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INTRODUCCION Esta investigacion tiene por objeto
contribuir con un pequeiio aporte al mejor conocimiento
del nicleo, cuyas dos funciones capitales, son: 1) presidir
los fenémenos de herencia y variacién; y 2) dirigir el me-
tabolismo celular, base Jde todas las otras actividades or-
ganicas.

Las funciones genéticas se cumplen a través de dos
tipos de divisiones: la mitosis y la meiosis. La primera
ocurre en las células somaticas y germinales inmaduras,
vy la segunda sélo tiene lugar en células de esta Gltima li-
nea, en vias de maduracion.

Durante la mitosis se duplica el nimero diploide de
cromosomas, recibiendo cada célula hija igual dotacién de
iactores hereditarios. Durante la meiosis, las células re-
sultantes no sélo reciben la mitad de los cromosomas so-
maticos, sino también distintas combinaciones de genes.
En virtud de este diferente comportamiento, la mitosis
ha sido llamada la division de la herencia, mientras que
la meiosis es la division de la variacién, salvo que zobre-
vengan mutaciones en las células durante la multiplica-
cion mitética.

La segunda gran funcién del nicleo es la metabélica,
que se ejerce cuando ¢ste esta en el periodo de reposo di-
visional. Esta funcién ha podido estudiarse removiendo el
nicleo.. En estas condiciones, el citoplasma desprovisto de
¢ste puede llevar a cabo ciertas funciones vitales, por un
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tiempo limitado. Si a una amiba se le extirpa el nitcleo,
puede seguir moviéndose por un tiempo — aunque en for-
ma incoordinada — y aun puede, en determinadas circuns-
tancias, ingerir v digerir alimentos. Pero sin nticleo, la
amiba no puede crecer y tampoco puede mantener sus es-
tructuras existentes. Gradualmente, la célula nucleada se
hace mas pequena hasta que finalmente, después de 24 ho-
'‘as 0 mas, se desintegra.

Sin embargo, si se injerta un ntcleo antes de la com-
pleta muerte del citoplasma, éste recupera el metabolismo
normal v junto con el nicleo injertado, crece v se divide
(Experimento del Dr. Commandon) (1).

Esto también se observa en el évulo anucleado, si es
fecundado oportunamente con un espermio, el cual le apor-
ta el nitcleo reparador (2).

Los experimentos de enucleacién indican que el nucleo
es necesario si una célula quiere mantener su metabolis-
mo constructivo; pero, precisamente, no se conoce el me-
canismo de accion de los genes nucleares en el proceso de
las sintesis citoplasmaticas. Ultimamente, algunos inves-
tigadores han emitido la idea de que el nicleo puede en-
viar al citoplasma duplicados de genes o sustancias precur-
soras de genes citoplasmaticos y que éstos participan en la
elaboracion de distintos enzimos especificos (3 v 4).

Tampoco se han olvidado las investigaciones encami-
nadas a obtener un mayor conocimiento de la composicion
quimica del contenido nuclear, estudios basicos para la in-
terpretacion de una serie de fenémenos biologicos. Kstas
investigaciones se han podido realizar, en gran parte, de-
bido al perfeccionamiento de las téenicas usadas para ais-
lar ntuecleos. Métodos para prepararlos puros han sido des-
critos desde 1868, fecha en aue Miescher, por primera vez,
los aisla de células del pus. Sin embargo, la mayoria o to-
dos ellos provocan cambios quimicos o fisicos acentuados
de les componentes nucleares, no permitiendo su estundio.
Sélo, recientemente, se han dado a conocer técnicas que
hacen posible la investigacion de sustancias del nteleo tan
sensibles como las proteinas v los enzimos (5-6-7),

A pesar de los avances logrados en el campo de la ca-
riologia, pocos estudios se han hecho destinados a cono-
cer mejor la constituciéon quimica de la membrana nuclear
v su fisiologia, estructura de importancia de los intercam-
bios que ocurren entre el nucleo, depositario de los genes,
v el citoplasma, zona intermedia, donde tienen lugar los
cambios impuestos por la herencia y el medio ambiente.
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Cabe destacar, también, el escaso conocimiento que
se tiene del significado y del mecanismo de los cambios
ciclicos que sufre la membrana nuclear en el curso de la
mitosis y meiosis, en la mayoria de las especies. Por qué
desaparece esta membrana al final de la profase y por qué
se reconstituye durante la telofase? Qué participacion tie-
nen en este fenémeno los cromosomas y el citoplasma? Qué
moléculas quimicas toman parte en su constitucion y de
dénde provienen? He aqui algunos de los tantos proble-
mas que uno puede plantearse.

