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‘ IL—ESTUDIO COMPARATIVO DE LA RESISTENCIA
MECANICA DE LA MEMBRANA NUCLEAR
EN CELULAS GERMINALES Y SOMATICAS.

Por e. Pror. Dr. Gaenier Gasic L.

(Trabajo realizado en colaboracién con Silvia Avilés, Instituto de
Biologia «Juan Noé» y Cétedra de Biologia de la Facultad de
Filosofia y Educacién, Universidad de Chile).

El presente trabajo solo es una comunicacién preliminar de
experimentos en curso destinados a estudiar algunas propiedades de
la membrana nuclear, envoltura menos explorada. que la membrana
citoplasmatica, por la posicion interna del nucleo y dificultad de
aislarlo. Métodos para preparar nicleos puros han sido descritos, sin
embargo, desde 1868, fecha en que Miescher, por primera vez, los
aisla de células del pus. Desafortunadamente, la mayoria de los mé-
todos, o todos ellos, provocan cambios quimicos o fisicos acentuados
de los cemponentes nucleares, no permitiendo su estudio biolégico
adecuado. Sélo, recientemente, se han dado a conocer técnicas qua
hacen posible la investigacion de sustancias del nicleo tan sensibles
como las proteinas y los enzimos (1,2). .

También se ha podido aislar este 6rgano celular, usando el
micromanipulador, lo cual serad ilustrado grificamente con una
pelicula proporcionada gentilmenie por el Dr. Commandon del
Instituto Pasteur de Paris. (1)

El uso de todos estos métodos han contribuido al conoci-
miento quimice del contenido nuclear, objetivo principal de nume-
rosas investigaciones, sin embargo, pocos estudios se han hecho
destinados a conocer mejor la constitucion quimica de la membrana
nuclear y su fisiologia en relacim con los intercambios que ocurren
entre el nucleo, depositario de los genes, y el citoplasma, zona
intermedia, donde tienen lugar los cambios impuestos por la heren-
cia y el medio ambiente, ‘

En el curso de ensayos para preparar nicleos de ovocitos del
erizo negro de mar Tetrapygus niger, (Molina, 1872), a fin de esfu-
diarlos quimicamente, fué descubierto que los nicleos de esta célula
eran muy fragiles a la accién mecénica de un agitador de alta

(*) La conferencia fué seguida de la proyeccion de la’ pelicula
mencionada. (Nota de la Redaccién).
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velocidad, a pesar de haber sido tratados con una solucién de dcido
citrico que les confiere registencia y de haberss hecho el experimento
en una camara a 0¢C. (1). Después de varias temtativas infruciuo-
‘sas, en las que fueron modificadas las técnicas en uso, se quiso sa-
ber si otros nicleos del mismo animal ofrecian iguales dificultades
para su aislamiento. Se pudo establecer prontamente que los nicleos
del espermio y de las células de la pared intestinal, a diferencia de
los nicleos de los ovocitos, podian resistir la fuerza mecénica em-
pleada, atn cuando no se usara una solucién de dcido citrico. En
esta forma se ha logrado obtener, aunque no completamente al
estado puro, nicleos de células intestinales, usindose como liquido
de suspension agua de mar. A pesar de que los nicleos de los esper-
mios resislen grandemente la accién del agitador mecinico, no re-
sulta facil de aislarlo del resto de los componentes citoplasmaticos.
Esto ha sido conseguido, al parecer, por Zittle y Zitin, utilizando
entre otros métodos, el vibrador sénico (3).

Estos primeros resultados, conseguidos después de aplicar
procedimienlos mecanicos uniformes, indicaban que la membrana
nuclear presentaba una resistencia diferente, segan el tipo de célula
sometido al tratamiento mencionado.

