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Comparagdo das propriedades de interferon de células L
estimuladas por diferentes indutores.
I. Cinética de liberacdo e sensibilidade a actinomicina D*

Romain Rolland Golgher, Maria de Lourdes Petrillo Peixoto™’,
José Mario da Silveira Mezencio™™, e
Paulo Cesar Peregrino Ferreira®™*

Resumo

Células L, induzidas pelo complexo de acido poliinosinico e acido policitidflico (poli I:C), em presenca
de dietilaminoetil (DEAE)-dextrana, ou pelo virus da doenca de Newcastle inativado pela luz ultravioleta
(NDV-UV), liberaram interferon no meio de cultura. A liberag#o se iniciou apos quatro horas de inducédo
e a produgdo méxima ocorreu 12 a 14 horas depois do estimulo, para ambos os indutores. A actinomicina
D, utilizada previamente & indugdo, diminui a producéic dos dois interferons. Com as doses de 10, Se 1
microgramas/ml, a inibi¢do é quase total sendo que com 0,3 microgramas/ml, o efeito é parcial. Dados
da literatura mostram que, em certos animais e cultivos celulares, os interferons induzidos por NDV-UV
e poli 1:C tém cinética de producdo e resisténcia a actinomicina D diferentes, sugerindo que uma célula
possa sintetizar mais de um tipo de interferon. Conclufu-se que, no entanto, na amostra de células L
estudada, estas caracteristicas sdo semelhantes, indicando um (nico mecanismo de sfntese para ambos
interferons.

Summary

Comparison of the characteristics of the interferon from L cells stimulated by different inducers.
I Kinetics of the liberation and resistance to actinomycin D.

L cells stimulated by polyinosinic-polycytidylic acid complex {poly 1:C) mixed with diethyl-aminoethyl
(DEAE) dextran or by ultraviolet-inactivated Newcastle disease virus (NDV-UV), started to release
interferon in culture media four hours after induction, a peak of production being reached within
12 to 14 hours, with both inducers. Treatment of L cells with actinomycin D before induction inhibited
production of interferon by NDV-UV or poly I:C. The effect was almost complete with 10; 3; and
1 micrograms/ml and partial with 0,3 micrograms/ml. Literature data show that in some animals and
tissue cuftures, NDV-UV and poly l:C-induced interferons have different production kinetics and
resistance to actinomycin D, suggesting that a cell can synthesize more than one type of interferon.
However, 4t is demonstrated in this paper that in the strain of L cell studied, both interferons showed
similar characteristics, suggesting that only one pathway has been involved in the synthesis.

Introdugdo

31

Os. interferons sdo proteinas heterogéneas, mesmo
quando produzidas pela mesma espécie animal (2).
Admite-se que populagdes celulares diferentes, "in
vivo”, possam ser responsaveis pelo fendmeno ja que,
em culturas de tecido, células de diversos 6rgdos de
uma Unica espécie sintetizam interferons com proprie-
dades distintas (2). Entretanto, a capacidade de uma
célula em sintetizar mais de um tipo de interferon é
assunto controvertido. Em fibroblastos humanos de
preplcio (1, 3), fibroblastos de embrido de galinha
(6) e em células primérias de rim de camundongo
(11), as evidéncias indicam a possibilidade de uma

resposta celular multipla. Em células RK-13 de
coelho, embora os interferons liberados por dois
indutores mostrem diferencas, estas correriam por
conta dos controles de sintese, e os interferons seriam
produtos do mesmo gene (7).

A producdo, purificagdo e algumas caracteristicas
do interferon de células L, induzido por NDV-UV
foram estudadas (8), ensejando a sua comparacdo
com o obtido apods estimulo por poli 1:C, em um
cultivo celular homogéneo, a fim de se esclarecer se
a resposta destas células a diferentes estimulagBes

_poderia dar origem a mais de um tipo de interferon.

* _ Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG.

** — Bolsista do CNPq.

*** _ Bolsista da CAPES: Enderego atual — Departamento Autdnomo de Satide, Florianépolis, SC.
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Material e Métodos

Cultivos celulares — Células L foram cultivadas em
suspensdc, em meio basal de Eagle (com salina para
células em suspensdo) adicionado de 10% de soro de
cavalo ou bezerro; 0,12% de bicarbonato de sodio;
2,9% de L-glutamina, penicilina (100.unidades/ml) e
estreptomicina (100 microgramas/ml).

Para experiéncias, 10 a 15 milhSes de células L
foram semeadas em garrafas redondas, de 500m!, com
50m! de meio idéntico ao acima descrito, com salina
de Hanks, e as garrafas incubadas a 37°C, com 12
revolugdes por hora (8).

A titulagdo de interferon foi feita em monoca-
madas de células L{MCN), multiplicadas em meio
com solugdo de Scherer (60%), meio 199 (30%) e
soro de cavalo inativado (10%). A -esta mistura,
acrescentava-se bicarbonato de soédio {0,03%) e anti-
bioticos nas concentracdes mencionadas (4,8).

Virus — NDV, cepa Victoria, foi utilizado para
~indugdo de interferon. O virus, mantido por um
nimero desconhecido de passagens em ovo embrio-
nado de galinha (de 11 dias), era multiplicado e
titulado no mesmo hospedeiro (8).

Para a inativagcdo de NDV por luz ultravioleta, o
liquido alantdico era dialisado contra 20 volumes de
salina tamponado com fosfato 0,01M, pH7,2 a 4°C,
durante uma noite. Vinte ml da suspensdo de virus,
em uma placa de petri de 10 cm de didmetro, eram
submetidos & luz ultravioleta, durante 20 segundos,
numa dose de 5000 erg/seg. Durante a exposicdo, a
placa era agitada mecanicamente, 90 vezes por minuto,
em uma plataforma que se movia em torno de um
eixo, com movimentos de amplitude de 2,5cm (4,8).

O virus da estomatite vesicular (VSV), usado para
titulagdo de interferon, amostra Indiana, sofreu um
niimero ndo sabido de passagens em células L, sendo
seu estoque também multiplicado nestas células. Para
a titulacdo de VSV, células L. (MCN), em garrafas de
plastico de 25ml (Falcon Plastics Co., Los Angeles,
California, EUA), drenadas, eram infetadas e, apos
uma hora a 37°C, as células eram cobertas com uma
mistura de meio de crescimento, em concentracio
dupla, contendo vermelho fenol a 1:20.000 e agar
2,4% (Bacto Agar, Difco Laboratories, Detroit,
Michigan, EUA), ambos a 45°C. As garrafas eram
incubadas a 37°C, no escuro, e as unidades forma-
doras de placas (PFU) contadas apdés 2 a 3 dias
{4,8).

Titulagdo de interferon {8) — A diélise dos materiais
era feita contra tampdo cloreto, pH2,0 e salina tampo-
nada com fosfato, pH7,2. Adicionava-se 0,5ml de
uma diluicdo de interferon em uma garrafa de 25mi
de células L (MCN), que eram reincubadas a 37°C
por 24 horas. Drenava-se o meio, e as garrafas
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recebiam 0,4ml de uma suspensdo de VSV, contendo
aproximadamente 100 PFU. A manipulagdo posterior
era idéntica a descrita para titular o VSV.

O titulo de interferon era calculado como sendo
a reciproca da diluicdo que causava 50% de reducdo
no nimero de PFU do virus. Uma unidade de
interferon assim definida corresponde a 10 unidades
do padrdo internacional de interferon murino. Como
padréo interno, toda titulagdo incluia uma preparacgo
estandartizada de interferon murino, mantida a -20°C.’
A variacdo do titulo de um material, verificado
repetidamente, na mesma partida de células, era de
uma diluigdo.

Liberacdo de Interferon — Duas garrafas redondas de
células L, para cada intervalo de tempo, foram dre-
nadas e adicionou-se 0,6ml do indutor, por garrafa.

O NDV-UV foi acrescentado sem diluicdo logo
depois do tratamento com UV; as garrafas foram
incubadas a 37°C por uma hora e completava-se com
meio para o volume de 10ml, procedendo-se a nova
incubacdo a 37°C. Depois de 6 horas ap6s a infecco,
o primeiro material foi colhido, misturando-se os
fluidos de duas garrafas, que eram submetidos a
500g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante
era entdo dialisado e o interferon titulado. Da mesma
forma, preparacBes foram obtidas 3s 8, 10, 12 horas,
etc. até as 20 horas apds a indugcdo.

Com poli I:C, 100 microgramas do composto,
juntamente com 5mg de DEAE-dextrana, por garrafa,
foram deixadas em contacto com as células L por
4 horas, a 37°C. 0 tiquido era desprezado, as garrafas
lavadas com 25ml de solucdo salina de Hanks cada
uma e 10ml de meio acrescentados, seguindo-se de
incubagdo a 37°C. Os materiais foram coletados
depois de 6, 8, 10, 12 e 20 horas e manipulados da
forma descrita acima, sem, entretanto,‘serem diali-
sados. Em ambos os casos, a solugdo de Hanks e o
meio eram pré-aquecidos a 37°C.

Sensibilidade & actinomicina D — Garrafas redondas
de células L, em duplicata, tiveram seu meio despre-
zado e actinomicina D foi adicionada nas quantidades
de 10; 3; 1; 0,3 e 0,1 microgramas por ml num
total de, respectivamente, 50; 15; 5; 1,5 e 0,5 micro-
gramas por garrafa. Ap6s uma hora a 37°C, o excesso
de liquido foi desprezado e as garrafas divididas em
dois lotes. O primeiro foi induzido por NDV-UV e
o segundo por poli I:C, misturado com DEAE-
-dextrana, sendo incluido controles, sem tratamento
com o antimetabélito. As condigBes de inducio foram
iguais as descritas acima e o tempo de coleta de todos
os materiais foi de 24 horas.

Drogas —~ Poli 1:C foi adquirido de ““Miles Labora-
tories”, Elkhart, Indiana, EUA. Dissolvido em salina
tamponada com fosfato 0,007M, pH7,0 e esterilizado
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em filtro Millipore 0,45 micrédmetros (“Millipore Co.,”
Bedford, Massachusetts, EUA). DEAE-dextrana foi
fornecida por “Pharmacia Fine Chemicals”, Uppsala,
Suécia e dissolvido e filtrado conforme descrito acima.

A actinomicina D, estéril, era originaria da ""Merck,
Sharp e Dohme’/, Rahway, Nova Jersey, EUA e
dissolvida em pequeno volume de dlcoo! etilico e
depois em meio B.