Como paso preliminar al mejor conocimiento de esta
membrana, se exponen aqui algunos experimentos explo-
ratorios.

Fig. 1
Ovario de T. niger, corte tefiido con Unna. So aprecia la preséncia
de acido ribonucleico =n €l nucl?clo y citoplasma del ovocito.

Koritska - ccular 4 D.

En el curso de ensayos para preparar nucleos de ovo-
citos del erizo negro de mar Tetrapygus niger (Molina),
1782 (8), a fin de estudiarlos quimicamente, fué descu-
bierto que los nucleos de estas células eran muy fragiles
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a la acciébn mecanica de un agitador de alta velocidad, a
pesar de haber sido tratados con una solucién de acido
citrico que les confiere resistencia y de haberse hecho el
experimento en una camara a 0° C. (5).

Después de varias tentativas infructuosas, en las que
fueron modificadas las técnicas en uso, se qguiso sa-
ber si otros niucleos del mismo animal ofrecian igua-
les dificultades para su aislamiento. Se pudo estable-
cer rapidamente que los nticleos del espermio y de las cé-
lulas de la pared intestinal, a diferencia de los nicleos de
los ovocitos, podian resistir la fuerza mecanica empleada,
aun cuando no se usara la solucién del acido citrico. En
esta forma se ha logrado obtener. aunque no completa-
mente al estado puro, niicleos de células intestinales, usan-
dose como liquido de suspension agua de mar. A pesar de
que los nucleos de los espermios resisten grandemente a
la accién del agitador mecanico, no resulta facil aislarlos
del resto de los componentes citoplasmaticos. Esto ha sido
conseguido., al parecer. nor Zittle v Zitin, utilizando entre
otros métodos el vibrador sénico. (9).

Estos primeros resultados, conseguidos después de
aplicar procedimientos mecanicos uniformes, indicaban que
la membrana nuclear presentaba una resistencia diferenta
seguin el tipo de célula sometido al tratamiento mencio-
nado.

Teniendo presente que los nicleos de los ovocitos del
T. niger son vesiculosos — una caracteristica general da
estas células germinales — y cue los niucleos de los esper-
mios y de ciertas células intestinales son compactos o con
mayor cromatina, se supuso que podria existir cierta re-
lacién entre resistencia mecinica de la membrana nuclear
vy la riqueza cromatinica. Revisando la literatura al res-
pecto, vemos que Churney indica que la envoltura del nu-
cleo esta formada probablemente por proteinas ricas en
dcidos aminados basicos, pues su punto isoeléctrico, muy
elevado, se acerca a aquel que muestra la histona el nu-
cleo (10 v 11). Esto sureria que esta sustancia quimica
tal vez pudiera participar en la constitucion de la mem-
brana nuclear.

Como no fuera posible determinar la histona con el
método citoquimico descrito por Pollister y Ris (12), de-
bido a limitaciones materiales, se procedié a estudiar cua-
litativamente al microscopio el Acido timonucleico en di-
ferentes niicleos, teniendo en consideracién gue este acido
esti unido a la histona, formando una de las nucleopro-
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teinas cromosémicas. Con este objeto, se utilizé la colo-
raciéon de Feulgen y la de Unna (13, 14, 15 y 16).

Para completar las observaciones realizadas en erizo
negro de mar, se estimé de interés investigar el compor-
tamiento de los ntucleos de otras especies animales.

MATERIALES Y METODO. Se utilizaron 6rganos de eri-
zo negro de mar (Tetrapygus niger), pescada (Merlueceius
gayi), rana (Calyptocephalus gayt), coneio (Oryctholagus
cuntculus) y de ternera (Bos taurus). Parte de este mate-
rial fué obtenido en la bahia de San Antonio v en el Ma-
tadero Municipal de ‘Santiago, transportandose al labora-
torio en las condiciones mas frescas posibles. El resto,
fué conseguido de conejo o de rana sacrificados por los
métodos corrientes.

Para su mejor conservacion, los erizos negros recién
recogidos de las rocas fueron traidos a Santiago, al ama-
necer, colocandoselos inmediatamente en un acuario con
agua de mar, fresca, traida diariamente del puerto veci-
no (*). Con el mismo objeto, los 6rganos de los animales
recién sacrificados en el Matadero, fueron colecados en
una bolsa de material plastico v transportados al labora-
torio dentro de un termo con hielo.

