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LA NUEVA CITOLOGIA

ExcM0Ss. SRES. ACADEMICOS :
SrAS., SRES. :

El vertiginoso desarrollo de las ciencias bioldgicas en estos ul-
timos afios, por la accion conjunta de bidlogos, fisicos, quimicos
y matematicos en un intenso y profundo trabajo por aclarar los
procesos biolégicos, proporciona numerosos, variados y apasio-
nantes temas para elegir en la disertacion de apertura de Curso
de esta Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales,
ante los que no resulta facil decidirse por uno u otro. El que este
afio corresponda el discurso inaugural a Ja Seccién de Naturales de
esta Real Academia, justifica que ocupe esta tribuna para exponer
un tema de biologia, cual es «La nueva citologian, que trataré
de hacer lo mas sucinta y claramente posible, aunque sea a cos-
ta de concretarme a aquellos puntos que considero mas intere
santes y demostrativos.

TEORIA CELULAR

La teoria celular ha contribuido extraordinariamente al con-
cepto actual de la biologia al atribuir a todos los seres vivos una
misma unidad de composicién. Esta nocién que hoy dia parece
evidente, tanto para el reino animal como vegetal, fue en un prin-



cipio muy combatida por ir en contra de los conceptos sobre la
vida entonces en boga.

El término de célula proviene del micrografo, fisico, médico,
ingeniero y arquitecto inglés Hooke (1665), quien denominé cé-
lulas a los alveolos de la corteza y relaciond esta estructura con las
propiedades fisicas de la misma. No obstante esta valiosa primera
observacidn, interesaba mas a Hooke el instrumento, un microsco-
pio compuesto por €l construido, que el resultado de sus obser-
vaciones. Otro notable observador del siglo xvi1, es Leeuwenhoek
que trabajaba con lupas, por él construidas con suma habilidad,
montadas en un soporte, lo que permitia enfocar bien los objetos.
Estudié gran nimero de elementos anatémicos vegetales y anima-
les, destacando entre ellos los gléhulos sanguineos y los esper-
matozoides. ‘

El microscopio compuesto, inventado a finales del siglo xvy
por Zacarias Jansen, era un instrumento muy defectuoso porque
las aberraciones de esfericidad y cromatica de sus lentes propor-
cionaban imdgenes distorsionadas y caprichosamente irisadas. No
es extrano que con todos estos defectos los bidlogos del siglo xvis
pusiesen en cuarentena las descripciones hechas por estos notables
micrografos. Ahora bien, lo que el instrumento tenia de malo
técnicamente, lo tenia de bueno y atractivo en la alta sociedad, en
la que lleg6 a estar de moda ya en el siglo xvin, mirar por el
MiCcroscopio.

El mes de diciembre de 1671 es notable en la historia de la
teoria celular por dos comunicaciones presentadas en la Real So-
ciedad de Londres. En una Grew informé sobre la presencia de
vesiculas en la epidermis v parénquima de las plantas adultas v,
en’la otra Malpighi, de Bolonia, traté de la presencia de utriculus
v saculus en la corteza de los arboles.

A finales del siglo xviir Gallini y Ackermann afirmaron que
los animales estaban constituidos por células limitadas por mem-
branas, afirmaciéon que pasé completamente desapercibida por no
encontrar eco alguno entre los naturalistas de la época.

Las escuelas filosoficas aportaron también sus conceptos de
constituciéon de la materia, v asi vemos que en 1749 Buffon espe-



cula sobre la existencia en los animales y plantas de estructuras
comunes y Oken considera que los organismos estaban constitui-
dos por partes elementales aglomeradas, que podian hacerse in-
dependientes.

Ya en el siglo x1x Dutrochet vi6 en la célula una unidad ana-
tomica y fisiologica.

Como tantas veces, la técnica contribuye con el perfecciona-
miento de los instrumentos al mejor conocimiento de las estructu-
ras. La fabricacién de lentes acromdticas por Van Deyl en 1807
y la de objetivos acromiticos en los que estaba corregida la abe-
rracion de esfericidad por Fraunhofer, proporcionaron microsco-
pios compuestos, que facilitaron extraordinariamente la observa-
ci6n precisa de las estructuras microscépicas. De esta época data
el descubrimiento del nicleo de las células vegetales, por Brown
1885 v el de las animales por Purkinje v Raschkow, quienes la de-
nominaron «guttula globosan y Valentin «nucleus». En esta época
aparece el tratado de Fisiologia vegetal de Raspail, personalidad
compleja, mezcla de politico, médico, naturalista y revolucionario,
en el que defiende que los organismos estan constituidos por célu-
las. Purkinje, el gran investigador checo, ademas de sus excelentes
aportaciones a la histologia, como son las descripciones de las
células del cerebelo que llevan su nombre y las células de Purkinje
del corazén, dio a conocer su notable Kdérnchentheorie, segin la
cual el organismo no estd constituido por cavidades, sino por es-
férulas o granos con sus nucleos. Llegamos ya al afio 1838 en el que
aparece el trabajo dél boténico Schleiden sobre Fitogenia, en el
que apoyandose en los hechos antes relatados v en otros mas, fun
da la teoria celular, que le proporciona una celebridad que no guar-
da relacién con el valor intrinseco del trabajo. Segun Schleiden e,
ntcleo o citoblasto es la primera condensacion del liquido, que con-
tiene azicar, goma v moco, que se encuentra en la célula madre.
En el mismo afio aparece una serie de articulos de Schwann, asis-
tente del famoso J. Muller, ilustre anatdmico fisidlogo v patdlogo
que contribuyvé a la formacién de hombres tan ilustres como Rei-
chert, Virchow, Du Bois-Reymond v Remak, en los que junto a
valiosos datos cito e histolégicos establece la constitucién celula:



de los orgamsmos y la identidad de estructura entre animales y
vegetales. Esta idea, que contribuyé a su fama, hizo olvidar sus
errores en lo que se refiere a la formacién de las células. Es cu-
rioso que después de este trabajo no publicase mas que un solo
trabajo original sobre la bilis, en sus 50 afios de profesor en la
Universidad de Lovaina primero y Lieja después, sin tratar nun-
ca mas de la teoria celular.

En afios posteriores se perfila la teoria celular, estableciéndose
ya que las células estan compuestas por esférulas nucleadas con
una zona solida alrededor del nicleo, que segun Purkinje se hara
cavitaria por la penetracién de liquido. A esta materia viva pri-
mordial de las células animales la denominé Purkinje en 1839,
protoplasma. Parece ser que la palabra protoplasma la tomé Pur-
kinje, antiguo seminarista, del término teoldgico protoplasta que
en la liturgia catdlica sirve para designar a Adan o primer hombre.
Otra aportacién importante fue la de Virchow, al establecer su pa-
tologia celular y que toda célula procede de otra célula, «omnis
celula e celulan. Con esto, tenemos bien establecido, en la segunda
mitad del siglo x1x, el concepto de célula con sus tres componen-
tes : membrana, protoplasma y nucleo, asi como el principio «om-
nis celula e celulan.

A partir de este momento fue extraordinaria la aportacion de
los citologos al conocimiento de la célula, tratando siempre de re-
lacionar la estructura con la funcién. El acopio de hechos aumen-
taba de dia en dia. De entonces datan las descripciones acabadas
de los organitos del citoplasma, mitocondrias, aparato de Golgi,
centriolos, etc., v del nucleo. Se sientan las bases de procesos tan
importantes como la fecundacién, mitosis, meiosis y diferenciacion
celular, tratando siempre de comprobar si las estructuras que se
veian en los preparados histoldgicos, realizados con arreglo a las
técnicas cldsicas, eran reales o artefactos producidos por la acciér
de los fijadores principalmente. En una primera época, finales del
pasado siglo v primeros afios del actual, las observaciones se ha-
cian con gran frecuencia en fresco, previa disociacién del tejido.
Después fueron cada vez mas frecuentes las coloraciones e im-
pregnaciones metalicas, en estas ultimas tienen lugar preferente
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las de la escuela histologica espaifiola fundada por Cajal, llegan-
dose a un momento en que no se podia avanzar mas por haberse
agotado todas las posibilidades técnicas. Merece destacarse, por
lo curioso, el que las observaciones en fresco de la primera época
que nos ocupa, estan mas cerca de lo que se ve en el microscopio
electrénico, que los de la segunda, salvo algunas excepciones
como son por ejemplo las mitocondrias.

Una tercera época la podemos fijar en 1930 al aislar los or-
ganitos y particulas citoplasmicos y el nicleo para determinar
la composiciéon quimica de los mismos por la aplicacién de los
diversos métodos fisicos y quimicos que disponemos. Si se me-
dita sobre la pequefiisima masa de las células, del orden 107° gr.
en humedo y de 2 x 107" gr. en seco se comprende las dificui-
tades de su determinacion analitica. Ya no importan, para deter-
minados trabajos, la integridad de la célula ; se entra de lleno en la
citologa submicroscépica, en la que si en algin momento se olvidé
de la morfologia, pronto vuelve a ella para tratar de localizar los
procesos descubiertos en las estructuras en que se realizan.

