geralmente imobilizado sobre filtros de membrana de ni-

trocelulose) com diferentes quantidades de RNA. 0 resul_

rado ê a curva de "saturação": incrementos iguais e su-

cessivos na concentração inicial de RNA produzem incremen

tos progressivamente menores na quantidade do híbrido RNA-

DNA formado. Observa-se, freqüentemente,que o recíproco

da quantidade de híbrido RNA-DNA formado neste tipo de ex

perimento é linearmente proporcional ao reciproco da con

centração inicial de RNA (LAVALLÊ & HAUWER, 1968; BISHOP,

1969a; BISHOP, ROBERTSON, BURNS & MBLLI, 1969). BISHOP e

col. (1969) fizeram um estudo detalhado do emprego des-

ta relação recíproca na análise dos dados de hibridiza-

ção DNA-RNA.

Hâ dois modelos de hibridização DNA-RNA que

fornecem relações recíprocas lineares: (l) 0 primeiro pr£

põe que a velocidade de formação do híbrido depende ini-

cialmente da concentração do RNA e em segundo lugar de

concentração do DNA (BISHOP, 1969a); foi deütonsteado que

isto não ê uma explicação suficiente. (2) sob certas con

dições e ,considerando que a velocidade de formação do hí-

brido ê proporcional ao produto das concentrações de RNAe

DNA, espera-se uma relação recíproca se for estabelecido

um equilíbrio entre RNA livre e o híbrido DNA-RNA(LAVALLÊ
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& HAUWER, 1968). Este modelo é muito atraente mas ainda

não foi examinado criticamente.

Realizamos a curva de saturação do RNA nu-

cleolar com DNA cromatínico (Figura 13) empregando quan-

tidades fixas deste e crescentes do RNA, na qual alcança^

mos um platô da ordem de 150 ug RNA/5 ug DNA, valor este

calculado através dos recípropos, mostrando que para a

obtenção dos híbridos há necessidade de muito mais mate_

rial do que se fosse RNA ribossômico (STEELE, 1968).

Ê de suma importância salientar que o RNA

nucleolar empregado não está contaminado por RNA da fra-

ção nucleoplasmática. Assim, como controle,isolamos RNA

de nucleoplasma e observamos que a reação de hibridiza-

ção desta fração é duas vezes menor que a do RNA nucleo-

lar com o DNA (Figura 12),mostrando menor conteúdo em

RNA capaz de hibridizar, na fração nucleoplasmática,quan

do comparada à nucleolar.

Muitos fatores afetam a reassociação do

DNA denaturado. Em geral, a temperatura ótima da reass£

exação (Tr) está relacionada com a temperatura de fusão

térmica (Tm) e ê cerca de 25 C mais baixa (MARMüR,ROWND&

SCHILDKRAUT, 1963; MARMUR & DOTY, 1962). A velocidade de

renaturação depende de vários fatores incluindo concen-

tração de sal, conteúdo de G + C e viscosidade do sol-

vente (SUBIRANA & DOTY, 1971; THROWER & PEACOCKE, 1966).
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A reação de hibridização está sujeita às

mesmas variáveis.

Foi demonstrado (GILLESPIE, 1968; CHERRY ,

1966) que a temperatura ótima de reassociação para mRNAs

que, de fato, tem um teor de G + C baixo semelhante ao

do DNA homólogo, ê menor que para rRNAs.

A curva de temperatura de hibridização mos_

tra que o nosso material apresenta um ótimo de reação em

temperatura bem mais baixa do que a do rRNA, sugerindo

mais uma vez o caráter informacional do RNA empregado (Fî

gura 5).

WETMÜR & DAVIDSON (1968) mostraram que a

velocidade de reação era proporcional à raiz quadrada do

comprimento da fita; fita*,» mais longas reagem mais rap.i

damente que as mais curtas. Além disso, a velocidade obe_

dece a cinética de reação de segunda ordem (MARMUR,ROWND

& SCHILDKRAUT, 1963; WETMUR & DAVIDSON, 1968); isto sig-

nifica que a velocidade de reação ê uma função da con-

centração dos reagentes. Segue-se que as fitas de um

genoma complexo renaturarão mais vagarosamente que aque-

las de um genoma menos complexo, desde que todos o» ou-

tros parâmetros, tais como tamanho, concentração total,

conteúdo de G + C, sejam os mesmos (BRITTEN & KOHNE,

1968).
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A relação direta entre o produto da concen

tração de fitas complementares e a velocidade de reasso-

ciação sugeriu que a etapa inicial limitante na reasso-

ciação ê um evento de nucleação causado, pela colisão e

formação de uns poucos pares corretos de bases (MARMUR,

ROWND & SCHILDKRAUT, 1963; WETMUR & DAVIDSON, 1968). A

subsequente reação de fechamento ê presumivelmente rápi-

da e resulta na derradeira formação do complexo estável.