Os meios e demais materiais para cultura de tecidos
eram procedentes do Baltimore Biological Labora-
tories, Baltimore, Maryland, EUA e os soros do
Grand lIsland Biological Laboratories, Grand island,
Nova lorque, EUA.

Resultados

Cinética de liberagdo de interferon — Quantidades
mensuréaveis de interferon apareceram no meio de
cultura seis horas ap6s o estimulo com NDV-UV ou
poli 1:C (fig. 1). Tentativas de se demonstrar interferon
nas células induzidas com poli I:C antes deste tempo,
diminuindo-se o periodo de contacto do complexo
com as células para duas horas e colhendo-se o meio
duas horas apos, deram resultados negativos.

Na curva de producdo de interferon estimulado
pelo virus, depois de uma fase logaritmica, entre 6
e 10 horas apds a indugdo, a liberagdio atinge niveis
maximos, e se estabiliza no periodo de 12 a 20 horas.
Com poli 1:C, a cinética foi semelhante, assim como
os titulos de interferon alcancados (Fig. 1).
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Fig. 1 — Cinética de liberacdo dos interferons de células L.
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Fig. 2 — Inibi¢do da produgdo de interferons induzidos por

NDV-UV e poli 1:C por actinomicina D.

Sensibilidade & actinomicina D — A Figura 2 repre-
senta os resultados de uma experiéncia tipica. Com
as doses de 10 e 3 microgramas/ml, a actinomicina D
inibiu a produgdo de ambos interferons de modo
praticamente total. Com 1 micrograma/mi, a dimi-
nuicdo dos titulos foi acentuada. Concentragoes
menores (0,3 e 0,1 microgramas/mi) ndo foram
capazes de reduzir a liberagdo de interferon de modo
constante, conforme ficou demonstrado em outros
experimentos. Neste que estd ilustrado, contudo,
com 0,3 microgramas/ml ainda foi possivel demonstrar
um efeito parcial. Com 0,1 microgramas/ml, a inibi¢éo
ndo pode ser comprovada, pois a diferenca dos titulos
estd dentro do erro experimental da dosagem de
interferon.

Conclui-se, portanto, que a actinomicina D inibe
a sintese de ambos os interferons com igual eficécia.

Discussdo

Ao contrério de nossos achados em células L, a
exposicdo de populagdes homogéneas de células a
diversos indutores leva, muitas vezes, a curvas de
liberagdo de interferon diferentes. Em células RK-13
de coelho, quando a indugdo é feita por NDV, o
interferon é produzido de 8 a 40 horas apds o esti-
mulo, com o méaximo sendo atingido entre 10 a
25 horas; com poli 1:C, o pico de liberagio ocorre
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entre 3 a 4 horas apds o contacto com o indutor,
e o aparecimento de interferon no meio cessa as
10 horas (7). Titulos mais altos de interferon de
macréfagos peritoneais de camundongo e fibroblastos
humanos de preplcio, quando tratados por NDV ou
statolon, ocorrem entre 20 e 24 horas, ao passo que,
com poli I:C, isto se dé entre 8 ¢ 10 horas (3).

Estas diferengas, entretanto, podem significar
apenas que os niveis de controle da sintese dos
interferons sejam diferentes, embora o gene ou genes
a serem desreprimidos sejam os mesmos (7); ou ainda,
que o processo, quando iniciado por determinados
indutores, fosse mais lento, conforme ficou demons-
trado em células primérias de rim de coelho. Nestas
células, quando o estimulo é dado unicamente por
poli I:C, o interferon é liberado no meio em maior
quantidade dentro de 3 a 4 horas; misturado o
complexo com DEAE-dextrana, a producio de inter-
feron é protraida, sendo que os titulos permanecem
elevados até a 30 horas (13).

A actinomicina D, posta em contacto com as
células L, diminuiu a produgdo de interferon indu-
zido tanto por NDV-UV como por poli I:C. Este
antimetabolito inibe cerca de 98% do RNA transcrito
em células normais (10), embora alguns investigadores
apontem outros efeitos (4). Em conseqléncia, ha
necessidade da sintese de RNA mensageiro para a
codificagdo da propria molécula ou de proteina (s)
ativadora(s) dos interferons estudados.

Um dos critérios para a classificacdo de um inibidor
de virus como interferon, é a sensibilidade de sua
producdo ao tratamento prévio das células com
actinomicina D (5). Algumas excecOes foram apon-
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tadas, .em que o interferon induzido por poli I:C
Ou mostrou-se mais resistente que o estimulado por
virus, em fibroblastos humanos de preplicio e macro-
fagos peritoneiais de camundongo (3) e em fibro-
blastos de embrifo de galinha (6), ou ocorreu um
aumento no titulo de interferon em células primarias
de rim de coelho, tratadas com pequenas doses de
actinomicina D (12). Estes achados, entre outros,
estimularam autores a aceitar a hipétese que uma
célula pudesse sintetizar mais de um tipo de inter-
feron.

Ndo foi possivel demonstrar diferencas dos inter-
ferons induzidos por NDV-UV ou poli 1:C quanto 2
cinética de liberacdo e 3 sensibilidade 3 actinomicina
D, utilizada previamente 3 indugdo, em células L.
Isto sugere apenas um sitio codificador de interferon
na amostra utilizada. Todavia, estudos mais amplos
$80 necessédrios para esclarecer a questdo, sobretudo
aqueles relacionados com as propriedades moleculares
dos interferons focalizados.
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A new leptospiral serotype isolated in Salvador, Bahia State*

irene Silva*™

Summary

Serological study of three strains of leptospires isolated from Zygondotomys lasiurus {Lund) and Cavia
a. aparea (Erxieben) revealed a new serotype within the Australis group. Leptospira interrogans
serotype soteropolitana is proposed for its designation and the epidemiologic importance emphasized.

Resumo

Novo sorotipo de leptospira isolado em Salvador, Estado da Bahia

Estudo sorolégico de trés linhagens de leptospiras, isoladas de Zygondotomys lasiurus (Lund) e Cavia a.
aperea (Erxleben) em Salvador, Bahia revelou um novo tipo soroldgico do grupo Australis, designado
Leptospira interrogans sorotipo soteropolitana. Sua importancia epidemioldgica é sotolineada.

Introduction

During a survey of Leptospira from wild animals
in Salvador city, several strains were isolated. Among
these, the strains designated as R.68, R.93 and R.116
constituted a new serotype, by the serological tests
performed. The first two strains were isolated from
Zygondontomys lasiurus (Lund) and the third one
from Cavia a. aperea (Erxleben). These host animals
were trapped in woody areas of urban zones of
the city.

Materials and Methods

The cultures were obtained from bits of kidney
tissue pierced asseptically with sterile capillary pi-
pettes and inoculated into tubes of Korthof-Babu-
dieri’s medim(1), to which 0,25% of Bacto Agar
Difco was added. One week after incubation at 32°¢C,
growth was estimated by macroscopic appearance of
distinct Dinger's zone of growth which was confirmed
by darkfield microscopy examination. All apparent
negative cultures were also checked, during three
month, at eight day intervals, by darkfield microscopy

before being discarded. Positive cultures were trans-
fered into normal liquid Korthof-Babudieri’s medium
and purified by Babudieri’s technical procedure (2).
The identification of the three strains was made
by preparing, with the strains R. 93 and R. 116, the
corresponding immunesera from rabbits and com-
paring, by cross agglutination tests, the strains among
themselves and the 18 reference strains of the
pathogenic leptospiral serogroups of the collection in
the WHO/FAO Leptospira Reference Laboratory,
Rome (3), more precisely: M20, Veldrat Batavia 46,
Celledoni, Hond Utrecht IV, Mus 127, Salimen,
3522C, Akiyami A, Ballico, Pomona, Moskva V,

‘Hebdomadis | Pasteur, Van Tienen, Perepelicin DVAT

384, CZ 214, LT 821, |.C.F. and 3-C.

The antiserum R. 68 was not prepared because this
strain was identical to the others, as shown in the
Results.

Since cross agglutination tests indicated that the
strains were closely related to the Australis group,
cross agglutination tests with reference strains from
all serotypes of this group were performed.

Cross agglutination — absorption tests were per-
formed with the strains which showed a reciprocal
antigenic affinity, which were repeated at least once.

* Study carried out under Prof. Brenno Babudier’s direction, in 1972, at the WHO/FAO Leptospira Reference Labo-

ratory {Istituto Superiore di Sanita), Rome, italy.

** Fundacdo Gongalo Moniz, Salvador, Ba. Fellow of the Istituto Superiore di Sanitd, Laboratori di Microbiologia, Viale

Regina Elena, 299, Roma, ltalia.
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Oniy the antiserum R. 116 was used in these tests.
The methods of the WHO/FAO: Leptospira Study
Group were followed (5,6).

Results

The results in Table 1 reveal a great cross reactivity
among the strains studied and the members of
Australis group, except for Munchen C90, Jez Bratis-
lava and LT932. With the first two there was an

"insignificant antigenic relation, whereas there was
none with the last strain.

l. Silva

The results of cross agglutinin-absorption tests in
Table 2 show clearly that the strains do not belong to
any serotype to which they were compared.

The WHO/FAQO Leptospira Study Group esta-
blishes that “two strains are considered to belong
to different serotypes if, after crossabsorption with
adequate amount of heterologous antigen, 10% or
more of the homologous titre regularly remains in
at least one of the two antisera in repeated test’’.
Consequently, strains R.68, R.93 and R.116 were
recognized as a new serotype of Australis group,
and the designation of Leptospira interrogans
serotype soteropolitana proposed to name it.

