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I. INTRODUCAO

A produgao de conhecimento sobre os mecanismos
pelos quais o material genético transcreve suas informagoes
tem sido o principal motivo para pesquisas na area de estrutu-
ra cromatinica.

Os primeiros estudos sobre a estrutura da cro-
matina comegaram com as observacoes de RIS (1956), que foi o
primeiro a descrever que nlicleos de células de eucariotos apre
sentavam fibras de DNP gue mediam cerca de 200 a 2508 de diame
tro. Seqguiram~se algumas idéias com o objetivo de interpretar
a ultraestrutura daquelas fibras de DNP (GALL, 1963; RIS &
CHANDLER, 1963; DuPRAW, 1965a,b,c; BARNICOT, 1967), ficando es
clarecido que a cada fibra de DNP correspondia uma Unica dupla
hélice de DNA, associada com proteinas (DuPRAW, 1965c; RIS,
1966; ABUELO & MORE, 1969).

Experimentos utilizando tripsina (DuPRAW, 1965
a,b), mostraram que a fibra cromatinica exibe regioces mais es-
pessas (fibra B) unidas por regiodes mais finas (fibra A), dan-
do idéia de que fibras mais espessas poderiam se descompactar
originando fibras mais finas e vice-versa. Estas observacoes
sugeriram a existéncia de diferentes ordens de compactacgao de
estrutura nucleoproteica (DuPRAW, 1970a,b; RIS & KUBAI, 1970).

Os estudos sobre a ultraestrutura da fibra cro

matinica, tiveram continuidade com os trabalhos de OLINS &
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OLINS (1974). Este# autores visualizaram ao microscopio eletrd
nico, que nicleos de varias origens, quando suspendidos em KCl
0,2M e a seguir rompidos em &gua, mostravam uma distribuicao
linear de unidades esféricas; "v bodies", medindo aproximada-
mente 708 de diametro, e entre estas unidades foram notados
fios conectantes medindo 158 de didmetro. Também KORNBERG

(1974) e KORNBERG & THOMAS (1974), propuseram gue a cromatina
consistia de unidades repetitivas formadas de duas moléculas
de cada um dos tipos de histonas Hoqr sz, H3 e H4 e cerca de
200 pares de bases de DNA. Uma quinta histona, Hl’ se localiza
superficialmente a esta unidade (KORNBERG, 1974).

OUDET e colaboradores (1975} observando croma-
tina destituida de Hl, observou que esta era constituida de
uma cadeia flexivel de particulas esfériaas, as guais denomi-
nou de nucleossomos. Este mesmo autor observando Cromatina em
que Hy nao havia sido removida, verificou que os nucleossomos
estavam fortemente compactados, sugerindo entao gue Hl estiveg
se envolvido na compactagac da fibra cromatinica.

Atualmente o termo nucleossomo € empregado pa-
ra designar unidades constituidas de histonas H2a' sz, H3 e
H, (duas de cada), 200 pares de bases de DNA e uma molécula de
Hy. O termo "core" nucleossomico & atribuido a um octameroc de
histonas H2a' H2b' H3 e H4, associado a 146 pares de bases de
DNA. Estas definig&es foram possiveis a partir de resultados
de digestao da fibra cromatinica com DNAse I (McCHEE & FELSEN-
FELD, 1980; KORNBERG & KLUG, 1981).

A localizagao do segmento de DNA sobre a super
ficie do octamero de histonas, perfazendo 1 volta e % em torno

deste octamero foi possivel a partir de experimentos com DNAse
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I (NCLL, 1974, 1977) e difracao de neutrons (PARDON et alii,
1975; HJELM et alii, 1977).
Esquematicamente, poderiamos representar o ni-

cleossomo, do seguinte modo:
1. octamero de histonas
2. segmento de DNA

3. molécula de 'Hy

A descricao apresentada ate agora sobre a ul-
traestrutura da cromatina, se refere ac material cromatinico
em niicleo interfasico, que exibe niveis hiera@rquicos de compac
tagao. As fibras destes nlicleos apresentam um diametro aproxi-
mado de 3008, o que & proprio de um nivel de compactagdo conhe
cido como tendo uma conformagao em solendide (BRADBURY et al,
1974; OUDET et al, 1975; WORCEL, 1977; THOMA & KOLLER, 1977;
MULLER et alii, 1978; THOMA et al, 1979), como se pode verifi-

car no seguinte esquema:

1

Qoxann  fibra de 3008

fibra de 100%

solendide

No entanto, esta fibra de 3002, pode assumir
niveis mais altos de compactacdo, como se observa em cCromosso-
mos mitdticos, e neste caso H] teria um desempenho predominan-
te (LITTAU et alii, 1965; BRADBURY et al, 1973; BILLET & BARRY;

1974).
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A agao de nucleases como DNAse I (SIMPSON &
WHITLOCK, 1976; LUTTER, 1977; NOLL, 1974, 1977) e DNAse II(LU
TTER, 1981) sobre a cromatina, revelou a existéncia de pontos
bem determinados, sensiveis 3 acao destas enzimas; esta perio
dicidade em relagao a estes sitios sugere uma distribuigdo si
métrica dos pontos de contato entre DNA e o octimero de histo
nas (FELSENFELD, 1978). A localizagao precisa dos sitios de
agao no "core" nucleossdmico, revelou que estes sitios estio
espacados em numero mﬁltipio de 10,4 bases (LUTTER, 1879) e
nao 10 como se pensava anteriormente (NOLL, 1974). Essas dife
rencas foram atribuidas a diferentes tipos de bloqueio estéri
co efetuado pelas histonas em varios locais da molécula de
DNA, afetando desse modo, a porgao de DNA dispo-
nivel a agac de DNAse I (LUTTER, 1979).

A conformagao e posigao de histonas no "core"
nucleossdmico tem sido melhor conhecida a partir dos seguin-
tes experimentos: 1. seguenciamento de aminodcidos das histo-
nas (Von HOLT et alii, 1979; ISENBERG, 1979); 2.complexacOes
entre histonas, avaliadas por mudancas no espectro de NMR
(MOSS et alii, 1976; BOHM et alii, 1977; BRADBURY et alii,
1977); 3.interagdes entre histonas, utilizando luz ultravio-
leta (De LANGE et al, 1979) e agentes formadores de ligacoes
cruzadas (MARTINSON et alii, 1979); 4. interacoes entre DNA
e histonas do "core", também com auxilio de ligagdes cruzadas
(MIRZABEKOV et alii, 1977, 1978; SIMPSON, 1978; SHICK et alii,

1980).

Por outro lado, analises de difragao de raios
X e microscopia eletrdOnica, permitiram a apresentacao de um

modelo (FINCH et alii, 1977) em que a particula "core" apre-
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senta-se como um cilindro achatado, medindo 1108 de didmetro e
578 em altura, dimensoes estas, compativeis com os resultados
obtidos através de espalhamento de neutrons (PARDON et alii,
1977; SUAU et alii, 1977). Observagdes de cristais de  "core"
nucleossémico ao microscdpio eletrdnico e andlise de difragao
de raios X, mostraram que o DNA circunda o octamero de histo-
nas apresentando uma periodicidade de 28&, dque provavelmente
corresponda ao passo da superficie de DNA em torno do octamero
de histonas (FINCH et alii, 1977) e estudos exclusivamente ted
ricos, sugerem uma suave inclinacao da molécula de DNA em tor-
no do "core" nucleossomico (LEVITT, 1978; SUSSMAN & TRIFONOV,
1978) .

As proteinas histOnicas podem ser difinidas co
mo proteinas basicas que, associadas a segmentos da - molécula
de DNA, dao origem as unidade cromatinicas chamadas nucleosso-
mos. Os primeiros estudos sobre estas proteinas se referiram a
sua agao na atividade de transcrigao de DNA, mostrando que es-
tas proteinas eram capazes de inibir a sintese de RNA a partir
de DNA (ALLFREY et al, 1963). Paralelamente surgiram trabalhos
que paulatinamente foram demonstrando o papel estrutural das
histonas na arquitetura cromatinica (KORNBERG, 1974; XORNBERG
& THOMAS, 1974; OLINS et alii, 1976).

As histonas se caracterizam por apresentarem
riqueza em aminoacidos arginina e lisina, e por auséncia com-
pleta do amino&cido triptofano. As histonas s3o classificadas
com relagéo a0 teor de lisina e arginina , em: 1. histonas ri
cas em lisina (Hl); 2. histonas mcoderadamente ricas em lisina

(H,, e H, )i 3. histonas ricas em arginina (Hy e H4).
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A histona H;, do ponto de vista evolutivo &
considerada a mais variavel em termos de estrutura primaria
(ISENBERG, 1978; Von HOLT et alii, 1979). Apresenta em sua mo-
lécula trés regioes bem definidas: uma regido amino-terminal
com 40 residuos; uma regido central e hidrofdbica, com aproxi-
madamente 80 residuos; e uma carboxi-terminal com 108 residuos
(HARTMAN et alii, 1977; ISENBERG, 1979; ALLAN et alii, 1980).
A regiao globular ou central apresenta algumas caracteristicas
que diferem bastante das regices N- e C-~terminais, por ser al-
tamente conservada evolutivamente e também por exibir cardter
hidrofobico (ALLAN et alii, 1980). A molécula de H, poderia

ser representada de forma esquematica assim:

o A

Regiao Regiao Regiao
amino-terminal globular carboxi~terminal

Para Hj sao reservadas fungbOes na supercompac-
tacao e na organizagao de solendides de fibras nucleoproteicas
(BRADBURY et al, 1974; OUDET et al, 1975; WORCEL, 1977; RENZ
et al, 1977; THOMA & KOLLER, 1977; MUOLLER et alii, 1978; THOMA
et al, 1979).

As histonas H2a, H2b’ H3 e H4 apresentam no ge
ral duas regioes de dominio: uma regido amino-terminal onde se
encontra maior quantidade de aminocacidos bisicos, e nma regiao
carboxi-terminal, rica em aminodcidos hidrofébicos, o que con-
fere um aspecto globular a esta regiao (DeLANGE & SMITH, 1971;
ISENBERG, 1979; SPERLING & WACHTEL, 1981). Um resumo com algu-

mas caracteristicas destas proteinas é apresentado a sequir:
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A interagao do complexo de DNP com Hl' & suge-
rida que seija mais devida a uniao DNA—Hl, do que de Hl com ou-
tras histonas. Tal conclusac é amparada pelos experimentos de
complexagao DNA-H; e de DNP, estudados por ressondancia nuclear
magnética (NMR) (BRADBURY et alii, 1975). Este mesmo autor su-
geriu que a regiao globular de H; tem pouca importancia na in-
teragao DNA-H;, mas outros trabalhos tem reservado uma partici
pagao mais ativa para esta regido, uma vez que foi constatada
ser a Unica capaz ‘de distinguir entre DNA circular em
conformagdo de superhélice e DNA circular em conformagao "rela
xada" (BINA-STEIN et alii, 1976; VOGEL & SINGER, 1976; SINGER
& SINGER, 1976). Alguns autores tém mostrado que na interacao
DNA-Hy, H, tem ligagao preferencial e cooperativa com DNA rico
em A-T (SPONAR & SORMOVA, 1972; MAREKOV et al, 1978) e DNA sa-
telite (CHAPMAN et alii, 1976).

A idéia de que a interacao Hl~cr0matina se da
principalmente pela regiao C~terminal dos bragos de Hy, e nao
pela regiao central hidrofdbica desta histona, vem de experi-—
mentos, em gue ao se desnaturar a regiao globular, nao se ob-
servou nenhuma alteragao na interagdo H,-cromatina, no que se
refere ao espectro de NMR (BRADBURY et alii, 1975). Por outro
lado, o papel de Hl como unico agente capaz de levar a cromati
na a outros niveis de compactacao, independentemente de outras
histonas, foi fortalecido pela habilidade demonstrada de H

1
contrair DNA livre de histonas {(BRADBURY et alii, 1975).