Se trata de tender un puente que cubra el abismo que separa-
ba a bidlogos y bioquimicos. Los nuevos hallazgos en virus y ma-
cromoléculas han salvado esta distancia al proporcionar a los pri-
meros como objeto de estudio, las particulas de virus, como ele-
mentos pequefios adhesivos y a los Ultimos las macromoléculas
de los acidos nucleinicos.

Los nuevos hallazgos llevan consigo la necesidad de crear de
nominaciones que expresen su significacién, y asi tenemos ahora
los nuevos términos de biologia cristalina, biologia molecular, mo-
lécilas infecciosas, herencia infecciosa y enfermedades wmolecula-
res, que corresponde a uno o varios descubrimientos. En las cien-
cias bioldgicas hay cuatro términos magicos (Horsfall) que son -
acidos nucleinicos, genética, inmunologia y virus. Los primeros,
con las caracteristicas que luego mencionaremos, son los respon-
sables de la continuidad de la vida. La genética se ocupa de la he-
rencia y su variacion. La inmunologia de las respuestas del hues-
ped a minimas diferencias en la estructura quimica, respuestas
imunoldgicas que son tanto mas finas cuanto mejor distinguen en-
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tre lo «propio y lo ajenon, «Self and non-self» de Burner, que no
es otra cosa que discriminar las diferencias en la fina estructury
quimica de las sustancias, cuya sintesis estd bajo el control de
los genes y, por ultimo, los virus que tienen una constitucién
mas simple y algunos de ellos cardcter infeccioso, que ha dado
lugar a la ahora denominada herencia de caracteres adquiridos.
Los virus se consideran como vehiculos para la transmisién de in-
formacién genética al incorporarse al genoma de las células hues-
ped, que se altera al recibir el nuevo material genético. - Estos
ejemplos explican el inesperado agrupamiento de disciplinas que
hace poco parecia tenian poco en comun e incluso eran considera-
das como completamente distintas. En realidad se trata de la con-
currencia para aclarar un determinado problema, por lo general
muy complejo, con todos los medios que el hombre dispone para
atacarlo. La moderna biologia aparece asociada con las ciencias
fisicas y matematicas, y sus perspectivas son tan amplias v atracti-
vas como las de la fisica moderna o la astrondutica.

Los descubrimientos de La Gue y de Bye sobre la difraccion
de los Rayos X v la aplicacién de las técnicas de difraccion al es-
tudio de las estructuras bioldgicas hecha por Herzog, hace poco
mas de seis lustros, han iniciado un extraordinario avance en el
conocimiento de las estructuras macromoleculares de los compo-
nentes de los tejidos y contribuido a aclarar la estructura intramo-
lecular de las proteinas. hidratos de carbono, acidos nucleinicos v
otras susfancias complejas. .

Los criterios morfoldgicos clasicos han sido rebasados v lo
que antes eran sdlo granulaciones o particulas sin estructura, como
la mitocondrias, se han transformado en estructuras bien organi-
zadas, con dispositivos morfoldgicos claros, en los que es posible
localizar con precisién determinados sistemas enzimaticos.

Pasando a estructuras citologicas mas pequefias tenemos el
microcosmos protoplasmicos de las particulas, que al aislarse v de-
terminarse su composicion y actividad quimica, han sefialado mor-

10



fologicamente los sitios de la célula productores de energia, asi
como el lugar de las biosintesis citopldsmicas. Todo este nuevo,
dificil y complejo mundo de lo ultramicroscépico, se resume en la
citologia analitica que requiere el concurso de fisicos, quimicos,
bioquimicos, biofisicos, bidlogos y morfélogos, para resolver el
problema de la vida celular.

La morfologia detallada de los componentes celulares y el ana-
lisis de su composicién quimica, parece haber limitado la signifi-
caciéon bioldgica, pero ha hecho falta mucha paciencia, esfuerzo
y precisién para resolver los complejos problemas que llevan con-
sigo. Es indudable que estos hallazgos proporcionan la base de una
proxima etapa, en la que serd facil establecer la relacién de la fun-
ci6én fisiolégica con la interaccién de los grupos quimicos y dife-
rentes componentes de los sistemas protopldsmicos. La regula-
cion de la actividad de un gene por otro, el control genético de la
sintesis de los enzimas ; el control reciproco de la sintesis de DNA,
RNA y proteinas, asi como los mecanismos de realimentacién en
los sistemas enzimaticos, son problemas que cada vez se conocen
y precisan mejor.

En otra etapa, mds avanzada, se estudiardn los mecanismos
que regulan la automatizacidou de los procesos bioldgicos en un
orden determinado.

La construccidn de relojes bioldgicos para determinar la regu-
lacién temporal de los procesos bioldgicos son nuevas rutas en la
investigacion citoldgica en particular y la biologica en general.

De los cuatro grandes instrumentos que emplea la 6ptica fisica,
el microscopio, espectroscepio, la cdmara y el telescopio, los citolo-
gistas emplean para sus estudios los tres primeros. Indudable-
mente el microscopio destaca entre los tres, tanto por su historia
como por el gran papel que juega actualmente en su versién elec-
tronica, en morfobiologia.

I.a microscopia electrénica ha proporcionado en 135 afos tal nd-
mero de hechos, sobre todo en citologia, que es necesaria una re-
visién de la misma v nos atrevemos a decir que incluso exige, en
- parte, el olvide de la citologia vy la histologia clasica para conocer
bien la nueva.
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Pasemos revista, aunque sea rapidamente, a las aportaciones
proporcionadas por la aplicacién de nuevos métodos al estudio de
la célula.

CITOESPECTROFOTOMETRIA

Los métodos de preparacion del material para los estudios ci-
tofotométricos es distinto del que se emplea en la citologia clasica,
por ser también diferentes las circurstancias y caracteristicas que
deben reunir el material en uno y otro método. En la morfocito-
logia se fijan las estructuras y son tanto mejores los fijadores cuan-
tc menos madificaciones producen en las células. Ademas, es co-
rriente el empieo de colorantes e impregnaciones metdlicas para
aumentar el contraste entre las diferentes partes de las células o
tejidos. En el andlisis fotométrico no interesan estas circunstan-
cias ; lo importante es que el fijador no coloree el tejido, aunque
se tifia intencionadamente para que puedan realizarse extracciones
quimicas o digestiones del mismo, y, por dltimo, reducir al mini-
mun las diferencias de los indices de refraccion de los elementos
de la célula o tejido. Es obvio que para reunir estos requisitos hay
que sacrificar la morfologia celular, y asi vemos que en el método
para el estudio de las nucleoproteinas, la fijacién en alcohol acé-
tico destruye las mitocondrias, la cromatina aparece como grumos,
en lugar de aparecer dispersada por todo el nicleo, y se pierde
gran cantidad de granos de cimigeno. El proceder mejor para
llenar las exigencias de la morfologia y las del andlisis de las nu-
cleoproteinas, es congelar los tejidos a la temperatura del nitroge-
no liquido, fijar en etanol y después desecar. Con este proceder
la fijaciéon del material es excelente y pueden probarse en él todas
las tinciones y pruebas de extraccién y digestién de las técnicas
para nucleoprotelnas. Hay que advertir que la fijacién es Sptima
solo para las nucleoproteinas y aquellas sustancias que se alteran
por el alcohol, por no disolverse en los procesos de hidratacién,
coloracion, ete. Otras sustancias, por el contrario, como los lipi-
dos, pueden desaparecer con esta fijacion.

En la citologia clasica hace falta dominio de la técnica v gran
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experiencia observadora para poder enjuiciar acertadamente lo
que se ve. Desde el punto de vista del fundamento quimico
de las coloraciones e impregnaciones metalicas, sabemos realmente
poco, a pesar de los detenidos estudios que se han hecho.

En las medidas fotométricas de los preparados histolégicos el
mayor inconveniente es que hay que crear métodos que puedan ser
empleados en rutina y proporcionen resultados reproducibles en
manos de cualquier investigador que guarde todos los requisitos
en su realizacién.

La morfologia clasica reconstruia el proceso morfolégico des-
pués de haber estudiado las células en fases sucesivas del mismo
en distintos preparados. El resultado final, en realidad, era un
valor medio correspondiente a células que tenian aparentemente
el mismo aspecto.

De todas las técnicas que emplea la citologia analitica es quiza
el analisis cuantitativo de absorcién con ei espectroglicina, el que
mds se usa, por darnos la posibilidad de expresar en valores obje-
tivos las diferencias del color natural o de las tinciones y pruebas
que se emplean por los cito e histoquimicos para la localizacién de
las sustancias en las células. Las comparaciones visuales tienen
un valor muy limitado para resolver las cuestiones en las que es-
tan afectadas las variaciones de la concentracién y volumen celu-
lar, pero donde las condiciones quimicas v fisicas son favorables,
el analisis de absorcion permite, sin dificultad, obtener datos de
los que puede calcularse la cantidad relativa de sustancias absor-
bentes, en una gran variedad de concentraciones.

