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/ N ABREVIATURAS

DNA - Acidoc desoxirribonucleico
RNA - Acido ribonucleicq
mRNA - RNA mensageiro
TRNA - RNA ribossSmico
tRNA - RNA de transferéncia
DOC - Desoxicolato de sbdio
SDS - Dodecil sulfato de sbdio
ND - Naftaleno dissulfonato de sbdio
PPO - 2,5 Difeniloxazol
POPOP ~ 1,4 bis-2(4 metil-5-feniloxazolil benzeno)
Tris - Tris(hidroximetil)aminometano
RSB - Tampdo Tris/HCl O,0lM pH 7,4, contendo MgCl,
1,5 x 10™M e NaCl 0,01M
HS - Tampdo Tris/HC1 0,01M pH 7,4, contendo NaCl O,5M e
MgCl, O,05M
ATP - Trlﬁosfato de adenosina
GTP - Trifosfato de guanosina
5 TSC - Tampao Tris/HC1l 0,05M pH 7,4, contendo CaCl,
3 x 10~3M e sacarose 0,25M
EDTA - Etileno diamino tetraacetato de sédlo
DNase -~ Desoxirribonuclease
RNase - Ribonuclease
SSC - solucdo de- NaCl 0,15M e citrato de sbébdio 0,015M,
" pH 7,0
(Ge) - Guanina e citosina, conteﬁdo no éc1do nucleico
BD-Celulose - Benzoil-dietil aminoetil- celulose
"DMSO ~ Dimetilsulfbxido
Tm - Temperatura de fuszo
=~ -~ Tr - Temperatura de- ‘reassociacao-
"~ TCA - Acido tricloroacético
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1. INTRODUGAO

Um dos aspectos mais importantes da biolo-

gia molecular & o estudo da sintese proteica.

Para a constituig3o de uma proteina os anmi-
noédcidos devem ser ordenados numa sequéncia determinada.
Como se explicaria a estabilidade e perpetuacao desta
sequéncia ou da informagao a ela relativa numa dada es-

pécie celular?

Torna-se evidents que esta informagao deve
estar contida numa macromolécula estével e capaz de so-

breviver & divisao celular.

0 Gnico material biolbgico que apresenta

tais propriedades & o &cido desoxirribonucleico - DNA.

De fato, a vinculagao da informacdo genéti-~
ca ao DNA foi estabelecida por AVERY & McCARTHY (1944)
em seus experimentos com pneumococos v1ru1entos e nao vi=-

rulentos.

Sabe-ze, porém, que o depésito da informa—

cao genética estd localizado no DNA nuclear e que a sinte-
se proteica ocorre, pr1nc1palmente, ao nivel mlcrossﬁmi fgg
éco (HULTIN, '1950; BORSOOK, 1950).

Foi- demonstrado que o DNA 56 pode ser usadol

©  como 1nformagao para ~a sintese de proteinas -em C1rcuns -

. '
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N & téncias artificiais que envolvem a denaturagdo da molécu
| la e a presenca de antibibtico no meio de incubagio
! (HOLLAND & McCARTHY, 1966).

H& que postular, portanto, um intermediério

o que & produzido no nficleo sob a direcao do DNA e que pos—
;L» teriormente, vai ao citoplasma onde & traduzido em  pro-

teina. Este intermediério de fato existe e &€ o RNA.

Pode-se, entdo, estabelecer o que se chama

de "dogma central®. Este estabelece que a informacao ge-

nética para a sintese proteica & transmitida do DNA para
o RNA e deste para a proteina, resumindo ¢s trés pro-
cessos fundamentais da preservacao e transmissio da in~

formacao genética, ou seja:

, , a) replicacdo - cbpia do DNA visando a  forma-
y cao de moléculas filhas;

o b) transcrigdo - passagem da informacdo ge¢ 2€ti
o blLk ca contida no DNA para o RNA;
i - - c) tradugdo - a informagdo genética & converti
"1_E - . da no alfabeto de aminoécidos que estfuturam,as~ protei-
o ‘ L nas., . . t g ' ) ‘

)

Os mlcrossomos, sede do processo de sinte-

apugrrint St A

kf; n §\: '\se protelca, quando tratados com detergente (desoxicolato
- f ' de =6d10) e submetldos a ultracentrlfugagao, ao.frac1ong:
sdos em particulas menores,'os rlbossomos. E:tes tem a

’.“aparénc1a de pequenos granulos quando observados ao nivel

I

P
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submicroscbpico e sdo, essencialmente, constituidos de 50%
de proteina e 50% de acido ribonucleico (PETERMANN &
HAMILTON, 1955).

Varios fatos suscitaram dGvidas quanto & fun
¢ao do RNA ribossfmico (rRNA). Seria ele o portador do cb

digo genético?

Estudos da proporgao de bases do rRNA mostu_
ram que isto nao seria possivel, uma vez gue sua razao de
bases era totalmente diversa daquela do DNA nuclear (BELO-
ZERSKY, 1960). . ”

A Tabela I fornece a proporgao de bases do
RNA estrutural de ribossomos de alguns organismos e a sua

equivaléncia em DNA.

A hipbtese de JACOB & MONOD foi a  primeira
tentativa para explicar este fato - o da transferéncia da
informacdo genética ao nivel do DNA & proteina, sem a par-
ticipacdo do RNA ribossdmico. Esta transferéncia seria
efetuada por uma classe de acido ribonucleico  denominada

mensageiro.

Esta hipbtese teve confirmacao pratica quase
imediata por BRENNER, JACOB & MESELSON (1961), devido ao

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

ripotos e ser marcado rapidamente por precursores radioati
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A teoria de JACOB & MONCD teve uma importan-—
cia fundamental na genética molecular e serviu como marco
inicial de intensos estudos sobre o &cido ribonucleico mensa

geiro e seu transporte para o citoplasma.

Assim, foi sugerido que o mRNA, produzido no
nfcleo, migra para o citoplasma onde & incorporado  aos
ribossomos Formando agregados subcelulares responsaveis pe
la sintese proteica -~ os polissomos ou polirribossomos(WAg
NER, RICH & HALL, 1962) - o0s quais funcionam permitindo wum
fluxo continuo de mondmeros (ribossomos isolados) ao longo
da molécula informacional, traduziﬁdo—a a medida que sobre
ela deslizam (GOODMANN & RICH, 1962).

Sabendo-se da existé@ncia intranuclear de uma
série de enzimas capazes de atacar o RNA (GEORGIEV, 1967),
pode-se duvidar que a associagao ribossomo — mRNA se efe-

tue ao nivel citoplasmético.

‘Em eucariotos pouca quantidade de mRNA livre
& detectada no citoplasma. Dai surgiu a hipbtese de que
os polissomos j& sairiam formados do nficleo e se comporta
riam como intermedi&rios na transferéncia dos mRNAs re-
cém-forﬁados do nficleo para o citoplasma (BACH & JbHNSON,
1966). ‘ - o

Mesmo -em sistemas bacterianos, que ndo apre-

sentam membrana nuclear, foram encontrados complexos entre

" DNA, RNA mensageirore_ribpssomoGBYRNE e col., 1964).
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Poder-se-ia supor, entao, que 0s ribossomos
nucleares seriam responsiveis por esta associagdo, "in vi
vo', havendo formacdo de polissomos intranucleares que
iriam para o citoplasma passando pela membrana nuclear Con
vém citar aqui que j& foi descrita a passagem de rRNA es-

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

A0 mesmo tempo, tem-se mostrado que oOs po-
lissomos n3o sao estruturas obrigatdrias para a sintese
proteica. Ribossomos simples -monossomos -~ isolados de
figado ou mhsculo s3o ativos em sintese polipeptidica "in
vitro". Experimentos de LAMFROM & XNOPF (1964) mostra-
ram que mondmeros de reticuldcitos sdo auto-suficientes na

sintese de cadeias de hemoglobina.

H&, ainda, outra teoria a respeito do trans
porte de mRNA - seriam particulas de ribonucleoproteinas
(RNP) as carregadoras do wmRNA. Estas particulas s3o deno

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

lhantes as sub-unidades ribossomais, embora com menor coeg -

ficiente de sedimentacao.

Estas evidéncias tem sido suportadas experi
mentalmente por vArios trabalhos: INFANTE & NEMER (1968)
identificaram particulas com as caracteristicas dos infor

mossomos em embrido de ourico do mar, e HENSHAW (1968) as

encontrou em células de figado de rato.

St R T IeoT o T
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Embora exista profusao de dados sobre a sin-
tese proteica, vemos que h& um conflito de idéias no que
se refere ao caminho do mRNA desde o seun local de origem

até o alvo citoplasmético.

. 0 encontro, em nucléolo de figado de rato, ;
‘ de um RNA capaz de estimular a incorporacdo de aminoéci-
dos em ribossomos carentes de mensageiro endbdgeno (pré~in-
cubados) (BRENTANI, BRENTANI & RAW, 1964, 1967; BRENTANI,
1966) sugeriu hipbétese de trabalho na qual o nucléolo esta ?
ria envolvido no processamento do RNA mensageiro (BRENTA-
NI, 1968).

Assim, o mRNA se associaria a ribossomos neo
formados em cuja sintese o nucléolo desempenha importan~ ‘

. te papel (PERRY, 1960). 5

- PERRY (1960, 1961) obteve considerével que- !
| da na sintese do RNA celular (70% do RNA citoplasmé&tico e ‘
30% do RNA nuclear) apds irradiar nucléolos com um micro

feixe de raios ultravioletas.

Foi cbservada a auséncia de nuclé&olos em mu-
/

tantes letais de Xenopus laevis que carentes desta organe

la, ndo possuem ribossomos (BROWN, 1964).

Experimentos de SCHERRER & DARNELL (1962) de
monstraram a existéncia de um RNA de coeficiente de sedi-

mentagcao 455 no nucléolo que, posteriormente;foi identifi-

e reem . e = e e R T e e LT g IR AN ST St ST o 2 S e
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cado como sendo o precursor dos RNAs ribossomais em expe-
riéncias envolvendo inibigdo por Actinomicina D (SCHERRER
& DARNELL, 1963 ).

Foi observado, por anélise de sedimentagEOZQ
nal em gradiente de sacarose, o encontro de trés classes
distintas de RNA em nucléolo de figado quanto ao seu coe-

v ficiente de sedimentagdo: 288, 355 e 455. Além destes, ou

tros RNAs de coeficiente de sedimentacao '4s e 78 foram en

contrados e caracterizados como sendo RNA de transferén !
cia (tRNA) por NAKAMURA, PRESTAYKO & BUSCH (1965) mostran
do mais uma vez a importéncia do nucléolo em relacao ao

seu contefido em &cidos nucleicos.

Além das espécies acima descritas foi também
referido o encontro em nuclé&olo isolado de mRNA caracteri-
zado como tal pelo seu efeito estimulatbébrio sobre a incor- i

poragao de amino&cidos "in vitro" (BRENTANI, 1964).

Quando éeAcompara o efeito estimulatdrio da
incorporagéo de aminolcidos "in vitro" dos trés. comparti’
mentos nucleares: cromatina, nucleoplasma e nucléolo(BREN
TANI, 1967), verifica-se ser este filtimo o mais rico em
MRNA. | '

Como o nucléolo tem também capacidade de sin
tese (BIRNSTIEL & HYDE, 1963; DESJARDINS & BUSCH, 1964;ZIM

s P

‘MERMAN.,, 1969) de proteinas estruturais dos ribossoﬁos,; &

J— B— e T AV AL Sy € e e s e e o v
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importante mostrar que o mRNA ai localizado nao se desti-
na exclusivamente ao consumo endbgeno, mas também as ativi

dades sintéticas citoplasmaticas.