A participacao efetiva de H, na compactagdo
aromatinica & comprovada por varios autores, que demonstram
uma transigao estrutural da fibra cromatinica, quando Hy é re-

movida, transformando a fibra de 2503 enmn um filamento com a
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aparéncia de contas de colar (OLINS & OLINS, 1974; FINCH et al
1975; GRIFFITH, 1975; OUDET et al, 1975; FINCH & KLUG, 1976).

Acredita-se que a interacao H,-DNA possa ser
modulada pela forg¢a idnica (RENZ et al, 1977), pelo fato de
que uma fibra nucleossdmica com 2008 de didmetro ao ser subme-
tida a forca idnica muito baixa (NaCl =~ 20mM}, passou a ter um
aspecto descompactado, e apareceram as cadeias familiares de
nucleossomos com 8538 de diametro. Este mesmo autor admite que
a descompactagao da fibra cromossomica quando a concentragao
de NaCl passa de 0,15M para 0,02M possa ser consequéncia de mu
dangas na interagao H,-DNA, passando de uma ligagdao do  tipo
cooperativa, como ocorre em complexos HI—DNA apenas (RENZ &
DAY, 1976}, para uma do tipo nao cooperativo, com as moléculas
de Hy se redistribuindo totalmente ao acaso ao longo da fibra
cromatinica. Mais uma evidéncia da importancia de Hl na estabi
lizagao do estado compactado da cromatina foi encontrado em
complexos de nucleoproteina de Simian Virus 40, gue tiveram
suas moléculas de Hl removidas com NaCl 0,6M, passando entao
de uma forma compactada, para uma forma distendida (MULLER et
alii, 1978).

B A necessidade da presenga de H, para formagao
da fibra com 3008 de didmetro e a sua manutengao no interior
do niicleo (FINCH & KLUG, 1976; RENZ et al, 1975), tem levado
alguns autores a admitirem a interagaoc entre moléculas de Hy
(THOMA et al, 1979; WORCEL, 1977), o gue levaria a formacgao de
solendides.

No modelo proposto por WORCEL (1977), as molé-
culas de Hl estao colocadas com sua polaridade alternada ao

longo da fibra de 100%. A molécula de H; se situa no nucleosso
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mo de tal forma que as regides terminais da histona se situem
sobre o segmento de DNA que emerge do "core" nucleossOmico. Es
ta ligagao de H;, a cromatina destituida de H, induziria a fi-
bra de DNP com 1008 de didmetro, a assumir uma compactagao ini
cial, e a 1ocalizagao da molécula de Hl' permitiria que a re-
giao N-terminal de uma molécula ficasse proxima 3 regido C-ter
minal de uma outra molécula de Hl’ situada na volta adjacente
da hélice do filamento de DNP, de modo gue interagoes H)~H, po
deriam estabilizar a fibra cromatinica de 3008,

Embora seja sugestivo imaginar, com base na
propria composigao de aminodcidos, que na interagao entre as
extremidades terminais de H,, estejam envolvidas ligacdes do
tipo eletrostatica, CRUICKSHANK e WALKER (1981) tem afirmado
gque para manter a estrutura supercondensada da cromatina, ou
mesmo a prépria fibra de 3008, ndo devem estar envolvidas inte
ragoes eletrostiticas entre as moléculas de Hy. Acreditam es-~
tes autores que as cadeias laterais basicas de Hy, criam um mi
croambiente local, gue aumenta a forca idnica proxima aos fos-
fatos na molécula de DNA, permitindo & cadeia nucleossdmica as
sumir estruturas de ordem superior, nao envolvendo ligacgoes
eletrostdticas entre moléculas de Hy. Estas conclusoes foram
baseadas em compara¢oes de parametros termodinamicos, medidos
em cromatina nos estados condensado e nao condensado. Ainda se
gundo este autor, as fungoes das ligacdes eletrostdticas de Hy
sao completamente satisfeitas dentro do proprio nucleossomo.

Uma outra histona, Hg, com caracteristicas mui
to semelhantes a Hy, € encontrada em nlcleos de eritrdcitos de
aves, répteis, anfibios e peixes (EDWARD & HNILICA, 1968; NEE-

LIN, 1968; MIKI & NEELIN, 1975). Durante o processo de eritro-
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poiése a histona Hy € gradualmente substituida por Hg (SINCLAIR
& BRASCH, 1975), simultaneamente, a sintese de RNA e proteina
vai gradualmente diminuindo, chegando a grau zero, nos eritro-
citos maduros (WILLIAMS, 1971). Os estudos de histona Hg se
prendem a relagac existente entre o aparecimento de Hg é alte-
ragoes na estrutura cromatinica acompanhadas de diminuicdo da
atividade transcritiva.

Certa homologia estrutural constatada entre a
subfragao H,g e H; (SMITH et al, 1980), associada ao aspecto
altamente compactado da cromatina nuclear de eritrocito de ave,
sugere que Hg possa ter uma fungdo primadria de reprimir sinte-
se de DNA (SMITH et al, 1980), fenomeno que € sabido ocorrer
durante a maturagao de eritrdcitos (SINCLAIR & BRASCH, 1975);
Hy0, uma subfragao de H,, descrita por PANYIM & CHALCKLEY
(1969b) , se caracteriza por estar presente em niveis que sao
inversamente proporcionais ds taxas de divisao celular (PEHR-
SON & COLE, 1980).

A estrutura primaria de Hy de eritrdcito de
ave, mostra altas quantidades de lisina, arginina, serina e a-
lanina (GREENAWAY, 1971), e andlise cromatografica tem revela-
do presenga de subfragOes de H; (GREENAWAY & MURRAY, 1971).

Estudos comparativos de sequéncias de aninoici
dos da regiao N-terminal de Hg em diferentes espécies de aves,
tém mostrado considerdvel variabilidade (SELIGY et alii, 197e6),

H, e H,.

2a’ Hapr H3 € Hy
As histonas H, e Hy apresentam um peso molecu-

ao contrario do que ocorre com H

lar semelhante, possuindo 217 e 185 residuos respectivamente
(AVILES et alii, 1978), alen de exibirem uma confarmagéo estru

tural semelhante. A principal distingao entre Hy e Hg consiste
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em que Hg contém muito mais resIduos arginina e serina do que
Hy (AVILES et alii, 1978).

Digestao triptica de Hy em alta forga idnica,
resultou na formacao de um produtos resistente, que representa
a regiao globular da molécula, com 79 residuos. De informacdes
obtidas a partir de dicroismo circular, velocidade de sedimen-—
tagao, espalhamento de neutrons e produtos de digest3o por

tripsina, mostrou-se gue a molécula de He & constituida de

tres regioes: N-terminal, globular e C-terminal  (AVILES et
alii, 1978).

Como se pode observar, o esquema estrutural da
molécula de Hg € muito semelhante ao de Hy, merecendo contudo
algumas observacgoes que ressaltam diferencas existentes entre
estas duas histonas. A comecar pela regidao C-terminal, Hy apre
senta um teor de aminoacidos basicos entre lisina e arginina,
guperior a mesma regiao de Hy (YAGUCHI et alii, 1977); isto im
plicaria em uma maior afinidade desta regiao pelo DNA, para 1i
gagoes tipo salina. Outra diferenca estd na regido N-terminal
de Hg que se apresenta mais curta e tem carga positiva total
inferior a8 regiao correspondente em H; (AVILES et alii, 1978),
Uma outra caracteristica de Hg, estd na sua regiao globular,
que em NaCl 0,15M, apresenta-se fortemente ligada ao DNA (AVI-
LES et alii, 1979), e ao contrario do gque ocorre com Hys ha in
dicagbes de gue a interagao de Hg com DNA é mediada pelas suas
trés regioes (AVILES et alii, 1979).

A remogao de H; e H;, da cromatina de eritrdci
tos maduros permitem o aumento da atividade génica (SELIGY &

NEELIN, 1970; GASARYAN & ANDREEVA, 1972; BOLUND & JOHNS, 1973;

SELIGY & MIYAGI, 1974), e este fato & atribuido a mudancas na
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conformagao e disponibilidade de fosfatos de DNA e seguéncias
de base (WILLIAMS et al, 1972; BRASCH et al, 1972; SELIGY &
LURQUIN, 1973; SELIGY & MIYAGI, 1974). Para explicar a pre-
senga de uma histona (Hg) relacionada com condensacao cromati-
nica e restricao de atividade génica, em células metabolicamen
te ativas, alguns autores tém admitido modificagoes enzimati-
cas de Hy, que poderiam mediar alteragoes na ligagdo ao DNA ou
as demais histonas (SELIGY & NEELIN, 1971, 1973; WILLIAMS &
SELIGY, 13973).

Experimentos levados a efeito por ALLAN e cola

boradores (1381), mostraram que a reassociacao envolvendo H, e

1
Hg de eritrocito e H, de timo, com cromatina destituida destas
histonas, induzia a formagao de estrutura de ordem superior
propria da cromatina nativa. Comparando-se o efeito protetor
de Hy e H; de eritrocito e Hy de timo, sobre DNA de cromatina,

tem sido revelado que H, exerce maior protecao do que H de

1
timo e maior ainda do que H; de eritrdcito ({(ALLAN et  alii,
1981) . Este resultado & compativel com a agao de Hr na compac-
tagao da cromatina de niicleo de eritrdcito, e justifica em par
te, a substituigﬁo de Hl por HS gque ocorre durante a maturagao
de eritrdocitos de aves.

No presente trabalho nos propomos a contri-
buir para o estudo dos aspectos estruturais de He, bem como da
participagao desta histona na estrutura cromatinica.

Constituem~se pois em objetivos desta tese os
sequintes tOpicos:

l. Testar e avaliar a homogeneidade dos processos extrativos

da fragao de histonas rica em He (FRHg), usando acido per-

clorico 5%, NaCl 0,7M e NaCl 0,15M-HCl a pH 1,85, procedi-
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mentos estes, usados por diversos autores {JOHNS, 1964;
OHLENBUSCH, 1967; GREENAWAY, 1971; BRASCH, 1976; SELIGY et
alii, 1976).

2. Detectar diferengas entre conformagao molecular da FRH; com
parada a H,. Para tal vamos utilizar a analise de espectros
de absorcao e de fluorescéncia, além da fluorescéncia natu-
ral de histona, embora tenha sido ja constatada (BONNER et
alii, 1968), nunca foi utilizada para estudos de conforma-
cao de proteinas, a fim de detectar diferencas entre histo-
nas. A fluorescéncia de complexos histona—-ANS, tinha sido
observada por LAURENCE (1966}, trabalhando com histonas em
solugdo e neste caso obteve muito fraca fluorescéncia para
Hl“ANS.

3. Conhecer a participagao de FRHg na estrutura e ordem molecu
lar da cromatina. Para tal serao estudados complexos de DNA
com FRH; e de DNA com histonas totais, através de andlise
de birrefringéncia” de material corado com azul de toluidi-
na e de dicroismo® daguele corado com sirius red F3B, bemn
come microscopia eletronica. A birrefringéncia no caso, de-

ver~se~a as moléculas de azul de toluidina presas aos radi-

* A birrefringencia podeser definida como um tipo de anisotro=
pia, encontrada em estruturas que apresentam mais de um Indice
de refragao para diferentes diregoes de propagagao de luz pla-
no polarizada, enquanto dicroismo € um fenomeno encontrado em
estruturas capazes de absorver diferentemente a luz em diferen
tes planos de propagagao da luz plano polarizada. Somente as
estruturas biologicas com macromoléculas ordenadas, permitem
distribuigao ordenada de corantes dicroicos, no caso o sirius

red.
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cais fosfato de DNA. As propriedades anisotropicas deste co
rante quando ligado ao DNA sao amplamente conhecidas (RO-
MHANYI, 1967; VIDAL, 1972; MELiO & VIDAL, 1977; VIDAL,
1979) . A deteccao de dicroismo serd possivel com o uso do
corante sirius red que se prende aos radicais —NHg de .pro-
teinas. Este corante & altamente indicado por ser uma molé-
cula gque apresenta quatro grupos cromofdoricos —N=N— (CONN,
19639), por exibir anisotropia Optica (MISSMAHL, 1966) com
possibilidades amplaspara medidas e interpretacoes acuradas

sobre ordem molecular (VIDAL et al, 1982).
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II. MATERIAIS E METODOS

II.1. Coleta de material

Sangue foi obtido de frangos adultos, de racga
Leghorn. O sangue coletado era imediatamente colocado em solu-

géo de citrato de sodio 10%, na proporcao de %9:1, com a tempe-

ratura mantida em torno de 4°C (GREENAWAY & MURRAY, 1971;

MURRAY et al, 1968). O uso de heparina foi evitado, uma vez
que esta substancia causa entumescimento nuclear {DAVIES &
SPENCER, 1962) e redistribuicao de proteinas cromossomicas

(TAYLOR & COOK, 1977).