Todos estos 6rganos, antes de ser triturados, fueron
cuidadosamente disecados para eliminar envolturas cap-
sulares v tejidos extraios, lavandoselos después con un
liguido isoténico apropiado, siendo éste agua de mar para
las especies marinas, Holtfreter al 109 para la rana (19)
v suero fisiologico al 9 por mil, para el conejo y la ter-
nera.

Previamente al tratamiento mecanico, se obtuvo un
trozo de cada uno de los 6rganos indicados en el cuadro
N.? 1, los que fueron fijados con Schaudinn y tefidos con
hematoxilina-eosina, Van Gieson, Unna y Feulgen, de
acuerdo con las instrucciones indicadas en la literatura
(13, 14, 15, 16 v 17).

Para la trituracion de estos 6rganos fué usado un
agitador de alta velocidad. Este agitador esti compuesto de
un vaso de vidrio y de un motor eléctrico que acciona cua-

(*) Deseamos destacar en esta oportunidad la valiosa cooperacion pres-

tada por don Enrigue Zuihiga, pescador de San Antonio en la reco-
leccion del material.
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tro cuchillos en cruz, situados en el fondo del recipiente.
De éstos, dos estan incurvados hacia arriba y dos hacia
abajo. La capacidad del vaso es de un litro. Al desmontar
el vaso y medir la velocidad del eje transmisor del motor
con un indicador de velocida “Lightning”, se encontré oue
el nimero de revoluciones ascendia a 17 mil por minuto.
Los autores de esta investigacion suponen que esta veloci-
dad es mas baja aproximadamente de 15 mil r. p. m. cuan-
do el motor funciona con el vaso conectado, conteniendo
unos 100 cc. de suspensién.

A fin de someter los nucleos a la fuerza mecanica
cierta cantidad de 6rganos (mas o menos 10 gr.) fué re-
ducida a papilla mediante repetidos cortes de tijera, colo-
candose aquella dentro del vaso del agitador que conte-
nia, previamente, diferentes liguidos isotdonicos o acido ci-
trico al 1 %, quedando finalmente una suspension de la
papilla del érgano al 10 %. En algunos casos, sélo se pu-
do emplear cantidades menores que 10 gr. como los casos
del timo de conejo y de los organos de erizo negro de mar,
pero se mantuvo la proporecién entre cantidad de érgano
y cantidad de liquido de suspensién ya mencionada,

Todas estas manipulaciones se efectuaron en una ca-
mara a 0* C, a fin de evitar la autolisis espontanea del
material biolégico. Las soluciones se conservaron suficien-
te tiempo en la cAmara a 0* para que tuvieran esta baja
temperatura al momento de emplearlas.

Colocada la suspension de papillas de organos en el
agitador, ésta fué sometida a la accion mecanica del apa-
rato, durante 30 segundos, 3, 5, 6 minutos o mas, segun
los experimentos (ver cuadro N.* 1), Al comienzo, !los cu-
chillos del dispositivo desmenuzan la papilla de organo
hasta liberar las células completamente y, luego después,
la membrana citoplasmitica de éstas es destruida prin-
cipalmente por fuerzas de frotamiento y de torsion, que
ocurren en distintos puntos dentro del vaso cuando los cu-
chillos accionan. Tales fuerzas se manifiestan entre estos
cuchillos v la capa mas interna del liquido, entre la pared
del vaso v la capa externa de la suspension; y también en
las capas de liguido entre 'si al girar éstas a distinta velo-
cidad, segiin la magnitud de su radio. En esta forma, las
capas externas rotan mas rapidamente, mientras que las
internas lo hacen menos velozmente, Debido a la disposi-
ci6én de los cuchillos, no actian fuerzas de compresién,

Al cabo de cada uno de los tiempos de trituracion,
fué tomada una muestra de la suspensiéon con el objeto de
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efectuar frotis, ademas de un examen a fresco, previa
tincién con orceina acética, “Fast green” en solucién acuo-
sa v pironina en solucién de sacarosa al 10 %. En algunos
casos, los frotis fueron efectuados con sedimentos de esta
suspension obtenidos por centrifugacion, durante 10 mi-
nutos a 3.700 r. p. m.

Estos frotis se fijaron con Schaudinn (18) y se tifle-
ron con los metodos va mencionados para los trozos de te-
jidos.