Nos trabalhos realizados em nosso laboratd-
rio, o mRNA nucleolar foi caracterizado inicialmente pelo
estimulo da incorporagao de aminoicidos por ribossomos ca-

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

Como af se encontra uma mistura de RNAs es-
truturais de ribossomo, mMRNA e tRNA foi necessério fracio
nar essa mistura analisando separadamente cada componente
e caracterizando o mRNA encontrado. Andlise por sedimenta
¢ao zonal em gradiente de sacarose revelou a.ekisténcia de
quatro espécies moleculares de RNA nucleolar - 45S, 28s,
185 e 75 (BRENTANI, 1969). ,

Os resultados obtidos do estimulo da incorpo
ragao de amino&cidos por essas fracdes s3o apresentados na
Tabela II. '

Estes resultados sao fortalecidos pelo traba
1ho de AKINO & AMANO (1970) em hepatbécitos, onde eles com-
param a capacidade de estimular a incorporagao de aminoi-
cidos "in vivo" nos diferentes compartimentos nucleapes?ng o
cléolo, cromatina @ suco nucleér. A atividade de modelo

" do RNA nucleolar foi mais alta do que a dos RNAs cromatini

co e nucleoplasmatico. Experimentos com resultados~semee




-10-

lhantes foram 7realizados com células de tumor Walker

(SAMION, & BUBCH, 1967).

TABELA II

Efeito estimulatbdrio de fragOes do RNA
nucleolar sobre microssomos pré-incubados.

ADICAO DO RNA v/,

RNA total nucleolar 1,9 onde V/V & igual
a razao Centre as
458 1,1 veloc1dades de rea
¢cao de Microssomos
28s 0,9 pré-incubados na
presenca e na au-
18s 1,8 séncia do RNA nu-~
cleolar adicionado
108 1,4 ou de suas respec~

tivas fragoes.

78 1,1

288 rRNA 1,1

Outra evidéncia da ex1sténc1a de mRNA nc nu
cléolo é fornecida pelos experlmentos reallzados com hete
rocariotos formados pela hlbrldlzagao de nficleos de eri-
trécitos aviérios e células humanas ou de camundongos(HAR
RIS, 1971). o

Nestes heterocariotos Observa-se'a sintesede

prdteinas ave-especificas somente quando o nucléolo do

\’eritrbcito estd ativado. Nestas condicdes h& um F£luxode
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RNAs para o citoplasma, ndo s6 dos nucleolares, como tam~

bém de outros compartimentos nucleares. Uma das possi-
veis interpretaglOes para esta experiéncia & de que os men
sageiros especificos necessitam de atividade nucleolar pa

Ta Sua expressao,

Para a caracterizacdo mais completa do po-
der informacional de um ribopolimero devemos aplicar ou-
tros critérios além da capacidade de estimular a incorpo-
racac de amino&cidos, sendo um destes o estudo da estru;

tura fisica.,

SINGER, JOHNES & NIREMBERG (1963) mostraram

que ©0 poder informacional de polirribonucleotidios sin-

téticos & inversamente proporcional & sua complexidade
estrutural.

O exame da estrutura fisica:. do mensageiro
de hemoglobina, finico até o momento estudado, revela éscag
so conteido de pontes de hidrogénio (11%) (HUNT.&  LAY-
Cack, 1969).

0 exame da estrutura Pisica da Ffracao nucleo

lar 185, através de c¢inética de reagEq com formaldei~
do e troca hidrogénio - tritio,  de perfil de denatura~ -
¢ao térmica e de titulacdo potenciométrica eéspectrofotg

métrica, revela apenas 12% de pontes de hidrogénio(BREﬂ\v
TANI, 1971; BRENTANI, KUBOTA & BRENTANI,‘l972),‘;confir-
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mando o carater informacional sugerido pelos experimentos

de incorporagao de amino&cidos.

Como uma fracao de RNA com caréter informa-~
cional pode ser fruto da traducdo de varios cistrons{a sua
razdo de bases deve refletir a do DNA que lhe deu origeme
seri tanto mais prbdéxima do DNA quanto maior a porgao do
genoma que foi replicado. A anilise da razdo de bases da
fragdo de coeficiente de sedjmentac3o 18S nucleolar é
mostrada na Tabela III.

TABELA IiT

Razao de bases da fragdo 188 nucleolar

NUCLEOTIDIOS \ %

AMP ' 21
33
26

CMP .20

onde -A:U/G:C = 1,17, valor este bem diferen-
te do RNA c1toplasmat1co, que & igual a 0,88
(BRENTANI, 1969) e préximo do gue caracteri-
za o DNA nucleolar de figado de rato onde
_A:T/G:C = 1,32 (BRENTANI, BRENTANI & LEMOS,
1968).

Num processo anélogo ao da renaturacao do

DNA pode~-se associar moléculas de RNA com os.cistrons de
‘ que se originaram,. formando—se hibridos.- L e ’
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Usando~se RNA de atividade especifica conhe
cida e sendo a reagdo de hibridizagdo estequiométrica, po
de-se calcular a quantidade de RNA envolvida na réagao e,
portanto, determinar a representacdo génica do RNA empre-
gado. |

Experimentos preliminares (BRENTANI, 1969)
sugerem que a representagao génica do RNA 188 nucleolar
& muitas vezes maior do que a do rRNA (STEELE, 1968).

Esta reacao de hibridizacao pode ser enpre-

gada para estudar a origem do RNA .mensageiro nucleolar,

uma vez que a cromatina associada ao nucléolo n3o con -

tém apenas os cistrons para os RNAs ribossomais (BUSCH,
1970) existindo ainda, prdcediméntos para separé-la da
cromafina propriamente dita. .

A analogia entre dois 4cidos ribonucleicos.
pode ser determinada por experimentos de hibridizagao com
petitiva. Empregando uma quantidade constante de uma
espécie molecular de RNA radiocativa e quantidades cres-
centes de outra espécie n3o marcada, haveri reducdo pro-
gressiva da\radioétividadevse amﬁas,.as moléculas,’ forém"

- complementares ao mesmo cistron do*DNA emprégado.\
No presente trabalho pretende-se. caracteri-
- zar’ mais intimamente o processo de hibridlzagao dO'DNA
‘nuclear com © RNA, estudar a origem do material nucleolar'
por hlbrldlzagao e, flnalmente, por. experlmentos de compe
*thaO tentar demonstrar o destlno c1top1asmét1co deste ma

terlal.




2., MATERIAL E METODOS
2.,1. MATERIAL
. " - 5 M
_ Desoxicolato de sédio (DOC) - proveniente da
o Difco Laboratories U.S.A.
<. Dodecil sulfato de sbdio (SDS) - fornecido
f pela QEEL (Sao Paulo) - recristalizado no laboratdrio se-
: gundo ¢ método de CRESTFIELD,ALLEN & SMITH (1955).
:Q Fenol - procedéncia Malinckrodt, destilado no
ff laboratério e consewvado em frasco &mbar, a 4°C.
;3 ‘Bentonita - obtida da Fischer Scientific Co.
U. S -A\o\ ' ’
gl ) Metionina - metil tritiada uniformemente mar
1f . cada. com atividade especifica de 1,0 mCi/ml, obtida da
: Schwarz Bioresearch Inc. U.S.A. '
: Albumina, Ribose, Desox1r1bose, Ribonuclea-
ﬁ se (E C 2 7 7 16) - obtldos da Slgma Chem. Co., U.S8.A.
f - FosEato de sbédioc 32P - fornec1do pelo Insti-
i i tuto de Energla Atomlca, Sao Paulo. ‘7'-
‘i B Pronase - Obtlda da.Calblochem, Califorpia,
o 1 ~:W;] R Desox1r1bonuc1ease - eletroforetlcamente pu~
]f 'ira - procedénc1a Worthlngton B;ochemlcal Co. . S A.
& l"{, ) N ‘
i} ; 1 - :
B S
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Naftalend dissulfonato de sb6dio - obtido da
Eastman Kodak, U.S.A. '

Triton X-100 - fornecido por Rohm e Haas,
UOS'A'

Tween 20 - Polioxietiieno 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 prd-andlisee
a &gua empregada no preparo das solugoes, bidestilada em

aparelhagem de vidro.

2.2. .ANIMAIS

Foram utilizados ratos da raga Wistar forneei
dos pelo Biotério da Faculdade de Medicina,, e submetidosno

minimo, por 30 dias a uma dieta especial rica em proteinas.

Os animais eram sacrificados por concussao ce
rebral e os figados perfundidos "in situ" pela veia porta,
com solugao gelada dé NaCl P1q1016a1ca (0,14 M) contendo

0, 2 mg/ml de bentonita.

0Os figados, a segulr, eram remOV1dos, coloca

fdoc em gelo e picados com uma teqoura de pontas flnasa

SomTERS
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As preparagoOes foram efetuadas, em todas as

rio.

2.3. METODOS

2.3.1. Preparagao de Nficleos

2.3.1.1. Método de H¥MER & KUFF (1964)

Os figados eram homogeneizados num homogenei
zador tipo Potter, dotado de um pistilo de teflon, adapta-
do a um motor Cenco "stirrer" de baixo torque, em nove vo

lumes de sacarose 0,25 M contendo MgCl2 2 X 10'-3 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 centrifuga International Equipment Co.

’ 0 precipitado obtido era suspenso numa solu-

cao de sacérose 0,25 M conténdo detérgente Triton X-100.

0,5% (V/V)’e 1,0 x 1073 M/l‘de‘Mgdlé'g,submetido_a agita~

gao por 10 minutos.

Esta extragao era felta trés a quatro vezes .

-3-.

_ﬂtuido de nﬁcleos.f

3 o - « ~e
etapas, em camara fria a 4°C, salvo especificagao em contrd

pvec1pltado flna1 era, suspen:o em qacaroqe oF 25 M con'
: 7tendo MgCl l 0 x 10 M. ‘A suspensao era centrlfugada ,a,‘

2. 000 r.pem. por 10 mlnutos e o prec1p1tado flnal consti

U‘ *»ﬁhﬁ’?emnz:wqw;%”,:’,. et ~‘r~' R
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NGcleos extraidos por este método foram

pre destinados & purificagao de DNA por conter Triton

sem

que

;ﬁ & considerado um inibidor de desoxiribonuclease. i

2,3.1.2. Método de PENMAN, SMITH & HOLTZMAN (1966) |

Os figados eram homogeneizados em 5 volu-

mes de um tampao Tris/HCl1l 0,01 M, pH 7,4 contendo MgCl

2
1,5 x 107> M; NaCl 0,01 M e bentonita 0,2 mg/ml

(Tampao
RSB) e o homogeneizado, apbs ser filtrado ~m gaze (8 cama-
das), era centrifugado,durante 10 minutos,a 2.000 r.p.m.

(700 g) na International.

O precipitado assim obtido era suspenso em
igual volume do tampao RSB, adicionando~se a seguir uma so
lugdo de detergentes (DOC a 10%: uma parte e Tween 20 a 10%: L .

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

ml delsuspensao nuclear e,novamente centrifugado nas mes- I T
mas condigdes.

0 precipitado final era constituido de nf- ! ¥
cleos puros. -

Método de CHAUVEAU, MOULLE & REULLIER (1956) -

2-3-1-3.

