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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,

11
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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.

12
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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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frequéncia € ao valor 9,4; a 40 mm o valor modal ¢ 4,77. Os alevinos de
175 mm e os de 360 mm apresentam uma curva de frequéncia com 2 for-
mas respectivamente, 4,/7 e 94. Os alevinos de 340, 670, /60 mm tem
trés modas respectivamente, 4,77 — 94 — 188 e os de 80 mm também
trés modas: 94 — 198 — 376.

Podemos dividir, portanto, o desenvolvimento larval em dois perio-
dos, o primeiro anterior aos 40 mm de comprimento, no qual o figado
apresenta uma diminui¢io do volume nuclear que se processa por dimi-
diagoes sucessivas. Alcangado um tamanho minimo as células crescem
ritmicamente, isto é, por endomitose, dando nucleos duplos, quadruplos e
octuplos do minimo. O momento no qual este valor minimo e alcangado
corresponde aquele no qual se da o inicio do diferenciamento citologico da
céiula hepdtica e do funcionamento especifico (aparecimento de granulagoes
e vacuolagio do citoplasma). No estadio de 17 e 22 mm somente foram
encontradas mitoses (mais ou menos 3%) ao passo que em nenhum outro
estadio elas estio presentes. Isto leva os autores a considerar a diminui-
¢do do volume como devida a divisGes sem crescimento interfasico (“Mul-
tiple Succedanteilungen” de G. Hertwig) ao passo que depois de 40 mm
ha crescimento interfasico sem divisio (endomitose).

Analogos fenémenos foram encontrados no embriio e adulto de pinto
por A. Binda e relatados por B. Schreiber.

* ®x =

Em pesquisa destinada a controlar os fenomenos descritos por B.
Schreiber e Angeletti, G, Schreiber ¢ M. Romano-Schreiber (53) nos gi-
rinos de Bufo vulgeris encontraram uma situagdo um pouco diferente. Foi
estudada a variabilidade do volume nuclear no figado e no piancreas de
uma série de girinos fixados em Padua (Italia) constituida de individuos
de 10, 14, 29, 51, 72, 80 dias ap6s a eclosio e de 7 estadios da metamorio-
se de idade entre 72 e 100 dias. Depois de iniciada a metamoriose a
indicacio em dias nio é mais conveniente devido a notavel variabilidade
individual do andamento da metamorfose. Portanto a partir do inicio des-
ta foi convencionalmente indicado o estadio padrio previamente estabele-
cido por G. Schreiber (47) por esta espécie.

Para cada estddio foi calculado o valor modal das curvas de frequén-
cia nuclear. Pelas razdes ja expostas foi eéste o valor utilizado como re-
presentativo do volume nuclear em cada estadio.

Como se vé na Figura 1, e diagrama que representa estes valores
modais em funcio do tempo (idade ou estidio) o volume do nucleo di-
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minue ritmicamente, isto €, de modo descontinuc e com valores propor-
cionais. O modulo desta proporgdo foi apontado aproximadamente como
1,41 para confronta-los com os dados de Brummelkamp e de G. Hertwig
ficande, porém, com reserva a respeito da realidade deste algarismo. Do
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Volumes nucleares (valores modais) durante o desen-
volvimento do figado dos girinos de Bufo,
Em abcissas — estidios de desenvolimento (dias).
Em ordenadas — volumes nucleares (4 direita, wva-
lores médios dos diferentes niveis)
& profases.

(de Schreiber & Romeno-Schreiber modificedo.)

exame do diagrama pode-se constatar que durante todo o periodo preme-
tamorfico dos nucleos ficam a um certo volume (810). Logo antes da me-
tamoriose da-se uma reduciao. Durante a metamoriose até o sen acaba-
mento o nucleo fica ao nivel 350 e num estadio final da metamoriose
éle diminue ainda alcancando o nivel de 420.
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Nos dois esidios mais precoces de 10 e 14 dias o nnitcleo tem os va-
lores de 1600 e 1200. Nestes dois estadios e no 77 dias, 1sto ¢, logo no
comego da metamorfose encontram-se numerosas mitoses € a variabilidade
é maior. Nestes estidios foram medidos os volumes das profases com a
reserva, porém, de, estando os nicleos em profases elipsoides de rotagio a
sua orientagio livre no espago proporciona um notivel erro nas medidas.
Apesar desta reserva os volumes das profases (indicadas no diagrama com
(x) ) estio coincidindo com notiavel aproximagio ao volume do nivel ime-
diatamente superior ao da interfase correspondente,