Entretanto, há um comprimento mínimo abaixo do qual a du

pia hêlice não ê estável. Vários experimentos tem sido

efetuados com polinucleotídios sintéticos (RICH, I960;

LIPSETT e col., 1961; LIPSETT, 1964; MICHELSON & MONNY,

1967; NIYOGI & THOMAS, 1967) ou com ácidos nucleicos na-

turais que tem sido aparados para tamanhos definidos (Mc

CARTHY, 1967; NIYOGI & THOMAS, 1967)para estimar este

comprimento mínimo. Estes estudos foram revistos por

WALKER (1969) e THOMAS (1966) e parece que dependendo do

conteúdo de G + C (MARMUR & DOTY, 1962; NYIOGI, 1969;

MOORE & MCCARTHY, 1968), O tamanho mínimo para um comple

xo estável é de 10 a 20 nucleotídios. A estabilidade têr

mica cresce abruptamente para comprimentos maiores de

tal modo que, dependendo do conteúdo de G + C, a estabi-

lidade de uma dupla hêlice complementar de 25-50 nucleo-

tídios se aproxima daquela de qualquer complexo muito

maior (BRITTEN & KOHNE, 1968; LIPSETT, 1964; MCCARTHY. ,

1967; NIWGI, 1969).
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A estabilidade térmica de uma dupla hêlice

de ácido nucleico ê extremamente sensível à presença de

pares de nucleotídios desemparelhados dentro das; fitas

polímeras (BAUTZ & BAUTZ, 1964; KOTAKA & BALDWIN, 1964 ;

MCCARTHY & MCCONAUGHY, 1968; UHLENBECK, HARRISON & DOTY,

1968). As estabilidades reduzidas de alguns complexos as_

sociados,de células de organismos superiores,resultam de

extensos desemparelhamentos variáveis dentro da dupla

hêlice na formação de híbrido (MCCARTHY & McCONAUGHY.1968;

MCCARTHY, 1967; WALKER, 1969).

A estabilidade térmica do híbrido formado

revelou,pelo valor do Tm obtido e pela forma da curva,

uma especificidade altamente satisfatória na reação de

hibridização estudada (Figura 6).

Para verificar a especificidade da reação

de hibridização que estamos medindo, além de examinar a

estabilidade dos híbridos formados, estudamos tal reação

com DNAs heterólogos concluindo favoravelmente pela espe_

cificidade, por não haver reação neste caso (Tabela IV).

Uma característica importante do mRNA é a

submetilação. Sabe-se que o nuclêolo ê sede de metila

ses (BIRNSTIEL, FLEISSNER & BOREK, 1963), enzimas que me

tilam o RNA precursor ribossomal 45S e os seus produtos

35S, 28s e 18s. A única espécie molecular de RNA que

não é metilada ê o mRNA(SRINIVASAN & BOREK,1964;MOORE,
1966).
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Sabendo-se que o RNA nucleolar é uma mistu

ra,era importante examinar o comportamento dos componen

tes na reação em estudo, embora trabalhos anteriores mos_

trassem que o 18s era responsável pelo papel de mensa -

geiro (BRENTANI, 1969; BRENTANI, 1969a).

Assim, o rRNA 28S e seus precursores são me

tilados e o pico 18S ê submetilado (Figura 2). 0 mesmo

nao se verifica para o componente I8s da fração núcleo -

plasmâtica que se apresenta tão metilado quanto o rRNA

28S (Figura 3), tornando pouco provável a contaminação do

material nucleolar por este RNA. Aliás, idêntica conclu

são se pôde tirar da comparação das propriedades físi-

cas destes materiais (BRENTANI, KUBOTA & BRENTANI,1972).

Quando se hibridiza as frações, obtidas

através da sedimentação zonal (Tabela VII)» do RNA nucleo_

lar observa-se que o RNA que reage ê o 18S» sugerindo mais

uma vez que ê mensageiro, firmado ainda pelas caracte -

rísticas da reação de hibridização que são as mais pro-

picias para reagir mRNA.