De acuerdo con la hipétesis enunciada en la introduc-
c10n de este trabajo, se traté de estudiar la resistencia me-

Frotis de espermios de T. niger. tefidos con hematoxilina-eosina
Notese la forma y la abundancia de cromatina en la cabeza,
InMmilrs~6n en aceite Zeiss 90 - ocular 10 x.

canica de nucleos con distinta cantidad de acido timonu-
cleico, ya sea pertenecientes a una misma o a diferentes
especies., Con este objeto, se escogieron niicleos con escasa
0 nula presencia de este dcido, como los que poseen los
ovocitos al término del crecimiento y los vesiculosos de
las células nerviosas; y también ntcleos ricos en este mis-
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mo acido o con mediana cantidad de él, como los que se
observan en la mayoria de los 6rganos.

Debe hacerse presente que cualquier 6rgano de una
especle, estd constituido por varios tipos de nicleos en
cuanto a la cantidad de acido timonucleico.

A fin de verificar la hipétesis va citada. estos distin-
tos nticleos fueron sometidos a la accion de la fuerza me-
canica, aumentindose en forma paulatina el tiempo de tri-
turacion. Primero fué de 30 segundos, luego de 3, 5 v 6
minutos. En algunos casos. las células o los ntcleos en es-
tudio recibieron tratamientos mas prolongados.

Al término de cada uno de estos tiempos fué aprecia-
da aproximadamente la cantidad total de niicleos en cada
Organo, mediante el examen 'a fresco o de preparaciones
tenidas. En algunos casos se pudo determinar el porecen-
taje de cada tipo de nucleos. especialmente en el cevebro
de ternera, usandose frotis fijados con Schaudinn y teni-
dos con hematoxilina-eosina.

Como se trabajara con nucleos pertenecientes a distin-
tas especies, hubo necesidad de suspender las papillas dd
érganos en medios isotonicos variables: en agua de mar,
en los casos en que fueron usadas especies marinas; Holt-
freter al 10 %, en las observaciones efectuadas con ranas;
v en suero fisiolégico, en los experimentos con mamiferos.
En algunos trabajos, ademas de usarse los liquidos isot6-
nicos correspondientes, fué también empleada una solu-
de acido citrico al 1 %, sustancia que mantiene la inte-
gridad de los nucleos después del tratamiento habitual,
por lo menos en ciertas células, Los nticleos tratados en
esta forma sirvieron de controles adicionales, a fin de co-
nocer la diferencia de resistencia mecanica entre niclzos
suspendidos en acido citrico y los no suspendidos en él, al
ser sometidos al mismo tiempo de trituracién.

Posteriormente, ademais de la apreciacion histoguimi-
ca de acido timonucleico de los ntcleos oue resistian la
fuerza mecanica en distintas condiciones, se estimé nece-
sario medir el tamaino de los nicleos tanto en las seccio-
nes de tejidos como en los frotis de triturados, haciendo
presente que la accidn mecanica altera su forma y tamano.

RESULTADOS. Como ya se ha dicho en el capitulo pre-
cedente, los nicleos de los diversos 6rganos pertenecientes
a especies distintas fueron sometidos a diferentes tiempos
de trituracion, examinandose al término de cada uno de es-
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tos tiempos preparaciones de la suspension o los frotis
fijados y teiiidos.

E] cuadro I resume la cantidad de nucleos observada
al fresco en diferentes condiciones, sin tomar en conside-
racion su tamano, forma o composicion quimica. Sin em-
bargo, para la estimacion cuantitativa de los nucleos en
Jos frotis, después de la accion trituradora, se tomé en
cuenta la mayor o menor cantidad de éstos que tiene cada
organo antes de ser tratado. Asi, en esta forma, hay orga-
nos ricos en ntcleos, como el timo y el testiculo; en cam-
bin, los hay otros que son pobres en estos elementos.

Los resultados obtenidos en el T. niger, después de 30
segundos de trituracién, indican destrucciéon de las célu-
las del ovario y del intestino, persistiendo en este tultimo
6rgano un nimero relativamente abundante de nucleos de
distintos tamanos v formas. Los triturados de ovarios no
muestran ningin nucleo vesiculoso grande, pero si algunas
esferas pequenas de dudosa interpretacion.

En el caso del intestino, el aspecto de los nucleos es
diferente, segilin si se emplea agua de mar o acido citrico
como liquido de suspensiéon. Cuando se usa el primer liqui-
do, se observan ntcleos limpios, libres de citoplasma; en
tanto. cue con el dcido citrico al 1% no es posible aislar la
mayoria de los niicleos, por adherirse a éstos algunos res-
tos de citoplasma.

Trabajando con testiculos del T. niger, no se observd
destruccion de los nicleos de los espermios, mostrando es-
tus células germinales motilidad después de 30 segundos
de trituracion. No se observé camibios de los nucleos esper-
maticos, aun cuando la accién mecinica del agitador fué
prolongada por 10 minutos.