Table 1

Cross-agglutination tests among strains R, 116, R. 93, R. 68 and reference strains of the Australis group.

b
Strai S @ N
rains 8 E & g
- = ” ©
| 8 £ 1Bl |2 |58l s 8| o
mmunesera 8 o g & o % p P4 § - X - ™ o)
Titers 3 5 | =3 N |3 § | - | = 8| S| =1 = @ ©
o J = 3 s m® i ! T 3 Y] o o o
Ballico 100 X X X X X X X X X X 100 100 100
50.000
Lora X 100 X X X X X X X X X 100 100 100
10.000
Miinchen C80 X X 100 X X X X X X X X 5 5 5
10.000
Jez Bratislava X X X 100 X X X X X X X 0 0 0
500.000
Fudge X X X X 100 X X X X X X 60 50 b0
30.000
Bangkok D92 X X X X X 100 | X X X X X 100 100 100
50.000
LT 941 X X X X X X 100. X X X X 100 100 100
100.000
I.T 932 X X X X X X X 100 X X X 0] 0 0
50.000
Hawain (62-68) X X X X X X X X 100 X X 10 10 10
50.000
Jalna X X X X X X X X X 100 X 10 10 10
50.000
LT 990 X X X X X X X X X X 100 20 20 10
50.000
R. 116 100 50 10 10 10 10 30 4] 10 30 30 100 100 50
100.000
R. 93 100 50 10 10 10 10 30 0 10 30 30 100 100 50
100.000

The results are expressed as percentages of the titre of each immuneserum against the homologous strain, considered = 100.
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Table 2

3, R.68 and members of the Australis group.
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Immunesera Absorbed with: Tested with strains:
Ballico R.116 R.93 R. 68

Bailico R. 116 40 1 1,5 1,6

R. 116 Ballico 0 40 80 20
Lora R.116 R.93 R. 68

Lora R. 116 40 0 1 1

R. 116 Lora 1 10 40 20
Fudge R.116 R.93 R. 68

Fudge R. 116 40 1 1 1

R. 116 Fudge 0,625 20 40 40

: D92 R.116 R.93 R. 68

Bangkok D92 R. 116 40 0 0 1

R. 116 Bangkok D92 1 20 40 40
LT 941 R.116 R.93 R. 68

LT 941 R. 116, 40 0 0 0

R. 116 LT 941 0 1,5 1,5 1,5
Hawain R.116 R.93 R. 68

Hawain (62-68) R. 116 80 0 0 0

R. 116 Hawain (62-68) 0,625 40 80 80
Jaina R.116 R.93 R. 68

Jalna R. 116 20 0 0 0

R. 116 Jalna 0,625 40 40 40
LT990 R.116 R.93 R. 68

LT 990 R.116 80 0 0 0

R. 116 LT 990 1 10 20 20

The results are reported in percentages; 100 represents the titre of pre-absorbed immuneserum against the homologous strain.

Discussion

The strains studied have great importance because
they constitue a new serotype with epidem'iologic
implications.

- The data gathered by Costa & col. (4) regarding
the serological tests performed for leptospiral diag-
nosis in the Bacteriology Laboratory of Fundagdo
Goncalo Moniz {Salvador-Bahia) show that the Aus-
tralis group occupies the second place concerning
the positiveness of the tests.

in the leptospiral wild animals survery carried
out by .the author, the new serotype corresponds to

1,3% of the totality of 8,1% of positive animals and
to 16,6% of the strains isolated so far.

These findings stress the epidemiologic importance
of the new serotype. lts inclusion in the battery of
antigens employed in leptospiral diagnosis, as well as
in the future serological investigations in Bahia and
in other zones of Brazil must be considered.
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RNA ribossdmico em procariotos: estrutura e sintese*

Bianca Zingales e Walter Colli**

Resumo

Esse artigo tem a finalidade de efetuar uma revisdo sobre a estrutura e a sintese de RNAs ribossémicos
em bactérias. Discutiu-se em detalhe as relagdes topoldgicas dos genes responsaveis pela sfntese de rRNA
no cromossomo bacteriano, bem como os mecanismos de sua transcricdo pela RNA polimerase. Os
mecanismos que regulam a sfntese dessas moléculas foram analisados em diversas condicdes de crescimento
e em situagSes que promovem a diferenciacdo. Analisaram-se as vias de processamento das espécies de
rRNA durante a formacdo das subunidades ribossdmicas maduras. Finalmente, incluiu-se uma comparacéo
entre os processos de sintese e matura¢do dos rRNAS de procariotos e eucariotos.

Summary

Ribosomal ribonucleic acid of prokaryotes: structure and synthesis

This review deals with the structure and éynthesis of rRNAs in bacteria. The topological relationships
among the rRNA genes in the bacterial chromosome as well as their transcription mechanism by the
RNA polymerase have been extensively discussed. The mechanisms regulating the synthesis of those
‘molecules have been analysed under several growth and differentiation conditions. The processing
pathways of the rRNA species during maturation of the ribosomal subunits have also been analysed.
Finally, a comparison between synthesis and maturation of rRNAs in prokaryotes and eukaryotes was

included.

Introdugdo

O processo de expressio génica é resultante da
interacdo de dois mecanismos: transcricdo e traducdo.
O mecanismo de transcricio consiste na transmissio
da informacdo génica contida no DNA para moléculas
de RNA, sendo mediado por uma classe especial de
enzimas e regulado por fatores que governam o
inicio e o término dessa reacdo. O segundo meca-
nismo consiste na traducdo de moléculas de RNA
informacional em cadeias polipeptidicas, utilizando,
como intermediarios, numerosos componentes perten-
centes ao sistema de sintese proteica. Entre esses
-elementos se incluem moléculas de mRNA e tRNA,
fatores de iniciacdo, alongamento e terminagdo e os
ribossomos.

Caspersson (17) e Brachet (8) observaram que
células ricas em RNA sdo ativas no processo de
sintese proteica. O desenvolvimento de técnicas de
centrifugacdo diferencial permitiu isolar, em grande

* Com auxilio do Projeto BIOQ/FAPESP

quantidade, os diversos componentes celulares, facili-
tando sua anélise. Usando-se essa técnica, concluiu-se
que o RNA citoplasmético faz parte de estruturas
especiais, que se apresentam sob forma de particulas
pequenas, diferenciadas das mitocondrias por seu
tamanhG e composicdo {18, 20, 59).

Claude (21) localizou essas particulas numa fragdo
membranosa, isolada a partir de homogeneizados de
figado de rato, & qual deu o nome de ““microssomos’”.
Nessas estruturas, além do componente particulado
rico em RNA e proteinas, denominado mais tarde
“ribossomo’’ (19, 105), encontra-se um elemento
membranoso rico em fosfolipidios e proteinas.

O estudoe do envolvimento especifico dos ribos-
somos no processo de sintese proteica foi iniciado
no laboratério de Zamecnik na década de 1950
(74, 756). Mostrou-se que a incorporagdo de amino-
acidos, /n vivo, ocorre ao nivel das ribonucleo-
proteinas (ribossomos) da fracdo microssomal.

As primeiras evidéncias da existéncia de ribossomos

** Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, CP 20780 Universidade de S&0 Paulo
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em células de procariotos derivaram da andlise de
micrografias eletrdnicas de lisados bacterianos (79).
Um estudo detalhado das propriedades fisico-quimicas
dos ribossomos de diversos géneros de bactérias foi
realizado por meio de ultracentrifugacdo analitica
(118), concluindo-se que essas particulas sdo encon-
tradas em todos os grupos taxondmicos bacterianos
analisados.

Os ribossomos, por serem os locais onde ocorre
a sintese proteica, foram amplamente estudados.
Tentou-se, primeiramente, analisar sua estrutura e
composicdo, com a finalidade de obter-se elementos
que possibilitassem o estudo do mecanismo de
traducdo. O campo fundamental de pesquisa revelou
ser o de organismos procaridticos, jé que neles ndo
se verifica a presenca de reticulo endoplasmatico.

A extensa revisdo bibliografica relativa 3 estru-
tura e funcdo dos ribossomos, refere-se, sebretudo,
as pesquisas realizadas em bactérias (4, 68, 96, 100,
103, 119).

Este trabalho limitar-se-d4 a uma revisdo critica dos
dados relativos a andlise estrutural do RNA ribossd-
mico e seus genes correspondentes, hem como dos
mecanismos de transcricdo e processamento dessa
espécie de RNA em procariotos.

CARACTERISTICAS GERAIS
DE RIBOSSOMOS DE PROCARIOTOS

Os primeiros estudos sistemdticos sobre o isola-
mento e caracterizagdo dos ribossomos foram inici-
ados no grupo de Watson, em Harvard e na Carnegie
Institution em Washington, (112, 139, 140). Tais
estudos comprovaram 0s seguintes aspectos:

a) Os ribossomos de procariotos, ativos na sintese
proteica e isolados em concentracdo fisiologica
de Mg?", apresentam um coeficiente de sedimen-
tacdo de 70S;

b) Quando essas particulas sfo extraidas em baixa
concentragdo de Mg?*, observa-se sua dissociagdo
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em dois componentes menores, cujas velocidades
de sedimentacdo sdo de 50S e 308, respectiva-
mente;

¢) a adicdo in vitro de Mg®* a subunidades 50S e
30S provoca a reconstituicdo da particula 70S;

d) Os pesos moleculares dessas subparticulas foram
calculados como sendo, para a 508 de 1,8 X 10°d,
e para a 30S de 0,85 X 10%d;

e) na constituicdo de ambas participam, aproximada-
mente, 40% de proteinas e 60% de RNA, e uma
pequena fracdo de poliaminas, descoberta mais
tarde (128).

Varios autores verificaram, posteriormente, que,
in vivo, o ribossomo também se encontra dissociado
nas duas subunidades 50S e 30S, num estagio que
antecede ou que sucede a um ciclo de sintese
proteica (68, 83, 132).

Estrutura das moléculas de rRNA em procariotos

O tratamento das subunidades ribossdomicas bac-
terianas 30S e 50S com agentes desproteinizantes e
a anilise das caracteristicas hidrodindmicas e de
dispersdo de luz dos produtos obtidos revelou que
a primeira contém apenas uma molécula de RNA
ribossdmico, cujos coeficiente de sedimentacdo e
peso molecular sdo, respectivamente, 165 e 0,65 X
X 10°d, e que a segunda contém duas espécies
de rRNA, 23S e 5S, com pesos moleculares aproxi-
mados de 1,1 X 10%d, e 0,04 X 10%d, cada uma
(66, 115, 130). Pode-se estimar que a esses pPesos
moleculares correspondam cadeias de 3200 nucleo-
tidios para rRNA 23S, 1600 nucleotidios para rRNA
16S e 110 residuos para o rRNA 5S.

