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1) INTRODUGAO

a) O problema do crescimento interfdsico do micleo.

Num campo de pesquisa tdo vasto e cheio de brilhantes descobertas e de
possibilidades experimentais, como € a citogenética, pode parecer initil e banal,
limitar-se ao estudo do volume do nucleo. Alguns fenomenos qus serdo consi-
derados e discutidos no curso do presente trabalho permitem considerar o estudo
do voiume nuclear sob yma visdo mais otimista e convencer-s: que ainda a simples
medida do volume nuclear, quando feita sobre material convenientemente esco-
lhido e com todas as reservas e objegdes, alias, perfeitamente justificadas rela-
tivas 208 mecanismo genéticos, metabolicos e geométricos que determinam o
volume nuclear, pode-nos fornecer contribuigdes de notavel interésse no estudo
dos mecanismos fundamentais do genoma.

O volume no nucleo é o resultado de uma série extremamente complexa de
fenomenos quimicos, fisicos e fisico-quimico que atuam nio somente sobre o vo-
lume. mas também sobre a superficie do nicleo e, portanto, a forma geométrica
déste corpo adquire uma significagio de importancia notavel.

Existem indubitavelmente algumas condigées que modificam o volume nu-
clear de modo totalmente indepsndente do genoma. Devemos, todavia, frisar
que em outras condighes o genoma, na sua expressio quantitativa, esta ligado ao
volume nuclear de modo absolutamente rigido. Um dos fins deste trabalho € a
especificagao de algumas destas condigoes.

As técnicas citogenéticas que permitem, hoje, uma analise do genoma tdo
intima no que se refere ao nimero e & constituicio dos cromosomas (nimero e
disposigio de cromonemas, ¢spiralisagao, cromocentros, heteropicnose, etc.) infe-
lizmente quase nada nos podem dizer do que acontece no periodo no qual os
cromesomios nao esta visiveis, isto €, na interfase.

Os estudos citoquimicos sobre os acidos nucleinicos vdo preencher parte
desta Jacuna. As pesquisas das Escolas de Caspersson e de Brachet (9) nos
permitem ver no futuro u'a maior compreensao da natureza de ac menos parte
dos fenomenos metabolicos que caracterizam a interfase.

Nio podemos esquecer que éste periodo é tdo importante para a vida das
células como e até mais do que as fases da mitose e da meiose. Os fenomenos
da divisio nuclear sdo as manifestagoes finais de um ciclo no curso do qual os
gens se multiplicam e atuam no citoplasma. A atividade efetiva do genoma se
di na interfase e ndo nas fases nas quais os cromosomas sio revelaveis pelas
técnicas citologicas comuns. O fenomeno fundamental da vida, a autoreprodugao
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do gen. é um fenomeno interfasico, e os virus que o apresentam como unica:
manifestacao tipica que os separa do mundo mineral faltam totalmente de to-
das as manifestacées do ciclo cromosomico,

Qualquer contribui¢io que nos permita indagar quer diretamente quer indi--
retamente esta interfase, vem contribuir a0 estudo do fenomeno fundamental da
biologia: a reproducio dos gens. E, portanto, justificado insistir no estudo de-
um fenémeno tio simples e grosseiro como a variacio volumétrica do nucleo,
mesmo se as interpretagoes forem depois sujeitas a uma necessaria verificagio por
meio de outros metodos mais refinados ou de hipoteses acessorias que, devida-
mente discutidas, poderio nos indicar novos rumos de pesquisas.

As presentes pesquisas, executadas sobre material bastante especializado,.
representam a extensio de uma série de estudos levados a termo sobre outros.
matenials, durante os quais apareceu a necessidade de estudar o desenvolvimento-
do nicleo durante a interfase, como problema bdsico para a interpretagio dos
fenomenos que se vinham revelando pelo estudo quantitativo do volume nuclear.

Além disso, a confusio existente na literatura sobre as relacGes entre o-
volume do nucleo, a sua superficie e o seu contetido em cromosomas, levaram o
autor a convicgao de que era preciso esclarecer éstes pontos antes de tentar a
interprefa¢io de novos fenomenos de ordem cariométrica, que se verificam, por
exem;ilﬂ, no curso do desenvolvimento embrionario.

As relaches estreitas entre o tamanho do nicleo (em volume e superficie)
e aquéle do citoplasma sio um outro problema, que visam mais os efeitos dos.
gens no desenvolvimento e funcionamento das células do que os proprios feno-
menos da reprodugio dos gens. Isto, ds vézes, contribue para complicar as.
interpretagoes das pesquisas de citologia quantitativa, e precisa sempre nao
esquecer que o citoplasma ndo é todo diretamente implicado na vida do genoma,
mas uma parte déle estd mais ou menos fora do ciclo e inerte, especialmente nas.
células embrionarias (Conklin 12). De outro lado varios fenomenos mostraram
que no citoplasma ativo das células embrionarias existem materiais de origemm
nuclear cuja incorporagio no ntcleo se procede progressivamente nas segmenta-
goes sucessivas (Godlewsky 22, Brachet 9), ¢ mesmo nas células adultas
materiais citoplasmaticos de natureza nucleinica concorrem ao abastecimento do.
nicleo durante o processo de duplicagio interfasica; como também materiais:
nucleinicos formados no nticleo em relagio com o processo de duplicagio dos:
gens podem passar a0 citoplasma especializado das células glandulares (Painter..
42).
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E, portanto, absolutamente necessario esclarecer o que acontece nas células
em condiCGes normais, ¢ confrontar, depois, éstes fenomenos com os que se
verificam nas condigcdes mais especializadas acima especificadas. Os blastomeros,
especialmente, nio sdo ainda células definitivas, pois tém capacidades prospecticas
mais amplas do que as células do organismo desenvolvido. Nio ha duvida
que, apesar dos resultados das cldssicas pesquisas de embriologia experimental
sobre a totipoténcia nuclear durante o desenvolvimento, os fenomenos de espe-
cializacio celular tém uma altissima significagdo para interpretar a funcido do
genoma no desenvolvimento, provavelmente em relagio com a estrutura ou cons-
titui¢io dos materiais do citoplasma recebidos e segregados durante a segmentagio
(Morgan, 40 — Goldschmidt, 23, etc.). Portanto, para evitar estas complicagoes,
0 estudo do mecanismo normal da duplicacio dos gens deve ser abordado pre-
valentemente nas células que estejam em uma situacio a mais possivel definitiva.