II.2. Preparacao dos niicleos de eritrocitos

A preparacao dos nicleos seguiu o0 esguema mos-
trado na pagina 17. Os eritrdcitos inicialmente suspensos en
solugao de citrato de sodio 10% foram centrifugados e os preci
pitados foram suspensos e lavados trés vezes em solugao conten
do NaCl 0,15M, citrato de sodio 0,01M e PMSF 0,lmM (SCP), lava
dos trés vezes nesta solugao. PMSF (fluoreto dde fenil metil
sulfonil) (Sigma) esteve presente durante toda a preparagao pa

ra diminuir os riscos de protedlise.

II.3. Extracao de histonas

Para extracao de histonas totais, foi utiliza-

do H5S04 2H. Os nucleos j3& limpos foram suspendidos em  NaCl



Sangue em citrato de
sddio 10%

2000g/5 minutos

! |
SN ppt

suspenso em SCP
2000g/5 minutos

f s
SN ppt

suspenso em SCP
2000g/5 minutos

I ]
SN pPpt

suspenso em SCP
2000g/5 minutos

f i
ppt SH

de saponina 0,1%
30 minutos agitando
300g/10 minutos

SN ppt (hemacia nao rompida)

10000g/10 minutos

i ' |
ppt (NOCLEOS) SN

suspenso em SCP + igual volune

17
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0,15M-PMSF 0,1lmM (SP), e sob constante agitacgac fol adicionado
1/4 do volume de HES®4 2N e deixado agitando porx S 30 minutos
(BONNER et alil, 1968; DANYTIM et al, 1971). A suspensao dos ni
cleos foi centrifugada a 10000g por 10 minutos. Os niiclecs pre
cipitados foram desprezados e ao sobrenadante foram acrescenta
dos quatro volumes de etanal absoluto e deixados a =~109C duran
te 24 horas (BONNER et allli, 1968). Apds este tempo, uwma nu-
vem branca se depositou ne funde do recipiente e fol facilmen-
te precipitada por centrifugacao a 2000g por 20 minutos. O pre
cipitado. branco foi ressuspendido em etanol absoluto e centri
fugado a 10000g por 15 minutos. Esta etapa fol repetida tres
vezes e o precipitado foi secado sob vacuo (BONNER et alll,
1968). Este representa a fragac nuclear histonica.

A extragao de histonas Hp e Hy fol  reallzada
usando NaCl 0,7M, Acido perclorico (PCA) 5% e NaCl 0,15M - HCL
a pH 1,85,

Mo primelro processo, cerca de 5 ml de precipl
rado nuclear foram suspensos en 2-3 volumes de tampao fosfato

15mM a pH 8,0 contendo NaCl 0,7M, e deixado sob agitacao duran

+e 30 minutos a 4°C. As proteinas dissolvidas foram separadas
dos niicleos por centrifugacao a 40000g por 1 hova. ¢  extrato
salino teve seu pl ajustado para pH 2,0 com HCL IN ¢ armazenas
do a -14°C por 24 horas. Para eletroforese, o material fol dia

lizado durante 24 horas contra NaCl 0,154 {(pH Z,4) e gqualguer
precipitado foi isolado por centrifugagac.

A extracao por acido perclorice {(PCA}, seguiu
JOHNS (1964) . com ligelra mmd@ficagﬁ@. Material nmuclear Fol
guspenso em PCA 5% e h@mog@nei%ado suavemente por um minuto em

um homogeneizador B.Braun, tipo 853203,
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Apds centrifugacdo. a 5000g por 20 minutos (TO-
BIN & SELIGY, 1975), o precipitado foi novamente submetido ao
mesmo tratamento com PCA 5% e novamente centrifugado. Os sobre
nadantes das primeira e segunda extracOes foram reunidos e a
eles adicionados 3,5 volumes de acetona acidificada (0,1 ml de
HCl concentrado para cada 200 ml de acetona) (JOHNS, 1964).
Apds 24 horas a 4°c, as histonas foram precipitadas e lavadas
trés vezes em acetona e secadas a vacuo.

A extracao de histonas em NaCl 0,15M-HC1 a piI
1,85, foi levada a efeito, suspendendo-se os niicleos em NaCl
0,15M e o pH 1,85 acertado com a adicao de HC1 1N (GREENAWAY,
1971; GREENAWAY & MURRAY, 1971; TOBIN & SELIGY, 1975). O acer-
to do pH foi realizado a temperatura ambiente, e logo apds, o©
material foi deixado sob agitacac durante 1 hora & temperatura
de 4°C. O isolamento das histonas extraidas, do material nu-
clear restante, foi possivel apbs centrifugagao a 10000 g por
10 minutos. Ac sobrenadante foram adicionados 9 volumes de ace
tona acidificada (JOHNS, 1964) a fim de precipitar as histonas.
ApOs 24 horas a -10°C, as histonas foram lavadas trés vezes em
acetona pura e secadas sob vacuo. A fracgao obtida foi denomina
da Fragao rica em Hg (FRHs). Durante todos os procedimentos ex
trativos, a temperatura foi mantida entre 0 (zero) e 4°C, As
centrifugas utilizadas foram: centrifuga Sorval RC-2B com ro-
tores GSA e S$5-34 e ultracentrifuga Beckman-~Spinco L5~65B com

rotor SwW-65,

II.4. A eletroforese gg histconas

A eletroforese das histonas extraldas de eri-

trécitos de frango e da fracio rica em lisina de timo de bezer
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ro (Sigma), foi levada a efeito em gel de poliacrilamida a 15%
seguindo o método de PANYIM & CHALKLEY (1969a). Acrilamida ,
N,N'-bisacrilamida, N,N,N',N'-tetrametiletileno-diamina (TEMED)
e persulfato de amdnio utilizados na elaboracdo do gel foram
de marca Bio-Rad. Para obtencgao do gel contendo 15% de acrila-
mida em ureia 6,25M a pH 3,2, partimos das seqguintés solucoes:
solugao A: acrilamida 60% e N-N'~bisacrilamida 0,4% em &gua;
solugio B: acido acetico glacial 43,2% (v/v) e TEMED 4% (v/v)
em dgua; solucao C: persulfato de ambnio 9,2% em uréia 10M. As
solugées foram misturadas nas seguintes proporgbes: uma parte
de B, duas partes de A, cinco partes de C. A eletroforese foi
levada a efeito 3 temperatura ambiente, em sistema vertical de
gel, usando~se tubos com didmetro interno de 0,5 cm e compri-
mento de 7,5 cm. A solugac utilizada nas cubas foi dcido acéti
co 0,9N. A fonte utilizada foi de marca Permatron, modélo F250,
Todos o©s géﬁs foram submetidos a pré-eletroforese, em condi~-
coes de balxa amperagem durante aproximadamente 12 horas, para
que Ions TEMED e persulfato fossem eliminados.

Cerca de 20-40 ug de histonas dissolvidas em
dcido acético 0,9N contendo 15% de sacarose foram aplicados o)
bre ¢ gel. O tempc da corrida fol de mais ou menos treés horas
e a corrente se manteve em torno de 1,75mA por 7,0 cm de gel e
a voltagem entre 100 e 110 volts. O corante marcador fol azul
de toluidina (Merck) 0,025% em tampao McIlvaine a pH 4,0.

Terminada a corrida, os gé&s foram colocados
em tubos de ensaio contendo acido tricloroacético (TcCa) 12,5%,
e sobre eles adicionadas algumas gotas de soluc3c de coomassie

brilliant blue R-250 (Bio~Rad) 0,3% e assim deixados durante
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12 horas. Este procedimento permitiu acompanbar a eyolugdo do
processo de coloragao. A descoloragao fol feita em solugao con
tendo metanol 14% e acido acético 7%.

Histonas fixadas no gel de poliacrilamida fo-
ram tambem coradas com sirius red F3B (S.R.F3B) (GURR) 0,1% e
naphthol yellow (N.Y.) (HARLECO) 0,1%, ambas as solugdes foram
preparadas em acido acético 2% a pH 2,7. Nestes dois casos o0s

g€is foram deixados na solucdo de corante durante 1 hora, e a

descoloracao foi feita em solucao de acido acético 2%.

II.5. Curvas espectrais de absorcao

As curvas espectrais foram determinadas para
as seguintes proteinas: FRHg, Hy de timo de bezerro (Sigma),am
bas dissolvidas em tampao borato 3mM a pH 9,0 e HCl (,01N, so-
ro albumina bovina (BSA) dissolvida em HC1 0,014 e colageno
(cedido e preparado por Dx. B. C. Vidal) dissolvido em acido a-
cético 2%. O processo de desnaturagao se deu por agquecimento
em banho-maria a 96°C por 10 minutos. O espectrofotdmetro uti-
lizado foi marca Zeiss tipo PMQ-3, e cubetas mediam 1 cm de ca

minho Optico.

I1.6. Estudos fluorométricos

A fluoresceéncia natural de FRHg e Hy de timo
de bezerro em concentracao de 0,5 mg por ml em diferentes solu
¢oes de HC1 0,1N e NaCl 0,15M, fol levada a efeito em um espec
trofotdmetro de fluorescéncia marca Perkin-Elmer MpF-4HB, O
comprimento de onda de excitacao fol A = 283 nm. As condicd8es

gerals do aparelho foram: "signal gain"= 1,8 e "response"= 0,3,
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Diferentes quantidades de FRHg, Hy de timo de
bezerro e histonas totais de eritrdcitos de frango foram dei-
xadas precipitar, secar sobre laminas e em seguida foram cora
das com &acido 8-anilino naphtaleno-l-sulfdnico (ANS) Q,1%~ bu
tanol, durante 30 minutos, lavadas em butanol, imersas em xi-
lol e montadas em nujol (np = 1,497). Alguns preparados, apOs
estarem precipitados sobre lamina, foram fixados em formol 4%

em tampao fosfato a pH 7,3 contendo sacarose Q,2M, Obsexrva-

¢coes foram efetuadas em microespectrofotdmetro Zeiss, equipa-

do para microfluorometria com condensador III RS.

I1.7. Complexos histona=DHA

A associagao FRIg e histonas totais (HT) com
DA, fol levada a efeito através de didlises em diferentes
concentragoes de NaCl. Inicialmente, DNA (1 mg por ml) em DSC
(NaCl 0,015M, citrato de sodio 0,0015M) (BONNER et alii,l968)
foi adicionado a igual volume de solucdo de histonas (1,25 mg
por ml) em NaCl 4M - tampao cacodilato 0,05M a pH 7,0. As did
lises seguiram~se contra tampdo cacodilato 0,001 a pH 7,0
contendo sucessivamente NaCl 1M, 0,75M, ©0,5M, 0,25M, O0,1M e
0,05M. O tempo de duracao de didlise para cada concentracgdo
de NaCl foi de 4 horas. Hos intervalos de troca de tampoes,

eram tiradas amostras para microscopia éptica e eletrdnica.

II.8. Microscopia de polarizacao

As amostras coletadas apds didlise (10-20 ul)
foram colocadas sobre lamina, fixadas em alcool etilico 70%,

lavadas em agua e depois de secas foram coradas com azul de
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toluidina (A.T.) (Merck) 0,025% em tampdo McIlvaine a pH 4,0
durante 15 minutos. Apds a coloragdo, o material foi lavado em
agua destilada, secado aoc ar e montado em nujol.