En la pescada, el analisis de los niicleos del ovario di6
un resultado parecido al del erizo negro de mar, observin-
dose al examen al fresco una que otra esfera, pero no nu-
cleos vesiculosos.

En la rana chilena, la cantidad de nitcleos en distin-
tos triturados de 6rganos al cabo de 30 segundos, fué se-
mejante a lo ya visto en el 7. m‘ger Aumentando-los efec-
tos de la fuerza mecéanica, el nimero de nicleos espermi-
ticos no sufrié cambios apremables a los 3 v 6 minutos;
en cambio, htibo destruccién casi total de los niticleos in-
testinales al término del primer tiempo. En este animal,
también se estudié la resistencia de los niieleos hepaticos,

mostrando éstos un comportamiento muy parecido al de
los micleos intestinales.
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EEn el conejo v en la ternera no ha sido posible apre-
ciar la resistencia del nucleo de los ovocitos, por encon-
trarse éstos en menor cantidad que en los animales infe-
riores v rodeados de gran cantidad de tejido de sostén. Sé-
lo fué estudiado el comportamiento de los nucleos del ce-
rebro, timo, higado y rinén. Al cabo de 30 segundos de
trituracion, se observaron numerosos nucleos libres de ce-
rebro y una eantidad moderada de ntcleos de los demas
organos de conejo, cuando fué usado suero fisioléogico co-

Fig. 3

Frotis de espermios sometidos a la fuerza mecdanica duranie 30
segundos. Tincion con Feulgen. Las cabezas toman intensamente la
resccion,

Inmersion en aceite Zeiss 90 - ocular 10 x.

mo liquido de suspensién. Empleando acido citrico, se no-
t6 un ligero aumento de estos nicleos. En el caso de la
ternera, a los 30 segundos, se apreciaron numerosos ni-
cleos libres de los érganos mencionados, no observandose,
al parecer, diferencias seglin el liouido de suspensién em-
pleado,
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Prolongando la trituracion a 3 minutos y en suero fi-
sic]ogico, {fueron destruidos numerosos ntcleos libres que
disminuyeron considerablemente en todos los casos, en es-
pecial en el material hepatico de conejo. Con acido citri-
co, la destruccién no fué tan acentuada en el timo, higado
y principalmente no lo fué en el rinén del conejo.

A los 6 minutos, la fuerza mecanica del triturador
produjo la desintegracion de los nucleos suspendidos en
suero fisiologico, siendo esta desintegracion mavor en el
cerebro, timo e higado de conejo, mostrandose los nicleos
reprales de este animal relativamente mas resistentes,

Fig. 4

Corte de timo de laucha tefido con Feulgen. Obsérvese Jistintos
tipos de nucleos, segiin la cantidad de édcido timonucleico.
Inmersiéon en aceite Zeiss 90 - ocular 10 x,

Al emplear #cido eitrico, los distintos nucleos tanto
del conejo como de la ternera mostraron segin parece ma-
yor resistencia, con excepcion de los nucleos del timo del
conejo y del cerebro de la ternera.
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En la ternera, también los ntcleos fueron tratados
mecanicamente durante cinco minutos, apreciandose al
usar suero fisiolégico total destruccion de los miicleos del
timo v una desintegracién menor de los nicleos del cere-
bro y del higado. El 4cido citrico no modificé aqui la re-
sistencia de los nicleos del cerebro.

En el cuadro N.? 1 se puede ver que usando suero fi-
siolégico u otro liquido isoténico, hay una disminucién de
la cantidad total de nucleos, a medida que aumenta el
tiempo de trituracion. En cambio, esta disminucion es me-
nor en los controles adicionales con dcido citrico como li-
quido de suspensién.

Fué de interés determinar en un experimento el por-
centaje relativo de cada clase nuclear. Este nucleograma
se pudo establecer en diferentes frotis de cerebro de ter-
nera, triturado en presencia de suero fisiolégico, durante 30
segundos v cinco minutos y en presencia de acido citrico,
durante 30 segundos, cinco y seis minutos.

El examen de las cifras del cuadro N.* 2 revela igua-
les porcentajes relativos de los distintos tipos de nucleos
en triturados de 30 segundos, ya sea que éstos se obtengan
con uno u otro liauido de suspensiéon. Al prolongar la ac-
cion mecanica del agitador, por cinco minutos. se ve en
ambos nucleogramas una ausencia total de los nucleos ve-
siculosos ¥ una disminuciéon de los niicleos de tipo inter-
medio en suspension con suero fisiolégico (de 45 a 26% ) ;
dehido a la caida de esta cifra. se observa un aumento re-
lativo de los porcentaies de nicleos macizos (Je 53 a 7T4%).
Estas mismas modificaciones del nucleagrama, e¢on pe-
anenos cambios, se aprecian en los frotis de triturados con
acido citrico, a los 6 minutos.