Os estudos sobre rRNA voltaram-se, também, para
a 4rea da andlise da composicdo de bases (Tabela 1)
revelando que essa classe de acidos nucleicos apre-
senta, como caracteristica importante, uma assimetria
no que diz respeito as altas quantidades de guanina

Tabela 1

Composi¢cdo de Bases de rRNA

de diferentes espécies bacterianas

rRNA 23S rRNA 16S Referén- DNA

Organismo Moles % Moles % cias %
C A U G GC C A U G GC GC*

Aerobacter aerogenes 220 256 21,2 31,2 532 224 253 21,2 30,8 53,2 88 58
Bacillus subtilis 26 262 198 31,4 540 240 244 206 309 54,9 34 42
Diplococcus pneumoniae 19,2 254 240 31,1 503 189 254 24,8 30,7 496 152 38
Escherichia coli 21,0 255 210 325 535 223 242 213 32,1 54,4 130 52
Micrococcus lysodeikticus 20,8 230 22,7 33,3 54,1 221 220 241 315 53,6 162 72
Proteus vulgaris 21,3 265 208 31,4 527 230 247 204 31,9 549 88 36
Pseudomonas aeruginosa 221 26,3 215 300 521 225 261 211 30,3 528 4 66

* apud Sueoka({133)
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em relacdo as baixas de citosina (99, 127): por outro
lado, o contelido de G + C do RNA ribossdmico
apresenta um valor constante {entre 53 e 55%) para
as varias espécies procarioticas estudadas (88, 90).
Observou-se, ainda, que nas espécies de rRNA de
alto peso molecular encontram-se, além dos nucleo-
tidios de bases naturais, nucleotidios metilados (tanto
nas bases nitrogenadas, como na por¢do do aclcar)
e a presenca de 4cido pseudouridilico (38, 51, 56,
126).

A determinacdo da estrutura priméria das classes
de rBNA seria de extrema importancia na compre-
ensdo de diversos problemas relativos & estrutura
superior dessas moléculas, a interagdo com protefnas
ribossdmicas e & funcdo do ribossomo. No entanto,
apesar de existirem técnicas muito elegantes para a
andlise da seqUiéncia nucleotidica do RNA (116), a
tarefa ainda ndo foi totalmente cumprida, em virtude
da alta complexidade das espécies de rRNA. Por essa
razdo, apenas conhece-se integralmente a estrutura
priméria dorRNA BS de E. coli (14) e de Pseudomonas
fluorescens (41), verificando-se que entre ambos
existem certas caracteristicas comuns. Das moléculas
de rRNA 16S é conhecida, somente, a seqiiéncia
nucleotidica de alguns fragmentos grandes que cons-
tituem 70% da molécula (42, 45, 46). Recentemente,
determinou-se a sequiéncia de um segmento da extre-
midade 3’ (OH) do rRNA 16S de E. coli (120). A
andlise revelou que os trés nucleotidios terminais
sdo complementares aos codons terminadores dos
mRNAs. Além disso, esses autores verificaram que
um outro segmento do rRNA 16S contém uma
seqléncia nucleotidica complementar a uma regido
constante, encontrada em varios mRNAs de bac-
teridfagos. Essa regido participa da ligacdo dos mRNAs
com a subunidade ribossdmica 30S, o que estaria
sugerindo o envolvimento do rRNA 16S durante a
formag¢do do complexo mRNA-30S.

Com base nos dados referentes 3 estrutura priméria
do rRNA tentouse a construcdo de modelos de sua
estrutura superior, ndo havendo ainda nada de con-
clusivo. A idéia mais aceita atualmente é a de que
a cadeia polinucleotidica de rRNA em algumas
regides, dobra sobre si mesma, formando estruturas
em ‘“‘grampo’; em outras regides, a cadeia estaria
livre, podendo interagir com outros polinucleotidios
(46, 120). A proposicdo dessa estrutura derivou da
observacdo de que na molécula de rRNA 58, 70 a
80% dos nucleotidios podem formar pontes de hidro-
génio entre si (73).

Proteinas ribossémicas
O trabalho pioneiro de Waller & Harris {147)

mostrou que os ribossomos bacterianos, zlém de
rRNA, possuem muitos tipos de protefnas r.bossd-

micas, que apresentam mobilidade eletroforética ca-
racteristica em gel de amido.

Embora haja certa discordancia na literatura, com
relagdo ao nGmero de espécies proteicas que parti-
cipam na composicdo de cada uma das subunidades
ribossdbmicas, a maioria dos resultados parece indicar
que na particula 30S existem 19 a 22 proteinas
diferentes, enquanto na particula 50S existem apro-
ximadamente 35 espécies distintas (27, 144). De
acordo com estudos quimicos e imunoldgicos, foi
demonstrada a ndo existéncia de proteinas em comum
entre as subunidades 50S ¢ 30S (131, 144).

Durante algum tempo pensou-se que as populacgdes
de subunidades 30S e 50S fossem homogéneas quanto
a sua composi¢do proteica. Os trabalhos de Kurland
& col. (67), éontudo, demonstraram que tal supo-
sicBo ndo é verdadeira. Esses autores, analisando
quantitativamente as proteinas ribossOmicas das sub-
unidades 30S verificaram que nem todas as proteinas
estdo representadas em nimero equivalente a uma
espécie por subunidade. Congluiu-se, entfo, pela
existéncia de duas classes de protefnas ribossdmicas:
as unitdrias, presentes em todas as particulas 308,
e as fraciondrias, apenas em algumas dessas particulas.
Baseando-se nessas e em outras evidéncias, aceita-se
atualmente a idéia de ser heterogénea a populacio
de ribossomos. ’

O envolvimento das proteinas ribossdmicas da
subunidade 30S no reconhecimento de RNAs mensa-
geiros comeca a ser comprovado (49). Os estudos
baseiam-se no fato de que os ribossomos de E. coli
iniciam, in vitro, a sintese das 3 proteinas do fago
R 17, enquanto os de B. stearothermophilus reco-
nhecem apenas a regido da proteina A. Subunidades
308, reconstituidas com rRNA 16S de uma ou outra
espécie bacteriana e proteinas de E. coli, foram mais
eficientes na ligagdo com RNA do fago R17 e na
iniciagdo da sintese proteica do que subunidades
reconstituidas com protefnas de B. stearothermophilus.

Na subunidade 508, ao contrério do que foi des-
crito acima, a maioria das protefnas parece estar
presente em quantidade correspondente a uma copia
por particula (144).

Interacdo entre rRNA e proteinas no ribossomo

Os trabalhos de Traub & Nomura (1 42, 143) sobre
reconstitui¢do in vitro de subunidades 308, a partir da
adicdo de moléculas derRNA 16S e de uma mistura de
aproximadamente 20 protefnas ribossdmicas isoladas,
demonstraram a existéncia de uma interacdo especi-
fica entre esses componentes, numa cronologia bem
determinada de eventos de associagdo que levam a
formagdo de particulas 30S funcionais na sintese
proteica. Na auséncia de rRNA 16S bacteriano nio
ocorre a formacdo dessas particulas. Além disso,
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rRNA 16S de levedura, rRNA 18S de rato, ou
rRNA “16S”, preparado a partir de rRNA 23S de
E. coli, ndo conseguem substituir a fungdo do rRNA
16S bacteriano no processo de reconstituicdo da
subunidade 30S (95).

Particulas 50S de B. stearothermophilus (44, 97)
e de E. coli (87), funcionais no processo de tradugéo
in vitro, também foram reconstituidas a partir da
adi¢do de seus componentes isolados.

A intera¢do entre cada protefna ribossGémica e o
rRNA ocorre, muito provavelmente, em sitios bem
definidos deste Gltimo (91) os quais se apresentariam,
preferencialmente, como regides de nucleotidios ndo
pareados (30).

Estudos sobre a ligagdo e liberagio de rRNA 5S
da particula ribossdmica maior demonstraram que,
em presenca de baixa concentragio de Mg®*, a
subunidade 50S se desdobra, liberando-se a espécie
de rRNA 5S. A subunidade ribossdmica, nesta con-
formacdo, é incapaz de promover a sintese proteica
in vitro, num sistema dependente de poli U (117).

Esses trabalhos, entre muitos outros, demons-
traram que a interagdo entre os componentes ribos-
sOmicos é extremamente complicada e especifica, e
que dela depende o pavel funcional dos ribossomos.

GENES RESPONSAVEIS
PELA SINTESE DE RNA RIBOSSOMICO

Segundo uma definicdo (119), um gene ribosso-
mico estrutural é aquele que contém a informagéo
para a sintese de uma molécula de rRNA ou de
proteina ribossdmica. Nesse ensaio, tratar-se-4 apenas
da primeira classe de genes ribossdmicos, ou seja,
daqueles responsdveis pela sintese das espécies de
RNA ribossomico, que serdo denominados, numa
forma abreviada, “genes para rRNA".

ConsideracOes especulativas levam a suposicdo de
que as pressOes evolutivas, que atuaram sobre o
genoma dos organismos, devem ter afetado, muito
pouco, a composicdo nucleotidica dos genes para
rRNA (39, 136).

Essa suposicdo foi formulada a partir da verifi-
cacdo de que o contelido de G+ C de rBRNAS,
extraidos de diferentes espécies de procariotos, é
constante (88, 90}, embora a composicdo de bases
do genoma desses organismos, refletida no seu con-
teGdo de G+ C seja extremamente varidvel (133)
{Tabela 1).

A semelhanca entre composi¢do de bases das
moléculas de rRNA ndo reflete, necessariamente,
semelhanga de estrutura primdria. Observou-se que
rRNAS de organismos filogeneticamente distintos
possuem, freglientemente, muito pouca homologia
de seqiéncias nucleotidicas, como ficou definido
por experimentos de hibridizagio DNA-RNA (apud

Pace (103)). Frente a isso, a caracteristica de conser-
vagdo evolutiva das moléculas de rRNA deve ser
mais um reflexo da semelhancga das estruturas secun-
daria e tercidria, do que da estrutura primaria.
Seriam, portanto, as estruturas de ordem superior
do rRNA as responsdveis pelos mecanismos de inte-
ragdo com proteinas ribossOmicas e pelo papel
funcional do ribossomo na sfntese proteica.

Dosagem de genes para rRNA

Os resultados de hibridizacdo entre RNA ribosso-
mico e DNA hombdlogo, (1563, 154) purificados a
partir de diferentes espécies bacterianas, foram de
importancia fundamental para o desenvolvimento do
estudo de dosagem e mapeamento dos genes ribosso-
micos.

Determinou-se que os niveis de hibridizacdo DNA-
-rRNA atingidos eram superiores aqueles esperados
no caso de existir apenas um gene para cada espécie
de rRNA. Admitiu-se, portanto, que esses genes
seriam redundantes. A andlise desses resultados per-
mitiu constatar que existem genes distintos para as
duas espécies de rRNA de alto peso molecular (155).
Essa verificacdo, aliada a estudos de composi¢do de
bases e de seqliéncia nucleotidica desses rRNAS,
permitiu concluir, de uma maneira definitiva, que
os rRNAS 16S e 23S sdo espécies moleculares dis-
tintas. )

Os estudos de hibridizacdo em E. coli revelaram
que existem 6 copias de genes para cada espécie de
rRNA de alto peso molecular (3), ao passo que em
B. subtilis encontraram-se 9 a 10 genes para rRNA
16S e 23S e 3 a 4 genes para rRNA 5S (123).