Tratamento semelhante foi dado aoc material ge-
latinoso que saiu de niicleos tratados com NaCl 0,7M. Neste ca-
so a fixagdo foi feita com formol 4%-sacarose 0,2M-tampao fos-
fato a pH 7,3. 0Os corantes usados foram A.T. - a pH 4,0 e si-
rius red F3B (S.R.F3B) {(GURR) 0,1% em tampao fosfato 0,015M a
pH 8,2. Para coloragao com S.R.F3B a pH 8,2, o material foi
deixado durante 30 minutos em presenca do corante, em seguida
lavado em agua, secado ao ar e montado em nujol.

Todas as observacgoes de fenOmenos anisotrdpi-
cos foram feitas com o auxilio de um Pol-fotomicroscoOpio Zeiss
Para apreciacao de fenomenos dicroicos, os filamentos de DNP
foram orientados paralelamente e perpendicularmente ao plano
de luz polarizada. As condicOes operacicnais foram as seguin-
tes: obijetiva Pol-neofluar 63/0,90, optovar 2,0, diafragma fo-
tométrico de 0,16mm, diafragma de campo de 0,3mm e uma objeti-
va 10/0,22 como condensador,

As observagoes de birrefringéneia foram feitas
con os filamentos de DNP orientados de modo a formar um angulo
de 45° com os azimutes de polarizacao do analizador e polari=-
zador. Para estas observagces foram utilizados um compensador
/4, uma objetiva Plan 40/0,65, optovar 2,0 e uma fonte de luz

ultravioleta.
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I1.9. Microscopia eletrdnica

Amostras de complexos FRH5~DNA obtidos apbs
didlise e material nuclear de nficleos tratados com NaCl a,7M,
foram aplicados scbre telinhas para microscopia eletronica,
recobertas com pelicula de carbono. Em alguns casos, com O mna
terial gelatinoso, cobtido ap0s tratamento de niicleos com NacCl
0,7, foi feito "spreading" sobre telinha contendo uma gota

de agua destilada. As amostras obtidas das didlises foram co-

radas com acido fosfotungstico (PTA) 2% ajustado a pH 7,0 com
NaOH (WOODCOCK & FRADO, 1977). O material submetido a a NaCl
0,7M, foi corado com etancl-acido fcsfotﬁhgstico (EPTA) 2% e
acetato de uranila (AU) 2% em Agua. Apds um minuto de colora-
¢ac, o excesso de corante foi removido com papel de filtro.
As observagoes foram feitas com um microscdpio  eletrdnico

Zeiss 9-8S.
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IIT. RESULTADCS

IIT.1. Extractibilidade de histonas H5 e H; frente a diferen-

tes métodos de extracao.

A extragao de histonas Hg e H; wusando PCA

%, NaCl 0,7M e salina~HC1l a pH 1,85, mostrou resultados bem

diferentes. A eletroforese das histonas obtidas em cada um des
tes métodos revelou o seguinte:

a. Extragao por PCA 5% - As histonas Hg e Hj
foram extraidas Jjuntamente com H3, Hoy, € tragos de Hoy € H4(fi
gura 1b).

b. Extragao por NaCl 0,7M - O preparado apre-
sentava contaminagao de outras histonas além de Hg e Hy, mos-
trando inclusive presenca muito discreta de alguma banda que
nao corresponde as de histonas (figura lc).

c. Extragao por salina-HCl a pH 1,85 -~ Apenas
Hg e Hy foram detectadas (figura 14d).

2 identificag¢ao das histonas extraldas em cada
procedimento foi possivel, comparando-se os padrbes eletroforé
ticos obtidos em cada caso, com OS padroes eletroforéticos de

histonas totais extraidas com H3804 0,4N (figura la).

II1.2. Curvas espectrais de FRHg e

gl gg timo,

Resultados diferentes foram obtidos para cur-

vas espectrais de FRHg e H]l de timo . O espectro de FRHg; mos-



FIGURA 1. Eletroforese
de histonas de nlcleos
de eritrbcitos de fran-
go, extraidas por H3S0y
0,4N (gel A), PCA 5%
(gel B), NaCl 0,7M (gel
C}) e salina—~-HCl pH 1,85
(gel D). Notar a presen
¢a de Hs e H] na fracao
obtida por tratamento
com salina—HCl pH 1,85,
CondigGes de eletrofore
se: 1,7mA/gel; 15V / cm
de gel.
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trou pico de absorcac maxima em A=276nm e ombro em 3=282nm (fi
gura 2, tabela I), além de uma curva descendente na faixa en-
tre A=246-254nm, isto &, situada no 8mbito dos A baixos da cur
va. Nenhuma diferenga no perfil da curva e nem mesmo desloca-
mento de pico foram observados na curva espectral de F.’RH5 apbs
aguecimento a 96°C por 10 minutos, porém os valores absorciomé
tricos para FRHg desnaturado foram mais altos do gue os de FRHg
em estado nativo (hipercromasia).

Com respeito a Hy, nao se configurou nitidamen
te um pico de maxima absorc¢ao, merecendo contudo . destaqgue a
presenca de um ombro em A=268nm (figura 2, tabela I), sendo su
gestivo gue se considere este ombro como um"pico" devido a con
formagao da curva nesta regido. A curva espectral de H, desna-
turado, nao mostrou qualquer diferenca a nao ser os valores ab
sorciométricos que foram mais elevados para Hl desnaturado. A
comparagéo das curvas de FRH; € Hl mostra que na faixa de A =
276 a A=282nm, os valores absorciométricos sao muito proximos
havendo no caso de FRH; e Hy nativos, quase uma superposicao
das duas curvas. Ainda nesta mesma faixa de A, merece atengéo
o fato de Hy apresentar valores mais altos de absorcao em rela
gao a Hy guando ambas saoc desnaturadas.

Curvas espectrais de FRHg e Hp de timo em HC1
0,018, mostraram que para ambas proteinas, a desnaturacao cau-
sa diminuicao nos valores absorciométricos (figura 3, tabela I)
justamente o contradrio ac gue ocorre com BSA (figura 3). As di
ferencas entre absorbancias de histonas nativas e desnaturadas,
mostradas na figura 4, revelam o comportamento diferente de g

e H) em HCl 0,01lN e tampio horato a PH 9,0.



-~

ABSORBANCIAS
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FIGURA 2. Curvas espectrais de absorgao de FRHg de eritroci-
tos de frango (o) e de Hy de timo de bezerro (e), dissolvidas

em tampao borato 3mM pH 9,0, em estado nativo ( ) e em es-
tado desnaturado (----). A concentragao de FRHg e de Hy foi
de 1,5mg/ml. Para fins de comparacao & mostrado curva espec-

tral de colageno (1,5 mg/ml em acido acético 2%) (4).
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FIGURA 3. Curvas espectrais de absorgao de FRHg de eritrbcitos

de frango (o) e de Hy de timo de bezerro (e) dissolvidas em HC1
0,01N, em estado nativos(

} e desnaturado (~-=--).

A concen-
tragao de FRHg e de Hy foi de 1,5mg/ml.

Para fins de compara-
¢ao & mostrado a curva espectral de soro albumina bovina(0,5mg/
ml em HC1l 0,01N) (A) em estado nativo (

) e desnaturado(~~~w).
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FIGURA 4. Grafico mostrandd as diferenc¢as das medidas espec-
trais de absorgao em estados nativo e desnaturado, de FRHy de
eritrocito de frango (o) e de H; de timo de bezerro (e), dissol

vidas em HCl 0,01N ( ) e em tampao borato 3mM pH 9,0 (~=---).
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III.3. Fluorescéncia de FRHs e Hy de timo

III.3.1. Fluorescéncia de FRHc e Hp de timo em solucao

As curvas espectrais de emissao de fluoresceén-
cia de FRHg € Hl de timo sao mostradas na figura 5. Inicialmen
te com relacao a FRHg pode-se notar gue quando esta fragao era
dissolvida em HC1 0,1N, a fluoresceéncia era mais intensa do
que guando dissolvida em NaCl 0,15M. A desnaturagao de FRHg
(em NaCl 0,15M) resultou em sensivel diminuigﬁo na fluorescen-
cia (figura 5; tabela II).

Observagoes com Hj de timo nas mesmas condi-
gées em que foram feitas para FRHS, mogtraram que Hy em HC1
0,1N ou NaCl 0,15M exibiram fraquissima fluorescéncia (figura
5: tabela I1II), mas mesno assim foi encontrada fluoresceéncia
mals intensa para Hl el NaCléO,lSM do que em HCl1 0,1N, contra-
riamente ac que se observou ﬁara FRHg . Nenhuma diferenga foi
detectada entre as curvas flﬁorométricas para Hy f{em NaCl

0,15M) desnaturada e nativa.;

II1.3.2. Fluorescéncia em precipitados

Precipitadoséde FRHg, Hj de timo e de histonas
totais (HT) de eritrdcitos dé frango, foram corados com ANS-bu
tanol e a fluorescéncia obse;vada. Em alguns preparados o0s ma-
teriais foram fixados em for@ol 4% a pH 7,0, anteriormente a
coloragao com ANS.

Observacoes de FRHg nao fixado (figura 6}, re-

velaram emissao significativa de fluorescénciar chamando a a-
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FIGURA 5. Curvas espectrais
de fluoresceéncia natural de
FRHg de eritrbeito de frango
e Hy de timo de bezerro. A
concentracao das amostras foi
0,5mg/ml. A de excitagao =
283nm.
Curva A - FRHs em HC1l 0,1N;
Curva B - FRHg em NaCl 0,15M;
Curva C - FRHg em NaCl 0,15M~
desnaturado;
Curva D - H)] de timo em NaCl
0,1514;
Curva E = Hy de timo em WNaCl
0,15M~-desnaturado;
Curva F - Hy de timo em HCI
0,1N.
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Tabela II. Fluorescéncia natural de solugbes de FRHg e H) de
timo de bezerro, em HC1l 0,1N e NaCl 0,15M. A des-
naturacao foi feita com as histonas em NaCl Q,15M

Emostras HC1 0,1N NaCl 0,15M Desnaturacao

(U.F7.) {(C.F.) {(U.F.)

FRiig 94,5 73,5 53,5

Hi de timo 15,0 22,0 22,0

U.F. = Unidades de fluorescencia



FIGURA 6. Fluoreécéncia de precipitado
de FRHg de niicleo de eritrdcito de frango
complexada con AN$—butanol. Destaca~se a

presenga de "trincas" em suas bordas (se-

ta 1) e de grumos fluorescentes no perime
tro mais interno (seta 2) do precipitado.

Aumento : 70x.

FIGURA 7. Fluoresceéncia de precipitado
de FRHz de nﬁcleo;de eritrocito de frango
complexada com ANS-butanol, apos fixagao
em formol 4% pH 7,0. Notar formagao de
fibrilas na regiao periférica do precipi-

tado (seta). Aumento : 70x.
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tencao a presenca de "trincas" nas bordas do precipitado; tan-
bem ficou evidente a presen¢a de grumos fluorescentes no peri-
metro mais interno do precipitado. No caso de FRHy previamente
fixada em formol, ficou evidenciado um aumento na intensidade
de fluorescéncia_(figura 7)., além do gue ocorreram formagoes
de fibrilas na borda do pxeéipitado.

Com relagaofa Hy de timo, esta apresentou alta
fluorescéncia (figura 8), mﬁito mais intensa do que a exibida
por T'RHg. Nos precipitados @e Hy nao foram encontradas as trin
cas descritas para FRHg (fiéura 6). No caso de pré-fixagao  em
formol a pH 7,0, a fluorescéncia se mostrou sensivelmente au-
mentada (figura 9). |

Precipitados de histonas totais (HT), corados
com ANS, exibiram fraqgissi@a fluorescéncia (figura 10}, mere-
cendo contudo, destague a pfesenga de"trincas" nas bordas da
gota. Em alguns preparados foram encontradas certas precipita-
¢oes semelhantes a rafides ifigura 11), com ligeira fluorescén
cla, e observagéo desses précipitados a luz polarizada, mnos-
trou que sao birrefringenteé (figura 11). Histonas totais (HT)
exibiram fluorescencia basténte intensa quando pré-fixadas em
formol, da mesma forma gue écorreu com FRHy e Hy de timo (figu
ra 12). Na tabela III estﬁoisumarizados os resultados de fluo-

rescéncia desses preparados.

