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LESTUDIO M{jRFDM ETRICO DE LAS INTRUSIONES CITOPLASMATICAS
INTRANUCLEARES EN CELULAS Hela.

(MORPHOMETRIC STUDY OF INTRANUCLEAR CYTOPLASMIC INTRUSIONS IN
HeLa CELLS)

peor

BALBINA MORALES®

Introduceion.

Las intrusiones citoplasmaticas intranucleares de las células Hela se presentan
con gran aundancia y complicacion. Tratamos de esclarecer algunos de sus aspectos
dindmicos v funcionales. Kleinfeld ef al (10) describieron estas intrusiones con
¢l nombre de inclusiones intranucleares en observaciones realizadas sobre células del
parénquima hepitico humano y de rata. Tanto estos autores como Leduc y Wilson
(11) las presentaban como delimitadas por una doble membrana diferenciada, con-
tinua con la membrana nuclear. Una descripcion anidloga fue presentada por Bem-
hard v Grandboulan (2). Bruni et al, (3) observaron frecuentemente numerosas y
profundas invaginaciones de la membrana nuclear, en sus cultivos de células Hela
sobre coligeno, al igual que Rose (12} en sus expenencias sobre células Hela entre
tiras de celofin. Bererhi v Malcani (1), estudiando la morfologia de las citadas cé-
lulss mediante la téenica de criofractura, sorprendieron unas anfractuosidades del
nucleo, delimitadas por la membrana nuclear, que contienen orginulos citoplasma-
ticos. Existe también un estudio de Forteza (5) sobre cultivos viejos de linfocitos
transformados por fitohemaglutinina, que sé refiere al mismo tipo de deformaciones
de la membrana nuclear, Una publicacion de Scotto y Stralin (14) alude a la rela-
cion entre diferentes tipos de cuerpos nucleares ¥ las profundus invaginaciones de
la membrana del nucleo, En el presente trabajo las hemos denominado intrusiones
citoplasmiticas intranucleares, puesto que las consideramos como ¢l resultado de
una penetracién hacia el interior del territorio nuclear del material citoplasmatico.

Nos hemos planteado una serie de interrogantes acerca de su funcion dentro de
la fisiologia celular. ;Son wvias de penetracion de metabolitos que entran como
datos en el proceso citoinformtico nuclear? [Tienen algin importante papel en el
mecanismo de la eveccion de informacion del niicleo al citoplasma? ;Cudl es la cau-
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sa determinante de la formacion de estas intrusiones? Pensamos que un estudio pro-
fundo sobre su morfologia puede ayudar a esclarecer algunos de estos interrogantes,
al menos parcialmente.

Métodos.

Se cultivé en medio basal de Eagle (4) suplementado con glutamina al 5 p. 100
en solucién de Hank, con penicilina y estreptomicina, bicarbonato sodico al 10 por
100 de suero fetal de ternera inactivado (pH =72 - 7.4). Para el subcultivo las cé-
lulas se desprendieron con tripsina al 0,2 p. 100, en solucion de Hank a 37° C. Célu-
las cultivadas en tubos Leighton se tifieron con hemalum-eosina. Las inclusiones
para microscopia electrénica se realizaron en Durcupan A.C.M., previa inclusion en
agar al 2 p. 100. Se emplearon métodos fotogravimétricos vy planimétricos sobre
micrografias electronicas tomadas al azar de los campos microscopicos que presen-
taban nicleos completos con una o mds intrusiones. Estos se delimitaron en cada
micrografia con una linea recta que unia los puntos de maxima curvatura de la
membrana nuclear en el crater de entrada de la invaginacion. En cada caso se estu-
diaron; el drea de seccion de la célula; el drea de seccion del citoplasma; las drcas de
seccion del nicleoy de la superficie citoplasmatica invaginada; los cocientes micleo/
citoplasma (N/C), drea citoplismica/drea citoplasmica invaginada (C/1); drea del nu-
cleojdrea citopldsmica invaginada ( N/1), asi como el perimetro v el indice de con-
torno nuclear (ICN), calculado mediante la expresion:

perimetro nuclear
ICN = (1 (13)
area nuclear

Los datos obtenidos se sometieron a tratamiento biomatematico, centrando el estu-
dio posterior en las correlaciones simples y miltiples de orden 1 (cuadros 1y I1).