A fin de contar 200 nucleos de cada frotis, después
de los distintos tiempos de trituracién, hubo oue aumentar
el nimero de campos microscopicos examinados, pues co-
mo lo demuestra el cuadro I. Ja cantidad total de nucleos
disminuve globalmente, a medida que se prolongan los efec-
tos de la fuerza mecanica.

Los distintos tinos de nucleos se clasificaron, toman-
do en cuenta su contenido en Acido timonucleico, por uni-
dad de volumen. Los niticleos vesiculosos pricticamente no
lo contenian, como por ejemplo los nucleos de los ovocitos
al término del erecimiento y los nlicleos de las células ner-
viosas del cerebro. Estos 1ultimos, presentaban solamente
ura capa de este dcido, alrededor de su nucléolo.



CUADRO 1

CANTIDAD APROXIMADA DE NUCLEOS DESPUES DE DISTINTOS

TIEMPOS DE TRITURACION

(Observacion al fresco)

Especie Organos  Suspension 30+ 3 2 6 10
Ovarios A L 7
A M. + ?
T. niger Testiculos A. C ++
A. M. e iy = e
Intestinos A. C. + -
A. M. e
M. gayi Ovarios A. M. i Ll
Ovarios H + <
C. gayi Testiculos H 4+ 44 S ER T B
Intestinos H. IR T =
Higado H. +++ —
Cerebro A. C. e . o
S. F. i i e 2 e ==
Timo NG, 4} o 22
S.F. 4+ + -+
0. cuniculus o
Higado A.C. +4++ ++ =i
S. F. S B i
Rinon A. C bl 4 44 4
S. F + + 4 o
Cerebro A C 4 - &R 2 L 4
S. F g + .
B. taurus Timo S. F + 4 + o
Higado S. F. 4 -l + <l
Rinon A. C. 4 - 3
A. C. = 4cido citrico; A. M. = agua de mar; S. F. = suero fisiolégico;
H. — Holtfreter al 10%
+ 4 4 = numerosos nucleos; -+ 4+ =— mediana cantidad de nucleos;
— pocos nucleos; J

ausencia de nucleos.

nucleos muy disminuidos;
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Los niicleos de tipo macizo muestran una gran abun-
dancia de Acido timonucleico, cubriendo totalmente la su-
perficie de éstos. Este tipo de nticleo fué observado —uti-
lizando cortes de 6rganos— en la cabeza de espermio, en
la capsula conjuntiva del ovario y en la capa externa del
intestino del T. niger; en ciertas células del timo y de la
neuroglia, v también en la células de los capilares sangui-
neos de otros animales.

Entre ambos se encuentra el nticleo de tipo intermedio,
presente en casi todos los 6rgancs; en particular, en los
astrocitos del cerebro, linfocitos jovenes, célula hepéatica vy
célula renal. I

Un examen de las dimensiones de estos distintos ti-
pos de niticleos efectuados en cortes de érganos, dan apro-

ximadamente las medidas que se consignan en el cuadro
N.» 3. .

DISCUSION. Los resultados va expuestos indican que
la cantidad de nuacleos en general en los triturados, dismi-
nuye a medida que aumente el tiempo de exposicion de és-
tos a la fueirza mecanica y que los distintos tipos de na-.
cleos ofrecen una resistencia diferente a la accién de esta
fuerza mas alli de cierto tiempo de trituracién. Se mues-
tran mas fragiles los nicleos vesiculosos de los ovocitos y
de las células nerviosas del cerebro y mas resistentes los ni-
cleos macizos de células pertenecientes a diferent2s 6reanos.
l.os nucleos de tipo intermedio, ofrecen una resistencia me-
dia entre estos dos extremos. Debe llamarse la atencion,
sin embargo, aque estos resultados obtenidos no son ente-
ramente comparables, pues algunos de los ntcleos maci-
708 se hallan en células mas resistentes a los efectos me-
cAnicos, va sea por su particular arquitectura o por la pre-
sencia de dispositivos protectores extracelulares. Entre
¢stos, se debe citar al nicleo de los espermios, cuya singu-
lar resistencia puede ser atribuida posiblemente a la so-
lidez de la membrana citoplasmatica que lo recubre v a la
existencia probable de una armazén fibrilar entre ésta y
el nicleo, descrita en la literatura al menos para otros es-
permios (2). Aumentando la fuerza mecanica se logra se-
parar la cabeza de la cola, pero no se tiene seguridad al-
guna de un aislamiento del nicleo del resto de las estruc-
turas de la cabeza del espermio. Todos estos puntos de-
berin ser confirmados en nuevos experimentos.
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Otros niicleos macizos resistentes son los de los eapi-
lares sanguineos del cerebro y de otros 6rganos. Al pare-
cer, son dificil de aislar, pues las células endoteliales que
lo contienen muestran resistencia a los traumatismos, es-
pecialmente aquellas del cerebro que presentan ademés
por fuera un enrejado de fibrillas coligenas. Secciones de
estos capilares sanguineos mostrando este enrejado exter-
no, se ha podido observar claramente en triturados al fres-
co.

