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estructura del ndcleolo
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El nicleolo segiin definicién de CajaL (41) es un pequefio corpiisculo
generalmente de forma redondeada, yacente dentro del niicleo como este
dentro de la celula.

Esta definicién nos llevaria a pensar que la funcién del niicleolo res-
pecto al niicleo, es idéntica a la de éste respecto a la celula, y asi muchos
autores, lo consideran como un organo de formacion constaute, vivo y de .
estructura complicada (Herrwia, Marinesco).

En cambio otros, como Hewrnuein, Hacker, PuaTner, etc.. lo conside-
ran sin estructura, sin vida y que se encuentra en el intericr del ndcleo
como una inclusion de reserva alimenticia, que se limita a disolver en los
fenomenos de carioquinesis, para sostener la aciividad de la celula en
estos mmomentos.

Por fin, para ciertos autores (Henvecuy, Lacuesse, Cuampy, etc.) creen
que no solamente seria el nicleolo organo de reserva, para contribuir a
los gastos energeticos de la carioquinesis, sino que ala vez tendria un
sefialado y activo papel secretorio.

En el nicleo hay que distinguir en primer lugar los micleolos verdade-
ros, nlicleolos plasméalicos (por-ser de reaccion parecida a la del plasma
celular) o, plasmosomas, de los niicleolos aparentes, pseudo-niicleolos, y
que FLemming y Carnoy (26) les llaman nicleolos niicleinicos o nmucleolos
cromdticos ya que tienen las mismas reacciones que la cromatina niiclear.

Esta distincién entre niicleolos verdaderos y niicleolos cromdticos, no
es tan sencilla como a primera vista parece, sino que es menester tener
| un concepto bien claro de la composicién quimica del niicleo.
| Sabemos que esta es bastante complicada, encontrando a menudo tres

o cuatro substancias proteicas quimicamente bien definidas, como son, la
nucleina o cromatina, la paranucleina o pirenina, la linina la anfipirina y
el jugo nitclear. Son de interés para nosotros las dos primeras y de
importancia secundaria las demas.

La nucleina o cromatina es la substancia quimica mds caracteristica
del nticleo, se colorea, una vez coagulada por los reactivos fijadores, con

Arxiu General de la Diputacié de Barcelona. Biblioteca




Arxiu General de la Diputacié de Barcelona. Biblioteca

2 (@7

la hematoxilina, y en general con las anilinas basicas (basiofilia), se hin-
cha en el agua destilada lo mismo que en las soluciones salinas diluidas,
y tratada por el 4cido acético diluido precipita caracterizandose entonces
por su marcada refringencia, es de reaccién dcida (de aqui su marcada
apetencia por los colorentes bésicos).

La paranucleina o pirenina de Sciwarz y ZACHaRIAS s una substancia
protéica que no falta en ningnn niicleo y se encuentra bajo la forma de
pequerias esferas que se describen con el nombre de niicleolos verdade-
ros. Sus reacciones quimicas mas caracteristicas sén, en primer lugar la
de colorearse por los colorantes dacidos (dcidofilia). Su cemportamiento
frente a las soluciones salinas diluidas o frente al agua destilada es tam-
bien notable, mientras la nucleina se hincha por la accién de estos reacti-
vos, la pirenina permanece inalterable resaltando asi de un modo mani-
fiesto en el interior del niicleo. Frente al acido acético diluido la pirenina
se hincha pudiendo volverse transparente. Es de reaccion bésica (de aqui
su marcada apetencia por los colorantes dcidos).

Estas dos substancias, cromatina y pirenina, han perdido hoy dia
mucho valor. Asi, HenpenHEIN, considera el niicleo formado de una misma
substancia quimica, la cromatina, considerada bajo dos aspectos diferen-
tes la oxicromatina y la bastcromatina. La primera se colorearia especial-
mente por las anilinas dacidas y la segunda por las anilinas bdsicas. El
niicleolo estaria pues formado de oxicromatina.

Modernamente, Poricarp (36) cree que tanto el niicleo como el proto-
plasma, estdn formados de dos elementos combinados, un dcido nucleico
rico en fésforo, deido, y una lipoproteina de caracter bdsico. La proteina
y el dcido se saturan de una manera mds o menos completa dando lugar
asi a la basiofilia o a la acidofilia.

Pero esto, seria finalmente, juego de palabras y como dice muy
bien CajaL (40) «excusamos discutir una cuestion prematura y defectuo-
samente planteada, a causa de nuestra ignorancia sobre el quimismo real,
es decir, sobre las especies quimicas contenidas en estos factores morfo-
l6gicos designados nucleina y pirenina.»

Para mayor comodidad, seguiremos llamando a estas dos substancias,
nucleina y pirenina, sin entrar en detalle de su constitucién ni estructura
quimica. La primera formard los niicleolos cromédticos y la segunda los
niicleolos verdaderos o plasmosomas.

