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SUMARIO

A extracdo de histona de figado normal de rato e de células
asciticas de Ehrlich, por CM-Celulose, evidenciou variactes nitidas
nas percentagens das fracoes fx, f2 e £3. A fracdo fx, nao histona,
apresentou maior percentagem nas células tumorais, enquanto nestas
mesmas células houve uma diminuicdo da percentagem das fracoes
f2 e £3.

Sao discutidas as implicacoes destas diferencas no mecanismo de
controle da divisdo celular.

SUMMARY

Histone fractions from normal rat liver has shown quantitative
variations when compared to those extract from Ehrlich ascitis
tumor cells. The fx fractions is percentually increased in Ehrlich
tumor, while fractions f2 and f3 are increased in the normal liver.

Possible implications of these findings in the regulation of
cell division are discussed.
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PAPEL DAS HISTONAS NA DiVISAO E DIFERENCIACAO CELULAR. I — ES-
TUDO DAS DIFERENCAS PERCENTUAIS ENTRE HISTONAS DE FIiGADO
NORMAL DE RATO E DE TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

O papel das histonas na divisdo celular e nos processos de diferenciacao
constitui-se num dos temas de maiores discussoes em Biologia (1,6,17),

As histonas sao proteinas basicas encontradas em nicleos de células soma-
ticas animais e vegetais. Esta basicidade € conferida pelo grande teor dos
aminoacidos lisina e arginina. Em funcio das quantidades désses aminoacidos,
alguns autores (4. 9.13) classificam-nas em cinco grupos ,assim especificados:
fla e flb, histonas ricas em lisina; f2a e f2b, histonas menos ricas em lisina e
£3, histonas ricas em arginina.

Sua sintese é discutida (2.15); entretanto, admite-se hoje que esta proteina
esta ligada ao DNA (11) exercendo ai um papel chave nos processos de trans-
cricao em RNA e na divisidoe celular.

Varios sao os trabalhos que discutem as diferencas qualitativas e quanti-
tativas entre os niicleos histonas de diversos tecidos (3.5, 7,12, 16,18),

Propomo-nos, néste trabalho, ao estudo das diferencas percentuais entre
histonas de figado de rato e de tumor ascitico de Ehrlich, separadas por
cromatografia em Carboxi-Metil-Celulose (CM-Celulose).
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MATERIAL E METODOS

Foram wusados ratos endogamicos, da
estirpe “U” de nosso laboratoério, como doa-
dores de figado.

O tumor ascitico foi colhido 10 a 15
dias apds o transplante por via intraperito-
nial, em camundongos machos do tipo SW55.

A separacao dos nucleos celulares foi
realizada pelo processo descrito por Hoge-
boom (8) e a histona total foi obtida apds
a hidrolise do material nuclear por HC1
0,1M durante duas horas em temperatura
ambiente (14).

A separacao das diversas fracdes da
nucleo histona em coluna de CM-Celulose
foi realizada pelo método de Johns et al (10)
com as seguintes modificacdes: a histona
total dissolvida em HC1 0,1 M, foi dialisada
durante 48 horas contra um tampio de ace-
tato de Na 0,1 M, pH 4,2 (a) e, entdo, apli-
cada s6bre uma coluna de CM-Celulose (14
cm de comprimento e 1,8cm de diametro)
e diluida da seguinte maneira: fla com uma,
solucdo tampao de acetato de Na 0,17M,
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PH 42 e NaCl 042M (b); flb com uma
solucdo tampdo de acetado de Na 0,17M,
PH 42 e NaCl 1M (c); f2 com uma solucao
de HC1 25 mM (d) e f3 com uma solucido de
HC1 50 mM (e). Cada cromatografia foi
feita com 32 mg de histona total.

RESULTADOS

A fig. 1-a mostra a cromatografia de
histona extraida do nftcleo de figado de rato
e a fig. 1-b a de histona extraida de tumor
ascitico de Ehrlich.

Nos graficos notamos a presenca de um
pbequeno pique nos primeiros tubos. A pro-
teina existente ali é descrita por Johns et
al (10) como sendo ntucleo de proteinas mais
acidas que as histonas.

A fig. 2 mostra a percentagem de cada
fracdo correspondentes ao figado de rato
normal e ao tumor de Ehrlich. Estas percen-
tagens sao referidas & proteina total de trés
cromatografias de histona de figado e de
duas de tumor ascitico de Ehrlich.

Fig. 1 — Diagrama da cromatografia em coluna de CM-celulose de ntcleo
histona extraida de figado de rato normal (A) e extraida de tumor ascitico de
Ehrlich (B). As setas mostram o local da mudanca dos tampdes especificados no

texto. Cada cromatografia foi feita com 32 mg de histona total.
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Fig. 2 — Percentuais das fracées da ntcleo histona de figado de rato normal

(barras cheias) e de tumor ascitico de Ehrlich (barras tracejadas), relativos a
96 mg e 64 mg, respectivamente, de histona total.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A velocidade de divisdo celular varia de
um o6rgao para outro. Sendo a histona uma
provavel reguladora dos processos de divisao
celular, tecidos com velocidade de repro-
ducdo diferente apresentariam diferencas
quantitativas entre as fracbes de histona.

Para éste trabalho, a escolha de células
de figado de rato e células asciticas € jus-
tificada pela grande diferenca de freqiién-
cia de divisdes celulares, As células do tumor
ascitico de Ehrlich multiplicam-se muito
mais rapidamente que as células hepaticas
normais.

Alguns pontos interessantes podem ser
discutidos néste estudo, observando-se a fi-
gura 2.

Inicialmente, fazemos notar a diferenca

existente no que se refere a fracdo fx. As

células de Ehrlich tém esta fragio aumen-
tada. Rste fato pode ser proveniente de uma
contaminacdo por proteina citoplasmatica,
quando da extracdo da histona total da
célula do tumor. Nao estd, no entanto, afas-
tada a hipotese de que esta fracdo possa
estar, de algum modo, ligada ao contrdle do
processo de divisao celular.

Por esta mesma figura podemos notar
que a histona rica em lisina (fl) ndo sofre
variacbes no que se refere a sua quantidade.

As fracoes f2 e f3, apresentam modifi-
cacoes nitidas em seu percentual: estao
diminuidas no tumor de Ehrlich. Este fato
é bastante nitido, embora suas implicacoes,
ainda hoje, sejam objeto de discussao.

E plano de nosso laboratério fazer um
estudo das nucleo-histonas de diversos te-
cidos que tenham velocidade de divisdo ce-
lular diferentes, visando a obtencao de um
maior nimero de dados que possibilitariam
conclusoes mais objetivas.
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