¢ o e e T

PR Mol

L . Os ffgadoe homogenalza os em nove volu mes de
; R - sacarose 0,25 M contendo CaCl2 1,8 x 10 -3

mg/ml eram centrlfugados, apbs flltragem do homogenelzado,

M e bentonlta o, 2

P

_em uma Internac1ona1 POP 10 mlnutos a. :.000 r P m.

g e g g A e

j‘ ¥ St S o
&
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0 sobrenadante era aspirado com uma bomba de
S vacuo, suspendendo-se o precipitado, com a ajuda do mesmo
motor empregado na homogeneizagao dos figados, em 9 volu~

mes de sacarose 2,4 M contendo CaCl2 1,8 x 10-4 M.

A suspensao era centrifugada durante 60 minu
tos no rotor 30 da ultracentrifuga Spinco modelo L a 21.000
r.p.m. (40.000 g no raio médio) e,o precipitado de nficleos
puros obtido,era lavado uma vez com uma solugao de sacaro
se 0,88 M e centrifugado na Internacional a 2.000 r.p.m.

(700 g),durante 10 minutos.
2.3.2. Preparagdo de Nucléolos ‘ ‘
2.3.2.1. Método de STEELE, OKAMURA & BUSCH (1965)

i Os ntcleos, preparados pelo método de HYMER
S & KUFF (1964), eram extraidos duas vezes num volume de tam-
. pao Tris/HCl 0,05 M pH 7,4, contendo NaCl 0,14 M, MgCl, .

1,0 x 103

Y

M, equivalente a 0,5 ml/g de figado.

0 precipitado,obtido na centrifugagao destes
.extratos a 2.000 r.p.m. duraﬁte 10 minutos,era ressuspen
] » SO no mesmo tampao num volume correspondente a 0,2 ml/g de
ﬁ‘ 4 .Eigado, ao qual se adicionava, lentamente, e com agitagao - \
i | constante, um volume de NaCl 2,0 M equivalente a 4,0 ml/g
de figado. '

W - A mistura, submetlda a agltagao magnétlcacons

’ ttante em camara frla durante 30 mlnutos,era a segulr cen - {

>

4

LT e e .. -
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trifugada no rotor 30 da Spin¢o modelo L a 20.000 r.p.m.

' (40.000 g no raio médio) durante 60 minutos. ! N

O precipitado obtido era constituido  pela | o
fracao 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 nficleos obtido pelo méto-
do de PENMAN; e col. era suspenso em um volume de tampao
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 suspensio aque-
cida a 37°C em banho-maria. Apds o equilibrio de tempera
tura (cerca de 3 minutos) adicionava-se DNase na razao de
100 microgramas por 20 ml de suspensao e procedia-se & di
gestao enzimética até redugcao completa da viscosidade da
. suspensao. Geralmente eram necessérios 3 a 5 minutos pa- : Lo

e ra isto.

A suspens3o era a seguir submetida a umgra
: 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 prec1p1tado obtldo era constltuido por nu
ﬂ cléolos, puros e empregado para o fraC1onamento do RNA nu-
. cleolar. "0 sobrenadante locallzado na camada menos den-

sa do gradlente constltula o nuoleoplasma do qual também
era frac1onado o RNA. . - :

B B TE e
g
.
—"‘"“‘A RPN N AL: T
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2.3.3. Preparagao de Microssomos
2.3.3.1. Método de BRENTANI (1969)

Os figados eram homogeneizados em cinco volu
mes de sacarose 0,25 M, com o auxilio de um homogeneizador
tipo Potter, dotado de um pistilo de teflon, adaptado a um

motor elétrico de baixo torque.

Esta suspensao era a seguir centrifugada em
uma centrifuga Sorvall, modelo RC-2B a 10.000 r.p.m. du-

rante 15 minutos.

Obtinha-se, assim, um .precipitado e um SO-
brenadante biféSiCOlCuja camada superior era constituida
predominantemente pela fragao lipidica da célula. Aspira
vam-se cuidadosamente os 2/3 intermediérios deste sobrena

dante de modo a desprezar a fragao lipidica.

Estes 2/3 de sobrenadante eram centrifugados
no rotor 50 da wultracentrifuga preparativa Spinco modelo L
a 40.000 r.p.m. (105.000 g no raio médio) durante 45 minu-

tos.

O precipitado constituido por microssomos era
lavado, sem ser déstacado da parede do tubo, com sacaro-
se 0,24 M e a seguir, com o auxilio de um homogeneizadarti

" po Potter, erawsuspenéo manualmenté, em uma solucgao de TSC

(vide 2.3.6.1.) para posterior extracdo e purificagdo do
"RNA. . ’ ’ |
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2.3.4. Preparagao de Ribossomos
2.3.4.1. Método de BRENTANI, BRENTANI & RAW (1968)

Procedia-se inicialmente da mesma forma que

para a preparacac de microssomos.

0 sobrenadante,obtido por centrifugacao a
10.000 g do homogeneizado total de figado,era submetido a
tratamento com uma solugdo de DOC a 5% em Tris/HCl 0,03 M,
pH 8,2, correspondente a 1/9 do seu volume. A concentra-
¢ao final de DOC era, portanto, igual a 0,5%. Esta misti
ra era centrifugada, entdo no rotor 40 da ultracentrifuga

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

O precipitado de ribossomos assim obtido era
lavado, sem destaci-lo da parede do tubo, inicialmente com
sacarose 0,25 M e “depois com tampao Tris/HCl 1 x 1073 M ,

PH 7,4, contendo MgCl, 5 x 1073 M (meio G).
2.3.5. Preparagao de Ribossomos Pré-Incubados
2.3.5.1. Método de BRENTANI (1969)

Para a preparagao de ribossomos pré-incuba -

dos, ou seJa, desp03ados ‘'do RNA mensageiro endbgeno, os ri

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

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

- 2 0 mg de pnoteina de enzima pH 5 (v1de 20845411, ), ATP
5 umoles, GTP 0,5 umol, tampao fosfato de pota551o PH 7,4

20 umoles, sacarose 87.5 umoles, B—mercaptoetanol 1oumoles,
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MgCla, 12 umoleg; creatina fosfato 40 pmoles; creatina fos
foquinase, 200 ug.

Apbs a pré-incubagdo, seguia-se a extragao do
RNA.

2.3.5.1.1. Preparacao da enzima pH 5,0 - Método de RENDI
& CAMPBELL (1959)

0 sobrenadante obtido na preparacao de micrcs
somos era acidificado a pH 5,2 com auxilio de &cido acéti-
co 1 N. A solugao turva resultante deste tratamento era
centrifugada a 10.000 g na centrifuga Sorvall, durante 10
minutos. O precipitz.o resultante era suspenso manualmen
te em sacarose 0,25 M e empregadocomo enzima pH 5,0 na pré

incubacao dos ribossomos.

2.3.6. Extragdo e Purificacao de RNA
2.3.6.1, Método de Di GIROLAMO, HENSHAW & HIATT(1964)

Os nucléolos eram suspensos em um volume de
tampao Tris/HC1 0,05 M, pH 7,4,contendo CaCl, 3,0 x 1073 M
e sacarose 0,25 M (TSC),equivalente a 0,2 m1/15 g de figa .
do inicial. Adiéiohava—se‘a\seguir: 0,1 volumes de SDS
10%; 14 volumes de uma mistura de TSC (uma parte) com SDS
1,04 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% COnteﬁdo 0,1% de 8-hi

- droxiquinolina.
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Esta mistura era agitada constantemente a
4°C durante 30 minutos e as fases fenblica: e aquosa sepa

radas por centrifugacao a 5.000 g durante 10 minutos.

0 sobrenadante (fase aquosa) era reextraido
duas vezes com 0,5 volume de fenol e o RNA da fase aquo-
sa Final precipitado pela adigdo de NaCl e etanol abso-
luto a —20°C,até uma concentracac final de 0,1 M e 67,0%,
respectivamente. Essa mistura permanecia a -20°C por 90

minutos.

O RNA obtido por centrifugacao a 5.000 g
durante 10 minutos era dissolvido em dois volumes de tam—
pao Tris/HC1l 0,01 M pH 7,4 contendo MgCl, 1,0 x 10 “SMe sub_
metido & digest3o enzimAtica por DNase durante 5 minutos,

a frio.

A DNase era removida pela adi¢3o de 0,1 vo-

lume de SDS a 10% e ND a 5,0%, seguida de uma‘extragiocom

igual volume de fenol a 86%. O RNA da fase aquosa era ob
tido por precipitacao com 2 volumes de etanol absoluto a
-20 C, durante 18 horas.. \

Os 011godesox1rr1bonucleotid1os contami -

nantes eram removidos por tratamento com acetato de potas

sio, MgCl2 e etanol absoluto a,-20 C, a uma concgntragao
final de 2,0 M; 1,0 x 1079

tia-se este tratamento varias;vezes!até Que o sobrenadante

M e 30%, respectivamente. . Repd
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ndo apresentasse absorc¢ao aprecilvel a comprimento de on~ 4
da de 260 nm. . ‘ 0 .

v 2.3.7. Extragao e purificacdo de DNA

2.3.7.1. Método de CHURCH & McCARTHY (1967)

Os nfcleos obtidos pelo método de  HYMER &
KUFF (1964) eram suspensos em 10 volumes de 2xSSC (SSC &
g uma solugdo de NaCl 0,15 M e citrato de sbdio 0,015 M,

pPH 7,0) e a suspensao tornada 1% em SDS e 1,0 M em perclo %4
rato de sbdio. A mistura, muito viscosa, era agitada com |
igual volume de clorofdédrmio:octanol (10:1) até homogenei- % i
zagao total e, em seguida, centrifugada na Sorvall, modelo
RC-2B a 5.000 r.p.m. durante 10 minutos.

1 B | Obtinha-se, assim, uma fase aquosa e desta

! precipitava-se o DNA pela adig¢ao de 2 volumes de etaﬁol a

é ; -20°C. 0 DNA era recethido, envolvido num bast3o de vidro
e, posteriormente, dissolvido em 0,1 x SSC. Apbs .comple
A . ‘ta dissolugdo, o DNA era submetido a um tratamenfo enzima-

: tico com ribonuclease (50 ug/ml) ‘a 37°C durante \30 minu-

: é . tos ‘e, posteriormente, com pronase (50 wg/ml) a 37 °c au- :

' : rante 60 minutos. 0

A Nase empregada neste processo era dlssol—l

v1da na concentragao de 0,2 mg/ml em uma solugao de 1x SSC

-f”pH 5,0 e aqueC1da a 80 C por 15 mlnutos antes do seu empreA
., g0 ) ‘ ’
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A pronase empregada era dissolvida em
1 x SSC e incubada a 37°C durante 120 minutos para auto

digestdo de enzimas contaminantes.

Apbs a digestdo enzimitica, repetia-se o

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

.~ o
da fase aquosa por adigao de 2 volumes de etanol a -20C,

era novamente dissolvido em 0,1 x SSC.

2.3.8.1. Método de GILLESPIR & SPIEGELMAN (1965)

0 DNA a ser empregado nos experimentos de
hibridizagao era denaturado por agao de NaOH 1,0 N duran-
te 10 minutos. A mistura era entao neutralizada com 4 vQ
lumes dé HCl1 1 N, tampac Tris/HCl 0,01 N, pH 8,0 e NaCl

0,4 N na; proporgao de,respectlvamente,l 1:2. .