IIX.4. Ordem molecular do gél de cromatina de nlcleos trata-

dos com NaCl 0,7M.

Apbs o0s varios tratamentos empregados na puri-

ficagzo de nlicleos de eritrdcitos, obtivemos niicleos com morfo



FIGURA 8. Fluorescéncia de precipitado
de Hj de timo de bezerro, complexada com
ANS-butanol. Intensa fluorescencia pode

ser notada na regiao mais periférica (se

ta) do material. Aumento : 70x.

FIGURA 9. Fluorescéncia de precipitado
de H; de timo deibezerro, complexada com
ANS-butancl ap0s fixacao em formol 4% pH
7,0. O brilho da fluorescencia pode ser
notado em quase toda a extensao do preci

pitado. Aumento : 70x.
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FIGURA 10. Fluorescencia

- de precipitado de histo-
nas totais complexadas
com ANS-butanol. Notar a
fragquissima fluorescencia
e presenga de "trincas"
nas bordas do precipitado.
Aumento : 70x.

FIGURA 11l. Fluorescencia
de histonas totais em for
ma de rafides, complexa-
das com ANS-butanol, ob-
servada com luz polariza-
da. Notar o carater bir-
refringente dos precipita
do (seta 1) e a fraca
fluorescencia exibida (se
ta 2). Aumento : 70x.

FIGURA 12. Fluorescencia
de precipitado de histo-
nas totais corado com
ANS-butanol apbs fixacao
em formol 4% pH 7,0. 1In-
tenso brilho de fluores-
céncia pode ser observado

em grande extensao do pre

cipitado. Aumento: 70x.
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Tabela III. Fluorescencia 'de precipitados de FRHg, H1 de
timo de bezerﬁo e histonas totais de eritro-
citos de frango, com e sem fixagéo, seguido
por coloracac com ANS-butanol.

Tratamento Amostras

. . Histonas
FRlig Hi de timo Totais (HT)
Nao fixado ++ e +
Fixado e R— bt e

formol 4%

Os sinais indicam fluoresce

+4+++

+++

++

+

miito forte
forte
média

fraca

ncia:
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logia ligeiramente alterada (figura 13). O tratamento desses
nicleos com NaCl 0,7M usado por alguns autores para extrair Hg
e H; (OHLENBUSCH et alii, 1967; BRASCH, 1976}, resultou na for
magao de um gel altamente eldstico e viscoso constituldo de
muitos filamentos, no meio extranuclear (figuras 14 e 15).

Esse gel corado com azul cde toluidina a pH 4,0,
ficou fortemente corado e exibiu acentuada birrefringéncia ne
gativa (figura 14). Na figura 15 pode-se observar imagens de
birrefringéncia parcialmente compensadas dos filamentos de DNP
emergentes desses nlcleos. Quando se corou o gel com sirius
red a pH 8,2, forte coloragdo fol registrada nos nlcleos e tam
bém no material extranuclear, e a observacgao desse material ao
microscopio de polarizagao mostrou um discreto dicroismo (figu
ra 16}.

O carater gelatinoso destes preparados, desapa

receu guando foram submetidos d didlise contra NaCl 0,15M.

III.5. Anisotropias de complexos DNA~FRHc e DNA~HT.

Associagoes de DNA com FRHg; e HT em diferentes
concentragoes de NaCl foram observadas ao microscopio de pola-
rizacao apOs coloragﬁo com azul de toluidina a pH 4,0. Comple-
x0s DNA-FRHg formades durante extensiva didlise em NaCl 1M,
0,75M e 0,1M, resultaram diferentes tanto nos padrées de birre
fringéncia como na formagac de agregados de DNP (figura 17).

Pudemos verificar que, em NaCl 0,1M, ocorreu uma maior associa

¢ao de fios de DNP, apresentando também um brilho de birrefrin

géncia mais intenso. Em NaCl 0,7M a formagao de grumos foi bem




FIGURA 13. Niicleos de eritrdcitos de frango cora
dos com A.T. pH 4,0. Notar que a forma .dos nu-

cleos nao € uniforme. Aumento : 665x.

FIGURA 14. Imagem de birrefringencia de filamen~-

tos de DNP (seta) emergentes de niicleos de eritrd
citos tratados com NaCl 0,7M, corados com A.T. pH

4,0. Microscopia de polarizagao. Aumento :105x.




FIGURAS 15 A e B. Imagens de birrefringéncia ne-

gativa, parcialmente compensadas, de filamentos
de DNP em NaCl 0,7M, corados com A.T. pH 4,0. As
cores de birrefringéncia encontradas, se devem as
diferencas na espessura do material, implicando
em diferentes retardos Opticos. Microscopia de

polarizagao. Em A , & vista a imagem compensada

do material mostrado na figura 1l4. Aumento : 105x%.
Em B , sao observados os filamentos de DNP compen
sados (seta 1) e nucleos de eritrocitos de frango
{seta 2) corados com A.T. pH 4,0. Aumento : 665x%.
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FIGURA 16. Dicroismo exibido pelos
filamentos de DNP corados com S.R.
F3B pH 8,2. Discretas diferencas
de absorcao de luz sao notadas (se-

ta) quando se compara o material

disposto paralelamente (A, ) e per-
pendicularmente (A3 ) ao plano de
luz polarizada (PLP}. Microscopia

de polarizagao. Aumento : 340x.

43



VN PR~ 7

FIG de birrefringencia de com-
plexos DNA-FRH5, corados com A.T. pH 4,0. Es-
tes complexos forém obtidos apds dialise con-
tra NaCl 1M (A), NaCl 0,7M (B) e NaCl 0,1M (C).

Aumento : 80x..
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mais fraca,,diminuindo ainda mais no caso de NaCl 1IM. Na con-

centragao de NaCl 0,1M, pﬁdé ainda ser constatado que os agre-

gados de fios de DNP apreseﬁtavam dicroismo linear (figura 18).

Com respeito
totais, também atraveés de di
¢Oes de NaCl, nao foi consta
refringéncia gquando se compa
extremos da didlise, ou seja
mesme com respeito ao dicroi

Dentro dos r
(figura 17c) e DNA-HT (figux
relatar o fato de que da int
de pequenos aglomerados birr
gue e DNA-FRHgp ocorreu a fo
se mantiveram alinhados, ohke

ra 17¢).

a associagao de DNA com histonas
8lise contra diferentes concentra-
tada diferenca nos padroes de bir-
rou © material resultante dos dois

0,1M e 1M de NaCl (figura 19),nem
smo (fiqura 20).
esultados encontrados para DNA-FRHg
a 19b) em NaCl 0,1M, & importante
eracao DNA-HT ocorreu a formagao
efringentes (figura 19%b) enguanto

rmagao de filamentos de DNP, que

decendo uma certa orientagao (figu

s totais.

III.6. Anisotropia em nicleo

Nenhuma birr
intactos corados com azul de
cleos previamehte tratados ¢
gao de FRHg, foli detectada d

propria do DNA (figura 21).

III.7. Capacidade de histona

efringéncia foi notada em ntcleos
toluidina a pH 4,0, porém em nlO-
om salina-HCl a pH 1,85 para extra

iscreta birrefringencia (negativa),

s em ligarem moléculas de corante.

Histonas foram coradas com sirius red,naphthol

vellow e coomassie brilliant blue (CBB), sendo gue os dois ul-



FIGURA 18. Dicro
apos dialise cont

ismo de complexos

DNA—FRHS

ra NaCl 0,1M corado com A.T.

pH 4,0.

correspondentes e

As setas numeradas indicam

regioes

m A e B, com a respectiva po

sicao em relagao ao plano de luz

polarizada.

bsorbancia de luz ocorre em

Notar gue maior 4
fibrilas que estdo perpendiculares

de luz polarizada

ao plano

P 20221 4, 31>3)

41> 4y ).




FIGURA 19.

Imagens de birrefringencia de com-

plexos DNA-HT corado com A.T. pH 4,0, apds dia

lise contra

mento : 32X.

NaCl 1M (A) e NaCl 0,1M (B). Au-
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FIGURA 20. Auséncia de dicroismo em complexos
DNA-HT apds dialise contra NaCl 0,1M. Colora-
c3o com A.T. pH 4,0. Aumento : 80x.
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FIGURA 21. Imagem

cleos de eritrocite

NaCl 0,15M-HC1l pH
4,0. Aumento

8

de
b apds extragao de FRH; com

1,85,
0x.

birrefringencia de ni-

Coloragao com A.T. pH



timos foram usados sO para
poliacrilamida, e o sirius
em gel de poliacrilamida co
laminas (figura 16). Como s
totais imobilizadas em gel
tintamente as moléculas de
ocorreu com naphthol yellow
Hy e Hza/sz (figura 22, ge
na regiao correspondente a
Com respeit
cou evidenciado gque guando
cor violeta rOseo, © mesmo

histonas (figura 23).

II1.8. Visualizagao de comp

mo em material nuclear

de poliacrilamida, prendem

sirius red.

1 B).

ligado a Hy

50

corar protéinas fixadas em gel de

red utilizado tanto para proteinas

fixado em

e vé na figura 22, gel A, histonas

indis~
Resultado diferente
» que se ligou preferentemente a

Nenhuma banda foi encontrada

posigao de Hsg.

0 ao coomassie brilliant blue, fi-

exibia metacromasia

nao ocorrendo com He e as outras

lexos DNA-FRHg ao microscopio ele-

tronico.

A associaga
contra varias concentracgoes
cOpio eletronico. Apds dial

ciado a formacao de fibras ¢

alinhamento de granulos (fis

bras mostrou~se bem variave

torno de 1328 de diametro, ¢

mais finos com 708 de espes:

concentracao de NaCl, foi a

0 de FRHr com DNA durante didlise

de NaCl, foi observada ao micros-—

ise contra NaCl 0,7M ficou eviden-—

Jue pareciam ser resultado de um

jura 24). A espessura destas fi-

1, sendo detectados filamentos em

"

em menor quantidade, filamentos

sura. Outrc fato cbservadeo nesta

formacao de verdadeiros agregados

de material DNP (fiqura 24)

morfologico doi

mos de DNP mais

las que pareciam emergir dec

ou menos esg

» No caso de NaCl 0,25M, o aspecto

bem diferente (figura 25), destacando-se gru-

bagados, interconectados por fibri

sses grumos. As fibrilas mediram




FIGURA 22. Eletroforese de histonas totais de eritroci-
tos de frango, extraidas éom H2804 0,4N. Os geles foram
corados com S.R. F3B 0,1% pH 2,7 (gel A) e N.Y. 0,1% pH

2,7 (gel B), DNotar a preferéncia de N.Y. por Hy e Hpp/

Hoge Condigoes de eletrogorese : 1,8mnA/gel; 15V/cm  de
gel.

FIGURA 23. Eletroforese @e histonas totals extraidas
com H,504 0,4N. Os geles%foram corados con C.B.B.. No-
tar a cor metacromatica violeta roseo exibida pelo coran
te ligado a histona Hj . éondigBes de eletroforese : 1,8
mA/gel; 15V/cm de gel. §
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FIGURA 24. Micrografia eletrdnica de complexos DNA-FRig apos

dialise contra NaCl 0,75M. Notar heterogeneidade na espessu-

ra das fibrilas.
(2) de diametro.

As setas indicam fibras com 708 (1) e 1328
Coloracao : PTA 2%. Aumento : 154000x.