Se montd un meoedelo de alambre consistente en dos aros concéntricos, repre-
sentativos del drea de seccion del niclen v del citoplasma, respectivamente (fig. 1)
y s¢ calcularon los valores de dichas dreas (A, v Ag ). Manualmente se provocd una
seric de deformaciones del contorno nuclear modelado (figs. 2 v 3), con el fin de
estudiar su repercusion en las dreas nucleares v citoplismicas. Tratando de re-
presentarnos las sinuosidades del recorrido de la intrusion dentro de la masa nu-
clear, se hizo una reconstruccion tridimensional de un nicleo, a partir de varias mi-
crografias seriadas (fig. 4). Las figuras 5 ¥ 6 representan los perfiles superpuestos
de dichas micrografias senadas, correspondientes a los nicleos,
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Resultados y discusion.

Observadas in vive con optica de contraste de fases, las intrusiones aparecen
como una linea de mayor refringencia. Una secuencia de micrografias tomadas a
intervalos de 5 minutos sobre cultivos (figs 7, 8, 9 y 10) nos ha permitido apreciar
un cambio de forma en la intrusion asi como variaciones en la forma y en la dis-
posicion del nucleolo respecto a la membrana nuclear. Sin embargo, las observacio-
nes fotomicroscopicas, tanto in vive como en células tefidas, no permiten diferen-
ciar las sinuosidades del recorrido de la intrusidn dentro del nicleo, tal como se
aprecia al microscopio electrénico.

La microscopia clectronica revela una gran variedad de intrusiones citoplds-
micas intranucleares en cuanto a forma v tamafio. Aparecen siempre delimitadas
por la membrana nuclear (1,3,8,10,12). Jordano y Nifio (9) hicieron una clasifica-
cion morfologica. Se presentan en disposicion paralela, opuesta o imbricada (figu-
ras 11, 12, 13). La penetracion en el nucleo varia mucho de unas a otras. Un re-
cuento realizado revela que, aproximadamente, en un 25 p. 100 son someras; en un
38.2 p. 100, penetrantes; en un 36,8 p. 100, profundas. A veces la intrusion es fan
penctrante que, a cierto nivel de corte, el nicleo se ve separado en dos o mas lobu
los aparentemente independientes (figs. 14 y 15). En otras ocasiones el material ci-
toplasmatico invaginado aparece aislado dentro del nicleo (fig. 16), sin comunica-
cion visible con el citoplasma. Hemos comprobado que se trata de hendiduras muy
estrechas (2}, con un criter de entrada muy angosto, en las muy profundas, y ge-
neralmente mas ancho en las poco penetrantes (11)(Figs. 11, 12 v 15). En algunos
campos la membrana extema de la cisterna perinuclear contacta con la membrana
externa del lado contrapuesto de la intrusion (figs. 15, 17 v 18). El contenido del
material citoplismico invaginado parece muy semejante al citoplasma que rodea al
niicleo (14, 17). Hemos sorprendido mitocondrias (figs. 15 y 20), tilacoides del reti-
culo endoplismico (figs. 12 ¥ 21) ¥ polirribosomas en gran abundancia (figs. 11,
15, 19 y 20). Repetidamente aparecen haces de microfilamentos en el citoplasma
vuxtanuclear (figs. 12, 13 v 17), que en algunas secciones nucleares se situan
en la embocadura de las intrusiones (figs. 17 y 20).

Las experiencias sobre el modelo de alambre proporcionaron resultados intere-
cantes. Una deformacion isoperimétrica del nacleo en el que se produce artificial-
mente una intrusion (fig. 2) provoca una disminucion del drea LILI nucleo evaluada
en un 36,4 p. 100 del drea primitiva, mientras que el area ump}asmlu s¢ incremen-
ta en un 36,3 p. 100. Igualmente, un pequedio incremento del drea del nicleo de-
formado { A ’!"1+ A A= = 0,35 p. 100) (fig. 3) y, consiguientemente, de su pen-
metro (4 P=041 p. Iﬂlﬂl. se traduce en un incremento ( A1) del 23,7 p. 100 del
irea de intrusion. O sea: por una parte la deformacion isoperimétrica del modelo

N
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nuclear provoca una disminucion del drea de seccion del nicleo y un aumento del
drea de seccion del citoplasma. Porotra un pequeno incremento del area de secoion v
del perimetro del nicleo se traduce en un gran incremento de la superficie invaginada.

Entre los valores obienidos para los coeficientes de correlacion lineal simple
{cuadro 1), nos cefimos a los que consideramos de mayor importancia para nuestra
investigacion, Destacamos que el drea citopldsmica invaginada (intrusiones) se incre-
menta de manera muy significativa cuando aumenta: el drea de seccion del nicleo
{r=0237 **); el drea de seccion de la célula (r=039%%); el perimetro nuclear
{r=0,59%**) v, consiguientemente, el idice de contorne nuclear {r = 0.43%%).
Segln esto, las correlaciones entre el area del nicleo y el drea de intrusion (r = 0,37%*
y r= 0,59%*%),0btenidas a partir de los datbs de experiencias de laboratorio, coin-
ciden con las del modelo de.alambre.