A dosagem de genes para rRNA em todos os
organismos analisados revelou que a fragdo do genoma
bacteriano, complementar ao rRNA, é constante, e
compreende 0,3 a 0,4% do DNA total (63, 98, 153,
154).

Mapeamento de genes para rRNA

A técnica mais utilizada, no campo da genética,
para 0 mapeamento de genes no cromossomo € a da
recombinacdo. Essa técnica, no entanto, ndo pode
ser aplicada no caso dos genes para rRNA, em virtude
da inexisténcia de mutantes dessa natureza. Para tal
finalidade, outras técnicas tiveram que ser elaboradas,
revelando-se contudo muito mais complexas.

A possibilidade de realizacdo de experiéncias de
transformacdo, em células de B. subtilis, permitiu o
mapeamento de genes ribossOmicos no cromossomo
dessa bactéria. Vdrios autores (40, 98, 123) por meio
da germinagdo sincronizada de esporos de B. subtilis,
em meio contendo 5-bromouracila ou D, O, conse-
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guiram determinar a ordem de replicacdo de diversos
genes e, portanto, sua posicdo no cromossomo em
relagdo ao sitio de iniciagdo da duplicacgo.

Desses estudos concluiu-se que 60 a 80% dos genes
responsaveis pela sintese de RNA 5S, 16S, 23S e de
transferéncia localizam-se na porcdo inicial do cro-
mossomo de B. subtilis entre os marcadores purA e
purB, que regulam a sintese de purinas. O restante
dos genes acha-se na porgdo terminal do cromossomo.

Em E. coli, comprovou-se também a existéncia de
duas regides de genes para rRNA compreendidas entre
os tempos de replicagdo do mapa genético de 74 a
77 minutos e 54 a 59 minutos (31, 156). Os genes
para rRNA em E. coli foram visualizados ao micros-
copio eletronico (89).

Os estudos relatados acima ndo forneceram infor-
macdo sobre as relacBes topoldgicas entre os genes
para RNA ribossdmico 5S, 16S e 23S. Na figura 1,
apresentam-se os modelos possiveis de arranjo entre
os genes para rRNA (apud Colli {24)).

Colli & Oishi (22), baseando-se nos dados de que
DNA de fita simples consegue ser separado de DNA
de dupla fita, por centrifugagdo em gradientes de
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Fig. 1 — Alguns modelos possiveis de arranjo entre os genes
responsaveis pela sintese de RNA ribossdmico no cromos-
somo bacteriano. As linhas pontilhadas representam seg-
mentos do cromossomo ndo homblogos a RNA ribossdmico
{apud Colli (24)).

densidade de Cs,S0,, em presenca de fons de
Hg** (92), verificaram que hibridos DNA-RNA tam-
bém podem ser separados do DNA de fita simples,
nesse tipo de gradiente. Essa propriedade dos hibridos
foi usada para demonstar a ligagdo fisica entre os
genes para rRNA 23S, 16S e 5S {22, 25) e para
purificar os genes para rRNA de B. subtilis (23).
Por meio de experiéncias de cohibridizacio con-
cluiu-se que: a) os genes para rRNA, em B. subtilis,
sfo fisicamente ligados em agrupamentos, os quais
contém um gene para cada espécie de rRNA, b) em
cada agrupamento o gene para 5S estaria mais pro-
Xximo do gene para 23S que do gene para 16S.
Existiriam muito provavelmente, espacos “‘inertes’
de DNA entre os agrupamentos de genes ribossdmicos,
além da possibilidade de haver outro espaco “inerte’
entre um gene para 16S e outro para 23S, dentro do
mesmo agrupamento (25). Utilizando-se técnica muito
semelhante a essa descrita acima, concluiu-se que, em
E. coli, os genes para rRNA 16S e 23S também sio
fisicamente ligados (37).

Na regido do cromossomo de B, subtilis, compre-
endida entre os genes pur A e pur B, estdo situados,
além dos genes para RNA ribossémico, dois genes
para proteinas ribossdmicas (124) e genes marcadores,
representando, provavelmente, mutagBes para certas
proteinas ribossdmicas, os quais conferem resisténcia
a antibioticos que atuam ao nivel de ribossomo. No
cromossomo essa proximidade poderia sugerir que
0s genes para rRNA ou os espacos “inertes’’ entre
eles pudessem ser responsdveis pela sintese de pro-
tefnas ribossdmicas. Analisando-se as relacBes topo-
logicas entre esses marcadores de resisténcia e os
genes para rRNA concluiu-se (125) definitivamente
ndo ser esse o caso, como havia sido sugerido (101).

TRANSCRIGCAO DE GENES PARA rRNA
Unidade transcripcional

Uma unidade transcripcional é definida como um
segmento de DNA, delimitado por um-sitio de ini-
ciacdo e outro de terminagdo, transcrito ininterrup-
tamente por uma molécula de RNA polimerase, que
coime¢a a sintese de RNA a partir do sitio de ini-
ciagdo. A unidade transcripcional® pode conter um
ou mais genes e, quando possui um sitio promotor
demonstravel, recebe o nome de operon (102).

A verificacdo da existéncia de uma ligacdo f(sica
entre os genes para rRNA ribossdomico (22, 25)
colocou a questdo de como esses genes seriam trans-
critos. Baseando-se nos dados dos trabalhos acima
citados, podem-se construir modelos de transcricdo
para rRNA bacterianos (Figura 2).

*Para uma definigdo um pouco diversa daquela aqui apresentada consultar Szybalski & Col. {135) e Colli {26).
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Fig. 2 — Modelos de transcrigdo dos genes responséveis pela sintese de RNA ribossdmico. A. Modelos de transcricdo
independente. B. Modelos de cotranscrigéo. Unidades transcripcionais delimitadas por i e t, onde: i = inicio e t = término

da transcricdo pela RNA polimerase.

O modelo A apresenta esquemas de transcricdo
independente em que os genes para rRNA 168 e 225
pertencem a unidades transcripcionais diferentes,
transcritas, simultaneamente, por duas moléculas de
RNA polimerase. No modelo A-1 a espécie de rRNA
5S seria transcrita depois da espécie de rRNA 23S,
enquanto no modelo A-2, ocorreria o contrario (a
estreita ligacdo fisica entre os genes para rRNA 23S
e 5S torna bastante improvdvel a suposicdo de que
essas espécies pertengam a unidades transcripcionais
independentes; ver outras evidéncias a seguir). O
modelo B representa o arranjo dos genes para as
trés espécies de rRNA na mesma unidade transcrip-
cional e é, portanto, um esquema de cotranscrigdo,
em que o gene para rRNA 16S seria transcrito antes
(B-1) ou depois {B-2) do gene para rRNA 23S.

Métodos de andlise do mecanismo de transcricdo de
genes para rRNA

A analise do mecanismo de transcricdo dos genes
para rRNA, no cromossomo de procariotos, foi feita
por meio do uso de diferentes técnicas, descritas a
seguir.

Mapeamento transcripcional por actinomicina D — O
enfoque experimental adotado (b) consiste em usar
actinomicina D como agente que perturba o processo
de transcricdo e em analisar o grau de inibigdo da
sintese de diversas espécies de RNA, marcadas em
presenca de diferentes concentragOes da droga. Ja
que a actinomicina D inibe a sintese de RNA,
formando bloqueios ao longo do DNA, principal-

mente em regiGes ricas em guanina (111), é de se
esperar que, quanto maior for o gene para determi-
nado tipo de RNA ou, entfio, quanto mais distante
estiver, em relacdo ao sitio de iniciacdo, dentro da
unidade transcripcional, mais sensivel a inibicdo por
actinomicina serd a sintese de seu produto (6}. Por
meio dessa técnica, concluiu-se que, em B. subtilis,
a) os genes para tRNA acham-se agrupados em uni-
dades policistronicas (de aproximadamente 100 cis-
trons); b) os genes para rRNA 16S e 23S sdo trans-
critos a partir de unidades independentes; e c) o
cistron para rRNA BS faz parte da unidade que
contém o gene para rRNA 23S. Este Gltimo estaria
mais proximo do sitio de iniciagdo do que o gene
para rRNA 5S. Os resultados desses autores, portanto,
favorecem o modélo A-1 referente a transcricdo de
genes ribossdmicos em B. subtilis (Figura 2).

Mapeamento transcripcional por rifampicina — O anti-
bidtico rifampicina é o derivado semi-sintético da
rifamicina B (81). Estudos iniciais (138) mostraram
que a rifamicina B, produto de fermentagdo de
Streptomyces mediterranei, é um antibiético de largo
espectro de acdio contra bactérias Gram positivas e
negativas.

A rifamicina tem um efeito especifico na inibigdo
da sintese de RNA (69, 70). O isolamento da RNA
polimerase bacteriana permitiu verificar que esta éo
alvo do antibidtico (55, 122, 146, 148, 149), o qual
forma estequiometricamente com a enzima um com-
plexo de baixa constante de dissociagdo (150).

O sitio de ligagdo da rifampicina estd localizado
na subunidade § da RNA polimerase bacteriana (157},
demonstrando-se que RNA polimerases, resistentes a
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acdo do antibidtico, possuem essa subunidade com
mobilidade eletroforética alterada.

A acdo da rifampicina na reacio de transcriciio &
também altamente especifica pois a droga inibe
apenas a etapa de iniciagdo sem impedir o alonga-
mento de cadeias de RNA ja iniciadas no momento
da adicdo da droga (106, 122).

As propriedades descritas acima apresentam a
rifampicina como uma droga particularmente interes-
sante na investigacdo de numerosos fendmenos celu-
lares, dentre os quais, o estudo do mecanismo de
transcricdo geénica.

Quando se expde uma cultura de bactérias, con-
comitantemente a rifampicina e a um precursor radia-
tivo da sintese de RNA, a quantidade de marcaggo,
que aparecerd em determinada espécie de RNA, é
conseqiiéncia do tamanho da molécula sintetizada e
do nimero de RNA polimerases que transcrevem
esse gene, apos a adigdo da droga.

