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INTRODUCCION

los ecélulas BHK2)| eonstituyen uno linea celular con caroc-
teristicas especiales. e ha demostrado gue contlenen un ndmare
supleide de cromesomas, de aocverdo con lo especie de dande
provienen'® . y presenian un erecimients arménico y ordenode co-
mo el de los eélulas ne melignos!, Por otro parte, ol ser inocula:
das por vig subeutdnen en el hamster, desarrollon fibrosarcomas’,
Es conocido que los propiedades tumerales da una célulo se ra
figjon on los corocteristicas morfelégicos del ndcles’; por lo ton
to, hemos considerode de interés estudior o estructura dal nucleo
de los célulos BHK2), para determinar si su morfoelogia corress
ponde o sus propledodes in witre.

MATERIAL ¥ METODO

Lo lineo celulor fue cultivada en el medic preconizods por
Macphersen y Stoker’, el cual consiste en solucién nutritiva de
Eagle con doble contidad de aminsdcides y vitaminaos, fosfoto
de friplosa y suvers de termers, El medie cantenio, ademds, 100
unidades de penicilina, 50 microgrameos de estreptomicing vy
50 unidades de Fungizena per ml, Parg las cbservaciones ol mi-
croscopio de luz y de fluorescencia, los células fueren cultivadaos
en laminillas cubrecbhjete en tubos de Leighton, Pora el micros-
copin electrénico se utilizaron frascos de prescripoidn de 4 onzaos,

Microscopia de luz. Los celulas fueron fijodos en alcohsl
metilico durante 15 minutes v coloreodas con Giemsa,

Microscopia de flusreseencia, 5¢ utilizd o celorocian con
onaronjode de ocriding, iegdn ung modificacidén a la técnica de
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Spendlove™, En lugor de selucién de Carnoy, se utilizé como
fljadsr una aimésfera de vaperes de glutoraldehide durante 20
minutos, lo cunl elimina &l process de hidratocién posterior a la
fijocidn. Los célulos fijodos fueron lavodas luegs en solucidn
omarfiguodora de Mclvaine o un pH de 3,8 durante 5§ a 10
minutes. Fuersn coloreadas durante 5 minutes en una salueidn
de anaranjade de eeridina al 0.01%, preparada  recientemants
en la misma alucién, Luego de enjuagodos duronte 2 a 3 minu-
tos en solecidn de Mcllvoine, los lominillos fueron colocodas so.
bre un portackjets con uno mezclo de 90% de glicering v 10%
de solucién amortiguadara, Las preparaciones fueren sbservadas
con un microscopio equipade con uno ldmpora Osrom Hb200 con
filtro excitador BG12.

Microscopia olectrdnica, luego de obtener uno capa celular
completa, se descorté e medie de cultive y las célula: fueren
desprendidos con una solucién de tripsing al 0,25% en solucién
smling regulado o pH 7.5 Uno vez centrifugodos, se descortd
la tripsina y fueron fijodos con una selucién de glutoraldehido ol
4% en solucidn amoertiguodoro de fasfafe, pH 7.5 ¥ osmolaridad
de 280 mQsm/litre. Fueron fijodos, luego, en unao solucidn de
tetradxide de osmio al 1% en solucién amartiguadora similar, o pH
7.4 v aamalaridad de 380 mOam flitre’, Fueren deshidratades en can-
centraciones crecientes de etonol, incluidas en Epon 812%, v
cortoclas en un ultramicrotome KB previsto de una cuchillo de
vidrio, Fuercn coloreodos con acetaio de uronile' y gbservados
&N un mictescopio electrénico Siemeans Elmiskop 1.

RESULTADOS

Microscopia de luz,

Los nuclecs se observan redondeados, de contorno Irregular,
lo ecromating forma trabéculos finos v grupos pequefos adosades
a la membrana nuclear. Los nucléolos, infensamente tefides y de
eantorng muy bien demarcads, sen multiples; llegando o observar-
se &n una celula hasto 14 de ellos (Figs, 1 y 2.