En la corrclacion entre [a superficie de las intrusiones y, respectivamente, ¢l
perimetro nuclear (r=059***) v el indice de contorno nuclear (r = 0.43%%) s¢
destaca que un incremento del namero ¥ extension de las intrusiones produce una
mayor irregularidad en su contorno o sea un mayor perimetro con relacion al drea
del niicleo. Sin embargo, ¢l valor de r = 0,09 (N.5.) refleja que no hay correlacion

entre el aumento del drea del citoplasma y la superficie citoplismica invaginada, A
la vista de este resultado y de los obtenidos experiméntalmente en el modelo des-

crito, podriamos deducir que la deformacion del nicleo se produce con un aumento
de su perimetro (deformacién anisoperimétrica), y por tanto, de su drea, Dicho de
otro modo: seria el incremento del tamafio del nicleo cdn respecto al citoplasma
el que provocaria la formacion de intrusiones por deformacion del perimetro
nuclear. Por otra parte, como esta deformacion del perimetro del nicleo no coingi-
de con un aumento del citoplasma, cabria pensar que s¢ produce mediante una
atruccion del nicleo sobre el citoplasma, con la consiguiente deformacion de la

membrana nuclear.

El aumento del drea celular no afecta a la razon N/C (r= - 0,05, N. 5.); in-
dicio de la constania de este cociente. Tampoco afecta a las razones NfI y C/1
(r= - 0,11, N. 5. y - 0,07, N. 5.): nuevo hecho en favor de la hipdtesis de que la
presencia de intrusiones supone una redistribucion de materia ¥ no una varigcion
del volumen conjunto del protoplasma.

Por altimo, la correlacion altamente significativa (r= 0.86%**) entre indice
de contorno nuclear y perimetro nuclear, revela que cuanto mds irregular sea el
contorno mayor valor alcanzara el ICN. Puesto que ¢ste es un indice de deforma-
cion del contorno, el alto valor obtenido refleja la eficacia del mismo para cuanti-
ficar su irregularidad.
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L LS - -
CUADRO 1L Corr laciones lneales moltiples de orden 1.
GL= 47, pE5p 100=02816 ; p € 1lp 100 = 03646
p. & 1 p 1000 = 04558
ACIH. AN, AC. INTR WIC el i P ICK
PN. ICN pgs***| o096***| ogs***| o083**+| "093***| 086°**| 084"
PH. AN, DAENS 029* - 0,02NS 0,1 3NS5 0,265 | = 0,05N8 0.B6**"
PH. INTR. 065" D57eee I R 056%** O59%% 032* 045"
AN . ACH 1.00%=* 052" p.92*** 0.65%** 0.62%=" 062%"" 056%*"
AN, INTR. 0,08NS 0,193N5 029" 0,28* 029" 0,32° o558
AC = Seccion del dred celular,
AN = Seccidn del direa muclear.
A = Seccion del area citoplasmatica,
INTR = Scccion del drea citoplasmatica invaginadz (intrusiones).
N/T = Razon nucleofcitoplasma,
Ml = HRaron nucleo/intrusiones,
<l = Razon citoplsma intrusiones,
PN = Perimetro nuclear.
ICH = Indice de contorno nuclear.
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De los coeficientes de correlacion lineal maltiple de orden 1 hemos caleulado
los que nos parecen de mayor interés (cuadro I1). Puesto que nuestra investigacion
trataba de averiguar si la deformacion de la membrana nuclear responde a un cre-
cimiento de la propia membrana, bien por intususcepcion, bien por estiramiento
eldstico (deformacion anisoperimétrica), o si se trata de una deformacion isopen-
metrica debida a una fuerza o empuje, probablemente hidrodindmico, que hundiria
la membrana sin aumentar su drea, la consideracion del valor r = 0,32%. (correlacion
entre drea nuclear-drea de las intrusiones/perimetro nuclear) reviste particular inte-
rés, puesio que incluye la condicién de anisoperimetria. Este resultado, considerado
juntamente con el coeficiente de correlacion lineal simple entre drea nuclear/drea de
las intrusiones { = 0,37*%) refuerza la hipdtesis de que el crecimiento de la mem-
brana nuclear es el determinante de ls formacién de intrusiones. Sin embargo, este
tipo de andlisis no nos ha permitido dirimir entre las dos posibilidades sefialadas. En
favor de la segunda hipdtesis se manifestaron Kleinfed er al.(10), al sefalar que las
invaginaciones se producirian por una corriente centripeta del material citoplismico
acompafada de un crecimiento de la membrana nuclear. Esta interpretacion se re-
fuerza al profundizar en el sentido heuristico del coeficiente de correlacion lineal
multiple de orden 1 : drea nuclear-intrusiones/indice de contorno nuclear
{r=055***), El coeficiente que discutimos traduce el hecho de que al aumentar
¢l drea nuclear se incrementa el drea de las intrusiones, ain cuando se mantenga
constante el indice (1), es evidente que para mantener la invariancia de ICN se re-
quiere un incremento correspondiente del perimetro nuclear y, por consiguiente;
de la superficie de la membrana del nicleo.