Ao analisar a organizagdo transcripcional dos genes
para rRNA certas premissas devem ser levadas em
consideragdo: a) existe um nGmero igual de genes
para rRNA 16S e 23S; b) o gene para 16S tem a
metade do tamanho do gene para 23S; c) as RNA
polimerases, localizadas sobre os genes, estdo igual-
mente espacgadas, donde se conclui que, sobre os
genes para 23S existe o dobro de polimerases que
existem sobre os genes para 16S; d) a velocidade
de alongamento das cadeias de rRNA 16S e 23S é
a mesma, deduzindo-se, portanto, que a freqiéncia
de transcricdo de seus genes é, também, a mesma.

Torna-se claro, a partir dessas premissas, que os

valores de incorporagdo, encontrados em qualquer -

um dos componentes de rRNA apés a sintese residual
de RNA em presenga de rifampicina, variam de
acordo com o mecanismo de transcricdo de tais genes.
Para cada um dos modelos de transcri¢do, apresen-
tados na Fig. 2, pode-se prever a razdo de radiativi-
dade incorporada nas espécies de rRNA 23S e 16S
em presenca do antibidtico (vide Pato & von
Meyenburg (106)).

Usando. rifampicina, para bloquear reiniciacio da
transcricdo, e analisando as cadeias de RNA formadas
apés o bloqueio, véarios autores obtiveram evidéncias
de que, em F£. coli, as espécies de rRNA 168, 23S e
5S sdo cotranscritas nessa ordem pela mesma molécula
de RNA polimerase, a partir de uma Gnica unidade
transcripcional (10, 35, 36, 106). As mesmas con-
clusbes chegou-se (52} usando a rifampicina para
sincronizar o processo de transcricdo em E. coli,

Estudos sobre a sintese de RNA em células de
B. subtilis, realizados em presenga de rifampicina,
revelaram que, nessa espécie bacteriana, doses extre-
mamente baixas do antibiotico sfo capazes de inibir
ao méximo o processo de transcricdo (29, 159).
Inibindo-se a iniciacdo da transcricdo e analisando-se
o alongamento das cadeias de rRNA 16S e 23S em

presenca de rifampicina, em culturas crescidas em
diferentes meios e temperaturas, Zingales (159) con-
cluiu que em B. subtilis os genes ribossdmicos s3o
cotranscritos a partir de uma mesma unidade trans-
cripcional, na qual o gene para 16S estaria em
posicdo proximal em relagdo ao sitio de iniciagfio
para a RNA polimerase. Nesses estudos, demons-
trou-se ainda que a rifampicina ndo afeta o processo
de associacdo entre o rRNA e as protefnas ribossod-
micas, e nem promove a degradacdo das espécies de
rRNA recém-sintetizadas, ao contrério do que se
verifica em presenca de actinomicina D (1). Frente
a esses resultados, o mecanismo de transcricio inde-
pendente proposto por Bleyman & col. (6) para os
genes ribossdmicos de B. subtilis parece altamente
improvavel.

Estudos em mutantes “stringent” — Cepas de E.
coli, com controle “stringent”, limitam a transcri¢do
de rRNA durante a remocdo de determinado aminoé-
cido do meio de cultura. A sintese de rRNA & redu-
zida a 10% e, a de mRNA, a 40%, daquela em con-
dicdes normais de crescimento. Cepas de E. colf
“relaxed”, quando privadas de determinado aminoé-
cido, apresentam uma reducdo da sintese de RNA
total de, no méaximo, 256% (71).

Outro tipo de anélise corroborou os resultados
obtidos com rifampicina para E. co/i. Quando cepas
“stringent” sdo privadas de um aminoécido essencial,
ocorre uma diminuigdo intensa da velocidade de sin-
tese de'RNA, verificando-se, entre outros eventos,
um blogueio especifico da etapa da iniciagcdo da
transcricdo de genes para rRNA (129). Essa inibigdo é
revertida pela adigdo do aminoacido essencial ao
meio de cultura, o que resulta numa sincronia parcial
da sintese de rRNA. Em células de E. coli. cuja
transcricdo foi sincronizada pela reposicio do ami-
nodcido essencial, verificou-se {64) que a sintese de
rRNA 16S inicia-se antes que a sintese de rRNA 238S.

Mapeamento radiolégico — Estudos baseados na
técnica de mapeamento radiolégico de unidades
transcripcionais confirmam, também, todos os dados
obtidos para £. coli, por outros métodos. Essa téc-
nica fundamenta-se na observacdo de que, certas
lesdes provocadas no DNA por exposicio 3 luz
ultravioleta, causam a terminacdo prematura da trans-
cricdo no sitio da lesdo {121). Nesse caso, a reinicia-
¢do s6 ocorre ao nivel do préximo gene promotor.

Esse enfoque experimental é, basicamente, anélogo
aquele em que se usa actinomicina D para formar
blogueios no DNA e impedir a passagem da RNA
polimerase (5).

Vérios autores (53, 65, 121) mediram a velocidade
de inativacdo da sintese das espécies de rRNA 23S,
16S e 5S, apds a exposicdo de células de £. coli a
doses varidveis de luz U.V. A anélise de seus resulta-
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dos levou-os a concluir que as trés espécies de RNA
ribossdmico sdo cotranscritas, na ordem: 16S, 23S e
5S. Com base nesses dados, atribuiu-se (53) & uni-
dade transcripcional um tamanho de 1,85 a
2,1 X 10¢d.

Anélise dos Produtos de Terminagdo da Transcricdo
“in vitro” '

Foram isolados (107, 108), a partir de células de
E. coli, complexos (“‘nucledides”) que contém molé-
culas de RNA polimerase e cadeias de RNA nas-
cente, associadas ao DNA “'template”’. Quando esses
complexos sdo transferidos para um sistema de trans-
cricdo in vitro, as RNA polimerases alongam as
cadeias de RNA ja iniciadas, liberando-as para o meio.

A natureza das classes de RNA sintetizadas in
vitro foi analisada por hibridizagdo, demonstrando-
-se serem predominantemente espécies ribossdémicas.
Quando essas espécies foram submetidas 3 eletro-
forese em gel de poliacrilamida, verificou-se a exis-
téncia de trés tipos de moléculas distintas: uma
delas, de peso molecular inferior ao da espécie
madura de rRNA 16S e, duas outras, de peso mole-
cular 1,26 e 1,7 X 10%d, superiores ao do precursor
da espécie de rRNA 23S.

Por experimentos de hibridizagdo competitiva,
concluiu-se que a molécula de RNA de peso mole-
cular 1,25 X 10%d, denominada p23, contém, apenas,
seqiiéncias de rRNA 23S. Por outro lado, na espécie
de 1,7 X 10%d, denominada p30, encontram-se se-
gléncias nucleotidicas complementares aos genes para
rRNA 16S e 23S. Essa espécie possui a mobilidade
eletroforética esperada para uma molécula que con-
tenha ambas as espécies de rRNA de alto peso
molecular. E interessante salientar que, na reacéo
in vitro, ndo se forma RNA de tamanho igual ao do
rRNA 168 ou de seu precursor.

Quando as células de E. coli sdo marcadas radioi-
sotopicamente jn vivo, antes de extracdo dos com-
plexos de iniciagcdo, os produtos p30 e p23, ter-
minados in vitro, contém marcagdo. Na espécie p30,
as seqUiéncias que apresentam maior atividade espe-
cifica s§o, predominantemente, de rRNA 168S. Desde
que a espécie 16S sO estd representada no produto
p30, e sua sintese foi iniciada in vivo, essa espécie
deve ocupar, necessariamente, a extremidade 5 da
molécula p30.

Duas possiveis hipoteses para explicar o apa-
recimento in vitro dos RNAs de alto peso molecular
foram propostas (108): a) Entre os genes ribossdmicos
para 16S e 23S poderia existir um sitio especifico,
que seria reconhecido por um fator de terminacio do
tipo ro {113). Tal fator, acoplado @ RNA polimerase,
permitiria a liberacdo da espécie de rRNA 16S, antes
do inicio da transcrigdo da espécie de 23S. /n vitro,
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na auséncia desse fatbr, as polimerases continuariam
a transcrever os genes para rRNA contiguos, ori-
ginando-se uma molécula Gnica, que contém ambas
as espécies de rRNA — (ndo foi testada essa hipo-
tose adicionando-se o fator ro ao complexo de
transcricdo); b} in vivo, poderia ocorrer a cotranscri-
¢do dos genes para rRNA 16S e 23S, num precursor
de alto peso molecular (p30). Em experiéncias de
marcacdo in vivo, no entanto, ndo se detecta a
espécie p30. Talvez nucleases celulares especificas
clivem o produto antes de sua total transcri¢do, isto
é, o rRNA 16S seria liberado logo ap6s sua sintese
da moiécula precursora, antes que a RNA polimera-
se comece a sintetizar a espécie de rRNA 23S.

As evidéncias experimentais, relatadas nos itens
anteriores, e aquelas que serdo descritas a seguir,
parecem indicar que a hipétese b) é a verdadeira.

Sintese de rRNA em mutantes deficientes em
RNase 111

Em mutantes de £. coli, deficientes em RNase
i1, acumula-se, in vivo, uma espécie de RNA cuja
mobilidade eletroforética corresponde, aproximada-
mente, a 30S (42, 93).

Adicionando-se rifampicina a essas culturas foi
possivel analisar o destino do RNA marcado por
pulsos curtos de uridina tritiada. Nesses estudos,
verificou-se que a radiatividade aparece antes numa
espécie de RNA 30S, em seguida, é transferida
para espécies de RNA 25S e 17,6S, e, finalmente
surge nas espécies maduras de rRNA 23S e 16S (93).

Esses resultados parecem sugerir que a espécie
30S {pré-rRNA) é clivada, iniciaimente, nos produtos
2558 e 17,65, que originam, respectivamente, 0s
rRNAS 23S e 16S. A espécie 30S, precursora dos
RNAs ribossdmicos, seria andloga ao RNA 308, obti-
do in vitro, por alongamento das cadeias de RNA
iniciadas Jn vitro (107, 108). Estudos recentes pa-
recem sugerir que na espécie precursora de rRNA,
além das seqliéncias primarias de rRNA 23S e 16S,
estaria contida a seqiiéncia do rRNA 5S (57).

A enzima RNase 111 degrada especificamente RNA
de dupla fita (114) e é incapaz de atacar hibridos
DNA-RNA (28). Desde que os estudos, relatados
acima, foram realizados com mutantes de E. coli
deficientes em RNase 1ll, parece possivel que tal
enzima esteja envolvida no processamento do pré-
-rRNA 30S com a enzima altamente purificada, obser-
vando-se a produgdo de RNA 255 e 17,55 (93).