& 0 grau de denaturagao era verlflcado deter~

mlnando-se a h1percrom1c1dade provocada pela agao do alca’

li., Nas nossas exper1énc1as o ‘incremento da absorbanc1a

a 260 nm osc1lou sempre. entre 25% e 35%

¥
R

% ~ As aliquotas de DNA, em um volume de 3 2a .5

ml na solugao de 2 x SSC, eram apllcadas, com sucgao d1s-

creta, sobre flltros M1111pore tlpo GS (tamanho especifi-

cado na de%crlgao dos resultados) que hav1am “permanepl—i

=8 rnas SgTE AT AR
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Apésga fixac3o do DNA nos filtros, estes eram
deixados secahdo & temperatura ambiente por 4 a 12 horase,
em seguida, a 80°¢ por 2 horas. Estes eram, entao, con-
servédos por tempo inﬂeterminado em um dessecador conten-

do CaCl2 e P 05,

a 4% % sob vacuo.

Os hibridos eram formados pela imersdo  dos
filtros contendo DNA, em solugac de RNA marcado sendo o sol
vente 2 .x 8§5C. A hibridizacdo era feita por 17 horas a
68°C ou 55°C, confprme O experimento e iﬁférrompida colo
cando-se os recipientes no gelo e excesso de solugao de

2 x S5C gelada. O volume de incubagio era de 3 ml.

Os filtros eram 1avados juntos 3 vezes em
solugao\de 2 x 88C, apbs em solugao de 2 x 8SC  contendo
RNase numa concentragao de 30 ﬂg/ml e, posteriormente, tres

vezes em: solugao de 2 x 'S8C.
\I N
2.3@9; 'Anélise‘por sedimentagao zonal
L ’ o -
&

e Como as técnlcas convenc1onals de - frac1ona

\w

,mento em rPtores do t1po basculante tlnham rendlmento redu
: Mz1do adotamos =3 método de anéllse em rotores preparatlvos

f(d" gulo‘flxo) j& utlllzado com sucesso na anélise depro

\\ Esta adaptagao (BRENTANI BRENTANI & RAW,

t“1967) perm1ﬁ1u uma redugao con31deréve1 do tempo necessérlo_ 

1
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Gradientes de sacarose 5 a 20% eram prepara
dos em camara de vasos comunicantes tipo BRITTEN & ROBERTS
(1951) em tubos de nitrocelulose do rotor 50 da Spinco mo
delo L. O volume total era de 8,0 ml. As amostras a se-
rem analisadas eram colocadas sobre esta solugao e os tu-
bos centrifugados rn ultraceﬁtrifuga a 40.000 r.p.m. du-
rante 90 minutos com o freio desligado. Ao término dacen
trifugacao os tubos eram colocados em um suporte em cuja
base havia uma agulha de injecao a qual, ao exercer-se pres !
sao através de um parafuse, perfurava o furdo do tubo per

mitindo o escoamento do seu contefido.

Para a padronizac¢ao do método foi emprega-

do RNA ribossbmico, purificado pelo método de KIRBY(1965).
. A linearidade do gradiente foi seguida adicionando-se aci B .
do adenilico a uma das solugoOes de sacarose e determinan- |
. do-se a absorg¢do,no comprimento de onda de 260 nm,das fra .
¢des obtidas. '
As solugdes de sacarose continham sempre tam
pdo Tris/HCL 0,01 N pH 7,4;NaCl 1 x 10 °N, EDTA 1 x 10 °N,
Colhiam-se sempre 40 fragdes contendo 15 gotas cada uma.

A absorbdncia destas fragoes era determlnada a 260 nm.

Para a determlnagao da radloat1V1dade do
. RNA nucleolar, depois de verlflcada a ‘absorbancia das fra 0
goes, ad1c1onava—se a todos os tubos 200 microgramas . de

albumlna bovina e acldo trlcloroacétlco (TCA) a uma con-

1ftragao final de SA o R - ‘ ?
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2.3.10. An&lise do DNA em gradisnte de Cloreto de :
. Ccésio (CsCl) ' i 1 .

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

Uma solugao contendo 20 a 100 uyg de DNA em ;
' 3,36 ml de tampao Tris/HCl 0,01 M pH 7,5 era adicicnada a
; 4,271 g de CsCl. Nestas condigdes obtém-se 4,5 ml de wuma
" solugdo com densidade final de, aproximadamente, 1,700
; g/cms, que pode ser determinada refratometricamente pela

expressdo empirica de VINOGRAD & HEARST (1962):

: onde a e b sao constantes iguais a 10,8601 e 13,4974, res 3
250
: pectlvamente, e P 550 e L)

. 25 C e o indice de refragao médio a 25 C, respectivamente, i .

sao a densidade da soiugdo a

As centrlfugagoes foram feitas em tubos de ]

. nitrocelulose no rotor 65 Ti da ultracentrifuga §pinco mo ; E‘ .

| delo L2 a 42.000 r.p.m., por 40 horas, a temperatura de é
2500. Antes da centrlfugagao os tubos eram preenchldos

até o topo com bleo mlneral tlpo NuJol. Apés a centrlfu-

B T TN A

vgagao perfuravam—se os tubos na Darte 1nfer10r ecoletavam
se as gotas segundo o) nﬁmero de fragoes desegadas. As fra’i
v goes eram, entao, dlluidas a um volume de 0,3:ml para 1e1

tura das absorbanc1as.- Eventualmen;e, quando havia . inte-

i ' o ”~resse em se - determlnar a. den31dade da p051gao de equlli—

T f’&r’f”’lbrlo da ‘banda de DNA o indlce de refragao das fragoesera

] ;;;i?;;;;;émedldo antes de se. proceder a dllulcao das mesmas.h&m_fLJNSﬁ - I

DA LA
I
'
|
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2.3.10.2. Célculo do contefido de GC .

0 equilibrio do DNA em gradiente de CsCl au~
menta iinearmente com o seu contefido de GC, relagao esta
representada por SCHILDKRAUT (1962) como:
p~ 1,660

0,098

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

(cc) =

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

2,3.11, Fracionamento de RNA em cromatografia em co-
luna de benzoil-dietil aminocetil eelulose
| : ) (BD-celulose)

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

O RNA nucleolar, purificado conforme 2.3.6"
| f' foi submetido a cfomatdgrafia em coluna de BD-celulose com ;' ’
, | a finalidade de identificar as espécies moleculares que O |

y compreende. | '

- ‘ A éoluna empregada tinha por dimensdes: raio . : )
L ' de 0,9 cm, altura de 15 cm e fluxo de115 m;/hora,5~‘ prah_‘
aplicadas cercarde 1,2 mg de RNA nuéleolaf diluido emlﬁamv
pdo Tris/HC1l 0,02 M, pH 7,5 thtendo EDTA'l‘x'iqfsn e Naci
0,3 M, A coluna foi a seguir lavada com o mesmo tampdo e
apbs tratada com uma‘soiugEo‘dewdimetilsulfbxido" (DMs0)
40%," NaCl 1 M, Tris/HC1 oioé'n;§H‘7,5;EDTA 1 x ;df?u;mf Em

TT4 TR TR

h
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seguida, foi tratada com uréia 8 M, NH,C1l 1 M, tampao ace-

4
tato 0,1 M, pH 3,5. Finalmente, foi lavada com uréla 8 M
contendo SDS a 2%. As ffagaes, ¢olhidas com o auxilio de
um coletor tipo LKB com registro automéatico da absorbén -

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

As fragOes assim.coletadas foram divididas em
duas metades cada uma, sendo partedesinada a curva de ra-
dicatividade e parte, & precipitacdo por adigdo de 2 volu
mes -de étanol a -2090 para posteridr realizagao da reacgao
de hibridizagﬁo das fracgdes, em separédo,com O DNA . crémati

nico;
2.3.12. Métodos analiticos

2.3.12.1. Determinagao do RNA

Utilizava-se o método de DISCHE &  SCHWARZ
(1955), adotando ribose como padrgo. Rotineiramente,a con
qentra¢50 de 'RNA era estimada medindo—se,a sua absorggo a
260 nm, considerando-se que uma solucdo contendo 1 mg/ml
correspondia a.24 deﬁsidades 6pticas (aferida com RNA de’
- ribossomo cuja concentragﬁo'ara”detérminada‘pelo método qgi

B 1or1métr1co dos eutores.: aclma)

2 3 12, 2.7 Determlnagao ‘do DNA f E o ' ,

/)'

Empregava—se a determlnagao pela d1£en11am1—

'ﬁf na, usando desoxlrrlbose como padrao (SIEBERT, 1965) para-

e e,
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obter um padrdo para as determinagoes de absor¢ao no ul-

‘ travioleta' (260 nm) queeram usadas rotineiramente.

A solugdo contendo 1 mg/ml de DNA corres -

pondia a 22 densidades bpticas a 260 nm.
2.3.13. Determinacao do Tm do hibrido

Para determinacao do Tm do hibrido formado

pela reacao entre DNA cromatinico e RNA nucleolar proce- ‘

; deu-se da seguinte maneira: os filtros, apds terem sua ra i
| dioatividade medida, foram retirados dos frascos de cinti

lacao, lavados varias vezes em cloroférmio para  remogao :

do tolueno e colocados num volume determinado de 2 x SsC.
Foram entao incubados num banho-maria com controle de tem

peratura variando-se esta de 5 em 500 desde SOOC até95°C.

Os filtros permaneciam 10 minutos em cada
. temperatura retirando-se amostra paramedida da radioativi
dade.

Os valores de denaturagao térmica do hibri- | oo

do foram calculados em % da radiocatividade total imicial.

Ty o 2.3.14. fMedidé”da«radioatividade ] - ‘ i -
ﬁ - / i Qs filtros obtidbs’hos éxperimentos'de hi-
‘bridizagao,apbs lavados,e secos- eram colocados'em' Pras-

cos de cintilagdo e a radioatividade determinada nmum es-
~ pectromietro ‘de cintilacdo Beckman modelo LS-100. Empre-

B T 1 R CEIR LR B e
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gava-se para esta operacao o liquido de cintilagao com a

’ seguinte composicao:

PPO (2,5-difenioxazol): 4 g/1
POPOP (1-4-bis~2(4-metil-5-~feniloxazolil bénzeno)):

™

100 mg/ml
Tolueno: 1000 cm3

Para determinacao da radioatividade das fra—
¢Oes de RNA obtidas a partir de gradiente de sacarose e de
cromatografia em coluna de BD-celulose, empregou-se o méto

do de MALT (1967).

A cada fracao adicionava-se 200 microgramas

L 3

de albumina bovina como "carregadora" e a mistura era pre-
cipitada pela adig3do de TCA para uma concentragdao final de
5,0%. O material assim precipitado era colocado sobre f£il
tros de fibra de vidro tipo GF/B Whatmann e a radioativida

5 de determinada como mencionamos acima.

i
|
.
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RESULTADOS
Da Anélise por Sedimentacdo Zonal
DNA cromatinico

‘ Caracteriiamos aqui o DNA cromatinico empre-.
gado nos experimentos de hibridizac3o. O DNA foi extrai-
do e purificado conforme MBTODOS 2.3.7.1l., a partir da soig
bilizag3o da cromatina em NaCl concentrado (STEELE, 1965 )
de}nﬁcieos obtidos por tratamento com detergente Triton
X-100.

Foram aplicadas 5,0 D.0. (230 microgramas)de
DNA,dissolvidas em 0,2 ml de 0,1 x SSC,sobre an gradien-
te de sacarose 5 a 20% em tamp3o Tris/HCl 0,01 M, pH 7,4
contendo NaCl 1 x 107 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 L no rotor 50. Apbs a éofrida foram ég

letadas amostras de 15'gotés cada uma e determinadas as

suas absorbincias a 260 nm, como se verifica na Figura.l.