Resultados concordantes com estes são os

obtidos da caracterização do material em cromatografia em

coluna de BD-celulose e da hibridização de suas frações

com o DNA cromatínico (Figura 4 e Tabela VI, respective!

mente). A BD-celulose ê uma resina que se caracteriza
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pela alta recuperação do material por ela eluído. Sua

resolução parece depender (a pH 7»5) da interação prefe-

rencial de regiões de fitas simples dos ácidos nuclei-

cos com os anéis aromâticos. Portanto, em princípio,uma

diferença estrutural em um RNA pode permitir que ele se-

ja separado dos outros RNAs celulares.

De fato, obtivemos duas frações, uma alta-

mente submetilada (Pico II) e que,hibridizada com DNA de

cromatina,mostra alta afinidade com os seus cistrons,com

parável à da fração nucleolar 18S obtida do fracionamen

to em gradiente de sacarose (Tabela Vil).

Podemos pois afirmar que a espécie molecu

lar responsável pela reação de hibridização ê a fração

mensageiro do RNA nucleolar.

Pode-se usar a reação de hibridização para

examinar a origem do material empregado. Hibridizando o

RNA nucleolar com os DNAs nuclear total e cromatínico

(Figuras 7 e 8, respectivamente) observamos a mesma cinê

tica de reação, o que constitui evidência indireta de

que os cistrons, envolvidos na reação, se encontram to-

talmente constidcstfia fração cromatínica que é o DNA em-

pregado na maior parte das experiêmcias descritas.

A demonstração direta desta origem obtém-

se hibridizando o RNA em questão com frações do DNA obti

das em gradiente de CsCl. Assim, DNA nucleolar (Figura 10)
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e cromatínico (Figura 9), apôs terem sido fracionados em

CsCl, foram submetidos à hibridização com RNA ribossômi-

co marcado, usado aqui como controle. Encontramos rea-

ção no satélite do DNA nucleolar (Figura :.O) como já foi

mostrado em HeLa (ATTARDI, HUANG & KABAT, 1965), fumo

(TEWAr.I & WILDMAN, 1966), bactérias (ATTARDI, HUANG &

KABAT, 1965a; YANKOFSKY & SPIEGELMAN, 1963) e em mamífe

ros (WALLACE & BIRNSTIEL, 1966; RITTOSA, ATWOOD, LINDS-

LEY 8c SPIEGELMAN, 1966; STEELE, 1968).

Observa-se neste experimento mais uma vez

o efeito da temperatura na hibridização do mRNA. Como

observamos na Figura 5, encontramos um ótimo para a rea-

ção do RNA nucleolar com DNA de cromatina ao redor de

55 C. Neste experimento hibridizamos também a 68 C. Ob

serva-se uma queda sensível da reação quando há aumento

da temperatura (Figura 11).

A reação de hibridização presta-se ainda pa

ra pesquisar o destino do material nucleolar.

Sabe-se que duas moléculas idênticas compe_

tirão entre si por um sitio de ligação comum se este for

limitante. Este princípio simples tem sido usado fre-

qüentemente para encontrar similaridades entre duas popu

laçoes de RNA competidoras por um DNA comum. A ocorrên-

cia de competição entre RNA nucleolar e citoplasmâtico
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(Figura 15) se constitui em forte sugestão de que,efetiva

mente,o material encontrado no nuclêolo migra em parte pa

ra o citoplasma.

0 exame da cinêtica de renaturação revela a

existência de diferentes classes de DNA,caracterizadas por

sua velocidade de reassociação. Como ê evidente, esta ê

função da concentração de tais seqüências no genoma, ou

seja, do numero de cópias aí contido (BRITTEN & KOHNE,

1971). Foi assim proposto que existe uma fração de DNA

em eucariotos que contêm extensões de nucleotídios repe-

tidas centenas ou milhares de vezes e que, provavelmente,

pouco diferem umas das outras (BRITTEN & KOHNE, 1968; Mc

CARTHY & McCONMfGHY, 1968; WARING & BRITTEN, 1966). BRIT-

TEN & DAVIDSON propusarasn um modelo que mostra a função pa

ra as seqüências repetitivas no DNA. 0 modelo toma o

sistema de operon original de JACOB & MONOD (1961) e am-

plifica-o para incluir operons múltiplos interatuantes

(BRITTEN & DAVIDSON, 1969). A maioria do RNA que con-

tém " seqüências repetitivas pode incluir RNA de reno

vação rápida que está confinado no núcleo; este RNA nu-

clear parece representar o grosso do RNA que está sendo

sintetizado na célula (DARNELL, 1969; CHURCH & MCCARTHY ,

1967; ATTARDI, PARNAS, HWANG & ATTARDI, 1966). Tal RNA

poderia tomar parte no papel regulatório,ligando-se a sí-

tios específicos do operador sobre os cromossomos (HUANG
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& HUANG, 1969). A presença de seqüências repetidas au-