Estos conviven en muchas celulas, y ya Levbic comprobé que en los
ovulos la mancha germinativa (nticleolo) se compone de dos corpiisculos
de talla inigual, generalmente unidos y con diferente apetencia colorante.
FLemminG dice que esta diferenciacién de los nicleolos en dos partes se
observa en los huevos de una multitud de animales, y asi describe en
Dreissena polimorpha, la existencia de una parte fuertemente refringente
y cromatica que forma una caperuza alrededor de la parte més pdlida.
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Estos pseudoniicleolos no s6n pues, més que porciones de masa cro-
matica que tienen las mismas relaciones de ésta con relacién a la linina,

En cambio los niicleolos verdaderos estén libres y no tienen ninguna
conexién con la red de linina y la masa cromatica. Esto explica los movi-
mientos y desplazamientos que puede sufrir los niicleolos en el interior
del niicleo. observados por numerosos autores NokL, PawLor (32), Pace,
May, WaLcker (39).

Estructura del nicleolo.

Sabemos bien que la estructura del niicleolo es complicada. LEvi sin
embargo, creia que estaba formado de una substancia homogénea, pero
va Rucicka (44) y HoLmaxen (20) sefialaron la presencia de unas peque-
fias esferitas en el interior del niicleolo. Simarro (45) sefiald la natu-
raleza argentdfila de estos corpiisculos y CajaL (42) aplicando su mé-
todo al nitrato de plata reducido las confirma en los nicleolos de las
celulas piramidales dando una descripcién més detallada que la hecha por
Simarro. Mds tarde TeLLo estudiando el niiclevlo de las celulas nervio-
sas medianie los rayos ultravioletas, describe en ellos una estructura .
reticular en forma ce mallas esferoidales, ocupadas por una substancia
mds transparente que corresponderia a las esferas argentofilas descritas
por CajaL. A

Esferas nucleinicas. Han sido estas confirmadas por una multitud de
investigadores, entre ellos Van Genucnten, MicnorTe, Maringsco, etc. Sén
estas esferulas muy abundantes encontrandose en ntimero de 24 a 36.
Tienen una dimensién de 0'25 a 030 », encuentranse muy espesas y
préximas de tal modo que pueden deformarse por presién mutua.

Estos granos se tifien exclusivamente por la plata coloidal y como esta
substancia solamente colorea las substancias acidofilas, vemos pues que
no corresponden a los granos basiofilos descritos por Lennossek, Magi-
Nesco, LacHE, etc. Se trata en una palabra de corpiisculos distintos.

Se ha observado que s6n capaces de sufrir variaciones de volumen en
determinados casos patolégicos. Asi, AcHucarro (1) ha observado que el
tamaiio del niicleolo aumenta a expensas de estos granos argentofilos,
haciendo la misma observacion Bages (5) en la rabia y Larora (16) describe
la hipertrofia de estas esferulas en la esfermedad de Alzheimer.

Materia fundamental. Es la ganga homogenea donde se encuentran
las esferas argentofilas.

Para CajaL (40) esta ganga estaria constituida de la misma substancia
quimica que forma parte de las esferas argentofilas, con la tinico diferen-
cia de que en estas hay de ademds una materia argentofila.

Lache (22) viendo que el niicleolo quedaba tefiido uniforme por las ani-
linas, creyé que ademads, habia una materia difusa infergranular incolorea-
ble por el nitrato de plata y coloreable por las anilinas, y una substancia
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que el llamaba concreta granular que se coloreaba por el nitrato de plata
de un modo especifico.

Modernamente se ha visto que no existia tal substancia difusa, ya que
el concepto de la accion de los colorantes, es hoy dia, distinto. Los colo-
rantes pueden actuar ya fisica ya quimicamente. Los nicleolos quedan
quimicamente coloreados con las anilinas mientras que con el nitrato de
plata o con los rayos ultravioleta quedan fisicamente tefiidos.

Vacuolas intranucleolares. En el interior del niicleolo se ven de un
modo muy claro uno o dos corpiisculos de extraordinaria refringencia y
fuertemente eosinofilos (fig. 1.2).

(Fig. 1.3,

Estos corpiisculos, al parecer de algunos autores, sén sélidos y fuer-
temente refringentes, de aqui la denominacién de corpisculos refringen-
tes de Lache que se le dan.

Se encuentran en el interior del niicleolo en niimero y tamaiio variable.
Su significacion es desconocida habiendo autor que los ha identificado a
las esferulas argentofilas de Cajac.