Obsefﬁa— e,na Fidﬁra 14a distribuicdo das mo

léculas do DNA ao redor da reglao que corresponde ao coeflzr’

ciente de- sedlmentagao 14S, ) que ‘represehta um tamanhoade/

quado para a reallzagao dos experlmentos de h1br1d1zagao.‘

3
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Anflise por sedimentacao zonal do DNA cromati
nico em gradiente de sacarose.

3.1.2. RNA nucleolar

0 RNA nucleolar,extraido e purificado confor
me METODOS 2.3.6.1. de nucléolos 2.3.2.2.,foi obtido a par
tir de animais submetidog a injegao‘intraperitonial de fos
fato de sbdio °°p por 3 horas e,endovenosa de metionina me

til tritiada por 30 minutos'antes do sacrificio.

em

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

_&gua e foram a@liCadas,sqbre um gradiente de sacarose de 5
a 20% em um tamp3o Tris/HCL 0,01 M pH 7,4, contendo NaCl
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1 x 1073M eEDTA 1 x'lo_SM, Os gradientes foram submeti-

dos a 40.000 r.p.m.‘ por 90 minutos numa ultracentrifuga
Spinco modelo L e analisados conforme descrito em METO-
DOS 2.3.9. Foram colhidas fracoes de 15 gotas cada uma,
analisadas quanto & absorbancia a 260 nm e, posteriormen
te, medida a sua radioatividade num espectrimetro de gi&
tilacdo liquida Beckman modelo LS-100. Para a medida da
radioatividade a cada fragao adicionaram-se 200 microgra
mas de albumina bovina,TCA a uma concentracao final de 5%
e o material, assim precipitado, foi colocado sobre fil
tros de fibra de vidro tipo GF/B Whatmann ou filtros Mi;
lipore, tipo GS, 25mm. A eficiéncia em ambos os filtros
é praticamente a mesma. Os perfis sao observados na Fi-

gura 2.

Apesar deste resultado (Figura 2) ser fru~
to de infimeras experiéncias,ndo conseguimos uma btima re
solugdo do material, ora por problemas de marcagdo com O
isbtopo radioativo,ora por falhas de equipamento prepara
tivo e analitico. No resultado acima representado verifi
camos degradagﬁo do material e wn pico na regiEo de coefi
ciente de sedlmentagao 185 que & con51derave1mente subme
‘;tllado,quando comparado ao 288 que & constltuido por RNA\
f\rlbossamlco. Isto estd de acordo com trabalhos de GREEN
- -BERG & PENMAN (1&966‘);( ZIMERMAN & HOLLER (1967);  MURA-

.. MATSU (1967) qué afirmam ser o RNA riboss8mico metilado.:
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FIGURA 2 - Anflise do RNA nucleolar duplamente marcado

em gradiente de sacarose. -Nicleos e nucléo
los obtidos segundo PENMAN (1966). RNA pu
rificado conforme Di GIROLAMO (1964).
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3.1.3. RNA nucleoplasmético

O RNA de nucleoplasma foi, purificado da mes
ma forma que o nucleolar,a partlr de animais submetldos a
1dent1co tratamento 1sot6p1co e, submetido a fracionamen-
to em gradiente de sacarose 5 a 20% da mesma forma que O
RNA nucleolar (Figura 3).
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Anallse do RNA nucleoplasmétlco em: gradlente
de sacargse..
PENMAN (1968)
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de coef1c1ente de sedlmentagao 28s e 188 apresentam uma

/Jlagao & sefielhante ‘em jam

_Nucleoplasma lsolado segundo,‘

! ' fl Verlflc?—se aqul (Flgura 3) que as fragoes':

Arelacao fosfato/met11-3H mu:to pr6x1ma,'ou,se3a, a metlfA
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em Coluna de BD-Celulose

O RNA nucleolar empregado foi obtido por téc

isbtopos radioativos.

me METODOS 2.3.11%

I.llilll

——aly

i 88

nica j& descrita,a partir de animais injetados com os dois

e & observada na Figura 4.

codorm

5100 [ o0
]

a em coluna de BD-celulose de
3 dupldmﬂnte marcado.

‘T

A cromatografia se processou COnfog
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A andlise por cromatografia em coluna de BD- '
celulose (Figura 4) revelou que o RNA nucleolar compreen %
de espécies moleculares que sao eluidas apenas com uréia

e altas concentragOes de NH,Cl, condig¢Oes estas considera-

: 4
das caracteristicas para acido ribonucleico mensageiro.
Ainda observamos que essa fracdo,representada pelo pico II,

& notadamente  submetilada.

3.3. Da Hibridizacao

3.3.1. Curva de temperatura de hibridizag¢ao do RNA

nucleolar

O DNA cromatinico,dissolvido em 0,1 x SSC e

‘ denaturado com &lcali, foi colocado em filtros Millipore ti
pPo GS, 25 mm na quantidade de 50 micrégramas por filtro. !

A hibridizagao foi feita com RNA nucleolar

marcado com fosfato de sbdio 32

P (3 horas de marcagao), ha
proporgdo de 50 microgramas ' por filtro, nas temperaturas
de 30, 40, 50, 55, 60, 65 e 68°C (Figura 5). O volume de

incubagdo foi de 1,5 ml em solugdo de 2 x SSC e o tempo de

- incubacio foi de 17'hor§s. s : 5

Pelo resultado obtido (Figura 5) verifica-se . fzs
que um 6timo de temperatura para a hibridizacioc do RNA nu-

cleolar encontra-se em torno de‘SSOC; Isto estd de acor—
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do com trabalhos de GILLESPIE (1968),em que hi citacao de

que a temperatura de hibridizagdo deve ser baixa para molé

culas de pouca estrutura secundiria, e,com a auséncia de
estrutura secundiria determinada para o RNA nucleolar de
coeficiente de sedimentagao 185,coﬁsiderada mensageiro
(BRENTANI, KUBOTA & BRENTANI, 1972).

o

2

-
I
o

/o

e

cpimt 42 RNA hiteidizady /104 9 DNA
-
g

»
o
o

300}

VSO Y — W R IR
200 3

et
70
Temp. f°C)

FIGURA 5 - Curva de temperatura - Hlbrldlzagao entre DNA
cromatinico e RNA nucleolar 32p, *

3.3.2, Tm’.do hibr;qo;

Empreqou-se flltros contendo hibrldos resul- :

‘tantes da reagao entre DNA de cromatlna e RNA nucleolar
,32

”;imento térmlco destes hibrldos.

P, ao - nivel de saturagao. A Flgura 6 mostra o comporta—

Ry R
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R estruturas altamente complementares. .
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apm _Hdesades

%

28 o [ Tonp(®C}

FIGURA 6 - Determinagao do Tm do hibrido

Verifica-se que o Tm do hibrido formado en-
tre o DNA de cromatina e o RNA nucleolar & de 7590 (Figu—~
ra 6), valor esfe bem prboximo daquele do DNA de cromatina
que & de 8e°c (BRENTANI, 1971+ resultados nao publicadog.

Além do valor de Tm, um outro indicio da
grande complementaridade entre o RNA e o DNA ' envolvi'-

dos na reagao de hlbrldlzacao & a forma da curva,que apre

senta grandes aumentos dentro de uma faixa estrelta de va'

- rlagao de temperatura,como o esperado para o pareamenﬂode

_ 3.3.3.‘}Hiﬁridizag36'ﬁeterbloga -

Reallzamos aqul uma comparac:ao entre as rea

<~goes de hlbrldlzagao do RNA nucleolar duplamente marcado

e
S
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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 cedi

do pelo Prof. Dr. Walter Colli.

0 RNA nucleolar empregado foi obtido segun-

peritonial de fosfato de sbédio

‘do METODOS,a partir de animais submetidos a injecdo intra

32p por 3 horas e injecao

endovenosa de metionina metil tritiada por 30 minutos,

8 mCi e 100 uCi por animal, respectivamente.

Os DNAs foram denaturados em &lcali e colo-

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

RNA nucleolar empregada foi de 125 microgramas por £iltro

sendo a incubagao feita por 17 horas a 55°C num volume de

1,5 ml de 2 x SSC.

A Tabela IV representa a média de trés expe

riéncias.

TABELA IV

DNA

cpm RNA hibridi;adq/filth«‘

‘B: subtilis-

~ Rato

o e o S e B 8 TR A St = 2o =

’
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Observa-se que nio h4 reagao de hibridizacao

do RNA nucleolar com DNA heterdlogo.

3.3.4. Comparacao da rea¢ao de hibridizag¢do do RNA

nucleolar com os DNAs nuclear e cromatinico

0 RNA nucleolar foi extraido e purificado co
mo nos experimentos anteriores,a partir de animais submeti
dos 34 injegdo intraperitonial de Ffosfato de sbdio 32P e
sacrificados 60 minutos apbs. A atividade especifica do

material foi de 1000 cpm por micrograma.

O DNA nuclear (Figura 7) foi purificado con
forme descrito em METODOS 2.3.7.1. a partir de nlcleos
2.3.1.1.

O DNA de cromatina (Figura 8) foi purifica-
do da mesma forma.

Em ambos os experimentos a reagdo de hibridi
zagdo foi realizada a 55°C por 17 horas num volume de Licu
bagao de 1,5 ml de.2 X 88C.0s fiitros, contendo 10ug de DNA
denaturado com dlcali, foram: do tlpO GS, Mllllpore, 13 mm
e, apbs a reagao,foram 1avados com 2 x 8SC e submetidos ao

tratamento’ en21mét1co com RNase (30 ug/ml - da soluqao de

'—1avagem, que é da.ordem de lO m1 por flltro)

STEELE (1968) refere—se a saturagao do . DNA

J.total com RNA rlbossﬁmlco nucleolar 283 ao nivel de 12 ug
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de RNA aproximadamente. Como em nossos experimentos uma
quantidade de 100 ug pode representar um valor prdximo da
saturacao, isto constitui um indficio de que nd3o estamos

hibridizando apenas RNA ribossSmico.

0 experiménto realizado com o RNA nucleoclar
contra DNA cromatinico (Figura 8) tem por objetivo demons
trar a possivel origem cromatinica do referido material.

Podemos observar por esta reacao que a curva obtida foi

semelhante & com DNA nuclear (Figura 7), o que sugere que
0 RNA nucleolar envolvido na reacdo de hibridizac3o ndo &

determinado por cistrons de origem nucleolar.

3.3.5. An&lise de DNA em gradiente de equilibrioem
CsCl-

3.3.5.1. Do DNA de cromatina

O DNA_de cromatira foi submetido ao fracio-

namento em CsCl conforme desérito em METODOS 2.3;10.1.

Foram aplicadas 200 ug de DNA  dissolvidas
em 0,1 x SSC.N Apbs centrlfugagae 1n1nterrupta por 40 ho-
ras a 42.000 r.p.m. a 25 C na ultracentrifuga spinco mode'

lo L, foram coletadas. Eragoes (36 em média), determina-

das as absorbincias respectlvas a 260 nm e também -0s inqi
. ces de refragao para pesterlor célculo das den51dades.
As’ fragoes de DNA obtldas foram também an—;.