O estudo do crescimento interiasico do nucleo nio € sempre facil e varios
foram os rumos seguidos ptlos pesquisadores.

O estudo do macronticleo dos Infusérios, levado a termo especialmente por
Popoff (18), foi a primeira tentativa neste campo; todavia, éste material nos
parece especializado de mais para ser confrontado diretamente com o ntcleo
das células dos metazoirios. Provavelmente, o macronticleo representa um
nicleo fortemente aumentado por repetidas endomitoses e, portanto, os fenomenos
podem ser aquj mais complexos.

Outra possibilidade do estudo do aumento nuclear existe com as culturas
“in vitro” e de fato a escola russa de Wermel (58) alcangou resultados basicos
que serdo examinados mais adiante.

Um terceiro método de andlise da interfase consiste no estudo estatistico
de uma “populacio” de niicleos homogéneos em reprodugdo ativa. As frequencias
dos diferentes tamanhos encontrados estio relacionadas com as velocidades de
variacio dos tamanhos. Este foi o método usado nas presentes pesquisas e 0
material, as espermatogonias de ofidios, revelou-se particularmente interessante.
O mesmo método aplicado aos maristemas vegetais levou as mesmas conclusdes
obtidas nas espermatogonias. Por éste fato acreditamos que a coincidéncia dos
resultados obtidos em materiais tio diferents niy seja casual, mas reflita a
realidade com uma boa aproximg¢io. iExaminemos, portanto, éste método mais
detalhadamente.
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b) Os fundamentos do método cariométrico no estudo da interfase

1) Relagao entre genoma e wvolume nuclear. Fregquéncia dos volumes e
velocidade de crescimento. As pesquisas cariométricas que abriram toda uma
série de estudos quantitativos sobre os nucleos foram iniciadas por Jacobj na
escola de Heidenhain (32-35).

Medindo o volume de um certo ntimero de nficleos e distribuindo os volumes
em classes estatisticas de frequéncia, éste autor verificou que éles sio distribuidos
com frequéncia de volume nuclear unimodais, sendo as curvas do tipo bem
conhecido em forma de sino (curva de Galton). Existem, porém, tecidos nos
quais estas curvas apresentam duas ou mais classes de maxima frequéncia:
Jacobj verificou que nestes casos os volumes das classes modais estio entre si
em r=lagao simples e constante, isto &, como 1:2:4:8:16:, etc..

Devemos salientar que esta variabilidade do volume nuclear nio reflete
somente a variabilidade flutuante casual, mas tambeém, e principalmente a variagio
devida ao crescimento proprio dos nucleos. Portanto, as curvas de frequéncia
nio sio exatamente curvas de Galton. Durante éste crescimento os nficleos
passam de uma classe de volumes para outra: o fato de ter algumas classes
irequéncia maior do que outras, indica que os nucleos nesse crescimento perma-
necern mais demoradamente em alguns volumes do que em outros. As classes
de maior frequéncia representam, portanto, volumes nos quais os nticleos tém
menor velocidade de crescimento, isto é, paradas do processo de crescimento.

Baseados nestes postulados tedricos, nos ¢ permitidg estudar um fenomeno
dinamico como é o crescimento nuclear sobre material fixado. Um sistema
semelhante de andlise de um processo dinamico sobre material estitico € a deter-
minagdo das velocidades relativas das diferentes fases cariocinéticas, deduzidas
da porcentgem das diferentes fases verificadas nas culturas de tecidos fixados.
Mollendorff (39) mostrou que éste processo oferece resultados satisfatoriamente
concordantes com os resultados das medicdes diretas da duracio das fases cario-
cinéticas em filmes microcinematogrificos.

Resumindo o principio déste método, podemos dizer que a frequéncia de um
estidio é diretamente proporcional 4 sua duragio e inversamente proporcional
a velocidade do processo no estidio em exame.

Voltando ao caso das curvas de frequéncia dos volumes nucleares, si as
modas tém volumes multiplos de dois (2:4:8:16.) podemos concluir que
os nucleos durante o crescimento duplicam de volume. Durante éste cres-
cimento i nucleo passa para volumes progressivamente maiores com uma
sucessio de velocidades diferentes; parando ou retardando éste crescimen-
to ao alcangar um volume duplo do inicial.

n
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Este tipo de crescimento foi denominado “ritmico” ou, segundo se
exprime Painter, “periodico”.