La interpretacion de las figuras 22,23 y 24, que corresponden respectivamente
a la distribucion de frecuencias de las dreas de seccion de la superficie citopldsmica
invaginada, v las razones N/1 y C/1, indican una gran amplitud de variacién y, por
otra parte, una masificacion de frecuencias en torno al valor modal. El primer hecho
se puede interpretar de dos maneras: a) las intrusionesserfan unas formaciones que
comienzan, se desarrollan ¢ involucionan, volviendo a su posicion de equilibrio (11),
de ahf su variabilidad numérica, b) las intrusiones permanecerian invariantes pero
sus dimensiones aparentes se mostrarian como muy variables por efecto de su posi-
cién al azar dentro del plano de corte, La masificacion de frecuencias en torno al valor
modal reflejaria que las intrusiones muy pequenas ¥ las muy grandes son anormal-
mente infrecuentes. Esto puede indicar un crecimiento ripido de las invaginaciones.
En la hipotesis dinimica cabria interpretar que ¢l estado inicial y el final son los
mis transitorios, de modo que las intrusiones permanecen mds tiempo en el estado
en que serian mds eficientes.
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Sumario.

Sobre células HeLa de la linea 83, suministradas por el Instituto de investiga-
ciones citoldgicas de Valencia (Espafia), se ha realizado un estudio morfométrico de
las intrusiones citoplismicas intranucleares, basindonos en datos obtenidos a partir
de micrografias clectrénicas, por métodos gravimétricos y planimétricos. Estos da-
tos han sido tratados bioestadisticamente y se ha realizado e] estudio de las correla-
ciones lineales simples v mdltiples de orden 1. Se han considerado las dreas de
seccidn del citoplasma, del niicleo, de la célula y de la superficie citoplismica invagi-
nada (intrusiones); las razones nicleo/citoplasma; nicleo/intrusiones vy citoplasma/
intrusiones, asi como ¢l perimetro nuclear v el indice de contorno nuclear (ICN).
La consideracién de un modelo bidimensional ha reforzado los resultados del es-
tudio. Se observa una influencia positiva del drea de seccion del nicleo sobre el drea
de seccidn de la superficie citoplismica invaginada. El aumento del citoplasma no
induce la deformacion del perimetro nuclear ni la formacidn de intrusiones. Existen
invaginaciones de variados tamafios v formas, vy las mds frecuentes son las de tama-
fioc medio. Parecen formaciones dindmicas que se inician, crecen y regresan, y for-
marfan parte de un mecanismo teleondmico que aumentaria la frontera nicleo-
citopldsmica. Se producirian por deformacion anisoperimétrica de la membrana
nuclear, a causa del crecimiento y plegamiento consecutivo de ésta, con aumento
del volumen del nicleo, sin que pueda dirimirse bicestadisticamente si se trata de
un crecimiento eldstico o de un crecimiento por intususcepeion,

Summary.

A morphometric study of intranuclear cytoplasmic intrusions was performed
on Hela cells of the 83 Line provided by Institute of Cytological Investigations of
Valencia (Spain). The work was based on data obtained from electron micrographs
by gravimetric and planimetric methods. The data were reviewed biostatistically
and a study was carried out on simple and multiple linear correlations of the first
order. Section areas of the cytoplasm, nucleus, cell and the surface of the invagina-
ted cytoplasm (intrusions) were taken into consideration as well as ratios nucleus/
cytoplasm, nucleus/intrusions and cytoplasm/intrusions. Finally the nuclear pen-
meter and the nuclear contour index (NCI) were determined. The use of a bidimen-
sional model has reinforced the results of the study. A positive influence of the sec-
tional area of the nucleus over the sectional area of the invaginated cytoplasmic
surface was observed. An increase in cytoplasm does not alter the nuclear peri-
meter nor induce the formation of intrusions. The invaginations exist in various
sizes and shapes, the mayority being of intermediate size. They appear to be dy-
namic formations which originate, grow and regress, and form part of a teleonomic
mechanism that increases the nuclear-cytoplasmic border. They are produced by
anisoperimetric deformation of the nuclear membrane with a resultant increase in
nuclear volume. A biostatistical study does not settle whether the membrane ex-
periences an elastic growth or growth by intussusception.