:metldas a denaturagao com élcall e colocadas 1nd1v1dual -'ﬂi
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mente sobre filtros Millipore, tipo GS, 13 mm, para o pro
cessamento da rea¢ao de hibridizacdo com RNA  ribossdmi~

co (Figura 9).

mﬂ

o8- $00LL08

FIGURA 9 - Anéllse do DNA. cnomatinlco em CsCl - Célcur'
lo da den51dad9 e reagao de hlbrldlzagaocom

rRNA.~

\

0. RNA rlbossamlco £01 obtldo pelo METODO

2 3 4 1.,a partlr de anlmals parc1a1mente hepatectomlza




-47-

‘dos (HIGGENS & ANDERSON, 1931) que receberam por 4 dias,
. apbs a operagao, injegdo didria de 250 yCi de metionina
metil tritiada por via endovenosa. O sacrificio foi =mno
quinto dia, quando apresentavam alto grau de regeneracao

hepatica.
Pode-se observar um perfil aproximadamen
A te simétrico do DNA (Figura 9), e a densidade calculada
; & 1,703 na banda principal, estimada pela fbébrmula de
’ VINOGRAD & HEARST, através dos indices de refraciao me-

didos.

0 contefido de GC,estimado pela relacdo li-

near de SCHILDKRAUT, foi de 43%.

Quanto & hibridizacao, observa-se que nao
. houve reagao com o rRNA o que significa que este compar-
L timento nuclear nao est& contaminadoe por cistrons de

’ I‘RNA .

3.3.5.2. Do DNA de nucléolo ‘
A anilise do DNA nucleolar em gradiente de

b CsCl foi realizada da mesma manelra que o DNA cromatinl—l
é 7 co e pode ser observada ha. Flgura 10. A531m,\determ1nouﬁ
é . . se-a absorbanc1a das fragoes de 260 nm, seus’ indlces de -

;é o refragao para célculo das den51dadeseateor de (GC) :

*%5 o s ) Alnda reallzou-se hlbrldlzagao das fragoes

;com RNA rlbossﬁmlco marcado com metlonlna-metll tr;tla—~

s e e 4% e AILIITFIINES o LAy

da, preparado como Q. anterlor.,

&

R Pl (2 4o PR PO .
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W oda treche—

FIGURA 10 - Anfdlise do DNA nuckeolar em CsCl - Célculo
- da den51dade e reacdo de hlbrldlzagao ~com
TRNA. - '
Curva 1 - D. Qe Curva 2 Rl Curva 3 - Hi-
brldlzagao PSS : '

’ \ Observa—se,nltldamente,na “urva 1 da Flgu
ra 10 uma reglao de alta den51dade que corresponde ‘ac

DNA satéllte nucleolar,‘fato este. Jé observado por 1nﬁ
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.0 célcuio da’'densidade foi feito come descri
to anteriormente e obtivemds para o satélite um wvalor de
1,728 e para a banda principal, 1,702 (Curva 2, da Figura
10).

0 contefido de (GC), estimado pela relagao 1li-
near de schildkraut, foi de 6%% para o satélite e 42% para

a banda principal.

Quanto & hibridizacao, observa-se que houve

reag3o apenas ha regido do satélite (Curva 3 da Figura 10).

Realizamos estelexperimento de hibridizacdo
do DNA nucleolar com o rRNA péra facilitar a hibridizac3o
do RNA ribossfmico, com o qualxencontraﬁos Qificuldade na
obtencao de atividade especifiéé apreéiévél(Que nos possi
bilitasse detectar a reagao dephibridizagao.‘ Mesmo a551m,
os Valores encontrados 530 relatlvamente balXOS.

\ 3.3.5.3. Hlbrldlzagao das Bragoes obtidas em gradlen
:“ te -de CsCl do DNA Fromatinlco com RNA nucleo
‘.,1ar duplamente marcado

\\
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0 RNA nucleolar foi submetido & reagdo de hi

bridizag¢ao com as fracdes do DNA cromatinico nas tempera-

turas de 5500 e 68°C, favorbveis, respectivamente, & rea-

cao da fragao mensageiro e ribossdmico, conforme demons -~

trado na Figura 1ll.

s
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FIGURA 11 -
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Reacao de hibridizacao do DNA cromatinico
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-
cao do RNA nucleolar duplamente marcado A temperatura de
55°C é& bem mais eficiente que a de 68°c. 1Isto confir-
ma os dados Qde que a molécula de mRNA, de baixa estrutu
ra secundéria, reage a temperatura inferior aquelas en-—
contradas para moléculas de alto grau de estrutura se-

cundaria,como o RNA ribossdmico.

Quanto & reacao de hibridizacao da porgao
metil marcada, verificou-se que foi praticamente nula,
mostrando que nao ocorre formacao de hibridos com  rRNA

quando se usa . DNA de cromatina.

3.3.6. Comparacao entre as reacoes de hibridiza-
¢ao do RNA nucleolar e RNA nucleoplasméti~

co com DNA cromatinico.

O DNA foi submetido & denaturagao com &lca
1li, conforme descrito em METODOS 2.3.8.1. e imobilizado em
filtros Millipore tipo GS, 13 mm,na concentracao de 2,0

yg por filtro.

Os RNAs nucleolar e nucleoplasmético  fo-
ram purificados a’ partir de nucléolos e nucleoplasma iso
lados conforme PENMAN (1968). Os animais destinados a

sua obtengao foram submetidos ao tratamento com os dois

isbtopos radioativos, como descrito anteriormente.
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A reacao de hibridizacao, observada na Figu
ra 12, se processou por 17 horas, a SSOC, em 1,5 ml de so

lucao de 2 x SSC.

4

cpm 4o ANA Ndridizega /10,mgONA

T ma— ——
[0 [ [0 200

MaANA edicionade i

FIGURA 12 - Hibridizacao do DNA cromatinico com RNA nu-
cleolar (Curva 1) e RNA nucleoplasmético
(Curva 2).

J& foi provado experimentalmente que a fra
¢ao 18S nucleolar apresenta estrutura fisica diferente da
fragdo 188 nucleoplasmitica (BRENTANI, KUBOTA & BRENTA
NI, 1972).
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Observamos também que a fracao 18S nucleolar
se apresenta notadamente submetilada quando comparada com

a nucleoplasmética.

Apesar de todas as evidé@ncias citadas foi
corveniente demonstrar o comportamento desses dois compar-
timentos nucleares quando hibridizados com DNA cromatinico,
experimento este muito importante também para salientara
inexisténcia de contaminagao dos dois compartimentos cita

dos.

A comparacdo da capacidade de hibridizagao
dos RNAs referidos revela maior efici@ncia para o nucleo
lar (Figura 12), sugerindo que o material ai encontrado nio
pode resultar de simples contaminacdo da fracao nucleolar

por RNA nucleoplasmatico.

3.3.7. Determinacao do plateau de saturacgao e seu
reciproco ~ Hibridizacao entre DNA de croma-

tina e RNA nucleolar

O DNA cromatinico empregado foi preparado de
acordo com a descrigao anterior e o RNA nucleolar foi obti
do a partir de animais submetidos ao tratamento com fosfa-
to de sbédio 32P (8 mCi/animal), por via intraperitonial, 3
horas antes do sacrificio.

O DNA foi denaturado com &lcali e colocado em

filtros Millipore tipo GS, 13 mm na quantidade de 5ugpor
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filtfo. A reacao de hibridizagao se processou a SSOC,por
17 horas, em um volume de 1,5 ml de 2 x SSC, com quantida-

des crescentes de RNA (Figura 13).

o
™ — ’

1

-] (1] wﬂ 150
MERNA adiclonsse

FIGURA 13 - Curva de saturacao — DNA cromatinico e RNA
nucleolar

Observa-se um aspecto satisfatério, poisapa
rentemente a reacao de hibridizagdo estd prbéxima dos va-
lores de saturagdo (Figura 13). Para demonstrar este fa-
to, construfmos umn gréfico representativo dos reciprocos
dos valores obtidos, para determinar o valor real da satu

racao.

Reciproco do plateau ~ Cllculo da saturacao

;~ : Baseamo~nos aqui em trabalho de BISHOP(1969).
: Para uma boa compreensao da Figura 14, apresentamos a Tabe
la V mostrando os resultados obtidos na experiéncia aci-

ma e 0s cllculos efetuados .com base neles.
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TABELA V

Célculo do valor de saturagao

h cpm RNA hibrdizado r h/r '
10 230 0,085 118
20 380 0,14 141
40 480 0,16 250
60 550 0,20 300 _
80 570 0,21 380
100 700 0,27 400 :
onde: h - concentracao do RNA marcado (ug/ml)
r ~ hibridizacao (ug de RNA hibridizado por ug
de DNA)
a - atividade especifica do RNA hibridizante ,
{cpm/ug) - em nosso experimento, a = 2660
cpm/ug.
» é .
—&" L3 ‘(ﬂ.‘ g
FIGURA 14 -~ Reciproco do Plateau de hibridizacao §




56—

Sabe-se que rs representa o valor de satura

¢do, que & a hibridizagao méxima obtida por extrapolagdo pa

ra a concentracao infinita de RNA e & obtido como o reci-

proco da queda de h/r contra h.

No nosso experimento, a partir da Figura 14;

tg a = 3’66

1
Como tgoe = rs + rs = 0,27.

Isto significa que se atinge a saturagao quan

do empregamos, aproximadamente, 100 microgramas por ml de

RNA nucleolar para 5 microgramas de DNA cromatinico conti

das num filtro.

3.3.8.

Reagao de hibridizag@o do DNA crcmatinico
com as fragdes de RNA nucleolar duplamen—
te marcado isoladas em cromatografia em

BD-celulose

Como pudemos observar em 3.2.,a anllise do

RNA nucleolar em cromatografia em coluna de BD~-celulose re

velou a existé@ncia de dois picos principais constitui -

dos de espécies moleculares que eluem, respectivamente,com

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

4

um material com considerével grau de submetilagao(PicoII).
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Apbs a determinagao da abs#rblncia das fra
¢Oes coletadas, os picos referidos foram reunidos e desti
nados & hibridizacao com DNA de cromatina. Os resultados

sao observados na Tabela VI.

TABELA VI

Hibridizagdc das fragdes do RNA nucleolar
obtidas em BD-celulose

RNA ELUENTE H P
Pico I DMSO 13 110
Pico II Uréia-NH401 60 915

Observa—-se que o material contido no picoIl
apresenta maior capacidade de hibridizar com DNA de croma
tina, quando comparado ao. eluido com DMSO que se sabe con
ter mRNA além do RNA ribossdmico (SAUSER, 1969).

3.3.9. Reacao de hibridizagao do DNA de cromati-
na com as fracdes do RNA nucleolar isoladas

em gradiente de sacarose

O RNA nucleolar foi obtido a partir de ani-
mais submetidos ao tratamento com os dois isbdtopos radio-
ativos j& referidos. O DNA empregado foi de cromatinapre

parado como j& mencionamos, denaturado com &lcali e imobi

T T T e i N AR N
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e e fe ST s

lizado em filtros Millipore tipo GS, 25 mm, 50 microgra -

mas por filtro.

A reagdo de hibridizacdo se processou  por

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

O RNA nucleolar foi separado nas suas qua-
tro fragoes principais e os resultados obtidos de sua hi-
bridizagao com o DNA de cromatina s3o mostrados na Tabe f '
la VII. i -

TABELA VII

Hibridizagdo das fragOes do RNA nucleolar :
obtidas em gradiente '

COEFICIENTES DE SEDIMENTAGAO 32 3 3

DA FRAGCRO (s) P(cpm) H(cpm) f

45 26 - 0

:

. 28 32 1 ;
18 145 0 B

7 84 0

Pelos resultados apresentados acima observa
.mos,como anteriormente,que niao h4 reacao de rRNA (que &
metilado) com DNA de cromatina. Entre as fragdes isola-
das a que mostrou maior reatividade & a de coeficiente de
sedimentacao 188, Ffracao esta jé caracterizada por nbs
como menéageiro, no que se refere as suas.propriedades £

sicas, quimicas e biolbgicas.
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3.3.10. Hibridizacao competitiva

Em todos os experimentos de hibridizagdo com
petitiva empregamos DNA de cromatina preparado como j& men
cionamos, denaturado com &lcali e imobilizado em filtros
Millipore, tipo GS, 13 mm na quantidade de 2 microgramas

por filtwo.

