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AISLAMIENTO . JV SITU DE NUCLEOS DE CELULAS HELA
(INSOLATIGN IN SITU OF HELA CELLS NUCLED
por

MANUEL BUSTOS RUIZ vy BALBINA MORALES REDONDO*

Introduccion.

Desde hace algunos afios es conocido que ciertos detergentes no 10nicos son ca-
paces de solubilizar las estructuras citopiasmaticas de células que crecen en mono-
capa en un cultivo de tejidos.

En nuestro laboratorio estudiamos la dindmica y funcionalidad de las intru-
siones de la membrana nuclear en células Hela, por ello nos interesa aislar nitcleos
para observar si dichas estructuraz se mantienen al eliminar la interaccion nuicleo-
citoplasma.

Por otro lado, la técnica empleada supone un gran ahorro de tiempo, asi como
una menor manipulacion del material de estudio. con lo que se evita en mayor grado
la introduccion de artificios en la estructura nuclear.

Revision bibliografica.

Leduc vy Wilson (1959) realizaron a microscopia electrénica un estudio sobre
inclusiones intranucleares en higado de raton y en su hepatoma. Observaron que
una dieta que contenga bentonina da lugar a invaginaciones de la membrana nuclear
y comprobaron histoquimicamente que el contenido de dichas inclusiones es de
origen citoplasmadtico.

En 1963, Bernhard y Granboulan estudiaron fa ultraestructura de los nucleos
de varias células cancerosas y observaron que las invaginaciones que contactan con
el nucleolo pueden representar vias de intercambio nucleo-citoplasmatico.

En un trabajo sobre ultraestrucura nuclear de células Hela, Blondel y Tol-
mach (1964) observaron diferencias morfoldgicas entre los ntcleos en fase G1 y S.
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También Nawa (1968) ha puesto de manifiesto que las diferentes concentra-
ciones y distintos tipos de suero ejercen un efecto variable sobre la morfologia nu-
clear de células Hela. :

Kellermayer y “Josbt (1969} realizaron un estudio de la ultraestructura de
varios tipos de ndcleos de células en cultivo de tejidos, mediante técnicas de polan-
zacion Optica y no observaron ninguna invaginacion de la membrana nuclear con el
uso del fotomlcroscopm

Estos mismos autores en 1975, ponen a punto la técnica de aislamiento de
nucleos, en cultivo de células, mediante el empleo de detergentes no idnicos.

Marerial y mérodos.

Se cultivaron células Hela en medio de Eagle suplementado con 10 p. 100 de
suero fetal bovino, estéril e inactivado. Se emplearon cultivos de 48 horas que ha-
bian crecido en frascos T-15 y tubos de Leighton.

Despues de este tiempo se decantd el medio y las monocapas se lavaron dos
veces sucesivas con P. B.S., v a continuacion se afiadio de forma esténl una solucion
de Triton-X-100 al 0,1 p. 100 en liquido de Hanks (pH 7,13). En estas condiciones
se mantuvieron los frascos durante una hora y quince minutos, a una temperatura
de 20°C. Posteriormente se decantd la solucion de Triton, se afladié P. B. S. para
efectuar dos lavados, v luego se llevaba en medio de Eagle a 37°C.

Las observaciones y fotomicrografias se realizaron con un microscopio inver-
tido Nilkon, bajo contraste defases brillante.

Resultados y discusion.

Desde el momento del aislamiento de los nicleos hasta su total lisis, transcu-
rria un periodo de 60 dias. Durante este tiempo la morfologia nuclear fue sufrien-
do cambios que pasamos a describir.

A las dos horas después de haber procedido al aislamiento. Ia mayoria de los
nicleos quedaban perfectamente adheridos al fondo de los frascos de cultivo y con
la morfologia caracteristica ovalada. Algunos presentaban restos citoplasmadticos
contiguos y en comunicacion con la membrana nuclear (figura c, flecha).

A diferencia de lo observado por Kellermayer y Jobst (1975); segiin los cuales
las estructuras citoplasmaticas se solubilizan después de 20 minutos del tratamiento
con detergente, nosotros hemos necesitado un tratamiento de mayor duracidén, po-
siblemente debido al'pH empleado -

Después de 24 horas de mcubacmn se observaba como en las mom)CApas nu-
cleares™, algunos nicleos adoptaban formas mds o menos irregulares y otros dismi-
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nuian notablemente su tamano. constituyéndose en formaciones muy densas de
cromatina (figura d).