-
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Fig. 1

Fig. 3.

Fig. 4.

Figs.5 v 6.

Pies de las figuras.

Modelo de alambre representativo de un drea de seccion celular,

El modelo correspondiente a la figura 1, en el que s¢ ha provocado ma-
nualmente una intrusion. La deformacidn del nicleo es isoperimétrica
(PN=P'N). Ac = Area citoplismica inicial. AN = Area del nicleo ini-
cial. A’'N = Area nuclear después de provocada la intrusion. 1 = Area de
la superficie citoplismica invaginada (intrusion). A= incremento del
drea citopldsmica. A_+ | = Decremento del drea nuclear.

El medelo correspondiente a la figura 2, en el que se ha provocado un
pequefio incremento (A4 A 4 A A,) del drea de seccidn del nocleo
(0,35 p. 100, respecto del drea anterior). A |+incremento producido
en ¢l drea de intrusidn como consecuencia del incremento del drea nu-
clear. Equivale a un 23°7 p. 100 respecto del drea de intrusién inicial.

Nucleo recontruido a partir de varias micrografias electronicas seria-
das. @ 9384,

Perfiles superpuestos de dos niicleos obtenidos a partir de micrografias
seriadas. Algunas secciones presentan el niicleo separado en dos o tres
I6bulos (NL). ¢ 10591 - X9 384,

Figs. 7, 8,9 y 10. Secuencia obtenida sobre una célula in vivo con un intervalo de

Fig. 11.

Fig. 12.

Fig. 13.

5 minutos. Parece observarse un cambio de forma en las invaginaciones
(Int.) de la membrana nuclear vy en el nucleolo (Nu). >400.

Varias intrusiones en disposicion paralela. Destacamos el crater de en-
trada, amplio (X) para las invaginaciones poco profundas y angosto (Y)
para las muy profundas. Igualmente, la acumulacion de mitocondrias
(Mi) a la entrada de las intrusiones, >x 12905,

Dos intrusiones opuestas. Tilacoides del reticulo endoplasmico (RE) en
el material citoplismico invaginado. Acimulo de microfilamentos (Mf)
en el citoplasma yuxtanuclear X15.645.

Disposicién imbricada en varias intrusiones. Abundancia de microfi-
lamentos (MF) en el citoplasma yuxtanuclear, x 16281,
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Figs. 14 y 15, Nicleos divididos en dos lobulos (LN) como consecuencia de una

Fig. 16.

Fig. 17.

Fig. 19.

Fig. 20.

Fig. 21.

intrusién perpendicular al plano de corte. En la fig. 15 se observa una
mitecondria en el material citoplasmadtico invaginado. Se destaca la dis-
tinta apertura (X,Y) del criter de entrada segin la profundidad de la
intrusién, En X contactan las dos membrinas contrapuestas del espa-
cio perinuclear, x 10.786. % 13.129,

Citoplasma (Ci) aparentemente aislado dentro del nicleo. Puede corres-
ponder a la seccidn transversal de una intrusién en forma de dedo de
guante perpendicular al plano de corte. > 6.185.

Seccion del nicleo con wvarias ifnvaginaciones de la membrana nuclear.
La apertura del crater de entrada varia de unas a otras (X.Y). En X con-
tactan las dos membranas contrapuestas de la cisterna perinuclear. Acu-
mulacién de microfilamentos (Mf) en el citoplasma yuxtanuclear y en la
boca de entrada de una intrusion, > 218,747,

Detalle del contacto de las membranas contrapuestas del espacio pe-
rinuclear, correspondiente a la fig, 17, x 51.005,

Acumulacion de mitocondrias (Mi) en el criter de entrada de una in-
trusion profunda. > 12972,

Presencia de mitocondrias (Mi) v microfilamentos (Mf) en el crater de
entrada de una intrusion, > 16.629.

Tilacoides del retrculo endoplasmico (RE) y gran abundancia de poli-
rribosomas en el material citoplismico invaginado de estas dos intrusio-
nes contrapuestas. > 17.729,

Figs. 22, 23 vy 24, Histograma y poligono de frecuencias de la seccion de la super-

ficie citoplisirica invaginada (intrusiones) y de las razones nicleo/fin-
trusiones (N/1) y citoplasma/intrusiones (C/1).

= i =
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Fig-1
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