Mieroseapia de fluerescencia.

la merfologio chservada es lo mismo arribo descrita, Lo
coloracidn  delimita perfectomente &l maoterial ribonueleice  dal
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l'l[ I, Oflalas BHK2] eelorendins oor Ghwiiga. Se obsescoan lis sdebeos
grandes y captrnlés, La cronmting forie bandes ¥ s= wlisn o I oene
Ekramn nucdenr,

Plg, ¥ Niocleo de owsn celuls BHEZL Oblisdrvese o] eonternn brcegulnr 3
M pocEEulos en sy inteslior, Celornedfno: (iliomss



desoxirribonucleice. Esta (lfimo 58 obierve de color amarllle
verdoso, dispusste en finas bondos, con cendensociones hocio
lo membrana auclear [Fig, 3], Lles nueléalas se observan onoran-
jados, por su contenido en Arido ribonucleles; a 30 dlrededor
8 Vel WnNdas '-.f"'”'lll.lr'li:‘._'a ﬂr"'l'.'-‘“”lzl'\"ll‘l'l:ll:lil:l"_' que reprasanian II:I Cro
mating osociado al nuclésla, Al iguol que con el microscoplo de
luz, se observan numerssos nucléslos en code célulo.

Flg. 8 Céluln BUK2] eoloramiln con wiarmnjade de aerlding, El nbdeleo
ventiens dis nncléolos o los conles se les observa In oroowmting asoclada
al nueléalo (N, ndeles; Ney noclésle: OrF, cromatinm).

Microscopia  elactrénica,

Al corte se cbservan los nicless pvolades (Fig, 4), cen un
conterne gue vario de celulo o célula, pers que tends a se
l”E-:’,Il.'h'.‘u. Ll envaltura fuclear musitro in'.-'qn.:;:r.nc.gne-, i,upeu'h:_'i{:-
lez v profundos, En algunas r'r'-lrrnl:n::-grn:'.:cls,, estas Gltimas pe-
nefran dentre de la matrlz nuclear labulanda gxogeradamaente ol
nucleo [Figs. 5y &), En la figura 7 se observa |o seccion transvar-
sol de una de esfas invaginaciones
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Fig. 5. Nacleo exagerndnmente deformnde por  profundas  invagina-
ciones que convergen haeln ol nocléobs, 20000 X,

Lo matriz nucleor &5 clora y la cromoting se dispone en o
periferio, adosodo o lo membrona nucleor interma. A trechos,
la cremating es interrumpida por espacios cloros gue adoptan la
forma de conales de poso hocla los pares nucleares (Figs. 7, 10y
12} Les nucléslos son grondes, bien delimitadas, Mueches de ellos
se observen adosados o lo envaltura nuclear, Lo cromating asociada
ol nucléale se chserva camo una estructura denso v periférico,
En el cuerps nucleolo: se observan las bondos de nucléelonema
iFig. 11} ademas, una parte gronular gque corespande o lg “pars
amarfa” {Fig, 8). Entré ombas estructuras existen espaciol elaros,

By de hocer notar, o ssoclocién exisiente entre |0 situacion
de los nucléoles v los invaginociores de fo membrana nuclear,
Con escosos excepciones, el nucléolo porece seor el sitio hocia don.
de convergen toles Invoginociones
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Flg. 8 Nicles do BHE2L Al Igunl que en ln anterlor flgura, s Inva-
ginaciones lobulnn ol nieloo, 20000 X,



Fig. 7. Imvnglnarions (1) tonwdas ca ¢] plane dsl sorte e diferencinn
de wna inclusian neelear, por b doble wewbena gee o redes. Lo mivin-
hrnna  glis  Wnferna  corresmEmides @ W miembmns . nonolear exieamn,
wAmM X



Fig. 8 Nacleo de BHREZL Se observan todos los eomponentes del nu-
cléolo (NI, nueliolonenu: FA, pars amorfa; Or, cromating). $0.000 X.

Lo membrana nuclear e doble, con la cisterna perinuclear
bien delimitada, Los paros nucleares son obundantes y an algunes
microfatagrafias de cortes fangencioles [Fig, 9) se ochservan da
un tomofio apreximads de BO milimicras,
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Fllt. 0, Corte tangencinl del anceles mosteands virlos [l L] L1 CUO TR R T
Dennm, 30.000 X.