FIGURA 25. Micrografia elet

dialise contra NaCl 0,25M.

cen interligados entre si por meio de
com PTA 2%. Aumento : 148500x.

fibrilas.

trdnica de complexos DNA-FRHg apOs

Observar gue grumos de DNP pare-

Colorogao

53




54

aproximadamente 148 de espéssuxa. Na sequencia da diflise,
com NaCl 0,1M (figura 26), o aspecto fibrilar estava bastante
modificado em relagac aos aﬁterigres, as fibras apresentavam
um carater mails homogeneo, dom uma espessura em torno de 145&.
Formacoes de material mais concentrado foram encontradas em al

gumas regioes ao longo da fibra.

scopio eletrdnico de nlicleos tra-

IIT.9. Visualizacao ac micro

tados com NaCl 0,7M.

Nicleos em N
pio eletrdnico, mostraram um
terogéneo, com fibras mais o©
com contelido cromatinico al
e 28).

Durante o tx
safda de filamentos de DNP

31), tendo sido notado que a

preferencialmente em determi

aCl 0,7M, observados ao microsco-

material cromatinico bastante he-

u menos bem espacadas e  regioes
+tamente compactado (figuras 27
atamento com NaCl 0,7H, ocorreu
ara fora do nlacleo (figuras 29 a

saida desses filamentos gse deu
nadas regides do envelope nuclear

(figura 31).
No meio extranuclear, estes filamentos apresen

taram~se distendidos em sua maior parte, mas quase todos esta-

contribuindo para a formacgao de fibras mais es

vam assoclados,
pessas (figura 30). A presegga de fibrilas medindo cerca de 17
2 de diametro foi encontraéa em observagOes com maior aumento
(figura 32), além do que es%as fibrilas pareciam ser constitué

178%.

para

das de pequenas unidades granulares, que mediam tambeém

Em algumas regioes ficou claro que fibrilas se associam

formar fibras mais espessas (figura 32, seta 2). © carater nao



uniforme do material de DNP

55

que saiu do nficleo, pdde ser cons-

tatado pela presenga de fibras com difmetro médio de 1208 , e

formagaes de grumos de DNP com diferentes graus de compactacgao

(figura 33).

Com o material espalhado sobre uma goticula de

agua, foi possivel uma melhor individualizacao das fibras de

DNP no meio extranuclear (figuras 31 a 34). O didmetro

dessas fibras ficou em torno de 1003.

médio

Grumos de DNP se manti-

veram presentes. Fibrilas medindo de 14 a 288 foram encontra-

das proximo e mesmo no interior de material mais

(figuras 35 e 36).

condensado




i FIGURA 26. Micrografia el

apds diadlise contra NaCl 0

mais homogéneo, com espess]

racao com PTA 2%. Aumento

-

stronica de complexos DNA-FRHg
,1M. Notar o aspecto fibrilar

sra média em torno de 145%. Colo

132300x.
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FIGURAS 27 e 28.
nicas de nicleo d
go, em NaCl o,7M.
fibras bem espacga

de conteudo croma

Micrografias eletro-

e eritrocito de fran-
Notar a presenga de
das {seta estreita) e

tinico bem compactado

{seta larga). Coloragao com EPTA 2%

pH 7,4. Aumentos

pectivamente.

: 16700 e 51300 res-
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FIGURAS 29 e 30. Idem figuras 27 e 28.
Notar os filamentos de DNP (seta) emer-

gindo do nucleo

uniforme desses

(N}). O aspecto pouco

filamentos também e vi-

sualizado. Coloragao com EPTA 2% PpH

7:.4. Aumento :

tivamente.

16700x e 51300x respec-
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FIGURA 31. Mi
fibras de DNP
cleo (N). O m
NaCl 0,7M e es
ta-se a formag

(seta 2) no me

crografia eletrconica de
(seta 1) emergindo do ni
aterial foi tratado com
palhados sobre agua. No-
ao de aglomerados de DNP

¢ao com acetat

i0 extranuclear. Colorg

o0 de uranila 2%. Aumen-

tos : 18500x (A) e 51300 (B).

59



FIGURA 32. Micrografia ele
clear, de nucleos tratados
de fibrilas com cerca de 17
fibrilas ({(seta 2) e possive
las (seta 3). Coloragao ©
143100x.

tronica de gel de DNP extranu-
com NaCl 0,7M,. Notar presenga
R de diametro (seta 1), feixe de
1 composic¢ao granular das fibri-
om EPTA 2% pH 7,4. Aumento :

60



FIGURA 33.

difmetro aproximado de 1208

Idem anterior. | Notar presenca

{seta 1) e grumos de DNP

2) com diferentes graus de ¢

2% pH 7,4.

compactagao. Coloracao com EPTA

Aumento




FIGURA 34. Idem figura ant

DNP (seta larga) e fibrilas interconectantes com

gue variam entre 14 e 328 (seta estreita).

acetato de uranila 2%.

Aumento 143100x.

erior, mostrando agregados

de
medidas
Coloragao com

62




FIGURA 35. Fibras de DNP (seta) emer-—
gindo do niGcleo (N) em NaCl 0,7M, e es

palhada sobre agua. Coloragao em ace-
tato de uranila 2%. Aumentos : 56700x
(A) e 100200x (B).
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FIGURA 36. Idem figura ante
finas medindo 142 (L), 218 {

rior, mostrando fibrilas muito
2) e 28% (3). Aumento:156600x.
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1V. DISCUSSAO

Apesar dos muitos estudos feitos com respeito
aos processos extrativos deﬁhistonas ricas em 1lisina, usando
PCA (JOHNS, 1964; WEISCHET ét al, 1979), NacCl 0,7M (OHLENBUSCH

et alii, 1967; BRASCH; 1976) e NaCl 0,15M-HC1 pH 1,85 (SELIGY,
1971; GREENAWAY, 1971; GREE{AWAY & MURRAY, 1971; TOBIN & SELI-
GY, 1975; SELIGY et alii, 1976), ainda se desconhece um proces
0 gue possa ser eleito como o melhor, e os nossos dados real-
mente mostram uma grande variabilidade no resultado de extra-
gao por PCA 5%, NaCl 0,7M e|NaCl 0,15M~HC1 pH 1,85.

0 fato de se encontrar uma boa reprodutibilida
de guanto aos padroes eletroforéticos, apenas quando a extra-
gdo € feita com NaCl Q,15M-HCl pH 1,85, permite deduzir-se que
para NaCl 0,7M e PCA 5% nao| se tem uma boa seletividade para
remogao de Hg e Hj.

Considerando-se que a cromatina de eritrdcitos
nucleados de aves, atravessa transicoes estruturais e fisiold-
gicas durante o processo de maturagao destas células e que no
sangue total existem eritroblastos policromaticos e mais jo-
vens .(BRASCH et al, 1974), poder-se—ia pensar na possibilidade
de que os representantes mais imaturos de eritrdcitos tenham
uma maior facilidade em perder outras histonas além de Hg e Hl
pelo tratamento com NaCl 0,7M e PCA 5%, o mesmo nac acontecen-

do com NaCl O,ISM-HCl pH 1,85. Os mesmos dados, baseados no me
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canismo extrativo pelo NaCl, também permitiriam a interpreta-
¢ao da presenca de uma competitividade eletrostatica através
da gqual o Na® C1” deslocaria as histonas. Assim NaCl 0,7M des-
complexaria mais histonas do que NaCl 0,15M-HCl. Em termos pré
ticos, para extracoes citogquimicas "in situ" recomendar-se-ia

o uso de NaCl 0,15M-HCl pH 1,85.

As diferengas encontradas nas curvas espec-
trais de FRHg e de H) de timo sao reflexos diretos das diferen
tes composi¢oes em dois aminodcidos: Tyr e Phe. Enquanto Hg
apresenta trés residuos Tyr e um Phe (SAUTIERE et alii, 1976),
Hy de timo apresenta um Tyr e um Phe (ISENBERG, 1979). A cur-
va espectral de FRig em razao do seu teor de Tyr, € muito seme
lhante a curva de Tyr isoladamente. Ja com Hy nao existe uma
absorgéo seletiva na faixa 250-300 nm, a exemplo do que ocorre
com o coladgeno, proteina esta usada para comparagao, pela au-
séncia de aminoacidos aromaticos em sua molécula. A curva as-
cendente em 1 < 250 nm se deve a absorgao prdpria das ligacdes
peptidicas que sabidamente ocorrem com maior intensidade entre
A =185nm~-240nm.

Nestes experimentos chamou a atencao o fato
das curvas espectrais destas duas fracoes de histonas, FRHy e
Hj desnaturadas, se comportarem diferentemente em tampao bora-
to pdH 9,0 e HC1 0,01lN. Normalmente € esperado um aumento nos
valores absorciométricos de proteinas desnaturadas, em razao
de uma maior exposigao de seus grupos cromoforicos, 3 intera-
cao com a luz, v.g. BSA (figura 3); no entanto para FRHg e Hy
de timo em HCl 0,01N, nao ocorreu o fendmeno esperado (figura
4). Este resultado sugere gue o aquecimentoc a 96°C por 10 minu

tos seja acompanhado de mudanga conformacional, que ao contra-
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rio de expor grupos cromofdricos, os subtrai da incidéncia fo-
tonica. Merece atengdao o fato de FRig e Hy de timo apresenta-
rem um comportamento semelhante neste aspecto. Considere-se
mais ainda que, para FRH; nativa e desnaturada, as diferencgas
na faixa de Ay, @ Ayes sao relativamente grandes. Uma vez gue
estes A s30 os ) prdximos da absorbdncia mdxima das ligagoOes
Ri Rz Rj
- NHéHC i Nﬂéﬁc-i HHéHC -

] H
0 0

pode-se deduzir que H, sofra uma maior distensdo em solugoOes
alcalinas a pH 9,0 comparativamente a Hsg.

As observacoes de fluorescéncia de FRHg e H;
em NaCl 0,15M, mostraram uma mais alta intensidade de fluores-
céncia para Hg do que para Hj, e isto é esperado pela prdpria
composigéo de residuos Tyr e Phe entre estes tipos de histonas,
o que estd de acordo com os dados fluorométricos. Com relagao
a Hy de timo, a presenga de apenas um residuo Phe, nao permi-
tiu detectar diferengas entre H; nativo e desnaturado.

A fluorescéncia mais alta encontrada para FRig
em HCl 0,1N deve-se & alta solubilidade desta fracao nesta so-
lucao, que & a recomendada para fins de dosagem quantitativa
de histonas usando fluorometria (BONNER et alii, 1968). Quanto
a este método cabe agui uma critica, pelo simples fato de que
cada histona apresenta um comportamento diferente de fluores-
céncia, e em razao disto podemos ter para cada procedimento ex
trativo um valor diferente de intensidade de fluorescencia que
no entanto pode significar uma mesma quantidade de histonas.

O uso de NaCl 0,15M € conveniente por estar proximo as condi-



68

¢oes fisioldgicas, e sabe-se que nesta concentragao se tem pre
sentes, nas moléculas de Hg e H;, a regiao globular e as se-
gquéncias adjacentes a esta regiao (AVILES et alii, 1978).

Os nossos dados com relacgao a histonas-ANS,
mostraram que a intensidade de fluorescencia seque a seguinte
ordem: H;>FRH>HT, sendo que a fluorescéncia de HT & minima.
No caso destes experimentos & preciso considerar gque durante a
evaporagao de agua, as moléculas de histonas foram submetidas
a forcas de tensao que conduziram a um estiramento em suas mo-
léculas com provaveis mudangas em suas regioes globulares. No
caso de Hy~ANS e FRH;—ANS a fluorescencia foi intensa apesar
das forcas de tensao, mostrando que estas histonas oferecem
uma boa estabilidade & alteracao conformacional pelo menos em
sua regiao globular. A composicac de aminoacidos da regiao me-
diana de H; de timo de bezerro, ainda nao & completamente co-
nhecida, mas &€ de se supor gue esta regiao tenha o mesmo nume-
ro de aminodcidos apolares que esta mesma regiao em H) de timo
de coelho e de truta (ISENBERG, 1979), com 29 residuos apola-
res. Neste aspecto nao h& diferenga entre as regides globula-
res de H; e Hg que também tém 29 aminodcidos apolares. Apesar
desta semelhanga entre Hg e Hy, as fluorescéncias exibidas por
ANS-FRHg e ANS-H,, refletem que Hg e H,; exibem regices hidro-
fobicas com extensoes diferentes. A maior fluorescéncia exibi-
da por ANS-H, demonstra que esta apresenta uma maior extensao
de regiao hidrofdbica.