As pesquisas de Jacobj, integradas nas consideragbes teoricas de Hai-
denhain (Protomeren-Theorie) mostravam que a matéria viva, célula ou na-
cleo, cresce por duplicagio. Varios outros autores sucessivamente pensa-
ram que o crescimento “ritmico” fosse devido a duplicagio dos cromosomios
e, afinal, dos gens. Geitler (20C), especialmente, baseando-se nas suas
pesquisas sobre a endomitose e poliploidisagao dos nucleos somaticos nos
insetos considera o crescimento ritmico dos nucleos, descobertos por Ja-
cobj, como verdadeiras endomitoses.

A demonstragio efetiva deste fato foi dada por varios autores entre
os quais D’Ancona (13-14) sobre o figado dos mamiieros em regeneragao
e Biesele, Poyner e Painter (7) sobre os nncleos de tecidos neoplasticos.
Estes ultimos autores usando contemporaneamente a analise estatistica —
cariométrica e citologica e a determinacio do volume dos cromosomios,
do wvolume dos nucléolos e do nimero dos mesmos, vertficara a estreita
dependéncia do volume nuclear do numero de cromosomas, ou de cromo-
nemas, componentes dos cromosomios. Com estas pesquisas elimina<se
toda e qualquer obje¢io que ponha em duvida a correlagio entre volume
nuclear e duplicagio do genoma,

Esses autores refutam varias outras interpretagdoes do crescimento nu-
clear, pois a correlagio entre classes de maxima frequéncia do volume nu-
clear e o numero de “organizadores do nucleo” exclue de modo absoluto
qualquer intérpretagio que nao. tome em consideragio a duplicagio dos
constituintes do nucleo (*).

Sucessivamente (1944) Biesele (5,6) admitiu a existéncia de dois fa-
tores que contribuem para o aumento do volume nuclear nos tumores. Em
alguns nucleos a duplicagio dos cromosomios provoca o aumento volume-
trico, ao passo que ¢m ftodos os nticleos ha um aumento de volume inde-
pendente do aumento cromosomico. Este fato, porem, agindo sobre todos os
ntcleos € independentemente do fator genético cromosomico que age especifica-
mente sobre os nucleos poliploides ou politenicos.

Biesele, (6) mais recentemente, acha que a variagio de volumes dos
cromosomios observadas nos casos de leucemia, nio seja devida a variagoes
de nimero dos cromatideos, mas sim a variagdes do conteudo em proteinas

(*) “Hydration does not explain the periodicity of nuclear volumes, and it covld
not change the number of nucleolar organizer”.
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dos mesmos, e, portanto, acha que as conclusdes de Biesele, Poyner e
Painter, de 1941, no que se refere ao volume dos cromosomios devem ser
revistas. N@o queremos entrar aqui na discussio do problema especifico
do volume dos cromosomios, porém, é claro que o problema deve ser con-
siderado caso por caso e quando ha efetivamente variagio no numero dos
“nuclear organizer” tratase efetivamente de variagio do nimero de cro-
matidios.

Precisa lembrar que os linfocitas sio celulas um pouco especiais e das
quais existem varias categorias diferenciaveis pelas dimensées e nido estio bem
classificadas e constituem ainda um provavel problema da hematologia. Sao
portanto celulas que ndo constituem nas circunstancias usadas um material apto
a tirar afirmagoes definitivas, mesmo nio tendo por elas indicagées no que se
refere aos nucleolos.

Acrecentamos ainda que os trabalhos de Biesele (Cancer Res, 4. 232-235
1944, Am Natur. 78, 380-382, 1944, Cancer Res. 4. 529-539 1944, Cancer Res.
4. 540-546. 1944) evidenciam um comportamento no Rato diferente do Camon-
dongo e os demais animais, no sentido que em certas condigbes (etade, regene-
ragao etc.) o aumento do volume dos cromosomios se processaria por aumento
da eucromatina e nie por duplicagio dos cromonemas,

Devemos salientar que este fato alids muito interessante pelas relagdes
funcionais (vitaminas, etc.) e pela relacio de 1,5 as vezes encontrada, nio con-
sidera o volume nuclear interfasico nas suas fases de crescimento, mas somente
o volume dos cromosomios metafasicos. Estes dois fenomenos, pelos resulta-
dos mesmos de Biesele nao sempre sio em direta relagio. Nao devemos por-
tanto confundir dois fenomenos diferentes. O volume dos cromosomios varia
tambem em outras situagoes, diferentes daquelas consideradas por Biesele, por
exemplo por fatores geneticos e representa segundo Federley um verdadeiro
carater fenotipico.

Todos estes fatos portanto, esclarecem alguns fenomenos de ordem bioqui-
mica, mas nio afetram o problema fundamental do crescimento ritmico do nu-
cleo durante a interfase, isto é proporcional a um volume béisico.

Para resumir estes fenomenos podemos dizer que:
1 os nucleos crescem duplicando de volume.

2 esta duplicagao do volume é devida a duplicacio do genoma.
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3 esta duplicagdo do volume se da com velocidades diferentes, sendo
que os nucleos param depois de alcangadas as etapas de duplicagdo.