Svift determiné el acido nucleinico en el DNA en nucleos es-
féricos, en los que habia diferencias de concentracién del mismo,
entre las mas altas v bajas, del orden de veinte. Esto ha sido po-
sible con el microespectrofotémetro, aparato hoy indispensable en
todo laboratorio que se ocupa de la cito e histologia normal o pa-
tolégica. :

Otro punto de gran importancia es el papel que juega la mi-
croespectrofotometria visible en los estudios fisiologicos y bioqui-
micos que tratan de localizar en las células los componentes qui-
micos v su relaciéon con las funciones celulares. Con frecuencia
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estos estudios tropiezan con el inconveniente de que el gran nd
mero de células de la muestra dificulta la determinacién del valor
medio de estos componentes en las células. Un ejemplo aclarara
esta dificultad. Si los bioquimicos tratan de determinar el valor
medio del nicleo de diferentes tejidos de un animal, encontramos
que coinciden en que la cantidad de DNA es la misma. Este dato
<e interpreté en el sentido de que era constante la cantidad de
DNA de cada nucleo, conclusién a todas luces incorrecta porque
en la muestra analizada habia algunos millones de nucleos, algunos
de los cuales podrian contener poco o nada DNA. La microes-
pectrofotometria de nucleos aislados demuestra que estos contie-
nen poco DNA, del oden del 10 al 15 9,, en marcado contraste
con la gran cantidad de proteina, que puede variar en una magni-
tud una o dos veces mayor.

En el futuro la microespectrofotometria podra aclarar muchos
problemas de las complejas uniones de las sustancias celulares y
proporcionar preciosos datos sobre el grado de polimerizacion,
naturaleza y extension de las nucleoproteinas, de acido ribonuclei-
nico o el niimero y tipos de grupos libres, acidos o basicos, de una
gran molécula.

CITOMETRIA ULTRAVIOLETA

La primera vez que se empled con éxito el analisis fotométrico
en histologia fue en el estudio de la absorcién ultravioleta natural
por los 4cidos nucleinicos y proteinas. Caspersson, empled el mé-
todo fotografico con un iluminador monocromatico y un micros-
copio con dptica de cuarzo, para obtener curvas de absorcion de la
cromatina del nucleo celular. Por la forma de la curva pudo de-
mostrar que la marcada absorcién ultravioleta de la masa nuclear,
conocida desde la primera aplicacion del microscopio de cuarzo en
1904, era debida, probablemente, a su contenido en acido nu-
cleinico

Este hallazgo esta en relacion con lo que ya se sabia de la cro-
matina, que por definicién es la sustancia del ntcleo que se tifie
con los colorantes basicos, por la basofilia de los acidos nuclei-
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nicos. El descubrimiento de Caspersson no fue tomado en consi-
deracién por otros contemporaneos suyos, como Wyckof y Ebe-
ling, que se ocupan también de la microscop’a ultravioleta. Los
discipulos de Caspersson han seguido trabajando con técnica ul-
travioleta y, después de varios perfeccionamientos de la misma,
han proporcionado valiosos datos acerca de la localizacién v meta-
bolismo de las nicleoproteinas én las células e influenciado en la
orientacion de las investigaciones de bioquimicos, fisidlogos y ci-
télogos.

El estudio citométrico e Caspersson fue un andlisis cualitati-
vo, en el que se sirvié de la forma de la curva de absorcién de la
luz ultravioleta, para determinar la distribucién de los dcidos nu-
cleinicos y proteinas v la proporciéon de aminoédcidos bdsicos v
acidos. El método no discriminaba los dos principales tipos de
acido nucleinico, desoxipentosa y pentosa, si bien tedricamente
se admitiese que estaban distribuidos distintamente en la célula,
predominando el DNA en la cromatina.

La microespectrofotometria visible, ademas de lo indicado an-
tes, puede emplearse en citologia, para la comparacién objetiva de
pruebas y coloraciones, para la estimacién quimica de los compo-
nentes de cada célula y para aclarar la naturaleza de los complejos
quimicos intracelulares y estructura molecular, por medio del ana-
lisis de las curvas de absorcion.

El mayor esfuerzo en la citologia, con microespectrogratia
visible, ha sido elaborar un método de absorcidn cuantitativo, de
una pequeiia regién de célula o tejido, con objeto de completar los
resultados del analisis bioquimico de érganos y tejidos y granitos
celulares, tratando de tender un puente que cubra la separacion
entre los hallazgos de la citologia fotométrica y los morfoldgicos.

. La reaccién de Millon, realizada por éste en colaboracién con
un bioquimico, tuvo, en principio, dos finalidades : una, determi-
nar la pérdida de proteina durante el aislamiento de nicleos celu-
lares para el andlisis clinico ; otra, sustituir una prueba de extrac-
cion diferencial e histona y proteina para el método ultravioleta
de Caspersson, por una determinacién de histona, que segin han
demostrado Misky v Collister, no tienen base quimica.



El analisis citofotométrico, con la reaccion de Millon, de nd-
cleos fijados de manera que no perdiesen las proteinas, se com-
paro con la composicidn de los micleos de los cortes de tejidos fija-
dos después de haber sido lavados con solucién salina fisiolégica,
como se hace en el método del acido citrico para el aislamiento de
niicleos, comprobandose que en este ultimo proceder habia una
pérdida de proteinas de un 75 por 100.

Los resultados obtenidos con la reaccién de Millon coinci-
den, en general, con los referidos por Caspersson y colabora-
dores, cuando emplearon las curvas de absorcién de ultravioleta
para determinar ias nicleoproteinas nucleares. Estos hechos han
dado lugar a que Collister y Leuchtenberguer hallan llegado a la
conclusion que el micleo, que durante mucho tiempo se ha carac-
terizado por su basofilia y reaccién nuclear como el sitio prefe-
rente y de mavor localizacién intracelular del acido nucleinico, con-
tiene una concentracion de proteina muy alta, comparable a la del
citoplasma. :

Las técnicas de absorcidn visible aplicadas a los estudios celu-
lares han dado un brillante resultado con los estudios cuantitativos
con la relacion de Feulgen para el acido nucleinico desosipentosa
Aqui existente amplios puntos de contacto entre las citometria
y el andlisis bioquimico. El hecho mas convincente ¢s que unas
veces han sido proporcionados los hechos, primero por los bioqui-
micos y otras por los citometristas, como es el caso de la rela-
cion 1 : 1, entre el contenido medio de DNA y el nimero de
cromosomas, proporcionado por los primeros, y el descubrimien-
to de que la sintesis de DNA tiene lugar en la interfase, propor-
cionado por la citometria.

Empiricamente se ha demostrado que la reaccion de Feulgen
puede usarse actualmente para estimaciones relativamente cuanti-
tativas de DNA en tejidos de un animal y muy posiblemente en
el mismo tejido de distintas variedades de animales. En otras
palabras, el valor k para el DNA de la reaccién de Feulgen, per-
manece constante en la nucleoproteina en una amplia variedad
de nucleos, lo que permite una estimacién relativa de su cantidad
v concentraciones. Este resultado anima a continuar el esfuerzo
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por conseguir métodos empiricos para la apreciaciéon de otros gru-
pos quimicos celulares y procurar aparatos, técnicas y analisis foto-
métricos que permitan precisar las variaciones biologicas celulares
a niveles relativamente bajos. ’

Muy recientemente se ha comenzado a usar la citofotometria en
el espectro visible, para el estudio de los complejos quimicos intrace-
lulares y de la estructura molecular. La reaccién del acido peryo-
dico de Schiff se ha estudiado en una gran nimero de polisacaridos
de células y tejidos, comparando las curvas de absorcion con los
modelos de sustancias extraidas. Las curvas de absorcion de los
polisacaridos esterificados (con sulfato de condroitina), estan muy
influenciadas por las proteinas asociadas, en contraste con las de

polisacaridos, que son muy semejantes a las de los modelos con
sustancias puras.

MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASES

Se debe al fisico holandés Zernike el desarrollo de la teoria y
practica del método de microscopia con contraste de fases. En un
principio interesd a los telescopistas, no manifestando mucho en-
tusiasmo los bidlogos. Realmente la mejor aportacién a la citologia
de esta técnica ha sido la de comprobar en material vivo las es-
tructuras que ya se conocian por el microscopio de luz aplicando,
como es natural, las técnicas de fijacién corrientes en la técnica
microscopica usual.

Sin la realizacién del microscopio electrénico es ficil que la
microscopia de fases hubiese sido méis empleada; no obstante,

tiene sus aplicaciones, en lo que se refiere, como ya hemos indica-
do, al estudio de las céiulas v tejidos vivos.

MIcrROsCOPIA DE INTERFERENCIA

L.a interferencia, empleada durante muchos afios para me-
dir el indice de refraccién de las sustancias, particularmente li-
quidos v gases, es un método de gran sensibilidad vy seguridad.
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Sorprende que no se hayan empleado los métodos interferométri-
cos en el trabajo microscopico. Si bien hace afios que se conoce
la microscopia poi interferencia, es recientemente cuando se han
conseguido insirumentos muy perfectos que permiten observacio-
nes precisas.