0 nosso resultado de fluorescencia de ANS-H,,

discorda do resultado de LAURENCE (1966), gue encontrou fluo-

rescéncia muito fraca para Hy; esta divergéncia explica-se pe-
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lo fato de que em nosso preparado a molécula de H, estava imo-
bilizada sobre a lamina e também cercada por nujol, consequen-
temente a flexibilidade da molécula de ANS estd diminuida, o
gque faz aumentar o rendimento guantico da fluorescéncia (PEN-
ZER, 1972).

O aumento da fluorescéncia tanto de FRHy como
de Hl' quando se procedeu a fixagao com formaldeido, era espe-
rado, uma vez gue ligag¢oes cruzadas com formag&es de pontes
- CH, — ap0s fixagao, manteriam as moléculas de histonas em
uma conformacaoc mais rigida, tornando-as mais resistentes as

tensoes que poderiam sofrer durante a evaporagao do solvente.

MICROSCOPIAS DE POLARIZACAO E ELETRONICA

Nicleos de eritrdcito de ave, em presenga de
NaCl 0,15M, como era de se esperar, mostraram um contetido cro-
matinico bem compactado sem nenhum sinal de descondensacao
(figura 13). No entanto este quadro morfoldégico mudou quando
estes nicleos foram submetidos a tratamento com NaCl 0,7M oca—
sionando descompactacao do material nuclear. £ preciso estar
atento para o fato de que a descompactacao da cromatina nao é
resultado direto da concentracao 0,7M de NaCl, mas se da devi-
do a extragao de Hg e H; (ALLAN et alii, 198l). Esta descompac
tagac levou @ saida de um complexo DNP para fora do niicleo,que
ao ser corado com azul de toluidina a pH 4,0 exibiu uma inten-
sa birrefringéncia negativa demonstrando presenga de DNA, isto
revela que inclusive sairam Hy e outras histonas, o que decom-
poria o nucleossomo. A birrefringencia observada se deve as nmo

léeculas coplanares de azul de toluidina que se prendem aos gru
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pos fosfatos livres do DNA. Esta mesma disposicao das molécu-
las de azul de toluidina ocasionou discreta metacromasia obser
vada em nidcleos intactos. Como se sabe, metacromasia resulta
do empilhamento das moléculas de azul de toluidina ligadas aos
fosfatos do DNA (DAVIDSON & BUTLER, 1956; MIURA & OHBA, 1967).
No caso do gel mostrado nas figuras 14 e 15, nao pode ser des-
prezada a possibilidade de que moléculas de azul de toluidina

se intercalem entre as bases de DNA (MIURA & OHBA, 1967).

0 dicroismo encontrado no gel corado com si-
rius red F3B é devido as moléculas do corante presas as histo-
nas, estarem alinhadas junto aos filamentos de DNP. Interpre-
ta~se com base no significado fisico de dicroismo, que as his~
tonas que conferem este carater dicroico, especialmente no mo-
delo em estudo (eritrdcito) & Hg e talvez Hy, pelo fato dessas
duas histonas terem uma longa extensdo de regiiao nao globular
(HARTMAN et alli, 1977; AVILES et alii, 1978), o que permiti-
ria uma distribuicao alongada entre os fios de DNP. Este fato
compreendendo dissociagao de Hy e H; da fibra cromatinica, com
uma distribuicao orientada ao longo das fibras de DNP, sugere
que em condigoes fisioldgicas, durante a atividade génica,oc0£
ra descomplexacgao de Hg (e Hl) dos fios de DNP, ficando as mo-
léculas de Hy e Hy com um arranjo que facilite a reassociagao
destas histonas ao filamento remanescente de DNP.

O retorno do material nuclear para o interior
do nicleo guando se reduz a suspensao nuclear, de NaCl 0,7 pa
ra NaCl 0,15M (através de didlise) da idéia do aspecto dindmi-
co do material cromatinico, gue & fundamental na compreensao

das transformagoes estruturais (supersolendide -+solendide +fi-
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lamento nucleossomal) entre as formas condensadas e desconden-
sadas de fibra de DNP. A interpretacgao exata de como se da es-
ta retroagao, nao se arvora apresentar agqui, mas é sugestivo
que, com a diminuig¢do da concentracao de NaCl, a competitivida
de das histonas associadas, pelos radicais fosfato da molécula
de DNA, seja favorecida no sentido do restabelecimento da es-
trutura nucleossomica nativa, possibilitando inclusive a super
compactacao dos filamentos de DNP. A continuidade entre os
fios de DNP qgue estao dentro e fora do nuacleo (figura 36) cor-
roboram esta idéia.

A birrefringéncia encontrada em  complexos
DNA-FRHg obtidos por reassociacao, corados com azul de tolui-
dina a pH 4,0, mostrou-se mais intensa no caso de NaCl 0,1M do
gque em NaCl 0,7M e 1M (figura 17). Deve-se o evento, a que em
concentracio de NaCl mais baixa & permitida uma interacao ele-
trostatica de FRHg com o DNA, de tal sorte que, estatisticamen
te, no complexo DNA-FRHp, os "duplex" deste acido nucleico es-
tejam agregados em ordem, paralelamente, a guiza do que ocorre
em espermatozdides em geral e na interagao de protamina (clu-
peina)com DNA (VIDAL, 1979). As estruturas primdria e secunda-
ria de Hy favorecem a conformacao do complexo DNA-FRHy. Assim
é preciso considerar que além das regioes terminais de FRH.,
também a regiao mediana globular interage com DNWA (AVILES et
alii, 1978, 1979; ALLAN et alii ,1980), tendo sido inclusive
ja demonstrado gue apenas a regiao globular & suficiente para
conferir discreto segmento chamado cromatossomo (ALLAN et alii,

1980) contendo 165 pares de base de DHNA.
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A ligagao das regides terminais de He com seg-
mentos de DNA, & prontamente aceitavel, sabendo-se da presenga
de 3 lisinas em N~terminal e 46 residuos entre arginina e lisi
na na regiao C-terminal (AVILES et alii, 1978).

0s dados de AVILES e colaboradores (1979), so-
bre interacao Hg~DNA, sugeriram que a associacao de Hg com DNA
pode originar uma estrutura orientada, e esta possibilidade po
de ser reforcada pelos nossos resultados de dicroismo (figura
18) . 0 dicroismo encontrado (A, { A, ) permite supor uma estru
tura em gque a orientacac média dos grupos cromofdricos do azul
de toluidina a ela ligados, & mais perpendicular do gue parale
lo & direcao do maior eixo da estrutura de DNP. Considerando-
se que a molécula de azul de toluidina se prende aos radicais
fosfato da molécula de DNA, & sugestivo imaginar que a molécu-
la de DNA sofre alteragOes na estrutura "quintenaria", induzi-
das por HS e Hl‘

Repetindo de outra forma a mesma idéia, o fato
da regiao globular de HS apresentar 22% de seus residuos carre
gados, confere uma alta densidade de carga superficlal a esta
regiao (AVILES et alii, 1978), o que facilitaria um certo do-
bramento da molécula de DNA em torno de Hg com regices linea-

res, que esquematicamente poderiamos representar assim:

DNA

Hg
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Ao contrario do que foi constatado para resulta
do da associagao de Hg com DNA (figura 17), com HT-DNA a birre-
fringéncia foi bem pouco expressiva, e este fato pode ser expli
cado se considerarmos que neste caso temos um alto grau de com-
pactacdo e como consequéncia, superposigac de fios de DNP que
levam & compensacgio parcial e total da birrefringéncia em mui-
tas regioes, imitando o que ocorre em nucleos intactos, onde a
birrefringéncia € minima quando corados com azul de toluidina a
pH 4,0.

0 dominio C-terminal da molécula Hy & indicada
como uma regiio essencial para a condensac¢ao do nucleofilamento
(FINCH et al, 1975). Esta mesma regiao em Hg pelo menos, deve
ter sido responsiavel pela orientacao dos fios de DNA mostrados
na figura 17.

A coloracao de HT por sirius red em gel de po-
liacrilamida, mostrou gue este corante nac exibe nenhuma seleti
vidade quanto ao tipo de histona, o mesmo nao acontecendo com O
naphthol yellow (figura 22}, um nitro-corante gque se ligou a Hg
e H2aH2b e nao se prendeu a Hy . 0 naphthol vellow S8, introduzi-
do na citoquimica como um corante quantitativo (DEITCH, 1955),
a exemplo do que ocorre com fast green (ALFERT & GESCHWIND,
1953), liga-se eletrostaticamente a grupos basicos livres de
proteinas nucleares; no entanto é preciso estar atento para o
fato de que a interacdo corante-proteina, nao se restringe ape-
nas ao envolvimento da ligacdo guimica em si, mas também depen-
de da configuragéo da molécula de proteina, gue pode motivar o
impedimento para a 1igag§o do corante. 0 nosso resultado sugere
que Hy apresenta um esterecarranjamento diferente de HS' 0 que

impede a interacao dagquela histona com ¢ naphthol yellow. Pode-
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se também deduzir que HS teria mais grupos positivamente carre
gados para se combinar ordenadamente com DNA, o que ja foi co-
mentado.

Uma particularidade de H; & constatada quando
histonas totais em gel de poliacrilamida sac coradas com <OO—
massie brilliant blue (CBB). Neste caso, Hy de eritrdcito apre
sentou caracteristicas metacromaticas, fato ja conhecido para
Hj de timo (DUHAMEL et al, 1980) e coliageno (Mc CORMICK et al,
1979). E preciso considerar também que em Hy, presenga de pro-
1ina conferiria uma certa rigidez a molécula, por inibicao da
rotagao de N-C%, o gue poderia favorecer um certo estaqueamen-
to da moléculas de CBB (DUHAMEL et al, 1980) e aparecimento
do fendmeno de metacromasia.

Apesar das semelbangas ja conhecidas para Hg e
Hy (BRASCH, 1976; SELIGY et alii, 1976; YAGUCHI et al, 1977),
Hg se comportou diferentemente, ao exibir coloragao ortocroma-
tica quando corada por CBB. A explicag%o para isto pode ser en
contrada na propria diferenca de composicao de prolina, entre
Hg e Hy. Para fins comparativos tomemos o exemplo de Hj de ti-
mo de coelho gue apresenta 17,5% de prolina na fegiﬁo N~-termi-
nal e 15,7% na regiao C-terminal, enguanto Hg de frango apre-
senta 14,8% de prolina na regiao N~terminal e 11,1% na regiao
C~terminal (YAGUCHI et al, 1977). Comparando-se estes dados,
pode-se pensar em uma maior flexibilidade na molécula de Hg, ©
gque dificultaria um estagueamento das moléculas de CBB, flexi-
bilidade esta, que facilitaria uma interacao ordenada de molé-
culas de Hg com DNA. E importante salientar que o CBB utiliza-
do foi o R-250 e nao o G-250, cujo efeito metacromitico & ge-

ral para todas as proteinas (BRADFORD, 1976).
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As nossas observagoes ao microscépio de polari
zagao, de complexos de FRHg-DNA em diferentes concentragoes de
NaCl, mostraram que ha formagao de FRH~DNA em NaCl 0,7M, con-
centragao em que normalmente ocorre dissociagao de HgHy da cro
matina (WILHELM et alii, 1970; BRASCH, 1976). Acreditamos dque
guando se trata de complexacao de FRHg com DNA puro,tem-se uma
interagao mais forte, devido haver uma maior extensao da molé-
cula de DNA com seus fosfatos livres para se ligar aos grupa-
mentos NHS de Hg e Hj. No prosseguimento da didlise contra me-
nores concentracoes de NaCl, ficou claro que as fibras de DNP
passam por uma conformagac intermediaria, apresentando morfolo
gia pouco definida, em NaCl 0,25M, voltando a assumir um aspec
to condensado em NaCl 0,1M, com suas fibras exibindo um diame-
tro levemente superior (1458) ao encontrado em NaCl O,7M (130
R). As fibras de 1308 e 1458 indicam gue o complexo FRHg-
DNA, assume niveis mais altos de compactagao em NaCl 0,1M.