Al tratar de interpretar el comportamiento de estos diversos
nicleos frente a la accion mecénica, se pensd que las diferenciag
observadas podrian depender de la intensidad del metabolismo, ya
que ¢} ovocito en crecimiento es mis activo. que el espermio. Esto,
sin embargo, no se podia aparentemente sostener, pues en Ja litera-
tura habia informacién de ndcleos bastante resistentes a manipula-
ciones mecénicas ubicados en células de intensa actividad metabdlica
como son las céluals hepiticas de” mamiferos (4). Ademas, en este
trabajo, los nicleos de las células secretoras intestinales del erizo de
mar se revelaron igualmente resistentes.

Teniendo presente que los ndcleos de los ovocitos del T,
niger son vesiculosos —una caracteristica general de estas células
germinales—, y que los nucleos de los espermios y de ciertas célu-
las intestinales son compactos o con mayor cromatina, se SUpuso que
podria existir cierta relacién entre la resistencia mecédnica de la
membrana nuclear y la riqueza cromatinica. Revisando la literatu-
ra, Churney indica que la envoltura del nuclec est4 formada proba-
blemente por proteinas ricas en é4cidos aminados bésicos, pues su
punto isoeléctrico muy elevado se acerca‘a aquel que muestra la
histona del nicleo (5). Esto sugeria que esta sustancia quimica tal
vez pudiera participar en la comstitucién de la membrana nuclear.
Como no fuera posible determinar la histona con el método cito-
quimico descrito por Pollister y Ris (6), debido a limitaciones mate-
riales, se procedio a estudiar cualitativamente al microscopio el acido
timonucleico en diferentes nicleos, teniendo en comsideracion que
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esta sustancia estd unida a la histona, formando una de las nécleo-
proteinas cromosomicas, Con este objeto, se usé la coloracion de
Feulgen y también la de Unna.

Un estudio preliminar de cortes histoJogicos de las gonadas
y del intestino del erizo negro de mar, reveld inmediatamente gué
el nicleo do los ovocitos al término de su crecimiento era pobrisima
en ATN y que los niicleos de los espermios mostraban gran rigueza
de este componente (es de interés notar que amhos gametos se ori-
ginan de células goniales con discreta cantidad de ATN, pero en el
curso de la gametogénesis las células femeninas pierden esta sustan-
cia mientras que los elementos germinales masculinos la forman en
considerable cantidad). El otro érgano examinado, el intestino, evi-
denci6 nucleos con una disposicién variable del ATN, presentindose
cn los pequefios en toda la superficie y en los grandes, en la peri-
feria y alrededor de los nucléolos, principalmente.

Los mismos métodos de tincién se aplicaron a frotis de tri-
turados celulares provenientes de los drganos mencionados, para
investigar la integridad o destruccién de los niicleos liberados y la
presencia y disposicion del ATN. Al cabo de 30 segundos de tritura-
cion, se observd total destruccion de los nicleos de los ovocitos, con-
servando aparentemente su integridad los nacleos de las otras células
investigadas. Llamoé especialmente Ia atencién la resistencia de los
espermios, los cuales mantuvieron en apariencia integra su morfolo-
gia al término del tiempo indicado, mostrandose aon méviles. Some-
tidos a trituraciones por mayor tiempo, hasta 15 minutos, y exami-
nados al fresco no dieron muestra de ser destruidos, al menos mor-
folégicamente. Desde el punto de vista quimico, los nicleos libera-
dos o las cabezas de espermios dieron coloraciones semejantes a
aquellas observadas en los cortes histologicos.

En vista de estos resultados obtenidos en el erizo de mar,
se consideré de interés investigar el comportamiento de nicleos de
otras especies, incluyendo uno o maés representantes de los flagela-
dos, peces, anfibios y mamiferos.