Empregamos RNA nucleolar marcado com  fosfa
to de sbdio 32P (injecd3o intraperitonial de 8 mCi por ani-
mal 3 horas antes do sacrificio) sempre na quantidade de
150 g por ponto da hibridizagdo, valor este que consti-
tui a saturagdo do DNA cromatinico,nas condigSes do experi
mento. Permitiu-se a reacao dessa quantidade fixa de RNA
nucleolar marcado com DNA de cromatina na presenga de quan
tidades crescentes de RNA nucleolar nao marcado, RNA ri-
bossdmico ndo marcado e RNA riboss8mico pré=incubado, nao

marcado.

Os microssomos e ribossomos foram prepara -
dos conforme METODOS 2.3.3.1. e 2.3.4.1. respectivamente,a
pré~incubagdo dos ribossomos conforme 2.3.5. e os RNAs,ex-
traidos e purificades como o RNA nucleolar, omitindo-se o

tratamento com DNAse que &, no caso, desnecesséario.

A reagao de hibridizagao se processou por 17

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

ra 15.

e e o e Ao ki LA e ke e lk kL.
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FIGURA 15 -~ Hibridizacao competitiva
Curva 1 - RNA nucleolar 32p e RNA ribossdmi-
co pré-incubado
Curva 2 — RNA nucleolar 32p e RNA microssdmi
co 32
Curva 3 - RNA nucleolar P e RNA nucleolar

A verificacao da existéncia de competigao en
tre RNA microssdmico 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 consideradés possuem sequéncias de
nucleotidios em comum, sugerindo um fluxo de RNA do nu-
cléolo para o citoplasma, conforme postulado em nossa hi-
pbtese de trabalho. A fraca competicao entre RNA nucleo

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

va:lda Figura 15), revela ndo se tratar de competigao
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entre precursores e RNAs estruturais do ribossomo, poden—
do-se explicé~la admitindo contaminacgao destas particulas

por mRNA ndo removido completamente pela pré-incubagdo.




4. DISCUSSAO

Embora alguns anos ja& tenham decorrido des
de que a hibridizacdo RNA-DNA foi descrita pela primeira
vez (HALL & SPIEGELMAN, 1961; SCHILDKRAUT, MARMUR,FRESCO &
DOTY, 1961), as bases cinéticas da reagao ainda n3o estao
perfeitamente esclarecidas. NYGAARD & HALL (1964) mostra
ram que a velocidade inicial da reacao & determinada pelo
produto das concentragoes de RNA e DNA, isto sugere que
a reacao & proporcional A frequéncia de colis®es das se-
quéncias complementares de RNA e DNA. BEstlgios posterio
res da reacao de hibridizacao, entretanio, parecem ser

mais complexos (BISHOP, 1969a).

A formacao de complexos estéveis de RNA com
fitas denaturadas de DNA complementar  (SCHILDKRAUT e
col., 1961; HALL & SPIEGELMAN, 1961) fornece uma ensaio
bioldgico que relaciona o DNA com o produto imediato da
expregséo do gen. Na filtima década,a formacao de hibri-
dos RNA-DNA tem constituido parte importante de milhares
de pesquisas e, provavelmente, nenhum outro ensaio tem sido

t3o empregado na biologia molecular.

Desde que a quimica de formacdo d¢ hibri-
do . DNA-RNA & semelhante aquela da renaturacao DNA-DNA, a

maioria dos seus aspectos b&sicos s3ao comuns a esta reacao.
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A quimica de denaturacao e reassociagdo do DNA éddiscutida
em extensas revisOes de MARMUR, ROWND & SCHILDKRAUT(1963)
e, FELSENFELD & MILES (1967). Muitos quimicos ainda acre
ditam que as maiores forcas de sustentacao de uma dupla
fita de &cido nucleico sao derivadas de energia livre de
empilhamento cooperativo (MARMUR e col., 1963; CROTHERS &
ZIMM, 1964). Pontes de hidrogénio, embora  provavelmen-
te importantes para a especificidade da reacdo, tomam a
menor parte na estabilidade total da dupla hélice em solu
gdo. Em certos casos, alguns agentes quimicos e fisicos
causam a separacao das fitas ou denaturagdo do DNA. Os
dois agentes mais usados s3ao o calor e pH elevado. Entre
tanto, algumas moléculas orgfnicas sao também efetivas For
mamida, em particular, tem sido ﬁtil'porque a altas con-
centragOes causa denaturagdo 3 temperatura ambiente (BON
NER e col., 1967; McCONAUGHY e col., 1969), sem cisdo in-
tra-fita. Embora a velocidade de quebra de ligagOes fos
fodiester ou glicosil no Rrazseja relativamente vagarosa
nas temperaturas comuns de reagao (EIGNER e coL.,:1961kal
quebra tem sido observada com RNA riboss8mico (BONNER e
col., 1967; ATTARDI e col., 1965). Portanto, a formamida

& Gitil em estudos onde se deseja a reguperagao do  hibri
do* com RNA intacto ou quando sao redueridos fempos muito

longos de hibridizacgio.
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Um processo experimental que & frequentemen
te empregado & a reacao de quantidades constantes de DNA
. (geralmente imobilizado sobre filtros de membrana de ni-
' trocelulose) com diferentes quantidades de RNA. O resul
rado & a curva de "saturag%oﬂ: incrementos iguais e su-
cessivos na concentragao inicial de RNA produzem incremen
tos progressivamente menores ra quantidade do hibrido RNA-
DNA formado. Observa-se, frequentemente,que o reciproco
da quantidade de hibrido RNA-DNA formado neste tipo de ex
perimento & linearmente proporcional ao recfiproco da con
centracao inicial de RNA (LAVALLE & HAUWER, 1968; BISHOP,
1969a; BISHOP, ROBERTSON, BURNS & MELLI, 1969). BISHOP e
col. (1969) fizeram um estudo detalhado do emprego des-
ta relacdo reciproca na anflise dos dados de hibridiza-
cao DNA-RNA.

v , H& dois modelos de hibridizacdo DNA-RNA que
} fornecem relagdes reciprocas lineares: (1) O primeiro pro
; poe que a velocidade de formacdo do hibrido depende ini-
cialmente da concentragcao do RNA e em segundo lugar de (
concentragdo do DNA (BISHOP, 1969a); foi demoemstrado due !
isto nao & uma explicacao suficiente. (2) Sob certas con g

di¢gOes e ,considerando que a velocidade de formacdo do hi-

brido & proporcional ao produto das concentracdes de RNAe
DNA, espera~-se uma relagao reciproca se for estabelecido
un equilibrio entre RNA livre e o hibrido DNA-RNA(LAVALLE i

IZE e et
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"vente (SUBIRANA & DOTY, 1971; THROWER & PEACOCKE, 1966).
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& HAUWER, 1968). Este modelo & muito atraente mas ainda

nao foi examinado criticamente.

Realizamos a curva de saturacao do RNA nu-
cleolar com DNA cromatinico (Figura 13) empregando quan-—
tidades fixas deste e crescentes do RNA, na qual alcanga
mos um platd da ordem de 150 ug RNA/S ug DNA, valor este
calculado através dos recipropos, mostrando que para a
obténcao dos hibridos h& necessidade de muito mais mate

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

E de suma importéncia salientar que o RNA
nucleolar empregado nao esti contaminado por RNA da fra-
¢ao nucleoplasmitica. Assim, como controle,isolamos RNA
de nucleoplasma e observamos que a reac¢ao de hibridiza-
cao desta fracao & duas vezes menor que a do RNA nucleo~
lar com o DNA (Figura 12),mostrando menor contefido em
RNA capaz de hibridizar, na fracao nucleoplasmética, quan
do comparada & nucleolar.

Muitos fatores_afetam a reassociagao do
DNA denaturado. Em geral, a temperatura 6tima da reasso
ciagcdo (Tr) estl relacionada com a temperatura de fusao
térmica (Tm) e & cerca de 25°C mais baixa (MARMUR , ROWND &
SCHILDKRAUT, 1963; MARMUR & DOTY, 1962). A velocidade de
renaturacao depende de vérios fatores incluindo concen-

tracdo de sal, contefido de G + C e viscosidade do sol-
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A reacdo de hibridizac¢ao estid sujeita as

mesmas varilveis.

Foi demonstrado (GILLESPIE, 1968; CIERRY ,
1966) que a temperatura 6tima de reassociagdo para mRNAs
que, de fato, tem um teor de G + C baixo semelhante ao

do DNA homblogo, & menor que para rRNAs.

A curva de temperatura de hibridizacdo mos
tra que o nosso material apresenta um étimo de reacao em
temperatura bem mais baixa do que a do rRNA, sugerindo
mais uma vez o carater informacional do RNA empregado(Fi

gura 5).

WETMUR & DAVIDSON (1968) mostraram que a
velocidade de reagdo era proporcional & raiz quadrada do
comprimento da fita; fitas . mais longas reagem mais rapi
damente que as mais curtas. Além disso, a velocidade obe
dece a cinética de reacdo de segunda ordem (MARMUR,ROWND
& SCHILDKRAUT, 1963; WETMUR & DAVIDSON, 1968); isto sig-
nifica que a velocidade de reacdo & uma fungao da con-
centracao dos reagentes. Segue-se que as fitas de um
genoma complexo renaturarao mais vagarosamente que aque-
las de um genoma menos complexo, desde que todos os ou-
tros pardmetros, tais como tamanho, concentracao total,
contelido de G + C, sejam os hesmos (BRITTEN & KOHNE,
1968).
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A relacao direta entre o produto da concen
tracao de fitas complementares e a velocidade de reasso-
ciag3o sugeriu que a etapa inicial limitante na reasso-
ciacao & um evento de nucleacao causado pela colisao e
formagao de uns poucos pares corretos de bases (MARMUR,
ROWND & SCHILDKRAUT, 1963; WETMUR & DAVIDSON, 1968). A
subsequenté reacao de fechamento & presumivelmente répi-
da e resulta na derradeira formacdo do complexo estével.
Entretanto, h& um comprimento minimo abaixo do qual a du
pla hélice n3o & estével. VArios experimentos tem sido
efetuados com polinucleotidios sintéticos (RICH, 1960;
LIPSETT e col., 1961; LIPSETT, 1964; MICHELSON & MONNY,
1967; NIYOGI & THOMAS, 1967) ou com &cidos nucleicos na-
turais que tem sido aparados para tamanhos definidos (Mc
CARTHY, 1967; NIYOGI & THOMAS, 1967)para estimar este
comprimento minimo. Estes estudos foram revistos por
WALKER (1969) e THOMAS (1966) e parece que dependendo do
contetido de G + C (MARMUR & DOTY, 1962; NYIOGI, 1969;
MOORE & McCARTHY, 1968), o tamanho minimo para um comple
xo estével €& de 10 a 20 nucleotidios. A estabilidade tér
mica cresce abruptamente para comprimentos maiores de
tal modo que, dependendc do contetido de G + C, a estabi-
lidade de uma dupla h&lice complementar de 25-50 nucleo-
tidios se aproxima daquela de qualquer complexo muito
maior (BRITTEN & KOHNE, 1968; LIPSETT, 1964; McCARTHY.,
1967; NIYOGI, 1969).
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A estabilidade térmica de uma dupla hélice ’

de A4cido nucleico & extremamente sensivel & presenga de

pares de nucleotidios desemparelhados dentro das  fitas

polimeras (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 variaveis dentro da  dupla

hélice na formagao de hibrido (McCARTHY & McCONAUGHY,1968;

McCARTHY, 1967; WALKER, 1969).