Para fazer um confronto com o processo de crescimento geral dos
ﬂfganismos (a0 qual com toda probabilidade se submetem os nicleos
também) podemos dizer que o crescimento do nicleo se pode representar
por uma série de curvas “S” sucessivas, cada uma das quais representando
um ciclo de duplicagio dos gens nucleares,

Podemos representar éste ciclo como uma curva cumulativa da curva
de frequeéncia. sendo que nos casos das curvas polimodais, as “S” sucessi-
vas, correspondem a ciclos de duplicagio. Na realidade a transformagio
da curva de frequeéncia em curva de crescimento deve-se fazer considerando
a frequéncia como o inverso da velocidade.

Esta representagio deve se considerar como puramente tedrica pois
outros fatores interferem na determinagio da ‘“‘variabilidade” estatistica
qual nos relevamos nos estudos da populagio de nucleos. Todavia, ela
nos dia uma base para o estudo dinamico do crescimento nuclear em ma-
terial fixado.

A coincidéncia entre os ciclos de crescimento sucessivos e a variabili-
dade estatistica foi verificada diretamente nas pesquisas da escola de Wer-
mel (57) nas quais foram fotografados os niicleos de células em cultura de
tecidos durante intervalos de tempo sucessivos. A curva dos volumes
calculados sobre éstes fotogramas é uma tipica curva “S"” em ciclos suces-
sivos e os volumes alcancados nos ciclos sucessivos correspondem aos valores
modais das curvas de frequéncia construidas sobre o material preparado his-
tologicamente,

2) Variagdes ritimicas do wvolume nuclear com relagdo 1:2. Muitos au-
tores assinalaram relagbes volumétricas entre os nucleos nas mais variadas
condigdes: num mesmo tecido, entre tecidos diferentes da mesma espécie,
entre os nucleos do mesmo tecido em épocas diferentes da vida do individuo
(embrido, larva ou adulto), em condigdes patologicas como, por exemplo,
entre um tecido normal e um neoplasma do mesmo tecido, etc. Uma de-
talhada revista bibliografica destas pesquisas nos levaria longe demais;
daremos somente a indicagio dos mais significativos trabalhos nos quais
estas relagdes tém sido verificadas (Jacobj, Clara G. Hertwig, Sauser, Freer-
ksen, Wermel, D'Ancona, Beams e King, Sulkin, Keller, Muller, etc.),
Geitler (literat. cit. Schreiber 49-50-52-53).
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Todos éstes pesquisadores esclareceram de modo indubitivel que o
crescimento do nucleo se da por alternancia de periodos de riapido aumento
com pausas nas quais o crescimento € mais vagaroso ou nulo.

As relagGes entre as classes de frequéncia miaxima e o ntimero de cro-
monemas que os constituem, nos indicam que éstes periodos de pausa cor-
respondem a estadios poliploides ou politénicos. Especialmente o trabalho
de Biesele Poyner, e Painter nos parece nio deixar duvida neste ponto. O
estudo contemporaneo do volume nuclear, do volume dos cromosomas, do
volume aproximativo das fases mitéticas, e 0 niimero dos plasmosomas,
deram a certeza de que os nucleos homologos de um mesmo tecido mas
com volumes diferentes tém valores multiplos do genoma. Estes nicleos
se formam por endomitose sendo possiveis todas as combinacSes entre a
duplicagio dos cromonemas e a dos centromeros. Podem, portanto, exis-
tir no mesmo tecido nucleos com numero diploide de cromosomas com

um cromonema, (vol. 2), nucleos diploides com 2, 4, 8 cromonemas (vol.
4, 8, 16), nucleos tetraploides com 1, 2, 4, 8 cromonemas (vol. 4, 8, 16, 32)
e assim por diante,

O nimero de plasmosomas, refletindo o numero de “nucleolar orga-
nizers~ indica o numero de cromonemas e portanto, dos genomas.

Insistimos neste pormenor, pois achamos que esta constatagio é de
maior interésse na interpretacio dos fendémenos cariométricos estudados
na presente pesquisa.

De outro lado uma vastissima serie de pesquisas nos vegetais poliploi-
des mostraram também uma correlacio direta entre volume nuclear e
numero de cromosomas. Nestas pesquisas, porém, frequentemente é tomado em
consideragio o volume celular em lugar do volume nuclear. Este fato, as
vézes, comporta variagoes da relagio com o numero de cromosomios de-
vido a fracgdo de citoplasma inerte com vactolos ou outras inclusées. Uma
recente pesquisa de G. Schreiber (52) sobre material rigorosamente con-
trolado, seja como niimero de cromosomios, seja porque se refere a técnica
cariométrica sobre poliploides de café, trouxe uma ulterior confirmagio a
esta correlagao.

3) Variagges ritmicas do volume nuclear com relacdo difirente de 2. Es-
tabelecida assim a natureza genética do crescimento ritmico por sucessi-

Y
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vas duplicacoes do volume nuclear, poderia-se pensar nao ter duvida nenhu-
ma sobre éste fenomeno. Porém, desde as primeiras pesquisas de Jacobj
apareceram desvios desta regra e em alguns casos os valores modais das
curvas de frequencia estio em relacio diferente de 2, com um algarismo
geralmente inferior a 2.

Jacobj encontra na comparagio entre nucleos de células hepaticas em-
brionarias, que €le considera como “Grundform”™ ou medida basica, com
.as espermatidias, uma relagio de mais ou menos 1: 1,3. Ele considera essa
diferenca como nao significativa e devida principalmente a diferente em-
bebicio de &‘gua (Wasseraufnahme).