El comienzo de lisis nuclear comenzaba a observarse transcurridas 48 horas
desde el aislamiento. En este mismo momento se observa una alta elevacién en el
porcentaje de nicleos de didmetro reducide (figura d).

A partir de entonces, los cambios morfoldgicos que aparecen son los mismos
que enunciamos anteriormente, si bien el ritmo de aparicién de procesos liticos y
la condensacion del nucleoplasma se hacen notablemente mds lentos, de forma gra-
dual, hasta los 60 dias (figura e). En este tiempo sélo quedan algunos nicleos muy
dispersos, pobres en cromatina, de forma mds o menos esférica y adheridos aun en
el frasco de cultivo.

Segin Nawa (1968), la aparicidn de células Hela binucleadas y multinucleadas
(fendmeno que se considera como un proceso degenerativo), se ve influido nota-
biemente por la concentracién de suero y por los dias de incubacion del cultivo,
de tal forma que una concentracién del 10 p. 100 produce un aumento en la fre-
cuencia de tales células al tercer dia de incubacion y un descenso paulatino a partir
del cuarto dia.

Se puede establecer un paralelismo entre los resultados expuestos por Naway
los obtenidos en nuestra experiencia. ya que la secuencia del proceso degenerativo
de los nicleos aislados comienza aproximadamente en el mismo momento en que
aparece el aumento en la frecuencia de células binucleadas, al emplearse la misma
concentracion de suero.

Las observaciones al microscopio optico, hechas por nosotros, no posibilitan ni
resuelven, creemos. la identificacion de invaginaciones ¢ intrusiones de la membrana
nuclear, bien porque desaparezcan en los nucleos aislados, bien por un poder reso-
lutivo escaso. Estos resultados no coinciden con las imagenes obtenidas mediante
el microscopio electrénico por Leduc y Wilson (1959).

También hemos de indicar que aparecen procesos de fragmentacion nucleolar
y que algunos nucleolos establecen contacto con la membrana (figura ¢), de acuer-
do con lo que observaron Blondel y Tolmach (1964).

Dicho contacto no sélo ocurre en la célula entera, sino que Ejermanece durante
algunos dias en los nucleolos aislados, por lo que pudiera ser que se formen peque-
fias intrusiones de la membrana que comunicaran el nucleolo con el exterior: in-
trusiones que debido a su exiguo tamafio no es posible detectar. segin la hipote-
sis de Bernhard y Granboulan (1563).
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Resumen.

A microscopia Optica, con contraste de fases, se estudian las modlﬁcaczones de
micleos ‘de células Hel.a, aislados in situ mediante el empleo de Trzton X-100. Se
observi una ‘permanencia de las est ructuras hasta ios 60 dldS despues del ajslamxento

El procedlmiento no se muestra eﬂcaz para la resoiucaon de mtrusxones ¢ inva-
gmac:ones de la membrand nuc]ear

Summary.

By optical mictoscope with phasé contrast we havé studied the modifications
of nuclei from Hela cells isolated in situ by means of Tnton X }OO We remark the
structure contmuance until 60 days after isolation: : e -

“The method not effectwe to reso]ve the inclusions and mvagmatlons of{he nu
c!ear membrane S
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FIGURA 1. Explicacién de la lamina: a} Detalle de células Hela in vivo a las 48 horas de culti-
vo. b) Células en proceso de aislamiento nuclear. Ndtese restos citoplasmaticos. 30 minutos de
tratamiento con Friton. ¢) Nicleos aislados 2 horas después del aislamiento. Se observan esca-
sos restos de citoplasma (flecha). d) A las 24 horas. Aparicion de fendmenos liticos y condensa-
cién de cromatina. e) 60 dias después del aislamiento. La mayoria de los niicleos se han lisado;
persisten algunos nacleos con escasez de cromatina.
N-nucleo; C—citoplasma; Nu-—nucleclos; R C— restos citoplasmaticos,
a, b, ¢, d, e: contraste de fases, x 200.
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