Ambrose y colaboradores, del Instituto de Investigacioses
«Chester Beatty», son de los que mas han contribuido al desarrollo
de técnicas apropiadas para la observacién con este tipo de mi-
croscopio y proporcionado gran numero de datos hasta ahora
desconocidos.

Davies ha revisado los distintos métodos que existen para el
empleo del microscopio de interferencia en la medida de masas
secas en las células vivas. Michitson, Passano y Smith, han
perfeccionado el método de interacién dptica con un sistema de
registro, consiguiendo excelentes resultados en el estudio de una
sola célula en crecimientc de la levadura Schizosaccharomyces
Pombe. La técnica por estos autores desarrollada tiene el incon-
veniente de que no puede usarse cuando las células producen una
retardacion de la fase en su imagen de interferencia mayor de
0,15 gamas. Recientemente, Ambrose y Bajer, han dado a cono-
cer un nuevo método, por el que se puede hacer un registro continuo
en la masa seca y concentracion de varios constituyentes de una
célula durante el ciclo mitético.

En sus experimentos han empleado el endospermo de la planta
Leucojum aestiveum L. En las condiciones experimentales en
que se realizd el estudio pudieron comprobar, que durante la pro-
fase aparece una zona clara alrededor del nucleo. Esta zona se
desarrolla al principio muy lentamente, y en una segunda etapa
su formacién ¢s bastante rapida (de veinte a cuarenta minutos).
Cuando la zona clara esta bien formada, tiene lugar la ruptura de
la membrana nuclear, el desarrollo del huso y la formacién de la
placa metafasica. Hacia el final de la anafase comienza a aparecer
una region interzonal entre los dos juegos de cromosomas, forman-
dose un fragmaplasto, y, por ultimo, los dos niicleos hijos.

Los cromosomas juegan un importante papel en la formacién
de la zona clara. En algunos grupos se han observado protusiones
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en el citoplasma y que la zona clara se formaba alrededor de éstas.
Las dimensiones de la zona clara, asi formada, dependen del mate-
rial cromosomal de la protusién. Durante la segunda fase de la
formacién de la zona clara, disminuye el volumen del 5 al 10 por
100, lo que hace pensar que el material nuclear contribuye también
a su formacién. Por el microscopio de interferencias se ha de-
mostrado que la masa seca por unidad de superficie de los cro-
mosomas aumenta progresivamente durante la profase hasta la
segunda fase de la formacién de la zona clara. Cuando ésta
esta bien desarrollada, la masa seca por unidad superficial de los
¢romosomas disminuye considerablemente, aunque los cromoso-
mas estén ligeramente contraidos en longitud y aumentados en
diametro. Esto indica que los cromosomas segregan algin mate-
rial que puede contribuir a la formacién de la zona clara y posible-
mente a la del huso. A

Otra aplicacién de la microscopia de interferencia ha sido para
estudiar el mecanismo de 'os movimientos de las células en la for-
macién de los tejidos durante el crecimiento y desarrollo. Las in-
vestigaciones de Ambrose y Eati han hecho posible registrar ci-
nematogréﬁcémente, con el microscopio de interferencias, los
mecanismos de locomocién, principalmente dos. El primero, co-
nocido como movimiento ameboide, se inicia por una expansion,
en forma de seudopodo, en el extremo principal de la célula, al
que fluye el citoplasma posteriormente. La expansion de la mem-
brana va acompafada de un proceso de contraccién localizado en
la extremidad posterior de la célula o ameba, en el caso de que
se realiza la investigacién en ésta. E! movimiento es muy pro-
bable se deba a un exceso de presién momentdneo del extremo
principal de la célula.

‘En el mecanismo segundo de locomocién, no son necesarios
la expansién de la membrana y el fluir del citoplasma. El movi-
miento se produce por ondulacién de la membrana en una gran
parte de la superficie celular. En las peliculas en color, tomadas
con el microscopio de interferencia, las ondulaciones parecen mar-
char desde el extremo principal de 'a célula hacia el nicleo. En
los estudios realizados con fibroblastos v células epiteliales de
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mamiteros, se han podido comprobar también ondulaciones simi-
lares de la membrana celular. Merece destacarse el hecho, ya

conocido en histologia e histopatologia, de que las células se unen
y desunen frecuentemente.

Al establecerse el contacto entre dos células tiene lugar una
adhesién en el punto de contacto de las membranas ; cesa la on-
dulacién del extremo principal de la célula y queda fijada, aunque
sea temporalmente, la unién de ambas células. A estas dos células
pueden unirse otras que presenten ondulaciones en su membrana.
Cuando la célula se mueve en la misma direccién se originan ten-
siones en el punto de contacto de las células, que, a veces, son lo
bastante fuertes para romper la adhesion entre ellas. El desarrollo
del tejido y el numero de contacto entre las células aumenta hasta
un momento en que cesan los movimientos de las membranas
y se hace estable la adhesion entre las células. Se ha estudiado
también en los tumores, concretamente en el sarcoma, el movi-
miento de las células tumorales y comprobado que existe una
diferencia entre ellas y las células conjuntivas de las que derivan,
que consiste en que estas ultimas son capaces de emigrar por mo-
vimientos ameboides y ondulatorios, pero sin que las adhesiones
entre las células sean estables. Ademds, los fibroblastos normales
son capaces de moverse libremente sobre la superficie de las célu-
las tumorales sin que se produzcan adhesiones entre ellas. Estos
hechos indican que en la transformacién de una célula normal en

tumoral tiene lugar una disminucién de la adhesividad mutua de
las membranas celulares.

Lo expuesto acerca de las células sarcomatosas se ha compro-
bado también er las de los tumores epiteliales.

Este importante hecho bioldgico ha dado lugar a una serie de
trabajos encaminados a determinar, por métodos fisice-quimicos,
las. propiedades de las membranas. De esta manera se ha demos-
trado que la transformacién tumoral de una célula va acompafiada
de un aumento de las cargas negativas superficiales y que corren
paralelos el aumento de estas cargas de la célula con las propie-
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dades anaplasicas de la misma. Ademds, conforme aumentan las
cargas negativas disminuye la adhesibilidad de las células, que
depende de una proteina giobular del material intercelular.

MICROESPECTROSCOPIA CON LUZ ULTRAVIOLETA

La produccién de las grandes casas de dptica de objetivos de
cuarzo monocromaticos, asi como el suministro de fuente de luz
monocromatica de ultravioleta de alta intensidad, dio lugar al des-
arrollo de técnicas apropiadas para el estudio de células y tejidos
en material vivo o fijado, pero sin tefiir, que presenta grandes
ventajas sobre la microscopia de luz en los estudios de determina-
das caracteristicas de las células. Las primeras tentativas hechas
para valorar criticamente la significacién quimica de la absorcién
selectiva de Juz monocromatica ultravioleta en los tejidos tuvieron
poco éxito. Aunque Smakula y Laser dieron a conocer que la
absorcién maxima en varios tejidos es de 260-280 my, el reco-
nocimiento de la utilidad de estas técnicas de absorcién se hizo
cuando Caspersson public5 su monografia sobre este problema.
Después ha ido creciendo constantemente, y hoy dia constituye un
cuerpo de doctrina perfectamente reconocido : la citoquimica de
microabsorcion cuantitativa, empleando la absorcién de energia
radiante no sélo en el medio ultravioleta, sino también en las fre-
cuencias de infrarrojo, visible y rayos X.

CITOAUTORADIOGRAFIaA

El empleo cada vez mayor de los isdtopos radioactivos en bio-
logia han encontrado también aplicacién en los estudios citoldgicos,
con el perfeccionamiento de las técnicas radioautograficas. Las cé-
lulas o tejidos que contiene un radioisdtopo se colocan en contac-
to con una emulsién fotografica, en las que las particulas del isoto-
po produce una imagen de la zona radioactiva del objeto. Des-
pués de revelada fotograficamente la emulsién, afectada por el
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objeto radioactivo, puede examinarse directamente o con el mi-
croscopio de luz. El método hace posible relacionar la pre-
sencia o ausencia de un cuerpo marcado y las caracteristicas nor-
males o patoldgicas del material estudiado.

La aplicacién de los isétopos radioactivos al estudio del me-
tabolismo intermediario del organismo, por medio de sustancigs
marcadas con ellos, sintié pronto la necesidad de saber el sitjo
exacto en el que se fijaban dichas sustancias. La introduccién en
1947 por Pelcke, en el afio siguiente por Boy y Williams, del
método de autoradiografia, permitié determinar con gran pre-
cision en qué células y partes de ellas se localizaban los isétopos
radioactivos. Muchas cuestiones de la localizacién del metapo-
lismo en las estructuras se han solucionado con los autoradiogra-
mas. Asi tenemos en la escuela de Biichner que Oehlert ha es-
tudiado el metabolismo proteico por la inyeccién de aminoacidos
marcados radiactivamente, sobre todo, con leucina marcada con
tritium H-3, llegando al resultado que en determinadas clases de
células existian en la misma intensidai los tres diferentes acidos
aminados, por él empleados. La presencia de estos acidos amina-
dos es especialmente intensa en aquellas células que sintetizan
los fermentos digestivos de naturaleza proteica, como son las cé-
lulas principales de la mucosa del cuerpo del estémago.