Fig. 10, El noeléals esli on conlacte eon b membronn mmelesr oo traves
dit umn delgoadn enpe de cromitinn. Ohsdérvense los cnnnles oblertos en
ella hocla o membroon ooclear (Cr, erommling ), 30,000 X,

Fig, 11, Dos nueléslos bien desareolisdos, Uno en contacto con la men-
lrnna moelear, ¥ otre hwels f eentro del nbeleo. 30,000 X,



Mg 1%, Los esealts axerebonndos ss oontiafinn s los pores de b owen-
Brans muclenr, sonio <= chasrvg oo esie ecosie e orlerdselim sangencial
(OF, sromatina; P poros). 0400 X,

SSCLRSIC

B lod Otimor quirce ofies  han oposecids gron contidad
de resofes que han oniiblide o sumentar ce monsra noic-
ble los concepros sobre morfologia naclser. Fasa une rmvisién
de lo hisliegrafia ve- tof 10} Los Irvosinesiones, indentacianes,
doblecas v atran regulardodes del cordome noelaer, hor sida
clésioamants femosas coma resu'iods de ortefactos de Fjeeldn,
5n emborgo, Rose ho cemorqade, e oun detollaco estodia
de dnemicrogrotic en caontroste da foses v ciloquimico, gue
muchot Se estas formos son oredade de la activided “wcleo
Algunas celulas muosiran maovor varlacién en |2 morfe ogio nu-
clear gae ofras vy esto, posiblamente, colwcide f3n wocriocionss
en o ocivdad biokdgica especifon  Fuse y coloboraceres kan
hacne uno compaoracien 2e este Hpo. entre vorios cepos de 28l das
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woifivodas, En el miame cuitive 38 obtsenan diferentes esmdas
de acivicad; esta oseverocide pusde comobororse 3 e cempate
gl niclme d la cdlu'a Ae le fgomm 4 =20 los sbclecs de (e Figu-
‘ak 3y 4 Hoy wna estreche relocidn entre it exisiencia da las ia-
vog nadones y lo situockén de les nuzieolos. He sics demostrade
gue en lok nuclto'ss se fomra el deido rbonus eice cibosdmies
y posiblements tambidn, las riocsomay’. Ester pasen el citoplos-
Ta gor mecanismoy” hasto chiora rio bien oonozdos’. La grar aci-
wdad de sintesis que poseen esos chluios debe mtar ce'n: onoda
£09 uno gren produceide de ARM an el auclole, Ung maners
rapidc de trassporierla ol citealasmo puciers ser la de cumentar
lo supsrficia de |a membroang ruchiar, con la consiguisrie pro-
ducclén de Imvaginaciores v eeformaciones Bn sy morfciogic, En
o figura 7 se observon mes estrugiuras cue serwior  melutienes
nuclecrey; paro o presencla ce coble membrane ‘@3 izeniif co
como Invaginodored, slends o mambrona gue se chigtva mas
irferramante, la membrono nucear exterra, Las inclusicnes ci-
loplasmiticas  en el nicleo ploiden le memarmne més Interno
Estas estruciuras pessenion, ademd:, un contanide de dens dad =i.
rilar ¢ ‘o mot-iz droplosmdtiza v algunos ribosemos libres. Los
irvaginocicnes desscitas tambidn estan en cartecta cor o nu-

chaclo.

Por ofra parfe, eites: deformocicnes noelseres han sidas des
critos como coroceristicos do rdcles de g cblulos malignos®,
Ciertomente, foy cilulos 3HED), o pesor de cus pioviensn de un
“ejide oporentements rermal’, hon sufrda Lna tronsformeeide al
estabilizorse como rea celulor, Deferd y colaboradores’ hon
damxtrade, que estas célulos producen vie ato incidenca de fi
arescieemed al ter ingcu adas, gor vig swlcthrea, en gl Smater,
Croos cutores™, Indcan una varichle proporcidn de fibeosorceman
de ccverdo o o cepe ofilizooa; sic emberge, en moyer o menas
grode, tedes pracucen &l mendoneds fikredacema