Si bien es cierto que en estos casos las resistencia de
los niicleos macizos puede ser discutida por las razones
dichas, se puede observar, sin embargo, nicleos macizos
auténticamente aislados y que resisten la fuerza mecani-
ca por un tiempo considerable, aunaue su real origen pue-
de ser discutido. Estos nicleos, en el caso del ecerebro, pue-
den provenir de astrocitos fibrosos y de células de la mi-
croglia, pero tampoco puede descartarse la posibilidad de
una procedencia capilar si las células de los vasos capila-
res son suficientemente tratadas mecanicamente para gue
sus nucleos se liberen de los dispositivos protectores de

sostén.

No obstante estas reservas, los autores creen aue exis-
ten diferencias en la capacidad de resistir de los distintos
niicleos, dependiendo esta propiedad de la misma membra-
na nuclear.

Como se puede ver en ¢l cuadro Il y en experimentos
comparativos de resistencia de los nucleos en la especie T.
niger, existe cierta correlacion entre este fenémeno y la
cantidad de acido timonucleico. Los nicleos que son po-
bres en esta sustancia como los de los ovocitos v los vesicu-
lcsos de las células nerviosas, son sumamente fragiles a
la fuerza mecanica, mientras cue los que poseen abundan-
te Acido timonucleico, como los nucleos macizos aislados de
los cerebros de conejo v ternera v del intestino del T. ni-
ger, muestran una resistencia relativamente grande. Nu-
cleos con cantidad intermedia de este dcido, como los que
presentan algunas células intestinales, las células hepa-
ticas y renales y los astrocitos protoplasmaticos, manifies-
tan. en cambio, una resistencia moderada. Esto pareceria
a primera vista confirmar la hipétesis de trabajo de los
autores, pero un analisis cuidadoso de los distintos tipos
de ntcleos también indica que existe igual correlacién en-



CUADRO II

PORCENTAJES DE LOS DIFERENTES TIPOS DE NUCLEOS EN
CEREBROS DE TERNERA, DESPUES DE DISTINTOS TIEMPOS
DE TRITURACION

(Observados en frotis fijados v tenidos)

Liquido de 307 5’ 6’
suspension

A n.v. = 25% oy o) nv.= 0
n.i. = 48 % N = &T5% n. i. = 29%
n. m. — 49.5% n.m = 55% nm = T%

S nv.= 2 % nv, = 0
n. i. = 45 % N.d: t== ZH%
Nt = 8 9% n. m = 74%

A. C. = acido citrico al 19

S. F. = suero fisiologico

n. v. — nucleo vesiculoso ;

n. i, = nucleo intermsdio

n. m. — nuclec macizo

|
!
|
|
|
1
|
|
|
1
]

CUADRO III

TERMINO MEDIO, EXPRESADO EN MICRONES, DE LOS DIAMETROS
MAYORES DE DIFERENTES TIPOS DE 'NUCLEOS

Especie Organo n. v. b ¥ n. m.

—— A — - - - — ——

e
= == ————— — —

Cerebro 132 x82 59x53 D3 %38

B. taurus Timo 30 X 3.2

Higado 58 x 49

Rinon 6,8 x 54

nucleo vesiculoso
nucleo intermedio
nucleo macizos

B
3

|NIN
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tre la resistencia mecanica y el tamano de los nucleos,
siendo mas resistentes los pequenos y mas fragiles los
grandes, de acuerdo ccen las dimensiones expuestas en el
cuadro IIl. En frente de estos hechos, se plantea el pro-
blema de cual de las dos correlaciones es la realmente
valedera, o de si ambas son igualmente importantes, para
explicar el fenémeno estudiado.