Las células nerviosas toman en diferente cuantfa los ami-
noacidos marcados con isdtopos radioactivos ; habiéndose podido
demostrar que las distintas células nerviosas del cerzbro tienen
un metabolismo proteico de muy diversa intensidad. Las que Io
tienen mas intenso son las células de Purkinje del cerebelo y las
ganglionares de la corteza cerebral, principalmente las del asta
de Amon. Existe una correlacién entre la intensidad con que
fijan las células los 4cidos aminados y su sensibilidad a la inhibi-
ci6on de la respiracion celular. Biichner y colaboradores se han
ocupado de este tema y obtenido resultados que coinciden con lo
expuesto. _

En el metabolismo del nicleo juega un importante papel el acido
ribonucleinico, como lo demuestra que el aporte de cistidina H-3,
que es un componente del Acide ribonucleinico, se acumula se-
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lectivamente en el nucleolo, del cual pasa al citoplasma y, por
ultimo, el nuevamente formado y todavia marcado acido ribo-
nucleinico pasa totalmente al citoplasma, no siendo ya demostra-
ble en el nucleolo. Estas experiencias demuestran la exactitud
de la observacién de Cassperson obtenido por medio de la micros-
copia ultravioleta, segun las cuales el RNA se forma en el nucleo,
se condensa en el nucleolo y pasa después al citoplasma, en el que
controla la sintesis proteica.

Crto £ Histoguiaica

La Cito e Histoquimica es uno de los campos en los que actual-
mente se trabaja mas, tanto en histologia normal como patolégica.

La histoquimica trata de identificar la localizacién intra o in-
tercelular de algin componente quimico, o la actividad enzima-
tica caracteristica de un determinado tejido. La mayor parte de las
veces son estudios cualitativos y en pocos casos se intentan deter-
minaciones cuantitativas con el empleo de pruebas y tinciones es-

“pecificas. Asi tenemos, la demostracién de los mucopolisacdridos

en las células glandulares, la de heparina en las células cebadas
y la de la fosfatasa alcalina en el epitelio renal. Cuando estas sus-
tancias son relativamente abundantes, la citofotometria es el pro-
cedimiento ideal para determinar su cantidad. Ahora bien, cuando
estan en muy pequefia proporcion, entonces es necesario, para que
puedan demostrarse microscopicamente, concentrarlas en peque-
fios granos. :

Por lo general, a los histoquimicos no parecen interesarles
aquellos componentes quimicos de las células, que, por su cantidad,
color .y localizacién, atraen mas la atencion de los histélogos. Tal
ocurre con los acidos nucleinicos v proteinas. Esta circunstancia
ha hecho decir a Gomori, buen conocedor de la histoquimica, a
cuvo desarrollo ha contribuido extraordinariamente con sus tra-
bajos v creacién de nuevas técnicas, que la demostracién de las
sustancias proteicas no tiens una gran importancia en histoquimica
por ser componentes unipresentes en todas las células.
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Lo que interesa actualmente en la histoquimica son las deter-
minaciones cuantitativas de los principales componentes del ci-
toplasma. Uno de los que con Gomori y Pearse han contribuido
mas el desarrollo de la histoquimica es Lison, que trabaja actual-
mente casi exclusivamente con métodos citofotométricos.

A primera vista parece que debe existir una estrecha relacién
entre histoquimicos y analistas bioquimicos, porque unos y otros
pueden aprovechar los hallazgos reciprocos para relacionar las lo-
calizaciones en las células realizadas por la histoquimica con los ha-
llazgos de los analisis en homogeneatos de tejidos y 6rganos. La
realidad es que entre los dos grupos hay muy poco contacto y que
los histoquimicos confian sdlo en sus resultados, preocupandose
poco de los hallazgos que les proporcionan los quimicos, hasta el
punto de que es frecuente no encontrar en los trabajos de histo-
quimica dato alguno sobre la comprobacién quimica analitica de
dichas sustancias en el material estudiado.

MicroscoPia ELECTRONICA

a estructura de la célula proporcionada por el microscopio
electronico es bastante diferente de la que hasta ahora se consi-
deraba tipica. Bien es verdad, que persistentes sus tres partes
fundamentales : membrana, citoplasma y nicleo, pero tan cam-
biadas en su estructura Intima que hace necesario renovar la
idea que de ella teniamos si queremos apoyvar nuestras nuevas
observaciones en los hechos recientemente adquiridos.

Aunque siempre ha dominado la citologia el concepto dina-
mico de la estructura, tratando de relacionar forma y funcién, de
la membrana se tenfa una idea morfolégica bastante rigida, al
considerarla como una zona externa que limitaba vy aislaba, a
modo de muralla, o poco menos, el citoplasma y nicleo del exte-
rior. La M. E. ha demostrado que la membrana no es una cu-
bierta lisa, sino todo los contrario, se invagina una y otra vez en el
citoplasma, llegando incluso a poner en relacion el medio exterior
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con el nucleo,. por lo mencs con la membrana externa de éste.
Ademas, el fendmeno de pinocitosis, por el que se establece un
intercambio entre la célula y el exterior, es auténticamente un fe-
némeno de membrana.

En cuanto a la membrana nuclear se ha descubierto con la
microscopia electrénica que no limita y reviste el nicleo de un
modo continuo, sino que existen poros a través de los cuales se
continua el nucleoplasma con el citoplasma.

La estructura del citoplasma se ha aclarado extraordinaria-
mente, v asi vemos que se encuentra ocupada por un sistema ca-
naliculo-vesicular, conocido como reticulo endoplasmatico, for-
mado por canales y vesiculas limitados por membranas, que con-
tienen en su interior una sustancia endoplasmdtica. Entre el sis-
tema canalicular hay una sustancia o matriz poco diferenciada.
Adosados el reticulo endoplasmatico, existen unos granos de
RNA, los ribosomas, que condicionan la basofilia del citoplasma
y constituyen junto con el reticulo endoplasmatico, el ergasto-
plasma, ya denominadn asi por Garnier.

Por ser las mitocondrias las que mejor se conocen de los or-
ganitos citoplasmicos, nos limitaremos a glosar su estructura y
funcion.

Desde que Benda, en 1902, las tifié con violeta de cresilo, se
ha admitido la presencia en el citoplasma de unos granitos deno-
minados mitocondrias. Hasta los trabajos de Palade con el mi-
croscopio electrénico, se desconocia su fina estructura y que en la
célula es el organito mas importante del metabolismo celular. Mor-
folégicamente presentan una doble membrana, que es lisa en su
contorno externo, formando en el interno una serie de pliegues
o crestas transversales, constituidas por dos capas de proteina, se-
paradas por una doble capa de moléculas de lipidos. El nimero,
forma y disposicién de las crestas, como el de a mitocondrias, va-
ria en las células de los distintos tejidos. Si importante fue el des-
cubrimiento de la estructura, es mucho mas el de su funcién. En
las crestas mitocondriales se encuentran los sistemas polienzima-
ticos (Palade), que segin las investigaciones realizadas por
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los colaboradores de Biichner, v. Deimling, Méllert y Dus-
pire, en las fibras musculares cardiacas, se distribuyen electiva-
mente en las Idminas de las mitocondrias, faltando en la mem-
brana externa. Para Biichner, la inhibicién de la aerobiosis
de la célula muscular cardiaca, tiene lugar por la inhibicién de la
fosforilasa localizada en las mitocondrias. La demostracién de la
misma se ha hecho por v. Deimling, Molbert y Duspire, em-
pleando fosfato-1 glucosa, como sustrato, y plomo-Il-ion, como
revelador. La liberacion del fosfato por la fosforilasa facilita la
formacién del fosfato de plomo, que se ve bien en el microscopio
electrénico. La fosforilasa se encuentra en la capa externa de las
crestas mitocondriales.

Por dltimo, vamos a ocuparnos del nucleo, limitandonos a
glosar algunos problemas muy de actualidad de los cromosomas,
a cuyo conocimiento han contribuido sensacionalmente en estos
ultimos afios, tanto los citogenetistas como los bioquimicos.

CROMOSOMAS HUMANOS

El desarrollo en estos ultimos cinco afios de las técnicas de
cultivo de tejidos y de analisis citogenético por aplastamiento,
permite trabajos en rutina del cario e idiograma humano.

Las células somaticas de los animales superiores son «diploi-
des», por constar de dos series o juegos completos de cromoso-
mas. Existen también células con numeros multiplos de pares de
cromosomas, las células poliploides, asi como otras en las que el
nimero de cromosomas no es multiplo del diploide, conocidas
como heteroploides, que son aneuploides cuando el nimero he-
teroploide de cromosomas varia en las distintas células somaticas.

Hasta hace poco no se ha determinado con exactitud el nu-
mero de cromosomas de las células humanas, por haberse calcula-
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do sélo estadisticamente de datos deducidos de la herencia. La vi-
sualizacién y recuento de los cromosomas realizados hoy con re-
lativa facilidad, ha permitido a Tjio y Levan, en 1956, fijar en
46 el nimero de cromosomas somdticos del hombre, en lugar
de 48 admitidos hasta entcnces. Painter, en 1921, aunque pro-
puso que el ndmero de cromosomas de las células somaticas del
bre era de 48, insinué va que podria ser 46.