Otros autores sin embargo, creen se trata, no de corptisculos sélidos
sino de vacuolas intranucleolares, y los describen bajo el aspecto de es-
pacios claros, desiguales en tamafio y que muchas veces presentan en su
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interior un corpusculo de reaccién basiofila, y de naturaleza excretoria.
Son los corpiiscu.os intravacuolares descritos por numerosos investiga-
dores entre ellos Lasuru (21) en Faba vulgaris, Ninous (33) en Mercuria-
lis, WiniwarTEr (48) en la celula epitelial del canal deferente, Karuis (2) en
Vicia amphicaya, etc. La naturaleza secretoria de este corpiisculo es el
hecho mas importante de nuestros conocimientos sobre el fisiolcgismo
nticleolar.

Asi, Opata, Piarner, LacGuesse, Henneguy, Hammar, Henwy, Maziarski,
Mme. PuisaLix-Picor, Cuamey, Courrier y otros han visto salir del interior
del niicleo cuerpos niicleolares o cromdticos que, o se asocian al pro-
ducto de secrecion del protoplasma, o lo forman por si solos. Es decir, se
sabe hoy dia, que el niicleo juega un papel importantisimo en la elabora-
cion del producto secretoric. Que se une este producto, al formado por
el protoplasma y muy especialmente al formado a expensas del condrio-
ma, pudiendo muchas veces como cita Benoir (6) pasar directamente al
canal excretor.

Ademds de este activo papel secretorio, se atribuye al niicleolo un
papel de organo de reserva alimenticia que estd enintima relacién con ; :
los fenémenos de carioquinesis. Sin embargo, todavia estd muy discutido.
Mientras unos autores, entre ellos Bonner creen que hay degeneracion
de los micleolos por hipertrofia nuclear es decir, hay disolucién del .
niicleolo para que el nicleo sobrevenga a las necesidades imperiosas que
exige su division, otros, (Merzner, Hacker, Wenpr, HerTwic, FLEMMING)
creen que el niicleolo persiste durante la carioquinesis.

MEeTzNER lo observa utilizando como fijador el dcido ésmico muy con-
centrado y cree que el estudio de los nticleolos en la carioquinesis se ha
de hacer con fijacién y coloracién especial.

Del mismo parecer es Benoir (7) sirviéndose este autor del dcido fos-
fotiingstico asociado al dcido crémico y al sublimado, como fijador. Ob-
serva con esta técnica, que en un estudio mas avanzado a la profase el
niicleolo se segmenta dando lugar a niicleolales y cada uno de estos se
va juntamente con un cromosoma & las celulas hijas, donde se fusionan y
dan lugar al niicleolo hijo.

Para CajaL, todas estas formaciones (vacuolas, corpiisculos intrava-
cuolares y corptisculos intraniicleolares) no serian mds que formaciones
artificiales debidas al uso de los reactivos, y a fenomenos autoliticos que
sufre el niicleolo después de la muerte y antes de la fijacion.

Costras basiofilas de Levi. Levi (25) descubrié en los niicleolos de
las celulas nerviosas, unos corpusculos alrededor del niicleolo colocados
a modo de de caperuzas y de reaccion basiofila.

Estas costras basiofilas (fig. 2) tienen una longitud de2a 3 u y so-
bresalen del contorno niicleolar, al que abrazan como un casquete.

Lache las consider6 formadas de esferas nicleinicas,
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CajaL consiguid colorear las esferas y las costras a la vez, las prime-
ras con el nitrato de plata y las segundas con un colorante bdsico. Asi
demostré que se trataba de formaciones de distinta naturaleza. Moderna-

(Fig:28)

mente se tiende a considerar, que la costra basiofila de Levi corresponde
al niicleolo cromdtico ya descrito por FLemminG.

Corpiisculo accesorio de Cajal: Es un corptisculo que se encuentra
en el interior del carioplasma, haciendo mencion de él en este lugar,
porque al parecer se trata de un corpiisculo dependiente del niicleolo.

Es finico, homogéneo y de forma esférica, que se encuentra a cierta
distancia del nticleolo (fig. 3) de tamufio algo mayor que el de las esferas
argentofilas. Su didametro puede fijarse entre 0'5 ». y es de reaccion
fuertemente basiofila, encontrdndola con mucha constancia en casi todas
las celulas nerviosas.

LacHE cree se trata de un corpiisculo desprendido de la corona peri-
niicleolar de Levi. Pero sabemos que estas costras basiofilas no tienen
afinidad para la plate coloidal y este corpiisculo queda tefiido por este
reactivo.

Considerando el papel secretorio que =e atribuye hoy dia al niicleolo,
cabe pensar que estos corptisculos, son granos intranticleelares en via
de excrecion.
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Material y Técnica.
El material que hemos utilizado, para poner de manifiesto estas forma-
ciones, ha si-
do, trozos de
cerebro, pre-
ferentemente
del asta de
Ammon.
Este mate-
rial ha sido:
1.%, fijado en
formol al 10
O/, durante 24
horasyad0.%
2.% hemos
practicado
_ cortes por
congelacion * :
3.% colora-
cion con la
hematoxilina; B
4.° cloruro
Fig. 3.9) dezincal2%/y;
5.°, eosina.
El cloruro de zinc aqui hace el papel de mordiente oxidante, para com-
batir la accién reductora del formol y poder asi colorear con la eosina
(vedse 10),

Resultados.