Os pesos moleculares das espécies precursoras
de rRNA: 30S, 256S e 17,5S, isolados de mutantes
RNase |ll, foram analisados por eletroforese em
presenca de formamida, mostrando serem, respecti-
vamente: 2,10; 1,20; e 0,65 X 10°d. (94). Com base
nesses dados, pode-se calcular que, na espécie de
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pré-rfRNA 30S existe 22% de seqliéncia em excesso
em relacdo ao esperado para uma molécula consti-
tuida por rRNA 16S e 23S.

Micrografias  eletronicas de moléculas de
pré-rRNA 30S mostram a presenca de algumas es-
truturas em “‘grampo’’ (regiGes de dupla fita) que
poderiam ser susceptiveis ao ataque por RNase
i (94).

Sintese de RNA ribossdmico

Em células de E. coli, em crescimento exponen-
cial rapido, 40 a 50% do RNA, sintetizado em qual-
quer instante, é RNA ribossdmico {109). A partir
dessa observacdo, deve-se deduzir que as 6 unidades
transcripcionais de genes para rRNA, que constituem
apenas 0,4% do genoma, devam ser transcritas com
uma freqiiéncia 50 a 100 vezes maior que a da
sintese das vdrias espécies de mRNA.

Usando-se um método inteiramente diferente
(158), verificou-se que a sintese da espécie 16S de
B. subtilis demora 18 segundos, o que implicaria
numa velociade de sintese de RNA ribossdmico,
de 80 a 90 nucleotidios/segundo.

Os dados apresentados acima mostram que a
velocidade de polimerizacdo de cadeias de mRNAs
é menor que a de rRNAS. Esse fato poderia ser
explicado supondo-se que, os ribossomos, que se
associam a cadeias nascentes de RNA mensageiro
(89}, diminuem, por impedimento estérico, a velo-
cidade do processo de transcrigdo mediado pelas RNA
polimerases. As cadeias de rRNA nascentes, por nio
se associarem a ribossomos ndo tém sua transcricdo
retardada, sendo, portanto, sintetizadas normalmente.

As diferengas existentes quanto aos valores de
velocidade de sintese das duas espécies de RNA
(ribossdmico e mensageiro), no entanto, sdo insufi-
cientes para explicar as grandes diferencas quanti-
tativas observadas em condigSes de crescimento
rapido.

Regulacdo da sintese de rRNA

A disponibilidade de nutrientes determina a po-
tencialidade de crescimento de qualquer populacdo de
organismos. Como resuitado de uma evolucdo proces-
sada num meio que se apresenta ora rico, ora pobre
em alimentos, os procariotos desenvolveram meca-
nismos de regulacdo da producdo de suas macromo-
léculas, em relacdo as caracter(sticas nutricionais do
meio (apud Pace (103)).

Os estudos sobre variagdo dos componentes celu-
lares, em funcdo da velocidade de crescimento bacte-
riano, mostram que a quantidade de RNA e o
nimero de ribossomos por célula é proporcional a

velocidade de sintese proteica e a taxa de cresci-
mento da populagdo (vide Maale & Kjeldgaard
(80)).

No item anterior, os dados mostram que, em
determinada condi¢cdo de crescimento, a velocidade
de sintese de rRNA ¢ superior aquela de mRNA.
A nogdo de existéncia de um controle ndo-coor-
denado da sintese de rRNA e mRNA tornou-se clara
a partir de estudos realizados em culturas bacterianas
cujo crescimento balanceado foi reduzido brusca-
mente por mudangas nutricionais, por remog¢do de um
aminoécido, ou por processos de diferenciacdo ce-
lular.

A alta frequéncia de sintese das classes de RNA
ribossOmico pode ser explicada de dois modos, que
ndo sdo mutuamente exclusivos. O primeiro prevé
que as cadeias de RNA ribossdmico sdo sintetizadas
com uma velocidade superior aquela de outras classes
de RNA. Supde-se, no segundo, que exista uma alta
densidade de moléculas de RNA polimerase sobre
os genes ribossdmicos talvez como conseqiiéncia de
uma maior afinidade pelas regiGes iniciadoras desses
genes. Essas enzimas, porém, alongariam as cadeias
de rRNA com a mesma velocidade com que sdo
sintetizadas cadeias de outras espécies de RNA.

Velocidade de sintese de rRNA

Em diversas espécies bacterianas, crescidas sob
condi¢Oes de temperatura e nutrientes, foi anali-
sada a velocidade com que as cadeias de RNA sédo
sintetizadas in vivo.

Em E. coli, a velocidade de alongamento das
cadeias de RNA é de 0,07 nucleotidios/segundo,
para células crescidas a 0°C; para culturas desen-
volvidas a 30°C e 37°C, a velocidade &, respecti-
vamente, de 27 e 50 nucleotidios/segundo (9, 50,
86, 151). Obtiveram-se tais estimativas medindo-se
o tempo de transcrigdo de mRNAs de tamanho defi-
nido, em presenca ou em auséncia de rifampicina ou,
ainda, por meio de estudos cinéticos de marcacdo de
“pool” de precursores de acidos nucleicos.

Admitindo-se que a velocidade de polimerizacdo
para RNA é de 50 nucleotidios/segundo, a 37°C,
o tempo necessdrio para a sintese de rRNA 16S
(1 600 nucleotidios) e 23S (3 200 nucleotidios) seria,
respectivamente, de 30 e 60 segundos.

Contrariando essas estimativas, as primeiras evi-
déncias sugeriram que o tempo de sintese (aproxi-
madamente 2 minutos) das duas espécies de RNA
ribossomico é o mesmo (2, 84). No entanto as
bases tedricas de seus experimentos eram incorretas
como ja discutido (42, 93).

Analisando-se o tempo de terminacdo da trans-
cricdo das espécies de rRNA, em presenga de rifam-
picina, verificou-se que a sintese de rRNA 16S e
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23S ocorria em 20 e 40 segundos, respectivamente,
em culturas de E. cofi (10). A partir desses dados
concluiu-se que a velocidade de sintese de RNA
ribossdmico & de 75 nucleotidios/segundo, a 37°C,
e, que deve existir o dobro de moléculas de RNA
polimerase sobre os genes para rRNA 23S, em
relacdo aos genes para rRNA 16S, ja que, na cé-
lula, a freqiiéncia de aparecimento de ambas as
espécies ribossdmicas ¢ a mesma. Um estudo ana-
logo em B. subtilis sugeriu tempos maximos de trans-
cricdo de 60 segundos e 30 segundos para os genes
responsdveis pela sintese de rRNA 23S e 16S,
respectivamente (159).

Lazzarini & Winslow (71) mostraram que a trans-
feréncia de células de £. coli, de um meio de glicose
para um de lactato, resulta na reducdo de 75% da
velocidade instantdnea de sintese de rRNA e de ape-
nas 25% da producdo de mRNA. De maneira analoga.
quando se transfere uma cultura de um meio pobre,
para outro, rico em nutrientes, a razdo RNA esta-
vel/RNA instdvel, torna-se caracteristica de condicdo
de crescimento répido (106).

Bremer & col. (11) e Dennis & Bremer {(33)

analisaram os possiveis fatores que provacariam o
aumento da sintese de RNA ribossémico, verificado
ap6s a transferéncia da cultura para um meio rico.
Esses autores concluiram que tal fenémeno ocorre
em virtude do aumento da velocidade e polimerizagéo
das cadeias de rRNA, e do deslocamento das RNA
polimerases de genes de RNA instavel, para genes ri-
bossdmicos. Em culturas em crescimento rapido foi
possivel calcular gue os genes para rRNA estdo satu-
rados por moléculas de RNA polimerase, e que a
densidade de enzimas, sobre esses genes, diminui com
a velocidade de crescimento bacteriano.
A reducio ndo coordenada da sintese de rRNA e
mRNA também se verifica apds a remog¢do de um
aminodcido essencial de culturas auxotréficas. Nesse
caso, também, a reducdo da sintese de rRNA é mais
drastica que a de mRNA (71).

Outro exemplo da existéncia de controles inde-
pendentes, regulando a velocidade de sintese das
espécies instdveis e estdveis de RNA, é encontrado
no fendbmeno de esporulagdo, verificado em certos
géneros bacterianos. Em células de B. subtilis, que
entram em fase de esporulacdo, observa-se a parada
da sintese de RNA ribossdmico e de certas classes es-
pecificas de mRNAs (34, 60).

Losick & Sonenshein {77) demonstraram que a
inibicdo da sintese de rRNA é conseqgiiéncia de alguns
mecanismos de regulagdo, que alteram a afinidade da
RNA polimerase bacteriana pelos genes para rRNA.
Entre essas alteragBes incluise a modificacdo da
subunidade § da enzima e a perda do fator o (76, 78,
82). De fato, as RNA polimerases, isoladas de células
em fase de esporulagdo, sdo incapazes de transcrever
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RNA ribossémico in vitro, ao contrario do que ocorre
para enzimas de fase vegetativa (61). Mais recente-
mente, sugeriu-se que as modificacBes que se obser-
vavam na subunidade § eram artefatos e que a perda
de atividade do fator ¢ é a responsdvel pela mudanca
de “template” por parte da enzima {(12).

Com base nesse Gltimo exemplo surgem evidéncias
de que o mecanismo regulador da transcricdo de
genes ribossdmicos poderia, também, ser resultante de
alguma propriedade especifica da RNA polimerase,
que, acoplada a determinado fator, em certas con-
dicdes de crescimento, poderia adquirir maior afini-
dade pelo sitio de iniciagdo dos genes para rRNA.

Travers & col. (145-A) verificaram que a adicdo
do fator proteico, denominado  r, estimula a sin-
tese de RNA ribossdmico in vitro; na auséncia desse
fator de controle positivo da transcricdo os genes para -
rRNA ndo sdo expressos.

As conclusBes acima foram postas em davida
guando Pettijohn (110) e Hussey & col. (61) demons-
traram que holoenzimas de E. coli e B. subtilis,
altamente purificadas, sio capazes de sintetizar, sem
adicdo de qualquer fator proteico, RNA ribossémico.
Os resultados de Travers & col. (145-A) derivaram,
provavelmente, do emprego de um DNA “template”
bastante danificado, no qual a transcricdo poderia
iniciar-se inespecificamente em sitios de ruptura, e
do uso de técnicas de hibridizagdo pouco sensiveis
para a deteccdo do produto sintetizado. Essas im-
perfeicBes foram sanadas nos trabalhos descritos
acima.