Los trabajos posteriores de Ford, Hamerton, Chu y Siles
y otros citogenetistas, confirmaron el trabajo de Tjio y Levan, y
demostraron que no habia variaciones en el numero v forma de
los cromosonas de las células de los distintos drganos del cuerpo,
excepto la diferencia entre los cromosomas X e Y. Por el cariotipo
de una célula somdtica se pueden tipificar los cromosomas de un
individuo o de una especie. Cuando los cromosomas se presen-
tan diagramaticamente, ordenandolos por tamafios y tipos, se tra-
ta de un «idiograman. Al principio, cada citogenetista ten‘a su cla-
sificacion v era frecuente el confusionismo entre ellos. Para evitar-
lo, tuvo lugar una reunién de citogenetistas en Denver, en la que
se fijaron las caractertisticas cuantitativas de los cremosomas mi-
téticos humanos, estableciendo siete grupos, sirviéndose de tres
parametros para identificarlos : 1.° La relacién de la longitud de
un cromosoma a la longitud total de un juego haploide de cromo-
somas incluyendo el X, esto es, 22 autosomas mas un cromoso-
ma X ; 2.° la relacién de la longitud del brazo mas largo al mas
corto, midiendo los brazos desde el centrémero a los extremos del
cromosoma, y 3.° la presencia de satélites. Por los centréomeros se
clasifican los autosomas en mediano-meta y terminales o acrocén-
tricos. En el grupo primero, se incluyen los autosomas nime-
ros 1-2-3, en el segundo, 4-5 v en el tercero del 6 al 12, inclusives ;
a este grupo pertenece el cromosoma X ; en el cuarto, 13-14, en el
quinto, 16-18 ; en el sexto, 19-20, v en el séptimo, 21-22. Los cro-
mosomas X-Y son aparte.

Desde un punto de vista clinico, el estudio cariologico ha per-
mitido separar cuadros clinicos como los sindromes de Turner o
disgenesia gonadal con 45 cromosomas y XO de caracterizacién
sexual ; el de Klinefelter, caracterizado por esterilidad, microorqui-
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dia, ginecomastia, retardo mental y aumento de gonadotropinas en
la orina. La cromatina sexyal es positiva en los varones y los cro-
mosomas sor 47, con un componente sexual XXY. El sindrome
de seudohermafroditismo masculino con téstes feminizantes, con
cariograma 46/XY cromosomas, por lo que genéticamente son
masculinos. Otra forma de deficiencia mental es el mongolismo,
con cariotipo con 47 cromosomas por trisomia del nimero 21. Por
ultimo, mencionaremos el sindrome Morgan o distrofia mesoder-
mal, en que si bien el nimero de autosomas es normal, se apre-
ctan en el cariograma numerosos satélites.

.

CROMATINA SEXUAL

La cromatina sexual es un signo caracteristico de los nicleos fe-
meninos en interfase en los seres humanos y en algunos animales.
Es raramente visible en las células masculinas. La cromatina sexual
permite establecer el dimorfismo sexual de los nicleos en dichas
especies. La cromatina sexual es un corpusculo plano convexo, si-
tuado junto a la membrana nuclear. Algunas veces aparece en for-
ma de acimulo redondo o angular y rodeado de un halo claro, que
lo hace mas conspicuo. A veces hay varios y otras no se ve en
todas las células pertenecientes al sexo femenino.

Fue descrito por primera vez en 1949 por Barr y Bertrdn, de
Londres, en las neuronas motoras del nicleo hipogloso del gato.
Posteriormente se ha demostrado el dimorfismo sexual del nicleo
en las células de diversos tejidos de 41 mamiferos. Hoy dia, se
emplea para su demostracién la biopsia de la piel, descrita por
Moore, Graham y Barr, en 1953 ; la mucosa bucal v los leuco-
citos neutrofilos

La cromatina sexual o corpusculo de Barr habia sido visto
antes por los citologistas, pero no habian relacionado su pre-
sencia con caracter sexual alguno. En 1909 Cajal describié con
gran detalle el nicleo de las células nerviosas de varios mamiferos,
mencionando la presencia en el nicleo de una masa perinucleolar,
que denominé corptisculo basofilo, el cual sélo era visible algunas
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veces en el nucleoplasma. En otros casos, el corptsculo de Barr
esta enmascarado por gruesos granulos de cromatina en los nu-
cleos de ambos sexos, por lo que no es posible establecer el di-
morfismo sexual de los nicleos.

La aplicacién diagndstica de la cromatina sexual ha sido em-
pirica, hasta que se ha desarrollado y perfeccionado el cario e idio-
grama. A partir de 1959 se han realizado estudios con objeto de
relacionar la cromatina sexual, facil de demostrar, con los cromo-
somas sexuales. El resultado de estos estudios es, que es posible

establecer una relacién entre ambos cuando en el cariograma hay
mas de dos cromosomas X.

Como regla general tenemos que, el nimero de cromosomas X
es uno mas que el de corpusculos de Barr en las mismas células,
esto es, a un nédulo de Barr corresponden en el cariograma com-
plejos cromosdmicos sexuales XX, XXY, XXYY, XO. A célu-
las con dos corpusculos de cromatina sexual, cariogramas de XXX,
XXXY, y al de tres nédulos cuatro cromosomas X. Esta relacién
entre el nimero de nédulcs de Barr y el de cromosomas X aboga
en favor de que los cromosomas extra son cromosomas X, y que
la cromatina sexual representa un cromosoma X sencillo, con hete-
ropicnosis positiva.

CITOLOGIA MOLECULAR

Un hecho trascendental fue la demostracién de la actividad bio-
légica de los dcidos nucleinicos, mas concretamente la del DNA.

Basandose en el trabajo de Heidelberge sobre los polisacari-
dos capsulares de los diferentes tipos de neumococo, Avery Mac-
Leo y Mc Carti (1944), consiguieron la formacién de capsulas en
un neumococo rugoso con acidos desoxiribonucleinico DNA, de
un tipo capsulado heterdlogo. En estos experimentos, el DNA
altamente polimerizado de un neumococo capsulado tipo 111, afia-
‘dido a un cultivo en pleno crecimiento de neumoco tipo 11 no cap-
sulado, inducia la formacién de neumococos capsulados de tipo T11.
En los neumococos transformados se introducia a un nuevo ciclo
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metabdlico por la accién del DNA adicionado, que conducia a la
formacién de polisacéridos capsulares tipo I1I.

La posibilidad de transformacién de un tipo de neumococo en
otro, ha hecho posible modificar y transformar la resistencia a
los antibidticos de los diferentes neumococos. 1.a ampliacién a otros
gérmenes de estos resultados ha abierto nuevas posibilidades en la
terapéutica antibidtica y quimioterapica.

En los dltimos afios ha tenido lugar un gran avance en el co-
nocimiento del importante papel que juegan los acidos nucleinicos
en la biologia de las células vivas. Ahora estd completamente cla-
ro el control que ejercen en muchos procesos fundamentales de la
vida.

Los acidos nucleinicos estan formados por nucledtidos, cada
uno de los cuales estdn formados de una base pirica o pirimidica,
un azucar pentosa y un grupo fosfato. Algunas veces se refieren a
los monofosfatos nucleétidos, siendo un nucleésido el producto
de condensacién de una pentosa y una base. En el dcido ribonu-
cleinico (RN A). el azicar es la ribosa, y las bases principales : Ade-
nina (A), Guanina (G), Citoxina (C) y Uracilo (U) ; los nucleéti-
dos que lo forman estan unidos uno a otro por uniones de fosfato,
que unen el dtomo de carbdn 5 del aziicar de un nucledtido al ato-
mo de carb6n 3 del azdcar del nucledtido siguiente en la secuencia.

El 4cido desoxiribonucleinico (IDNA) esta compuesto por nu-
cleétidos unidos similarmente por ésteres de fosfatos ; el azicar es
de 2-desoxiribosa y las bases principales son adenina, guanina, ci-
tosina y timina. El DNA consta de dos cadenas de polinucledtidos
unida una a otra por uniones de hidrégeno entre la adenina de una
banda y la timina de !a banda opuesta, y entre la guanina de una
banda y la citoxina de la opuesta. Hay muchas pruebas en favor
de que estas bandas de nucledtidos estén dispuestas en forma de
espirales trenzadas, segin demostraron Watson y Crik (¥) en 1953.
El peso molecular de DNA es por !o menos de seis millones v la

(*1 Estando en prensa este discurso les fue otorgado el Premio Nobe! de Me-

dicina 1962,
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molécula contiene no menos que veinte mil nucledtidos en un largo
y delgado filamento o bastén espiral. La variedad en que pueden
combinarse las bases en la cadena de nucle6tidos es enorme, pero
las uniones hidrégeno las dispone de tal manera que la secuencia
del nucledtido en una cadena determina automaticamente la secuen-
cia en la cadena complementaria. Esto tiene consecuencias de gran
importancia en el proceso de replicacién de la molécula de DNA.