Este problema tal vez podria ser resuelto, trabajands
con nucleos vesiculosos pequeiios y nicleos macizos gran-
des. Si el primer material puede ser encontrado en proto-
zoos —amebas por ejemplo— no resulta facil, en cambio,
hallar nicleos del segundo tipo. Estos posiblemente puedan
ohservarse en algunos elementos patologicos como las ce-
lulas tumorales gigantes que, por atipia nuclear, presen-
tan un nicleo grande e hipercromatico. Se debe advertir,
sin embargo, que los nicleos vesiculosos pequenos de los
protozoos, no se asemejan enteramente a los vesiculosos
grandes usados en este trabajo, pues aquellos presentan,
a pesar de su aspecto, una cantidad moderada de acido ti-
monucleico, que se dispone periféricamente por dentro de
la membrana nuclear o alrededor de un cuerpo central
llamade cariosoma. Esto se puede ver particularmente en
los nucleos de las amebas que, en experimentos de micro-
manipulaciéon, llevados a cabo por Commandon, muestran
una considerable resistencia a las intervenciones celulares
que tienen por objeto remover o injertar este 6regano ce-
lular.

L.os trabajos realizados hasta el momento, no permi-
ten sacar conclusiones o avanzar hipétesis sobre el rol que
podria tener disposiciones especiales del acido timonucleico
y la forma del nucleo sobre la resistencia considerada. Las
observaciones hasta ahora efectuadas, todavia incomple-
tas, parecen indicar aque la disposiciéon de la cromatina no
juega un papel en la resistencia mecanica, pero antes da
afirmar esta idea sera necesario repetir los experimentos
ya expuestos v solicitar la cooperacion de un fisico, para

interpretar mejor los datos de laboratorio que se obten-
gan,

Ademas de las correlaciones ya citadas, conviene men-
cionar finalmente aqui las relaciones que existen entre el
fendémeno de resistencia y la intensidad del metabolismo
celular. Un andlisis somero, hace ver que las células que
tienen una mayor capacidad de sintesis proteica, presen-
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tan una envoltura nuclear fragil, mientras que las células
de niacleos macizos muestran menor actividad en este sen-
tido. Esta diferencia es clara si se compara el metabolis-
mo de la célula huevo y el metabolismo del espermio, en
cuanto a la capacidad de sintetizar materiales de reserva
proteicos. También esta actividad de sintesis parece ser
muy intensa en las células nerviosas, segun los trabajos de
Hyvldén (20), presentando el nucleo de estas celulas gran
analogia morfolégica con el del ovocito. Ambos son gran-
des, pobres en icido timonucleico v poseedores de un gran
nucléolo, organoide nuclear indicador de gran actividad
metabélica. Ademas de esto, los citoplasmas de estos dos
tipos de eélulas poseen abundante ribonutcleoproteina.

Muy probablemente, la mayor intensidad del anabolis-
mo del citoplasma presuponga un mayor intercambio de
material entre este ultimo y el nucleo v por lo tanto, un
mayor aumento de la permeabilidad de la membrana nu-
clear. En estas circunstancias, por fenémenos de adapta-
cion funcional, esta envoltura presentaria el menor espe-
sor posible.

De ser verilica esta ultima suposicion, la resisten-
cia mecanica guardaria relacion con el espesor de la mem-
brana nuclear v no con el volumen del nucleo, dependien-
do a su vez el grosor de esta envoltura, de la cantidad de
niicleohistona, segtin la hipétesis enunciada en la intro-
duceién de esta Tesis.

RESUMEN

En el presente trabajo se esturldia la resistencia me-
canica de diversos tipos de nicleos aislados de células pro-
venientes de especies y organos diferentes y se observa
que la propiedad de resistir a cierta fuerza mecanica. guar-
da relacion con el tamano y la cantidad del acido timonu-
cleico del nucleo v la intensidad metabélica de la célula.

l.a capacidad de sintesis proteica de distintos tipos
de células, correlacionada con el fenémeno de la resistencia
que se analiza v con el aspecto del niicleo, parecen indicar
gue la mavor fragilidad de la membrana nuclear de los
nicleos vesiculosos aislados podria deberse a un menor es-
pesor de esta envoltura, dependiendo esto a su vez de la
cantidad de ntcleohistona, segilin la hipétesis enunciada
por el autor, Los nicleos macizos presentan una resistencia
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mayor, debido a que tendrian una membrana nuclear mas

espesa, producida probablemente por la nueleohistona que
coutienen en gran cantidad.
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