O envolvimento do fator Y r na regulacdo da
sintese de rRNA, no entanto voltou a tona recente-
mente, num modelo apresentado por Travers &
Buckland (145-B). Segundo esses autores, existiriam
dois tipos de RNA polimerases celulares: uma, que
transcreveria os genes para RNA instdvel e, outra, og
genes para rRNA e tRNA. O segundo tipo de enzima
seria estabilizada pelo fator ¢ r. A base desse modelo
derivou de observacdo de que existe uma heteroge-
neidade quanto ao coeficiente de sedimentacdo das
RNA polimerases isoladas de células de E. coli. As
enzimas de coeficiente de sedimentacdo 16S sinteti-
zam in vitro 10 a 15% de rRNA, sendo inibidas pelo
nucleotidio ppGpp (esse nucleotidio acumula-se em
cepas restritivas — ‘'stringent”” — cuja sfntese de rRNA
foi blogueada por remocdo de um aminodcido es-
pecifico do meio de cultura (16). As RNA polime-
rases, de coeficiente de sedimentacdo mais alto, séo
insensiveis & acdo desse nucleotidio e transcrevem
menos de 2% de rRNA, in vitro. A atividade relativa
dessas duas classes de enzimas seria controlada pelas
condicBes de crescimento da bactéria.

Os dados acima citados mostram que o mecanismo
regulador da transcricdo de genes ribossomicos
ainda ndo é conhecido em sua totalidade.
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PROCESSAMENTO DE RNA
RIBOSSOMICO E FORMACAOQ DE RIBOSSOMOS

O processo que leva & formacdo de RNA ribos-
sdmico maduro envolve uma etapa de transcricdo e
uma etapa de modificacGes pds-transcripcionais. Essas
modificacBes, representadas por clivagens especificas
das moléculas de rRNA e metilagSes de seus nucleo-
tidios, podem ter lugar nas cadeias nascentes de
rBNA e prosseguir nas cadeias completas. Paralela-
mente a esses processos, as moleculas de rRNA adqui-
rem estruturas secunddrias e .tercidrias caracteristicas,
associando-se a proteinas ribossémicas.

Os primeiros estudos sistemdticos sobre a for-
macdo de ribossomos em culturas bacterianas inicia-
ram-se na Carnegie Institution (13, 112).

O método experimental, usado nesses estudos, foi
o de marcar o RNA com pulsos de uridina radiativa, e
de analisar a cinética de fluxo de radiatividade em
particulas ribonucleoproteicas, que originam as subu-
nidades ribossémicas maduras. Em alguns desses es-
tudos usou-se ainda cloranfenicol, agente inibidor da
~ sintese proteica, que provoca o acumulo de certas

-ribonucleoproteinas, as quais, dessa forma, puderam
ser methor analisadas (Figura 3).

Os resuitados sugerem que a formaf;é'o das subu-
nidades ribossdmicas maduras ocorre através de uma
série de etapas intermedidrias, em que o rRNA se as-
socia a protefnas especificas {84) e é paralelamente
metilado.

Ribonucleoproteinas 22S e 26S seriam as precur-
soras da subunidade 30S, ao passo que ribonucleo-
proteinas 30S, 43S, 40S e '“50S’* seriam os inter-
medidrios da via de biossintese da subunidade 50S
(100, 141), »

Os rRNAs 16S e 23S nascentes, isolados a partir

das ribonucleoproteinas, sdo diferentes do rRNAS "

encontrados nas subunidades ribossémicas maduras,
ndo apenas quanto ao seu grau de metilagdo, mas tam-
bém quanto ao seu tamanho molecular.

Inibindo-se a sintese proteica ou marcando-se RNA
por pulsos de radiatividade, demonstrou-se que os
rRNAS maduros 16S e 23S (m16 e m23) eram sin-

tetizados sob a forma de moléculas precursoras (p16
e p23). Esses precursores possuem coeficiente de
sedimentacdo mais alto que o das espécies ribosso-
micas maduras e comportamento anormal em colu-
nas de albumina metilada-kieselguhr (38, 134). Atual-
mente, parece ser aceito que ambas as espécies pre-
cursoras derivam de uma molécula precursora maior,
de coeficiente de sedimentacdo 30S (42, 93). Ana-
lises realizadas em gel de poliacrilamida (2, 32, 58)
sugerem que as formas p16 e p23 sejam 10 e 5%
maiores que as respectivas formas m16 e m23.

A importancia das protefnas ribossdmicas no pro-
cesso de maturagdo dos precursores de rRNA comeca
a ser estudada. Tokuda & Mizushima (141) demons-
traram que o p23, constituinte da ribonucleoproteina
”60S”, é transformado na forma madura de rRNA
23S, em presenca de proteinas ribossdmicas isoladas
a partir do monossomo 70S ou da subunidade 50S
(Fig. 3). Mangiarotti & col. (85) comprovaram que
nas subunidades 30S maduras, ativas na traducdo
in vitro, encontra-se ainda a forma precursora pl6.
Essa molécula é processada e adquire as caracteris-
ticas da forma m16S, durante o ciclo de sintese
proteica. Nesse processo de maturacdo, parece que o
mRNA desempenha um papel importante.

A existéncia de etapas pos-transcripcionais parece
ser uma caracteristica geral do processo de maturacdo
das espécies de rRNA. A molécula madura de rRNA
58S bacteriana também deriva de um precursor, que
possui peso molecular maior (47, 48, 104).

Borek & Srinivasan (7) e Hall (54) discutem exten-
samente a metilacdo de rRNA 16S e 23S durante o
processamento. A andlise especifica da metilagio da
molécuta de rRNA foi publicada por Thammana &
Held (137) que verificaram a necessidade de o rRNA
ser incorporado em ribonucleoproteinas a fim de ser
metilado.

Comentério
A guisa de comentério final, gostariamos de tra-

car certos paralelos entre organismos procari6ticos e
eucariéticos, no que se refere & estrutura e sintese

(RNA 255) —[p 235 |—[p 235 |—

[30S8].
(RNA 30S)

408

rRNAS S rRNASS rRNASS
p23S |—|p 23 S| —=[fRNA23S
433 "508" 50S

(RNAI75S)—>|p 16 S |—>[p 16 5 | —> [rRNAIGS

228

268

30S

Fig, 3 — Esquema do processamento do RNA ribossdémico e formagdo de subunidades ribossémicas em bactéria. RNAs
entre parénteses representam as espécies encontradas em mutantes de £, coli deficientes em RNase |11 (42, 93). RNAs nos
retangulos representam as espécies em processo de maturacdo. Os valores colocados sob os retdngulos sio relativos aos
coeficientes de sedimentacdo das partfculas ribossdmicas. As setas representam o fluxo da maturacdo das partfculas

ribossomicas. (cf. 85, 100, 137, 141}
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de RNA ribossomico. De um modo geral, torna-se
aparente o cardter conservado ao longo da evdlucﬁo
de certas propriedades estruturais das moléculas de
rRNA que constituem as subunidades ribossdmicas
de bactérias e organismos superiores. Essas seme-
Ihancas sugeririam que as moléculas de rRNA néo
desempenhariam apenas um papel meramente es-
trutural no ribossomo, mas poderiam estar envolvidas
ativamente no processo de sintese proteica.

Outro cardter que parece haver-se mantido durante
a evolucdo é a presenca de redunddncia nos genes
para RNA ribossdmico, e o agrupamento desses genes
em sitios especificos dos cromossomos. Em eucario-
tos, no entanto, os genes para rRNA 5S encontram-se
distanciados dos genes para rRNA de alto peso
molecular, os quais estdo agrupados na regido orga-
nizadora do nucléolo.

Uma vez que as trés espécies de RNA ribossdmico
encontram-se em quantidade estequiométrica no in-
terior da célula, e tendo em vista que essas espécies
sdo codificadas por genes distintos, surge a neces-
sidade da proposicdo de um mecanismo de regulacéo
de sua sintese. Em bactéria, a maioria dos dados
aponta para o fato de os genes para rRNA 168,
23S e 5S pertencerem 3@ mesma unidade transcripcio-
nal, sendo, portanto, expressos pela mesma molécula
de RNA polimerase. Esse processo garantiria seu apa-
recimento concomitante na célula. As evidéncias de
presenga, em certos mutantes de E. coli, de uma
molécula de RNA 308, precursora das trés espécies de
rRNA vem reforcar os dados acima.

A existéncia de um pirecursor de moléculas de
RNA ribossdmico maduras parece ser mais uma carac-
teristica que se manteve ao longo da evolugdo, isto é,
a preservacdo do mecanismo de cotranscrigdo. Na

maioria dos organismos eucaridticos estudados, no-
ta-se a presenca de um precursor de alto peso mole-
cular, que origina as moléculas de rRNA 185
e 28S: em inseto, tal precursor apresenta um
coeficiente de sedimentacdo de 38S; em Xenopus,
de 40S, e, finalmente, em mamifero, de 456S
(ver Burdon (15)). A andlise desse precursor
revela uma relativa conservacio do tamanho de
moléculas de rRNA que ele contém e uma répida
evolucdo das partes ndo conservativas que ele codi-
fica. Muito provavelmente, essas regides ndo conserva-
tivas, surgidas talvez por deslocamento dos sitios de
iniciacdo e terminacdo da unidade transcripcional de
rDNA, desempenham alguma fun¢o regulatéria, ou
no proéprio sistema dos ribossomos, ou em outros
sistemas. A andlise da cinética de aparecimento das
espécies ribossdmicas sugere que, na molécula de
RNA precursor, o rRNA 16S, em procariotos e, 185
em eucariotos, ocupa a posi¢do proximal em relagdo
ao sitio de iniciacdo da transcri¢do, sendo seguidos
pelo rRNA 23S ou rRNA 28S.

No genoma de eucariotos, verifica-se o distancia-
mento dos genes para rRNA 5S em relacdo a dispo-
sicdo dos genes para rRNA 28S e 18S. Nesses orga-
nismos, mecanismos mais complexos de regulagdo
devem ser preconizados, a fim de garantir-se a sintese
concomitante e de manter-se a estequiometria celular
das trés especies de rRNA.

Apesar do nimero considerdvel de informagdes
que se tém acumulado, relativas a estrutura e meca-
nismos de transcricdo do RNA ribossomico em pro-
cariotos e eucariotos, ainda estamos longe da com-
preensdo do papel que essas moléculas desempenham
na sintese proteica, e dos processos que regulam sua
formacdo e processamento.
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