A estabilidade térmica do hibrido formado
revelou,pelo valor do Tm obtido e pela forma da curva,
uma especificidade altamente satisfatébria na reagdao de

. hibridizagdo estudada (Figura 6).

Para verificar a especificidade da reagao N '
de hibridizacao que estamos medindo, além de examinar a
estabilidade dos hibridos formados, estudamos tal reacao
com DNAs heterblogos concluindo favoravelmente pela espe

cificidade, por ndo haver reagao neste caso (Tabela IV).

Uma caracteristica importante do mkNA é& a
submetilagdo. Sabe-se que o nucléolo & sede de metila
ses (BIRNSTIEL, FLEISSNER & BOREK, 1963), enzimas que me
tilam o RNA precursor ribossomal 45S e os seus produtos
355, 28S e 18s. A finica espécie molecular de RNA que

n3o & metilada & o mRNA(SRINIVASAN & BOREK,1964;MOORE,
1966). :

T T T L I R T T T L T T T R TR SR
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Sabendo-se que o0 RNA nucleolar & uma mistg
ra,era importante examinar o comportamento dos componen
tes na reacao em estudo, embora trabalhos anteriores mos
trassem que o 185 era responsavel pelo papel de mensa -
geiro (BRENTANI, 1969; BRENTANI, 1969a).

Assim, o rRNA 28S e seus precursores saome
tilados e o pico 18S & submetilado (Figﬁra 2). 0 mesmo
nao se verifica para o componente 188 da fragdo nucleo -
plasmética que se apresenta tao metilado quanto o rRNA
28s (Figura 3), tornando pouco provavel a contaminagao do
material nucleolar por este RNA. Aliés, idéntica conclu
sao se p8de tirar da comparacao das propriedades  fisi-

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

Quando se hibridiza as fragOes, obtidas
através da sedimentagao zonal (Tabela VII),do RNA nucleo
lar observa-se que O RNA que reage & o 1883, sugerindomais
uma vez que & mensageiro, firmado ainda pelas caracte -
risticas da reacdo de hibridizacdo que saoc as mais pro-

picias para reagir mRNA.

Resultados concordantes com estes sdo os
obtidos da caracterizacao do material em cromatografiaem
coluna de BD-celulose e da hibridizacdao de suas fragoes
com o DNA cromatinico (Figura 4 e Tabela VI, respectiva

mente). A BD-celulose & uma resina que se caracteriza

T R e T N TN TR R
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pela alta recuperacao do material por ela eluido. Sua
. resolugao parece depender (a pH 7,5) da interagao prefe- : .
rencial de regides de fitas simples dos &cidos nuclei-
cos com os anéis aromdticos. Portanto, em principio,uma
diferenga estrutural ém um RNA pode permitir que ele se-

ja separado dos outros RNAs celulares.

De fato, obtivemos duas fracoes, uma alta-
mente submetilada (Pico II) e que,hibridizada com DNA de
cromatina,mostra alta afinidade com os seus cistrons,com
pardvel & da fracao nucleolar 188 obtida do Eracionameg

to em gradiente de sacarose (Tabela VII).

Podemos pois afirmar que a espécie molecu
lar responsével pela reacao de hibridizacdo & a  fracao

mensageiro do RNA nucleolar.

Pode-se usar a reagao de hibridizagdo para
examinar a crigem do material empregado. Hibridizando o
RNA nucleolar com os DNAs nuclear total e cromatinico
(Figuras 7 e 8, respectivamente) observamos a mesma ciné
tica de reac3o, o que constitui evidéncia indireta de
. : que os cistrons, envolvidos na reacao, se encontram to-
' talmente constidmmna fracdo cromatinica que & o DNA em-

pregado na maior parte das experi@mcias descritas.

. A demonstracao direta desta origem obtém—
se hibridizando o RNA em quest3o com fragles do DNA obti

das em gradiente de CsCl. Assim, DNA nucleolar(FiguraJlb) :
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e cromatinico (Figura 9), apbs terem sido fracionados em

CsCl, foram submetidos & hibridizacao com RNA riboss8&mi-

co marcado, usado aqui como controle. Encontramos rea-—

¢do no satélite do DNA nucleolar (Figura 1.0) como j& foi /
mostrado em HelLa (ATTARDI, HUANG & KABAT, 1965), fumo /
(TEWA™I & WILDMAN, 1966), bactérias (ATTARDI, HUANG &
KABAT, 1965a; YANKOFSKY & SPIEGELMAN, 1963) e em mamifg
ros (WALLACE & BIRNSTIEL, 1966; RITTOSA, ATWOOD, LINDS-
LEY & SPIEGELMAN, 1966; STEELE, 1968).

Observa-se neste experimento mais uma vez

0 efeito da temperatura na hibridizagdo do mRNA. Comio

. B observamos na Figura S, encontramos um 6timo para a rea-

. ¢3o dc RNA nucleolar com DNA de cromatina ao redor de
5500. Neste experimento hibridizamos também a 68°C. Ob
serva~se uma queda sensivel da reacdao quando h& aumento

. da temperatura {Figura 11).

A reagao de hibridizagdo presta-se ainda pa

ra pesquisar o© destino do material nucleolar.

Sakbe-se que duas moléculas 1dent1cas compe
tirao entre si por um sitlo de 1lgagao comum se este for
limitante. Este prlnciplo simples tem sido usado  fre-
quentemente ﬁara encontrar similaridades entre duas popu

} lagdes de RNA competidoras por um DNA comum. A ocorré&n—

cia de competigdo entre RNA nucleolar e citoplasmitico
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(Figura 15) se constitui em forte sugestao de que,efetiva
mente,o material encontrado no nucléolo migra em parte pa

ra o citoplasma.

0 exame da cinética de renaturacdo revelaa
existéncia de diferentes classes de DNA,caracterizadas por
sua velocidade de reassociacao. Como & evidente, esta &
funcdo da concentracdo de tais sequéncias no genoma, ou
seja, do nfmero de cbdpias afi contido (BRITTEN & KOHNE,
1971). Foi assim proposto que existe uma fragdo de DNA
em eucariotos que contém extensdes de nucleotfidios repe-
tidas centenas ou milhares de vezes e que, provavelmente,
pouco diferem umas das outras (BRITTEN & KOHNE, 1968; Mc
CARTHY & McCONANGHY, 1968; WARING & BRITTEN, 1966). BRIT-
TEN & DAVIDSON propuszram um modelo que mostra a fungiopg
ra as sequéncias repetitivas no DNA. O modelo toma o
sistema de operon original de JACOB & MONOD (1961) e am-
plifica-o0 para incluir operons miltiplos interatuantes
(BRITTEN & DAVIDSON, 1969). A maioria do RNA que con -~
tém ° . sequéncias repetitivas pode incluir RNA de reno
vagao répida que esti confinado no nficleo; este RNA nu-
clear parece iedresentar o grosso do RNA que esté Eendo
sintetizado na célula (DARNELL, 1969; CHURCH & McCARTHY ,
1967; ATTARDI, PARNAS, HWANG & ATTARDI, 1966). Tal RNA
poderia tomar parte no papel regulatdrio,ligando-se a si-

tios especificos do operador sobre os cromossomos (HUANG
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& HUANG, 1969). A presenca de sequéncias repetidas au-
menta a complexidade das reagOes DNA-DNA ou DNA~RNA,

A maioria das experiéncias DNA~RNA reali-

zadas até agora sb permitiu detectar hibridizagao com
sequéncias de DNA reiterado, por motivos cinéticos. Is-
to &, nessas experi@ncias os tempos de reacdo emprega -
dos e as concentracoes de RNA e DNA n3o seriam suficien-
tes para se observar hibridizacdo de DNA nd3o reiterado,
ou seja, de sequéncias finicas (BISHOP, 1968; WALKER,1968;
MELLI & BISHOP, 1969).

De modo geral, admite-se porém que mRNA &
feito sobre DNA niao reiterado. Por exemplo, foi demons—
trado que mRNA de hemoglobina & determinado por DNA nao

« reiterado (BISHOP, PEMBERTON & BAGLIONI, 1972). Nas nos
sas condig¢Oes experimentais, todavia, s6 se pode detec-

tar hibridizacdo com a fracdo reiterada do DNA.

Podemos imaginar duas explicag¢Oes para es

ta discrepéncia:

(1) Que o RNA envolvido na reagdo ndo & mensa
; geiro.

Esta hipbtese ndo parece plausivel porque
O RNA 185 encontrado no nucléolo foi caracterizado como

mensageiro através de suas propriedades: (a) quimicas -

submetilagdo (3.1.2. e 3.2.), razao de bases (BRENTANI,
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1969; BRENTANI, 1969a), comportamento na cromatografia em
' 'BD-celulose (3.2.); (b) fisicas - titulacdo potenciomé-
" trica e espectrofotométrica, cinética de reagdocom formal
deido e anflise da denaturacao térmica (BRENTANI, 1971;
BRENTANI, 1972) e (c) biolégicas - hibridizacao (Tabe-
la VII) e estimulo da incorporacao de aminobcidos "“in vi-
tro" (BRENTANI, 1969; BRENTANI, 1969a).
Em outro material biolbdgico foi também de
monstrado que o RNA de nucléolo é capaz de, quando adicio
nado a um sistema heterblogo de sintese de proteinas, de~
terminar a sintese de uma proteina especifica - o colége-
no (BRENTANI, PERES, ODA & WANG, 1972).
ga) Que o0s mensageiros possam hibridizar com
DNA reiterado.
Foi demonstrado que grande parte do RNAra ] .
pidamente marcado (presunivelmente mRNA),obtido de figa
do em regeneracao (CHURCH & MCCARTHY, 1967), hibridiza com f .
DNA . reijterado.

Uma demonstracdo mais convincente & dada
pela hibridizagdo com mRNA de histona (KEDES & BIRNSTIEL,
1971)}.

Parece, assim, vAlido admitir que do nu-
cléolo de figado de rato se pode extrair um RNA, caracte-
rizado como mRNA, capaz de hibridizar com DNA reiterado e

que apresenta origem cromatinica, destinando-se em parte

ao citoplasma.




5. RESUMO E CONCLUSOES

5.1. O RNA nucleolar de figado de rato foi fra
cionado por sedimentagao zonal em componentes 458§, 28s,
185 e 10s.

5.2. O Gnico componente a se apresentar subme-
tilado foi o RNA 18sS.

5.3. O finico componente capaz de formar hibri-

dos com DNA, nas condi¢des experimentais, foi o RNA 18§.

5.4. A cromatografia do RNA nucleolar em colu~
na de BD-celulose permité a obtencdo de duas fragdes; a
segunda, eluida em condigdes referidas na literatura, co-
mo prbprias para separagdo de mRNA, apresentou-se submeti
lada em relacao & primeira e foi muito mais eficiente do

que esta na reacao de hibridizagao com DNA.

5.5. A hibridizacado do RNA nucleolar com DNA
de fragOes subcelulares sugere uma origem cromatinica pa-
ra este RNA.

5.6. A hibridizacdo competitiva entre RNA nu-
cleolar e microssomal sugere destino citoplasmético  pa-

ra pelo menos parte do RNA nucleolar.
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