E preciso dizer que em geral as indicagées de Jacobj ndo sao totalmen-
te isentas de critica do ponto de vista metodologico e que os julgamentos
que eéle faz das diferencas entre os valores reais e os que deveriam ser
.encontrados pela teoria de duplicacio sio frequentemente arbitrarios.

E importante, porém, lembrar que na discussio surgida depois de uma
.comunicagio de Jacobj (35) na Anatomiche-Gesellschaft de Bresslau, em
1931, Haidenhain, comentando as bases teoricas da sua doutrina do crescimento
ritmico esclarece que se a divisio dos elementos unitarios se procede sincroni-
camente di-se o crescimento com duplicagio (Verdoppenlunggesitz) (1:2).
Se pelo contririo uma das duas metades do sistema se divide sucessivamente,
-entdo se verifica uma relagio 1:3 ou seja definitivamente 1:2:3. : (0.5:1:1.5)
(*“... bei synchron fortschreitender Teilung erhalten wir das Verdoppelungs-
gesatz (1:2); wenn jedoch nur der eine Paarling sich weiterhin teilt, so bekom-
men wir das Verhaltmss 1:37).

Voltaremos em seguida sébre €ste ponto que nos parece de maior in-
terésse na interpretagiio da natureza destas classes de frequencia inter-
medidria. E importante, todavia, frisar que Jacobj ndo da a eles a im-
portancia devida. Sucessivamente Freerksen (19), aluno de G. Hertwig
encontra valores de frequéncia maxima que estio em relagio de mais ou
menos 1:1,3. Estes wvalores sdo encontrados nos eritroblastos dos quais
ele reconhece geragOes sucessivas de tamanho decrescente.

Quem porém, deu a estas excegoes a regra de duplicagio uma impor-
tancia significativa foi Wermel. Este autor com uma série de colaborado-
res publicou um notavel niimero de contribuigGes sobre o crescimento das
células e do nficleo. Wermel chama éstes valores “Zwischenklassen” ou
““Unterklassen” e apesar de ndo dar uma interpretagio causal, as considera
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como reais excecoes a lei da duplicacio e nio como fenomenos concomi-
tantes de ordem metabélica. Wermel e Scherschulskaya (59) encontra-
ram a relagio 1:1.5 entre dois modos do volume nuclear das células gordu-
rosas do bicho da seda. Bogovawlensky (8), da mesma escola russa,
encontrou valor 1:1,5 (meédia de 1,7 — 1,6 — 1,42 — 1,49) entre as classes
de frequéncia maxima nas células do intestino médio do mosquito.

Devemos salientar aqui que em todos é€stes casos trata-se sempre de
valores estatisticos cuja significagio esta entre certos limites de exatidio
e, portanto, uma delimitacio déstes valores nio € sempre possivel; eésse
fato serda para nés de grande interésse na discussio sobre a natureza destas
classes intermedidrias pois entre as diversas interpretagdes tedricas a es-
colha dever-se-ia fazer exclusivamente na base do real valor do modulo,
auando nao seja possivel uma verificagio citologica.

Dois autores consideram estas classes intermediirias com interesse
particular tentando uma explicagao tedrica da sua natureza. G. Hertwig
ji tinha estudado o problema do crescimento ritmico dos nucleos e con-
siderado éste como estritamente relacionado a duplicagio do contetdo cro-
mosomico. Em 1932 Hertwig (25) considerou sob éste ponto de vista os
niicleos gigantes das glandulas salivares dos dipteros cuja constituigio
mltipla em termos cromosomicos estd hoje bastante bem estabelecida.

Num trabalho sobre os desvios da regra da duplicacio dos nicleos (29)
éle toma em consideracio as pesquisas de Freerksen, Jacobj e Erich, respecti-
vamente no pronefros, nas glandulas mamirias ¢ nos ductos de outras glin-
dulas nos quais os niicleos crescem a 40-50% do volume esperado pela dupli-
cagio. Além disso Hertwig confronta os nicleos no cerebelo de dois indi-
viduos (os ntcleos das células da neuroglia e dos granulos). Os volumes
nucleares sio iguais nos dois individuos ao passo que as células de Purkinye
estio num individuo 1,5 maiores do que no outro. Em outros individuos o
mesmo autor encontra as seguintes relacdes:

Em trés individuos ; grinulos :Purkinye=1:16
Em um individuo + granulos :Purkinye=1:32
Em cinco individuos ; granulos:Purkinye=1:24.

Isto é, as células de Purkinye podem estar em individuos diferentes em re-
lacio de 1:2 ou 1:1,5.

No Congresso Internacional de Citologia em Zurich (1937) Hertwig
considerou estes valores de 1:1,5 como devido a duplicagio num ndacleo di-
ploide de somente a parte materna ou da parte paterna. Assim os nucleos es-
tio 3 ou 6 etc. vezes maiores em lugar de 2 ou 4 etc. vezes,
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Hertwig, porém, repudiou no trabalho de 1938 esta interpretacio, sem dar
uma justificagio, mas somente por achar mais provivel uma nova interpre-
tagio sobre outra base. Relatamos aqui brevemente esta interpretacio.