Na tentativa de entender a participagac de He
em sua interagéo com DNA, apresentamos um modelo semelhante ao
de BAZETT-JONES & OTTENSMEYER (1979), em que DNA estd superes-
piralizado em torno da molécula de protamina. Nossa proposigao
& que FRHy serviria de um suporte para o DNA e orientaria uma
superespiralizacao deste DNA em torno da molécula de Hg (e Hy).
Esta idéia estd de acordo com nossos dados de dicroismo (figu-
ra 12), que pressupoem uma distribuicao das moléculas de azul
de toluidina predominantemente na direcao perpendicular ao ei-
xo0 mais longo da fibra, o que € possivel se considerarmos uma

formagao do complexo FRH;~DNA da seguinte forma:
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ﬁ% ‘molécula de Hg
Regiao Regiao Regiao

amino-terminal globular carboxi-terminal

0 argumento de que Hg e H; sao os inicos agen-
tes capazes de promover a compactagéo da cromatina, & fortale-
cido pela capacidade que estas histonas téem, em contrair a mo-
lécula de DNA na auséncia das demais histonas.

Nac podemos afirmar que © gue acontece nestes
experimentos, ocorra da mesma forma em cromatina nativa, mas o
estado compactado da fibra reconstituida de FRHg-DNA da idéia
do papel destas histonas, principalmente Hg, em promover a com
pactagiao cromatinica e consequente inativag¢ao génica, em eri-
trocitos maturos de aves. Acreditamos que as histonas Hs(e Hl)
devem interagir entre si, a fim de permitir a estabilizacao de
uma estrutura compactada nos complexos FRHS—DNA. No entanto &
prematurc indicar o tipo desta interagéo; pode-se contudo,
adiantar que & pouco provavel que interacces do tipo hidrofo-
bicas sejam essenciais para isto, com base no trabalho de
BRADBURY e colaboradores (1975), em que desnaturagao da regiao
globular de Hy nao mostrou diferencas tanto nos espectros de

NMR como também no estado de contragao da cromatina.
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O exame ao microscopio eletrdnico de nilicleos
tratados com NaCl 0,7M, permitiu visualizar o que foi mostXado
atraves de dicroismo e birrefringencia. Os fios de DNP se es-
tendendo para fora do niicleo dao uma demonstragao clara de que
com a saida de Hg (e Hj) ocorreu uma descompactagao da cromati
na, que revelou fios de aproximadamente 173, fibras com 1208 e
agregados de DNP fortemente eletrodensos. Este quadro mostra o
caridter heterogéneo do material cromatinico, indicando que em
algumas regides & provivel gue a extracao de histonas Hg e Hj
seja mais dificil. Pode-se supor que esta maior resisténcia a
extragao de Hg e H;, seja devido a estas moléculas estarem fos
foriladas em seus residuos serina, a exemplo do que ocorre em
Hy no momento proximo & divisao celular (BRADBURY et al,
1974) . Segundo este autor, a fosforilacao de H, permitiria a
interagao entre as varias moléculas de H,, condensando os fios
de cromatina.

Ao lado destas observagoes que mostram mate-
rial muito condensado em determinadas regioes, & atraente o fa
to de fios de DNP, visivelmente distintos em algumas regioes,
estarem fortemente associados formando fibras com didmetros va
ridveis acima de 100%. Este fato ja observado por  BRASCH
(1976), & atribuido por este As interagoes entre radicais 1li-
vres das histonas remanescentes. Esta possibilidade também po-
de ser considerada agui, mas também & valido que se considere
a possivel interagao entre as prOprias moléculas de Hg (e Hj),
que estaoc alinhadas ao longo dos fios de DNP.

Muitas moléculas de Hg (e H;) poderiam ainda
estar de algum modo ligadas parcialmente ao DNA ou outras his-

tonas, o que facilitaria a aproximagao de fibrilas.
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As interagoes entre moléculas de H; poderiam
ocorrer através de suas regioes globulares de forma semelhante
ao gque ocorre entre moléculas de H, (BRADBURY et al, 1974) ou
por interagoes entre regioes de extremidade C-terminal de uma
nolécula de Hg com regioes de extremidade N~terminal de outra
molécula. Esta ultima hipotese & discutida por WORCELL (1977)
para explicar a participagac de Hy na formagao de fibras de
200-3008. A auséncia de estrutura nucleossdmica nestes prepara
dos tem dupla justificativa: 1. a extragao de Hg e H; por NaCl
0,7M & acompanhada de um enfraquecimento nas ligacoes eletros-
taticas entre as outras histonas e DNA (BARTLEY & CHALKLEY,
1973}, o que desestabilizaria a estrutura nucleossomica; 2. o

tratamento com NaCl 0,7M extrai outras histonas aléem de HS e Hl'
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V. CONCLUSOES

1. Existe uma grande variabilidade nos resultados de extra
cao da fragdo rica em histona Hg, com os métodos empre-
gados nesta pesquisa. O processo que permite uma repeti
tividade com resultado uniforme e com minimo de histo-

nas contaminantes & o que usa NaCl 0,15M-HC1 pH 1,85.

2. O comportamento do material cromatinico de niicleos tra-
tados com NaCl 0,7M e trazidos a NaCl 0,1M por dialise,
sugere que o material cromatinico possasofrer uma extru
sao para fora do nicleo e retornar para o seu interior,
o0 que estaria de acordo com um carater estrutural dina-

mico da cromatina.

3. As diferentes interacoes entre as moleculas de Hg de
eritrdcito e Hy de timo, com naphthol yellow e coomas-
sie brilliant blue, bem como os dados de absorciometria
e fluorescencia sugerem um estereocarranjamento diferen-

te para estas duas histonas.

4. As moléculas de Hy (e Hy) apresentam um aspecto alonga-
do e se dispoem de maneira orientada em relacao aos fi-

lamentos de desoxirribonucleoproteina.

5. A fragao rica em histona Hg apresenta alta capacidade

de agregar ordenadamente as moleculas de DNA.
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VI. RESUMO

Neste trabalho foram considerados alguns aspec
tos estruturais da fragao rica em histona Hg (FRHg) bem como a
sua participagao na estrutura da cromatina. Para isto foram em
pregados nucleos de eritrdcitos de frango, dos quais se ex-
train FRHg - Os métodos, tais como os processos extrativos, es-
pectrofotometria de absorgao, fluorometria, complexagdc com co
rantes, estudos de anisotropia e eletroforese, permitiram de-
terminar algumas caracteristicas intrinsecas da FRHg, bem como
diferengas em relacao a histona Hy de timo de bezerro. Com a
mesma finalidade, foram feitas observagoes ao microscopio de
polarizagao do material nuclear tratado com NaCl 0,7M, e cora-
do com azul de toluidina e sirius red. Ao microscopio eletro-
nico foram observados tanto complexos FRHg~DNA como  material
nuclear em NaCl 0,7M.

As extragoes levadas a efeito usando adcido per
clérico 5%, NaCl 0,7M e NaCl 0,15M~HCl pH 1,85, mostraram gque
este Ultimo apresenta uma maior preferéncia para extrair FRHg
do que os demais. As curvas espectrais de absorgao de FRHge de
Hy de timo em meios acido e alcalino, nao mostraram diferengas
nos seus perfis. No entanto, foi relevante o fato de que estas
histonas quando desnaturadas em meio basico apresentaram hipexr

cromasia em relagao as nativas, ocorrendo o inverso guando em

meio &cido. As curvas espectrais de fluorescéncia de solucoes

-

de FRHg e Hj de timo mostraram que a fluorescéncia de FRHg €
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mais intensa do gue a de Hl e que a de FRH5 gquando desnaturada
& sensivelmente diminulda em relacao aquela exibida no estado
nativo. Nenhuma diferenca relevante foi observada nos perfis
destas curvas.

As fluoresceéncias exibidas por FRH;-BNS e Hjp
(timo) ~ANS demonstraram que a regiao hidrofobica em Hg pode
ser menor do que a correspondente em Hy e que ambas, pelo me-
nos em suas regioes globulares, apresentam-se estaveis quando
submetidas d forcas de tensao.

As observagoes ao microscopio de polarizacao,
de cromatina de nﬁéleos tratados com NaCl 0,7M, dao idéia da
orientacao das moléculas de Hg (e Hj) em relagao aos filamen-
tos de DNP, e sugerem um carater dinamico para dissociagéo e
reassociagao da molécula de Hg (e H)) em cromatina nativa. Es-
tes mesmos dados sugerem um aspecto alongado para moléculas de
Hg. O estereocarranjamento de Hg e Hy e discutido com base no
comportamento diferente destas proteinas quando coradas por
naphthol yellow e coomassie brilliant blue, concluindo-se por
diferengas significativas entre esterecarranjamento de Hg e Hy

O resultado da reassociagao de FRHg com DNA,
observado ao microscopio eletrOnico, revelou a alta capacidade
que FRHg tem em agregar as moléculas de DNA.

O tratamento de nicleos de eritrdcitos com
NaCl 0,74, ocasionou descompactacao da cromatina, que no entan
to nao sé deu de maneira uniforme, sugerindo presenga de re-

gioes menos sensiveis & extragdo, provavelmente devido algumas

moleculas de Hg (e Hy) estarem fosforiladas.
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VII. ABSTRACT

This thesis deals with structural aspects of
an Hg histone rich fraction (HSRF), as well as its importance
in the chromatin structure. HgRF was extracted from chicken
erythrocyte nuclei. Some intrinsic characteristics of HgRF a
few differenciating qualities in relation to the H; histone of
the calf thymus were determined by the following methods: an
extractive process; absorption espectrophotometry; fluorometry;
dye binding as measured by anisotropy and electrophoresis.
These were complemented by observations, carried out with the
polarization microscope, of chromatin treated with 0,7 NaCl,
and stained with toluidine blue or sirius red. HgRF~DNA com-
plexes and nuclear material in 0,7M NaCl were studied with the
electron microscope.

Extraction were made using 5% perchloric acid,
0,7M NaCl and 0,15M NaCl at pH 1,85. This last solution was
shown to extract HgRF preferencially. No differences were de-
tected in the spectral absorption profiles of HgRF and calf
thymus Hy in acid or in alkaline medium. Its is remarkable,
however, that the histones, when denatured in a basic medium,
were hyperchromic in relation to these some proteins in their
native state. In acid medium, the opposite occurred.

Fluorescence spectral curves of HgRF and calf
thymus Hy solutions indicated a more intense fluorescence for

HSRF than for Hl‘ The fluorescence of denatured HSRF was
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markedly diminished in relation to that in the native condition.
No important difference was noted in their spectral absorption
profiles.

The fluorescence encountered for H RF-ANS and
thymus H;-ANS suggested that the hydrophobic region of Hg may
be smaller than the corresponding region in Hj, and both are
stable, at least in their globular region, when placed under
tension.

Polarization microscopy of the chromatin of
nuclei treated with 0,7M NaCl indicated the orientation of the
molecules of Hy (and Hj) in relation to DNP filaments, and sug-
gested a dynamic dissociation and re-association of the mole-
cule of Hs (and Hjy) in native chromatin. This method also per-
mitted the suposition of an elongated structure for the Hg
molecules.

The divergent behaviour of Hg and Hy, when
stained with naphthol yellow and coomassie brilliant blue, re-
vealed significant differences in the stereo-arrangement of
these two histones.

The result of the reassociation of HgRF with
DNA, observed with the electron microscope, demonstrated the
extraordinary capacity of HgRF to aggregate molecules of DNA.

Treatment of erythrocyte nuclei with 0,7M NacCl
caused a loosening of the compact chromatin. However, this
effect did not occur uniformly, which may indicate a region
less sensitive to extraction, possibly due to the phosphori-

lation of some molecules of Hg (and Hj).
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