Hoy dia esta bastante aclarado el mecanismo de la sintesis del
DNA en la célula, principalmente por los trabajos de Kornberg v
sus colaboradores, quienes descubrieron que el enzima polimerasa
DNA necesita como sustrato el trifosfato desoxiribonucledsido de
las cuatro bases principales (1960). Este sistema enzimatico re-
quiere al principio una simple banda de DNA, que puede obte-
nerse «in vitro» calentando una solucién de DNA hasta que las
dos bandas que lo forman se separan, y enfriando rapidamente
para que no se recombinen. Después se forma una nueva cadena,
por el enzima, sobre esta primera banda, con la eliminacién de
pirofosfato morganico de cada trifosfato que es atacado ; esta
nueva banda o cadena es un complemento exacto del original.
Desde que la primera banda se obtiens por la separacién de las
dos bandas espirales trenzadas originales de DNA, el resultado
final es la produccida de dos nuevas espirales dobles, cada una
idéntica al original. El enzima polimerasa es dnico en determinar
las direcciones de un patrén y reproducir fielmente la disposi-
cién de las bases en él. Aunque la experiencia se realiza «in vitro»,
en un sistema enzimdtico libre de células, hay evidencias de que
en la célula viva se verifique la replicacién segin el mismo pro-
ceso. A pesar de no saberse bien el mecanismo por el que se
separan las dos espiras del modelo, una de la otra, hay datos que
hablan en favor de «que cada espira permanece intacta durante
el proceso de replicacion. La mayor evidencia se ha obtenido por
un experimento muy original planteado y realizado por Mesel-
son vy Sthal (1958), quienes fueron capaces de demostrar, que el
‘DNA marcado con el isétopo N-15 {DNA pesado), podria se-
pararse facilmente del DNA, que contiene N-14 ordinario (DNA
ligero), por medio de la técnica de la ultracentrifugacion fracciona-
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da a alta velocidad. Por ello, hicieron crecer la E. coli en un
medio con N-15 como unica fuente de nitrégeno, hasta que el
DNA de todas las pruebas contenia'sélo N-15. Después se pu-
sieron las células en un medio que contenia sélo N-14, analizando
las celulas de cada generacién. Las células que contenfan DNA
original formaban una sola banda de DNA pesado. Las células de
la primera generacion presentaban una sola banda DNA de den-
sidad intermedia entre pesado y ligero. La de la segunda genera-
cion dieron DNA intermedio y ligero en igual cantidad. En las
generaciones siguientes aumenta el DNA ligero, pero también
hay DNA intermedio. Estos hechds concuerdan perfectamente
con la hipétesis que durante la replicacién las dos bandas de la
molécula DNA actian como un par de patrones complementarios,
siendo transmitida intacta cada banda a la generacién siguiente.

Finalmente, confirmaron Meselson y Sthal, que cuando se ca-
lienta el DN A se rompen las uniones hidrégeno, se separan las dos
bandas y puede obtenerse, por centrifugacién fraccionada, una
banda pesada y otra ligera, segin era de esperar. La informa-
ci6n genética llevada en el DNA esta representada en la secuencia
en la que los diversos nucieétidos se disponen a lo largo de la
banda de DNA ; el ndmero de posibles combinaciones es extra-
ordinario. El DNA se localiza exclusivamente en el nicleo, ma-
nifestandose la informacién bajo la forma de proteinas diversas,
incluvendo los enzimas de la célula sintetizados en el citoplasma.
El lazo de unién entre el DNA y el mecanismo de sintesis de la
proteina en el citoplasma es el RNA.

SINTESIS DE LAS PROTEINAS CITOPLASMICAS

Hotchkiss (1960) ha establecido que la informacion genética
de la estructura de las proteinas esta codificada en forma de se-
cuencias de nucledtidos en el dcido desoxiribonucleico (DN A). Se
admite que las secuencias de nucledtidos en el DNA controlan
la formacién y estructura de las protefnas por intermedio del RNA
v que por esta via las secuencias de nucledtidos son las portadoras
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de los mensajes genéticos. Entre los trabajos dedicados a demos-
trar este aserto destaca, por lo ingenioso, el de Josse y colabo-
radores {1961), quienes se valen del sistema polimerasa DNA para
determinar las frecuencias de los 16 pares vecinos mas préximos.
El DNA examinado se emplea como «cebo» para el enzi-
ma polimerizante purificado. Uno de los cuatro desoxiribonucled-
sido 5’trifosfato, p. e., el deoxiguanosina trifosfato, se marca con
fosforo radioactivo, que es retenido en el nuevo polinucledtido, el
cual, posteriormente, es degradado en 4 desoxiribonucledtidos
3'fosfatos, por los enzimas adecuados. El fésforo radioactivo apa-
rece fijado no en el nucledtido original deoxiguanosina, sino en
los vecinos inmediatos que le proceden en la cadena. La distribu-
cion de la radioctividad entre los cuatro nucledsidos 3’fosfafatos
indica la frecuencia relativa con que preceden a la deoxiguano-
sina.

La sintesis de la proteina en las células se realiza en los ribo-
somas o particulas ribonucleicas del citoplasma (Zamecnick, 1960)
La localizacién en dos sitios separados espacialmente en la célula,
el DNA codificado en el nicleo y el RNA en el citoplasma, de los
acidos nucleinicos que intervienen en la sintesis proteica citoplas-
mica, ha planteado el problema de como puede verificarse el con-
trol a distancia de la sintesis proteica. Para solucionar este asunte
se admite que la sintesis proteica se verifica por la informacién
genética transferida a los ribosomas por moléculas de acido ribo-
nucleinico (RN A), sintetizados bajo el control del DNA. El RNA,
asi formado, serviria coma patrén para la formaciéon de nuevo
RNA, que controlaria la agrupacién de aminoacidos en cadenas
de polipéptidos especificos.

Hoy dia se sabe que en la sintesis de la proteina intervienen por
lo menos tres tipos distintos de RNA : 1.°, el ribosomal ; 2.°, el
RNA mensajero, v 3.°, el RNA transfer aminoacido.

Estos tres RNA celulares se diferencian bien por su tamafio,
composicion, metabolismo y funcién.

1. RNA ribosomal. Por el método de difraccion de los
rayos X se ha demostrado en los ribosomas de la E. coli y en el
RNA extraido de ellos, que el RN A vy las proteinas presentan una
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gran independencia estructural, estando el RNA parcialmente ple-
gado en una estructura espiral doble, que no esta alterada en las
particulas intactas. Estas moléculas de RNA contienen pequeiias
regiones espirales dobles, formadas por la mitad aproximadamen-
te de los nucledtidos, en los que estan las bases emparejadas, co-
mo en el DNA, a saber: adenma-uracilo y guanina-citosina (Wat-
son v Crick, 1953).

2. RNA mensajero. La aportacion de la informacion ge-
nética a los ribosomas se verifica por intermedio de una pequeiia
fraccion de RNA muy activa, inestable y de vida corta, demos-
trada con isotopos radioactivos (Monod, Jacob y Gros, 1961),
que es la que les lleva el mensaje genético del DNA, por lo que
se denomina RNA mensajero, y que se forma sobre el patron de
DNA nuclear, del que se pelaria o desprenderia para pasar al
citoplasma. Una vez llegado a éste, el RNA mensajero serviria a
su vez de patrén para la formacion de mas RNA.

Ademas de este RNA de alto peso molecular, hay otra forma
de bajo peso molecular, que es soluble (s RNA), que sirve de
transfer en la sintesis de las proteinas citoplasmdticas.

Ochoa, nuestro compafiero de Academia, sostiene, con sus
colaboradores, la existencia de dos sistemas de biosintesis del
RNA. Uno dependiente del DNA nuclear y otro citoplasmico
que requiere RN A como patrén en lugar de DNA. En favor de
esta hipotesis tenemos la demostracién en las bacterias de una
RNA polimerasa que sintetiza poliribonucleétidos bajo el control
de DNA, de manera que la composicion y secuencias de los nu-
cledtidos en los poliribonucleétidos sintetizados estan directamente
relacionadas con las del DNA que sirvié de «cebo».

El aislamiento de una RNA polimerasa, lo han conseguido el
ano pasado Weiss v Nakamoto del Micrococus lisodetkticus. Este
enzima requiere DNA como «cebo», y los trifosfatos de ade-
nosina, citidina, guanosina y uridina como sustratos, para formar
un poliribonucleétido con una relacién de bases similar a la del
DN A modelo, en la que la timina esta reemplazada por uracilo. El
analisis de las secuencias vecinas mds préximas del poliribonu-
cledtido sintetizado demuestra que las secuencias de los nucleéti-
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dos son distintas cuando el DNA «cebon es diferente Parece ser
que este enzima es el responsable de la sintesis del RNA mensa-

jero y del traslado de la informacion genética de DNA a la forma
funcional RNA.

3. RNA transfer-amiodcido. la existencia en las células
de una fraccién RNA con la dnica propiedad de unir dcidos ami-
nados (Hagland, Spehenson, Scott y otros), ha proporcionado
la base para explicar el mecanismo de la formacién y estructura
del complejo RN A-acidos-aminados.