Hertwig parte das pesquisas de Boveri nas quais éste autor acha ser o
namero de cromosomios proporcional a superiicie nuclear e nido ao volume,
Assim, nicleos haploides estio aos diploides como 1:2. /2 = 2,828

Outros trabalhos no campo da embriologia experimental deram indicacBes
semelhantes; (Hinderer ¢ Landauer), Herbst, 1919, especialmente encontrou
ovos de ourico do mar com quatro tamanhos de nucleos diferentes; Herbst
acha serem estas classes nucleares devidas 3 quantidades diferentes de cro-
matina respectivamente 2 ou 4 vézes mais. Os volumes déstes nfcleos es-
tio em relacio

1023 :2144:2752:3918
G SICT IR A

As classes I, 1I e IV, representam niicleos duplicados ao passo que a II
serla. segundo Herbst afetada por um fator desconhecido que induziria o nicleo
a variar de volume até ter uma superiicie dupla da classe II. Hertwig acha
esta interpretacio de Herbst aplicivel a todos os casos de “ Zwischenklassen™
e admite a existéncia de dois tipos de relaches entre o numero de cromosomios
e tamanho nuclear. Num tipo o ntmero de cromosomios seria proporcional
ao volume nuclear, no outro seria proporcional a superficie. Nucleos de igual
niimero de cromosOomios, mas nos quais atuam os dois diferentes fatores de
correlagio, teriam volumes que estariam em relacio como 1:/2 isto é 1:141.

Para confirmar a sua tése Hertwig relata ainda dois casos. O primeiro
é tirado do trabalho de Hvitzische ¢ Tanner. No epitélio intestinal do rate
mantido & nutricio cirnea aparece nas pesquisas cariométricas u'a moda in-
termediiria entre as duas que se encontram normalmente. Hertwig interpreta
este fato como consequéncia do aumento funcional das ceélulas que mobilitaria
o fator que relaciona o conteiido nuclear com a superficie do nicleo.

O segundo ¢ um trabalho de Katsuki, da escola de R. Hertwig. Con-
frontando os tamanhos nucleares dos ovocitos e espermatocitos de Ascaris em
trés estidios diferentes (inicio, metade e fim do periodo de crescimento) a
série dos valores do espermatocito tem trés modos que estio alternados com
os modos das séries dos ovocitos. Conforme a interpretacio de Hertwig as
fases femininas seriam de mais ou menos 1,41 maiores do que as correspon-
dentes fases masculinas. Uma relagio mais ou menos semelhante (1,34) foi
verificada por Sauser (44) na comparacio das células intestinais dos machos
e fémeas de Ascaris,

Parece-nos que o trabalho de Hertwig apesar de ter muitas indicagoes

efetivamente interessantes € viciado por uma visio tedrica muito fraca.
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O segundo trabalho que considera estas etapas intermedidrias do cres-
cimento nuclear ¢ 0 de Brumelkamp (11) baseado, porém, sébre fenome-
nos bastante diferentes. Este autor parte também de uma comparagiio entre
medidas nucleares encontradas na literatura e que tem uma relagio dife-
rente de dois. A comparagio é feita entre materiais muito heterogéneos
como, por exemplo, entré os dois miximos de frequéncia dos volumes nu-
cleares de histiocitos da galinhg; entre os niicleos do figado de rd; entre
os nucleos do rim, do embrido humano e do recem-nascido: entre os na-
cleos das celulas da glandula parotis conifrontados com os nucleos do ducto
secretor; entre os nucleos de células de Leydg intersticiais de idade dife-
rentes ou patologicas; entre os nicleos de figado de espécies diferentes
(Faisdo: galinha, cobaia: coelho, truta macho: fémea, Ascaris, macho: fémea,
etc.). Além disso sio considerados varios casos patologicos como células
hepdticas e dos capilares biliares na cirrose, células neoplasticas confronta-
das com as correspondentes células normais.

Em todos eéstes casos, num total de 36, Brummelkamp encontra rela-
gbes cujo valor esti muito perto do algarismo V2. Os desvios do valor
real zom o valor tedrico (por exemplo 0,96 V2 ou 1,05 V2) sio conside-
rados como devidos a érros de observacio. Analisando sumariamente os
elementos tedricos da interpretacio deéste autor.

Brummelkamp tinha anteriormente estudado a aplicabilidade a diferentes
espécies da formula de Dubois e de Snell concernente as relacdes matemiti-
cas entre peso do corpo e péso do cérebro. Nestas pesquisas éle encontrou
que um coeficiente desta férmula varia nos diferentes casos considerados con-
forme a série geométrica 1/2, 1/V2, 1, V2, 2, etc.

A coincidéncia entre o fator V2 desta série é a mesma encontrada nas
comparacdes entre as classes nucleares mencionadas mais acima, levou Brum-
melcamp a tentar uma interpretagio da natureza das classes intermedidrias.

A base para esta interpretagio é a curva de crescimento do macronicleo
dos Infusorios estudada por Popofi.

Este tipo muito especializado de nicleo passa durante a intercinese por
duas fases com diferentes velocidades de crescimento chamadas respectivamen-
te * Funktionnelle Wachstum Phase” e “Teilungs Wachstum Phase™.