menta a complexidade das reações DNA-DNA ou DNA-RNA.

A maioria das experiências DNA-RNA reali-

zadas atê agora s6 permitiu detectar hibridização com

seqüências de DNA reiterado, por motivos cinéticos. Is-

to ê, nessas experiências os tempos de reação emprega -

dos e as concentrações de RNA e PNA não seriam suficien-

tes para se observar hibridização de DNA não reiterado,

ou seja, de seqüências únicas (BISHOP, 1968; WALKER,1968;

MBLLI & BISHOP, 1969).

De modo geral, admite-se jSorêm que mRNA é

feito sobre DNA não reiterado. Por exemplo, foi demons-

trado que mRNA de hemoglobina ê determinado por DNA não

reiterado (BISHOP, PBMBERTON & BAGLIONI, 1972). Nas no£

sas condições experimentais, todavia, s6 se pode detec-

tar hibridização com a fração reiterada do DNA.

Podemos imaginar duas explicações para es_

ta discrepância:

(l) Que o RNA envolvido na reação não ê mensa

geiro.

Esta hipótese não parece plausível porque

o RNA I8s encontrado no nucléolo foi caracterizado como

mensageiro através de suas propriedades: (a) químicas -

submetilação (3.1.2. e 3.2.), razão de bases (BRENTANI,
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1969; BRENTANI, 1969a), comportamento na cromatografia em

BD-celulose (3.2.); (b) físicas - titulação potenciomê-

trica e espectrofotomêtrica, cinética de reação com formal^

deido e análise da denaturação térmica (BRENTANI, 1971»

BRENTANI, 1972) e (c) biológicas - hibridização (Tabe-

la VII) e estimulo da incorporação de aminoácidos "in vi-

tro» (BRENTANI, 1969; BRENTANI, 1969a).

Em outro material biológico foi também de

monstrado que o RNA de nuclêolo ê capaz de, quando adici£

nado a um sistema heterólogo de síntese de proteínas, de-

terminar a síntese de uma proteína específica - o coláge-

no (BRENTANI, PERES, ODA & WANG, 1972).

(2) Que os mensageiros possam hibridizar com

DNA reiterado.

Foi demonstrado que grande parte do RNAra

pidamente marcado (presuuivelmente mRNA).obtido de figa

do em regeneração (CHURCH & MCCARTHY, 1967), hibridiza com

DNA reiterado.

Uma demonstração mais convincente ê dada

pela hibridização com mRNA de histona (KEDES & BIRNSTIEL,

1971).

Parece, assim, válido admitir que do nu-

clêolo de fígado de rato se pode extrair um RNA, caracte-

rizado como mRNA, capaz de hibridizar com DNA reiterado e

que apresenta origem cromatínica, destinando-se em parte

ao citoplasma.



5. RESUMO E CONCLUSÕES

5.1. O RNA nucleolar de fígado de rato foi fra

cionado por sedimentação zonal em componentes 45S, 28s,

18S e 10S.

5.2. 0 único componente a se apresentar subme-

tilado foi o RNA 18S.

5.3. 0 único componente capaz de formar híbri-

dos com DNA, nas condições experimentais, foi o RNA 18S.

5.4. A cromatografia do RNA nucleolar em colu-

na de BD-celulose permite a obtenção de duas frações; a

segunda, eluída em condições referidas na literatura, co-

mo próprias para separação de mRNA, apresentou-se submeti^

lada em relação à primeira e foi muito mais eficiente do

que esta na reação de hibridização com DNA.

5.5. A hibridização do RNA nucleolar com DNA

de frações subcelulares sugere uma origem cromatínica pa-

ra este RNA.

5.6. A hibridização competitiva entre RNA nu-

cleolar e microssomal sugere destino citoplasmâtico pa-

ra pelo menos parte do RNA nucleolar.
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