Também no Bufo, como foi mencionado para carpa o diferenciamento
histologico do figado e o inicio da sua funcionalidade coincide com o vo-
lume minimo alcancado pelo nicleo.

Estamos aqui diante de um caso tipico de “Zwischenklassen™, cuja
interpretaciao se apresenta mais dificil do que a da endomitose. G. Schrei-
ber (49), esbogou uma explicagio baseado na sua interpretagio geral
destas classes intermediirias. Ele adotou substancialmente a explicagio
de Heindenhain e a primeira de G. Hertwig, isto &, da duplicagio de so-
mente metade do contettdo nuclear. Em termos geneéticos esta explicagio
leva-nos a admitir que os dois genomas haploides teriam diferentes velo-
cidades de duplicacio ou a duplicagio de um genoma seria sucessiva aquela
do outro assim que, num estadio transitorio um dos dois seria ja duplica-
do e o outro ainda ndao. Seria, portanto, uma situagio correspondente a
um triploide transitério.

Os wvalores volumétricos, admitindo que o volume nuclear exprima
fielmente o valor quantitativo do genoma seria portanto de 1,5 maior do que
o precedente. As relagbes entre as etapas de crescimento sucessivas se-
riam, portanto, tomando como o valor volumétrico de um nicleo diploide,
1: 1, 5: 2: 3: 4: 6: 8, etc.. Os médulos seriam entdo alternadamente 3/2 e
4/3, isto &, 1,5 e 1,33.

No trabalho de 1943 foi frisado que por acaso a média aritmética entre
1,5 e 1,33 é 1,415 e, portanto, a coincidéncia déste valor com o algarismo
de V2 (1,413) teria encaminhado Hertwig e Brummelkamp para as in-
terpretagbes que foram examinadas acima e que, portanto, poderiam ca-
recer de fundamento. A notavel variabilidade dos dados estatisticos nido
permite sempre uma exata avaliagio dos modulos e, portanto, no conjunto
das diferentes pesquisas, o valor meédio de 141 aparece mais frequente-
mente.

Foram indicadas vdrias provas da natureza citologica déste fenomeno
como também num trabalho sucessivo, de 1946, foram indicadas outras in-
terpretagdes que porém nio alteram a essencia do fenomeno.
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A série diminutiva dos volumes nucleares de Bufo seria determinada
‘pela combinagio do crescimento interfasico limitado a 1,5 vézes com um

-divisio por dimidiagio déstes nucleos, sempre naturalmente em nfticleos

politenicos ou poliploides.
No pancreas da-se absolutamente a mesma situacao, ligeiramente com-

‘plicada pela existéncia, as vézes, de curvas de frequéncia bi-modais nas

quais, porem, os dois valores modais estio dentre os valores da série

-.descrita.

Esta reducao do volume nuclear nos estadios sucessivos de desenvol-
vimento pode induzir a uma interpretacio diferente e pensar em um “efeito
-estatistico” que modificaria o valor médio ou modal do volume nuclear.
Poder-se-1a pensar na existencia no tecido de categorias de células diferen-
tes por tamanho (poliploides), que predominariam como nimero nos o C5-
tadios sucessivos de desenvolvimento por desaparecimento das que pre-
dominavam no estadio precedente.  Em outras palavras poderia haver
proliferagdo diferencial em periodos diferentes de categorias diferentes de
células. O problema é evidentemente bdsico e foi discutido desde o pri-
meiro trabalho de Schreiber e Romano-Schreiber. Num trabalho mais
recente de Salvatore e Schreiber, fenomenos semelhantes foram verificados
nas células uterinas e neste caso a perfeita pureza das curvas de frequéncia
dos volumes nucleares permite excluir a existéncia de categorias diferentes
de células desde os estadios iniciais. Além disso, existem fenomenos se-
melhantes de redugio do valor poliploide de células somiticas durante o
desenvolvimento embriondrio perfeitamente controladas citologicamente
(Berger e sua Escola no intestino das larvas de mosquito) que autorizam
a pensar em fenomenos do mesmo tipo também nos tecidos somaticos dos
vertebrados. Este fenomeno foi denominado por G. Schreiber em 1943
(49) com o termo de “elasse” (do grego — elassis) que significa reducio
mas nao pode confundir-se com outros fenomenos reducionais como a meio-
se ou a “chromatin diminution”.