El mecanismo de formacién y estructura de los complejos-ami-
no-acidos-RNA, es el siguiente : Cada compuesto aminoacil-RNA
es formado por un enzima amino-dcido especifico, que activa el
grupo carboxilo del amino-acido, formando, en primer lugar, un
complejo aminoacil-adenilato y después el correspondiente com-
plejo amino-acil-RNA. Cada aminacido se une por el grupo car-
boxilo al grupo ribosa-hidrosil de un residuo terminal de acido
adenilico, en una cadena especifica de RNA. )

Otro enzima, el enzima transfer, proporciona la transferencia
del aminoacido amino-acil-RNA a los péptidos sintetizados en las
particulas ribosomales.

Después de haberse demostrado que la sintesis de proteinas
citoplasmicas estd regida por el RNA, se plantea la cuestion de
como tiene lugar el agrupamiento de los acidos aminados en poli-
péptidos, o dicho de otra manera, por qué mecanismo se verifica
la sintesis proteica.

Ochoa hizo una aportacién extraordinaria a la solucién de este
problema, al conseguir la formacién de un polimero de ribopolinu-
cleétido por el enzima «polinucledtido fosforilasa», aislado por él
del Azotobacter cinelandii, incubando el enzima con el difosfato de
5’-ribonucledsido, en presencia de Mg**, demostrando asi, por
primera vez, el mecanismo bioldgico que interviene en la forma-
cién de los polinucledtidos. Por esta extraordinaria aportacion se
le concedié el Premio Nobe! del afio 1959, junto con Kornberg,
antes citado.

La trascendencia de este trabajo de Ochoa se apreria con toda
claridad en la serie de trabajos dedicados al estudio de la incorpo-
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racién de los acidos aminados en un sistema E. coli en presencia
de polinucledtidos sintetizados por el enzima «polinucledtido fosfo-
rilasan de Ochoa.

Speyer, en colaboracién con Ochoa y otros, ha demostrado
que la incorporacién de los acidos aminados en el sistema E. coli
mencionado, esta condicionada por copolimeros compuestos de
1-2-3 0 mas polimeros. Asi por ejemplo, el polimero U (4cido uri-
dilico) rige la incorporacién de la fenilalanina —asi como la hacen
también los polinucledtidos UC, UA y UG. Con los polinucleé-
tidos compuestos de tres acidos, de los cuatro dcidos fundamenta-
les : wridilico (U), guanilico (G), adenilico (A), cit‘dilo (C), se
consiguen incorporaciones de varios dcidos aminados Asi tene-
mos que las tripletas de UAC, UCG y UAG regulan la incorpo-
racién de 11 dcidos aminados, entre los que estan cistefna, leucina,
fenilalanina, tirosina, etc. Falta por determinar la ordenacién en la
secuencia de los componentes de este Cédigo triple, denominado
también de «tres letras» para mds facilidad, para todos los dcidos
aminados excepto para la fenilalina.

Nirenberg y Matthaei han obtenido el polipéptido polifenilala-
nina adicionando acido poliuridilico, esto es, un RNA en el que
todas las bases son uracilos, a un sistema, sin células, que puede
sintetizar proteinas. Este hecho supone que la fenilalanina esté re-
gida por una secuencia de uracilos, que para Crick serfa una tri-
pleta U. U. U. de uracilos.

Segun lo expuesto, la clave o cédigo, no superponible, de un
acido aminado es un grupo de tres bases, o multiplo de tres, menos
probable, cuya secuencia hay que leer en un orden determinado a
partir de la base primera de la tripleta. Como no hay sefial alguna,
al no haber «comas» que las separe, puede tomarse como primera
base equivocadamente una que no lo es y hacer incorrecta la lec-
tura de las «tripletas». Cuando un 4cido aminado esté codificado
por mas de una tripleta, se habla de cédigo degenerado.

Si fuese posible sintetizar polinucledtidos, "cualquiera que sea
el procedimiento, quimico o enzimdtico, con secuencias total o par-
cialmente determinadas de antemano, con las que obtener polipép-
tidos especificos, se entraria de lleno en el estudio experimental.

36



del problema de la codificacién, que podria estar resuelto en poco
mas de un afio, si se comprueba que !a realizacion del cddigo de
atres letrasn es la misma en toda la naturaleza.

Locus GENICOS

El control genético de la sintesis de los enzimas es comtn a
los microorganismos y otros sistemas vivos. No obstante, dada
la facil manipulacién y posibilidades de estudio de las finas estruc-
turas genéticas en los microorganismos, es en éstos en los que se
han realizado la mayor parte de las investigaciones sobre este
tema. Quiza la generalizacion mejor establecida sea el trabajo de
estos ultimos afios sobre la estructura del gene. Hoy estd com-
probado que las mutaciones que afectan a la estructura primaria,
esto es, a la secuencia de aminoacidos de una simple cadena sen-
cilla de polipéptidos de una proteina, tiene lugar siempre en el
mismo segmento o locus, muy reducido, del cromosoma. A este
segmento del cromosoma se le denomina gene estructural.

Gene estructural.-~La mayor parte de los casos bien estable-
cidos de genes estructirales se deben a las observaciones de efectos
sobre las propiedade; de los enzimas mas que a la estructura del
enzima proteina. Es evidente genéticamente, que la mutaciéon en
un gene estructural puede tener lugar en sitios muy diferentes,
segun demuestra la genética. De los estudios de las propiedades
de los enzimas se daduce que cada mutacién produce un efecto
caracteristico diterente, manifestado por la clase de enzima pro-

ducido.

Boner y colaboradores (1960) han sido capaces de localizar
el gene tryp-3 en el hongo Neurospora crassa. Parece ser que las
mutaciones que dan lugar a la pérdida de la capacidad para cata-
lizar la reaccién de fosfato de indol-glicerol y serina, respectiva-
mente, tienden a acumularse en extremos opuestos del mapa gé-
nico. Mientras que las mutaciones que eliminan toda actividad
enzimatica lo hacen en una posicion intermedia. Es probable que
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la molécula del enzima contenga regiones funcionalmente diferen-
tes, determinadas por distintas partes del gene.

Los muy diferentes efectos producidos por la mutacién en la
actividad del enzima hidrogenasa glutamica en el Neurospora cra-
sa, demuestran también el aserto anterior.

La actividad del enzima se comprueba por la direcciéon de la
reaccion, que puede ser en dos sentidos, siendo la reaccion que
sintetiza el glutamato la mds sensible y veloz. En una serie de
11 mutantes, que requieren nitrogeno alfa-amino para el creci-
miento normal, se ha demostrado que son todas mapeables en un
segmento muy corto del cromosoma ; en el quinto grupo de unio-
nes, que se conocen como locus de aminacién, no aprecidndose en
ellas actividad de la sintesis del glutamato.

Una de las curacteristicas mas acusadas de los sistemas
de represién e induccién de enzimas es que los nimeros de
enzimas relatados en secuencia en un ciclo metabdlico, estin
a menudo sometidas a un control unitario cuantitativo. Esto es,
existe una unidad que coordina los enzimas controlados por una
serie de genes estructurales intimamente asociados, que se deno-
mina Operon, segin han propuesto Jacob, Perrin, Sanchez y

Monod (1960).

El Operon es, por tanto, una unidad genética que rige la
funcion coordinadora v control de un grupo de genes que determi-
nan los enzimas de un ciclo de biosintesis. Por lo general se ad-
mite que el control se ejerce por un represor producido por un
locus regulador espe-ifico, que actuaria sobre un determinado sitio.
'Como ejemplo podemos poner el R-try, en el caso de la sintesis
del triptofano.

Se supone que advacente a cada Operon hay un gene especial
el operador, cuya funcién consiste en combinar con la sustancia
represora, para asi conmutar la actividad de todo el segmento en
un sentido o en otro.

La accién del represor en los enzimas puede ser en un lugar
distinto para cada gene. Una mutacién sencilla que pro-
duzca sensibilidad en el represor, puede afectar sélo a uno de los

38



gefies y a un enzima de la serie, que al faltar interrumpira la
cootdinacién y la accién conjunta. Otro mecanismo supone que
hay un péptido comin a todos los enzimas de la secuencia. La
mutatién de este locus llevaria consigo la insensibilidad al repre-
sor, Que en este caso afectaria a todos los enzimas del sistema.

Coh esto damos por terminada la exposicién concisa y a todas
luces ihcompleta de !a nueva citologia. Los que vivimos la citolo-
gia cldsica tenemos que variar nuestro concepto de la célula y olvi-
dar muchas cosas para sustituirlas por otras; pasando por la
experiencia de que es mas dificil olvidar que aprender.

Mucho celebraré que este modesto trabajo estimule a los jo-
venes biblogos en sus investigaciones y sea pronto realidad la
aportacion espaiiola a esta novisima rama de la biologia. Para ello
es imprescindible que se les proporcionen todos- los medios de
informacién y trabajo necesarios, con espiritu realista, superando
con generosidad la penuria que predomina en los medios cien-
tificos.

He picuo
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