Un estudio muy preliminar de este material, confirmé la
fragilidad de la membrana nuclear de los ovocitos en la rana (Calyp-
locephalus gayi) y en la pescada (Merluccius gayt) y mostré que los
nicleos que contienen ATN revelaban una resistencia mecanica va-
riable. Suspendiendo células en su medio isoténico natural en una
camara a 02 C y sometiendo a éstas por un tiempo variable a la ac-
cion mecénica, se vio que los nicleos de las células nerviosas pre-
sentaban una resistencia comparativamente mayor que los nécleos
de las células hepaticas y de los linfocitos. Esto se pudo observar,
al menos, en la ternera y en el conejo. El tiempo necesario para la
destruccion total de los niecleos de las células hepdticas fué mis o
menos igual en estas especies y en la rana, y al parecer algor mayor
que en ¢l caso de los linfocitos.
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En los triturados de 6rganos se puso también de relieve una
gran resistencia de los nicleos de los capilares sanguineos y de las
células conjuntivas de sostén, evidenciando estos nucleos en general
una distribucién aparentemente uniforme del ATN, pero en estos ca-
sos, como en los espermios, resulia algo dificil relacionar la resis-
tencia con la canlidad de esta sustancia, pues no se han obtenido
nucleos libres, .

Gracias a la gentileza del Dr. Tulio Pizzi, de la Céitedra de
Parasitologia de la Universidad de Chile, se pudo también estudiar
la resistencia de los nécleos del Trypanosoma cruzi y conjunta-
mente con este investigador se observo que el ATN se dispone en la
periferia del macronacleo, formando un rodete, y-que en el micro-
cinetontclec, se halla distribuido en toda la superticie, Trabajando
en las condiciones usuales, el microcinetondcleo en este experimento
preliminar, no parecié mostrarse més resistente que el macrontcleo.

De todos los resultados relatados, merece destacarse especial-
mente la resistencia observada en los nacleos de las células mervio-
sas, que por su aspecto vesiculoso se parecen mucho a los nicleps
de los ovocitos, Por esta semejanza, se pensé en un primer momento
que serian también muy fragiles, pero para sorpresa de los autores
pronto se puso de relieve que tenian una resistencia mayor aun que

-la de los nicleos de las células hepaticas, mencicnados especialmen-
te en la literatura por esta propiedad.

Al buscar una explicacién a este hecho —pues originariamen-
te se habia supuesto que la resistencia dependeria de la cantidad de
ATN por unidad de volumen— se descubrio que este femoémeno
guardaba més bien relacion con la distribucion” de ésta sustancia.
Como se puede ver en las figuras que se proyectan, los nucleos de
las células nerviosas a diferencia de los nicleos de los ovocitos mues-
tran en la periferia un rodete de 4cido timonucleico adosado a la
superficie interna de la membrana nuclear. Observande éste con
mayor detencion, en distintos planos, se tiene la impresiéon que esta
capa de revestimiento interno formara un canastillo estérico. Con-
fraslante con este aspecto, la vesicula germinal carece totalmente
de esta envoltura y junto con ello muestra una gran fragilidad. Ex-
tendiendo esta investigacion a otros nicleos, todavia no completada
Y sujeta a confirmacién futura, se aprecié en los cortes de tejidos
que el ATN se dispone en bloques en los linfocitos maduros y peri-
féricamente en los linfocitos jévenes y en las células renales y
hepaticas.

De estas observaciones se desprende que la disposicién peri-
férica del ATN, formando un revestimiento més ¢ menos continuo,
estuvo relacionada en los -experimentos efectuados con la mayor
resistencia. Esta correlacién parece existir también en materiales no
usados por los autores, como resulta de comparar la estructura
cromatinica del nuicleo de las amibas y la resistencia que muestra
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éste 2 las manipulaciones mecénicas, segin los (rabajos del Dr. -
Commandon. Por una feliz coincidencia se puede proyectar en esta
oportunidad una pelicula filmada por este investigador francés sobre
_injerto y remocion de néicleos en amebas —cedida graciosamente al
Instituto de Biologia «Juan Noé»—, y algunos diapositivos del Prof.
Neghme sobre niicleos de estos protozoos. En estos tiltimos se puede
ver que la cromatina forma una especie de costra por dentro de la
membrana nuclear. y en derredor al centro cinélico, «disposicién que
guarda grandes semejanzas con los nicleos de las células nerviosas
y que refuerzan las observaciones de este trabajo.