Na primeira fase, de crescimento mais vagaroso, o nicleo cresce até al-
can¢ar um volume mais ou menos 1,32 vezes o volume inicial para depois na
segunda fase com um crescimento muito mais ripido alcancar o duplo do
volume inicial. Durante a primeira fase Brummelkamp verifica que quando
o nucleo aumenta de um até 1,32, o citoplasma varia de um até 1,80. Como

13
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o quadrado de 1,32 é 1,74 Brummelkamp acha poder considerar éste valor
aproximadamente igual a 180 e portanto ser vilida a relagio K ~ C 1/2.
isto €, o volume nuclear igual a raiz quadrada do volume do citoplasma. No
caso da primeira fase o crescimento é tal que para uma duplicagio do cito-
plasma o nficleo aumentaria de um valor proporcional a V2 vézes o valor
originario. O autor confessa nio encontrar uma interpretacio causal desta
relacio. Ele depois complica enormemente as c:}isas considerando as pesquisas
de virios outros autores sobre virios materiais que parecem indicar que a
massa nuclear é proporcional a superficie celular ou seja K -~ C 2/3. Para
demonstrar que as duas relagbes estio ambas wilidas Brumelkamp constrée
um diagrama em coordenadas logaritmicas no qual duas linhas retas com in-
clinagio respectivamente 1/2 ¢ 2/3 indicam as duas funghes supracitadas, en-
tre volume do nucleo e volume do citoplasma e volume do nucleo e super-
ficie celular. Neste diagrama eéle constata que as duas linhas sio " aproxi-
madamente coincidentes™ na regiio do diagrama onde se encontram os dados
da * Funktionelle Wachstumphase” e das células nervosas previamente estuda-
das por Bock. Ele acha, portanto, que ficando wvilida a proporcionalidade
do volume nuclear com a superficic celular di-se também a validade aproxi-
mada da relagio entre o volume do nicleo e o do atoplasma K . D 1/2
Portanto, segundo Brummelkamp as classes intermediiarias ou “Y2 Klassen™
como ele as chama, seriam representadas por nucleos de células nas quais o
citoplasma teria duplicado e o niicleo teria aumentado de }' 2 vézes o inicial
conforme as aproximagdes acima explicadas.

Tudo isto nos parece absolutamente pura especulagio nio tendo nem
uma base biologica que permita esta explicagio. As duas fases do cres-
cimento do macronucleo tem, com certeza, uma significagio biologica, con-
siderando tambeém que o coeficiente de variagio térmica (Qw») das duas
fases é diferente e apresenta algumas relagdes com o comportamento dos
nucleos na segmentagio (Fauré-Fremiet, 18). O dnico ponto que achamos
interessante na teoria de Brummelkamp € que as classes intermediarias
representariam fases do crescimento intercinético do ntucleo, o que niao apa-
rece absolutamente na teoria de Hertwig.

» %
Achamos necessirio relatar detalhadamente estas especulagbes de

Brummelkamp e de Hertwig para esclarecer como se baseiam essas teorias
nas quais o algarismo de /2 aparece como uma espécie de chave magica
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para a compreensio deéstes fenomenos. A explicagio de Hertwig e pu-
ramente teorica com os dois fatores desconhecidos que relacionam o nu-
mero de cromosomios uma vez ao volume e outra a superficie do nucleo.
A teoria de Brummelkamp e, apesar da sua estrutura matematica, total-
mente arbitraria, sendo as aproximacgbes admitidas de valor puramente
subjetivo.

Ambas nos parecem carecer de base para uma explicagio dos feno-
menos de crescimento ritmico ou descontinuo com médulo diferente de 2
estando aléem disso, bem longe de qualquer relagio com os fenomenos
geneéticos,

Mais recentemente a relagio de 1:1,5 foi encontrada no estudo cario-
métrico dos nucleos cutaneos isolados, por D. Ziegler Kraemer (58). Esta
autora verificou constantemente um aumento de 50% do volume depois do
tratamento com os carcinogenos. Isto quer dizer que os volumes passam
de um valor 1 a 1,5. Outra verificagiio desta relagio foi dada por Salvatore
e G. Schreiber (45) no ciclo do crescimento interfasico dos tecidos uterinos
(seja endo que miométrio) nos quais foi verificada uma série de valores
volumétricos “ritmicos” (modas das curvas de frequéncia) que seguem
rigorosamente a série 1: 1,5: 2: 3: 4: 6: 8: 12, etc.

4) Veriagoes ritmicas do wvolume nuclear em sentido diminutivo,  Até
agora temos considerado o crescimento descontinuo do nitcleo e as rela-
cOes entre as classes estatisticas de tamanho diferente na comparagio entre
nticleos de individuos ou de espécie diferentes ou em condigdes patolégicas.
Virias pesquisas, porém, mostraram que o volume nuclear pode apresentar
uma série de valores proporcionais e descontinuos em sentido diminutivo.
Sobre certos aspectos éste fenomeno se depara mais simples como inter-
pretagio pois uma divisio sempre leva a formagio de classes nucleares de
tamanho geralmente da metade do inicial. Rarissimas veézes a divisio
nuclear leva a dois produtos de tamanhos diferentes. Estes fenomenos poderiam
por si mesmos enderecar a uma interpretagio das classes de tamanho ritmicas
em sentido rigidamente genético. O que varia nas divisdes, equacionais ou re-
ducionais é sempre o numero de cromosomas, e, portanto, a proporcionalidade
dos volumes deveria ser de obvias interpretagées. Mesmo na mitose normal nos
devemos a rigor considerar o nucleo profdsico como tetraploide e os dois nucleos
filhos voltam a situacio diploide.
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A existéncia, porém, de redugdes com intervalos volumeétricos meno-
res do dimidiagio complica a situagio e vem nos fornecer alguns dados
pela interpretagio das classes intermediirias em termos genéticos

* % &

Desde os primeiros estudos de Jacobj apareceu claro o dimidiagio do
volume nuclear na série espermatogénica. Os espermatocitos de primeira
ordem, dos de segunda ordem, e os espermatidios estio em relagio volu-
métrica de 4:2:1.