Mediante esta técnica se pone de manifiesto de un modo clarisimo la
fina estructura del niicleolo. Queda teiiido éste, por la eosina observan-
dose en su interior, unos corptisculos muy refringentes y fuertemente
eosinofilos (corpiisculos refringentes de vachE, vacuolas intramicleolares,
de otros autores).

En muchos de ellos, se observa en distinto plano de enfoque que su
refringencia desaparece para ser sustituida por una marcada opacidad
covirtiendose el corpiisculo de eosinofilo en basiofilo (fig. 4). Esto nos
indica de modo manifiesto que se trata de una vacuola intramicleolar con
un corptislo en su interiror de naturaleza secretoria. Muchas veces, hemos
observado estos corpiisculos, sin estar contenidos en el interior de nin-
guna vacuola (corpisculos en via de eleminacién).

Se observan ademds, las costras basiéfilas de Levi dispuestas, como ya
hemos indicado mas atrds, a modo de caperuzas alrededor del niicleolo.
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El corpisculo accesorio de Cajal se ve también con mucha constancia
en estas celulas nerviosas. Se caracteriza por ser tnico, aislado y de
reaccién fuertemente basiofila resaltando de un modo manifiesto en la
palidez de niicleo.

Se trata de formaciones Post-mortem? — Esta pregunta es la
que se presenta en la mente de todo citélogo delante de nuevas for-
maciones. ¢Existen en vivo? ¢Serdn producto de la accién de fijadores

y colorantes?

Va Lagenore delante de los corptisculol de NissL y de las neurofibri-
llas, que es donde la discusion ha sido mas apasionada, observd, que
cuando se examina la celula inmediatamente de su extraccion, no se ve
en su protoplasma ninguna estructura que recuerde los corpiisculos de
NissL. Esto hace pensar al autor que estas formaciones no existen y si
existen tienen el mismo indice de refraccion.

(Fig. 4.9

Mavas, Maver y Scharrer (28) basdndose en unas determinaciones de
dcidos grasos y colesterina en los tejidos del cerebro de conejo, antes y
después de fijarlos, demuestran que muchos de los fijadores usados en
citologia, hacen desaparecer una mayor parte de los elementos lipodes
¢come interpretar las imédgenes asi obtenidas? Si la celula, después de
fijado su protoplasma, ha sufrido una precipitacién y una deshidratacion.
¢Que valor tienen las imagenes neurofibrilares? por ejemplo. En realidad
se puede decir que representaran el esqueleto de la celula, y ¢que valor
tendra este esqueleto después de dichas manipulaciones?

Son muchos los autores que piensan se trata de formaciones artificia-
les asi. Maringsco (29) cree que los corpisculos de NissL no existen en la
celula viva, que las neurofibrillas existen pero que tienen un indice de
refraccion parecido al del medio ambiente,
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Por lo que respecta a las formaciones niicleolares, dice MariNESCo, (5)
que con la ayuda del paraboloide de Zeiss se distingue en el interior del
nticleolo unos pequefios corpiisculos de naturaleza cromética. TELLO me-
diante los rayos ultravioleta, describe vacuolas niicleolares en muchas
pirdmides de conejo y del hombre, apareciendo como espacios claros,
refringentes, de forma circular y muy parecidos a los que se observan en
las celulas tefiidas. Describe también las costras basiéfilas de Levi, ob-
servadas en las piramides de cobaya.

WEemann (47) utilizando también las radiaciones ultravioleta ha des-
crito los corpiisculos de Nisst.,

Por lo que respecta a la accion destructiva de los fijadores, MarTENS
(32) ha comprobado que las celulas fijadas con liquido de Benda y de
Bouin no sufren alteracion celular alguna.

NotL y ManGenor (34) respecto a la accién del formol sobre los tei-
dos, har dicho, que se trataba de un excelente fijador y que conserva de
una manera fiel toda la arquitectura del niicleo.

En resumen: vemos que hay dos clases de niicleolos, unos crométicos
(falsos) y otros plasméticos o verdaderos. Que estos estdn formados de
pirenina o peraniicleina substancia de reaccién acidéfila ¥y que la estruc-
tura de estos niicleolos es complicada, existiendo sus formaciones «in
vivo» y desempefiando un importantisimo papel en los fenémenos secre- .
torios de la celula.

Laboratorio Municipal de Barcelora, Director Dr. Gonzalez.
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