El ndcles de o céhla 3HLD! presena, ol mitroscopic ce
huz, un “imere varaals de soclée’ss, censralmonts mas de dos
En una de lax mecrefeteg ation w obterva ung chlule =ar 14 ru-
cléeles |Fig. 2 El oumenta del nlmere de ruockkeles Fao osido
ralaciorads con un oumant en el nimars de eramesamas’. Sin
embarce #4e no patecs ser 8l zasz en estos células, va que woe
rizs outorss’ Fan demastrado que tenen un ndmers edpioide
de treresomas; concuve si le confiesn clerta grogg de varia
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ciones. Tal parece que o presencia de nucléolos miltiples en
estas células estd en relacién con su gran octividad biosintética.
La estructura del nucléslo estd bien conservada y corresponde o
las descripciones de Bernhard'. Lettre y colabaradores® han demas.
trado, por méledos citoguimicos v de microscopia épfica v elec.
trdnica, que el nucléolonerma es una farmacién compleja, com-
puesta de diferentes materiales, siends su esqueleto de noturoleza
cremasdmica, Lloma lo ofencién que, cvande el nucléolg se pene
en contacto con la membrono nucleor, nunca lo hace directomente
sing o trovés de uno bondo de cremating, lo cual @ su vez estd
inferrumpida por espacies claros que ferminan en la membrana
nuclear, Lo presencia de estos conoles pudiera ser debida a un
artefocto producide por el glutaraldehids, Sin embargs, no se
puede descartar o posibilidad de que estos esfructuros existan
in viva y que hoyon side preservodas por el fijader,

la irregularidod de la forma del nicles nos ha permitide
obtener cortes de erientocidn tronsversal, dende se ohservan de-
talladomente los pores nucleares. En lo cromating cercana a |a
membrana nuclear se ebservan canoles de puso, pere no se ob-
serva moterial nuclealar efravesandalas: ni tampoce en los cer-
confas de lo membrana nuclear externa. Se sabe que de alguna
monera esle moterial pasa del nucdlécle ol citoplasma, pere no
te ho encontrade una evidencic morfolégica del mecanisme de
transporte.

RESUMEMN

Se estudié lo estructura del ndcleo de las células cultivadaos
BHKZ1 utilizonde el microscople de luz, de fluerescencia v olectrd.
nico. El niclec se observd de forma lrregular con digitociones
fue penetraban profundomente en la motriz nudlear, lobuléndels
exogeradamente, Los dobleces de la membrana nuclear permi-
tieron la obtencién de cortes de erientocién tangencial, donde
se apreclaron los poros nucleares en cortes fronfales. En lo cro-
matina replegada hacla la membrana nuclear interna, se opre-
cigren conales de comunicacidn con los poros nucleares, Se en-
contréd un numere maltiple de nucléelos v se observé que, salve
&n estosos oxcepciones, tedas los invoginaciones de la envoltura
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nuelecr sa dirigicn koco el sfio de localizocidn dal nuesieals.
Sa diacute al posel de les hallarges abtericad

BN ARY

The melear swcure of 3HERT cultured eells wos studied
wita |ight, fluorescoree ond  electran mizroscopy. The nuclews
ws rrecu e In shope with desp inlalding of e nuclear anvalo:
pe which lobuloted i- ewagerotely, These irioklings ollowed us
to oktain tongential sechons where te nudear pares were cbe
sarved §n the Fontol plane, Crromatin odhesed 1 the ianer
nadear membrane showed channels fo the nuciear porss, & Tl
finle murber of ruclesll wor feurd lor each cel, ans, ‘with
faw meompeicns, + wos found that all the infoldings of the nu-
cléa sawelopas converged 'a the site of ocalizotion of the nucheo-
Ii,
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“Alpunis veess |8 ldea coalral sobre o gae se ba-
wa wia Investigoclia resmltn de lo aplicockin
teanafareaca de man susvn endon o um nieve
prinsiple gque ha sido desonlbooric en olre poaipo
El procedimisnte de ey gsaces on oasts Farng
pusedle dennminarse o wecede s CGhErsbereeia’,
Este es prolmblemente of peoceillmlents mis f4-
ell » @l qoe Bn nois Protoes, skerds o gus mds
a0 Eam on In EovesBigaclen oonm clorlo 4o .. Los
pragresams  ebntifions som tan dificiles de poose-
gulr gae pods sstrmiagema G0 Gde ser usule. .

W oL Berridge
“Fhae At of Seieniijis Trvestipeiog”
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