Mais um outro caso de reducgdo ritmica do volume nuclear foi1 verifica-
do na espermatogénese Além das indicagbes que ja mencionamos de Ja-
cobj (34) e Freerksen (19) na espermatogénese normal, G. Hertwig (28)
e Spuhler (54) indicaram outros casos nos quais existe uma terceira di-
visio depois do espermatidio que dimidia mais uma vez o volume nuclear.
Hertwig mostrou nestes casos que a relagio entre o volume do auxocitos
e o filtimo produto das divisbes espermatogenéticas é de 8 vézes em lugar
de 4 como de costume. Nos insetos, onde pela caracteristica estrutura testi-
cular ¢é possivel contar o numero de espermatozoides produzidos em
cada quisto e possivel portanto, determinar o numero de divisdes de
cada espermatogonio. Neste caso, contrariamente ao que se verifica nos
vertebrados parece se alcancar um volume 8 vézes menor com somente
duas divisdes. Hertwig comentando éstes achados admite a possibilidade
de que durante a divisio parte do conteido nuclear seja perdido no cito-
plasma analogamente ao que acontece nos conhecidos casos de “diminuigio
cromatinica” do Ascaris e do Ditiscus. Resultaria assim, em cada divisido,
uma diminui¢io maior do que a metade.

Parecem-nos eéstes fenomenos, se ulteriormente confirmados, ser do
maior interésse e ter uma certa analogia com os fenomenos que acontecem
na ruptura da vesicula germinativa e mereceriam ser mais proiundamente
estudados tendo também presente o fenomeno inverso da reincorporagao

déstes materiais nucleares do citoplasma durante a segmentagio que ja
mencionamos.

Além da série gametogenética cuja interpretagio em termos cromo-
somicos é absolutamente clara devemos analisar aqui duas séries de feno-
menos diminutivos, do volume nuclear: a dos nicleos dos blastomeros em
segmentacio, e a dos nucleos de tecidos ja diferenciados nas fases mais
adiantadas do desenvolvimento embrionario ou larval
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G. Hertwig (27-30) considera as sucessivas divisGes dos blastomeros
que levam a uma progressiva diminuigdo do volume nuclear no conjunto
déstes fenomenos cariométricos. Ele constata que esta redugido se da com
dimidiagio progressiva do tamanho nuclear e éle chama éste processo
“Multiple Succedanteilungen”. Para éste processo poder-se verificar, é
necessario que os nucleos estejam inicialmente “mitosebereit” ou seja,
prontos para a mitose. Isto se pode dar somente nos ntcleos fortemente
poliploides ou “polimeros™ ou “politénicos ou “meertwertig” (conforme as
denominagdes de autores diferentes para éstes dois ultimos termos) isto
¢ com o0s cromosomios em nUmero multiplo de um valor basico ou com os
cromosomios constituidos pela reunido de um namero miltiplo de cro-
monemas,

Devemos aqui lembrar que ndo sempre as divisdes de segmentagio le-
vam os nucleos a um dimidiagdo nas sucessivas geracdes de blastomeros.
Entre uma segmentagio e a sucessiva pode haver crescimento interfisico
mais ou menos extenso. Além disso ao que parece das pesquisas de Go-
dlewsky (22) os nucleos dos blastonieros seriam ligeiramente maiores do
que a metade do nucleo progenitor por ter-se em cada geragio de blasto-
meros incorporada no nucleo uma certa fracio do material nuclear exis-
tente no citoplasma do ovo e que se tinha localizado ali no momento da
ruptura da vesicula germinativa. Todos estes fatos nos parecem da maior
sigmificacio pela interpretagio a participagao nuclear no desenvolvimento, mas
devemos confessar que pouco ou nada foi feito até agora com rigoroso método
quantitativo. Devemos lembrar aqui somente as pesquisas de Godlewsky
(22), Conklin (12), Enriques (16-17) e Levi (36), sobre as mais diferentes
espécies animais que mostraram que o ritmo do crescimento total da massa nu-
clear nas sucessivas geragoes de blastomeros ndo ¢ igual nas diferentes espécies
e em diferentes periodos da segmentagio. Porém, um estudo comparativo sobre
o volume dos nucleos dos blastomeros durante o desenvolvimento nas diferentes
espécies amnda ndo existe.

O fenomeno de dimidiacio dos nucleos durante o desenvolvimento nio
é limitado a fase de segmentagio mas continua tambem nos drgios espe-
cializados. Isto foi constatado estatisticamente por B. Schreiber e Ange-
letti (46), no estudo cariométrico do figado durante o desenvolwvi-
mente da carpa (Cyprinus carpio var, specwlaris). Nos alevinos deste
peixe de 17 mm os nicleos hepaticos apresentam um poligono de frequeén-
cia com u'a moda ao volume 188; os alevinos de 22 mm o maximo de
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