Establecida esta relacion, los problemas que surgen son los
siguientes: ¢En qué forma la presencia y distribucion del ATN
condiciona ia resistencia de la membrana nuclear y cémo se expli-
ecan las variaciones de ésta en los distintos nécleos? ¢Qué importan-:
cia biologica tiene este fenémeno en fisiologia celular?

Sin descartar la posibilidad de que el ATN contribuya a la
sintesis de proteinas que forman la membrana nuclear, teniendo ésta
un espesor, variable segin los casos, es muy probable que el 4cido
mencionado, altamente polimerizado, refuerce fisicamente esta en-
voltura por dentro, debido a su capacidad de formar cstructuras
muy resistentes como son los cromosomas y que soporfan grandes
tracciones (7). La magnitud de la resistencia, por otra parte, depen-
deria también del ntmero y manera de agruparse de las fibrillas
submicroscopicas del Acido timonucleico, pues la propiedad estudia-
da tiene valores diferentes en los distintos unacleos hasta ahoral in-
vestigados, Es posible todavia que existan variaciones fisiologicas
de la resistencia dentro de una misma clase de célula.

Es digno de recalcarse en este momento que los ndcleos que
evidencian ATN estdn entre aquellos que poseen cromosomas Imds ©
menos ricos en nitcleo-histona y que esta fraccién es la que puede
experimentar cambios de volumen, extendiéndose o contrayéndose,
segin el liquido en suspension, como lo han demostrado Mirsky y
Ris en nécleos y cromosomas aislados (8). Probablemente, en los,
micleos en permanente reposo como son los de las células cerebrales,
incapaces de multiplicarse, los cromosomas estan extendidos al ma-
ximo, disponiéndose el ATN en la parte méas externa de éstos, en
aquella porcién que contacta con la membrana nuclear, para cum-
plir funciones metabolicas o funciones de defensa mecanica en este
tejido tan vital. No se debe olvidar que el cerebro es un tejido/ muy
frigil y que normalmente se halla protegido por una envoltura
ésea. Si en casos especiales, un traumatismo llegara a lesionar el
citoplasma de las células nerviosas, probablemente la resistencia
mecénica que muestra €l ndcleo evite la desiruccién total de éstas
y permita su recuperacion. i

Una adaptacién diferente necesitan en cambio los ovocitos,
por lo menos en los huevos de ciertos invertebrados. Aqui la elimi-
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nacién de ciertas secreciones ovulares que activan los espermios y
la capacidad de éstos de penetrar y fertilizar el huevo depende
grandemente de que la membrana se rompa y libere ¢l enquilema
nuclear, Si esto no ocurre, no se eliminan las gamonas y tam
tiene lugar la normal transformacion del espermio dentro del huevo,
no siendo posiblé la fertilizacion (9).

Para terminar, los autores ‘de- esta comunicacién preliminar
desean hacer presente que estas investigaciones se han llevado a cabo
en corto tiempo y que no ha sido posible consultar toda la biblio-
grafia del tema, por el reciente incendio que ha destruido la Escue~
la de Medicina, sin embargo, tienen la impresion que este trabajo
sugiere un nuevo método de exploracién de las funciones de la
membrana nuclear, permitiendo tal vez conocer mejor su fisiologia
y sus relaciones con los cromosomas, Posiblemente, ol fascinante
problema del mecanismo de accién de los genes pueda ser abordado
mejor cuando se logre avanzar en el estudio de la frontera celular,
a través de la cual transitan mensajeros quimicos que envia ol ntcleo
—genéticamente estable— al citoplasma, moldeado por las fuerzas
de la herencia y del medio ambiente.
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