Depois destas pesquisas sobre o Bufo, Dussa (1944) (15) verificou
também uma diminui¢do volumétrica do nticleo no figado dos girinos, mas
segundo éste autor esta ndo seria “ritmica” mas sim devida a fenomenos
de hidratacdo nuclear. Niao tendo podido por causa da situagio atual al-
cancar o trabalho original de Dussa, achamos inutil por enquanto contestar
aqui éstes resultados. Sucessivamente (1945) Paccagnella (41) verificou
no Axolotl a redugio ritmica do volume nuclear durante o primeiro ano
de vida, seguida no segundo ano por um aumento do volume segundo a
série de duplicagio. Isto é exatamente como na Carpa. Paccagnella en-
cont-a também as “Zwischenklassen” de 1,5 veézes o volume basico.
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Este autor interpreta a diminuigio do volume nuclear como devida a
prevalencia em periodos sucessivos de células diploides, em seguida ao de-
saparecimento das tetraploides prevalentes nos estadios precedentes. Este
problema ja foi discutido mais acima.

Achamos necessario -:c_m'hecer mais profundamente o que acontece du-
rante a interfase antes de nos permitir uma interpretagio definitiva dos
fendomenos de reducdo ritmica e especialmente dos de reducio com as
classe 1.5.

3) Fuwum do trabalho ¢ escolha do material. O problema do crescimento
do nucleo como foi até agora examinado abrange o problema mais com-
plexo e importante da multiplicagdo dos gens e a duplicagio dos cromo-
somas no nuc'eo interfdsico.

Para ter a possibilidade de deduzir algo sébre éste fenomeno em base
aos estudos cariométricos € absolutamente preciso estabelecer antes se o
volume do nucleo corresponde a situagio quantitativa do genoma, ou se
esta correspondéncia nio estiver perfeita em quais condigbes esta correspondén-
cia é valida,

Ja mencionamos que uma possibilidade de esclarecer éste problema é
0 estudo cariométrico dos poliploides. Muitos trabalhos foram feitos es-
pecialmente no campo botanico neste sentido. G. Schreiber (52) verificou
mais uma vez esta correlagio numa série de plantas poliploides de Coffea,
e analisou nesta ocasiio as condigdes que devem ser observadas nas pes-
quisas para poder ter confianga nos resultados.

Outro campo de pesquisas nos é fornecido pelos trabalhos sobre a esper-
matogenese como os de Jacobj (33), Freerksen (18), Hertwig (24,27), Wer-
mel (35), Spuhler (54), e B. Schreiber (45). Todas elas verificaram, apesar
de certas discordancias, como no caso dos insetos (Wermel, 56), que, ao menos
na maioria dos casos, a correlagdo entre o valor multiplo do genoma e o volume
nuclear é perfeita.

Poderia, portanto, parecer intitil voltar neste assunto, mas achamos que
em todas as pesquisas precedentes fo1 dada pouca atengio ao espermatogonio.

De fato esta categoria de células testiculares estd fora da série meio-
tica e tem por sua conta uma série de ciclos mitoticos independentes da
meiose. Alguns animais apresentam antes de iniciar a meiose uma série
de divisbes espermatogoniais sucessivas nas quais o volume nuclear dés-
tes gonios diminue progressivamente. Nio queremos aqui entrar na analise
déste fenomeno que nos parece muito semelhante ao da “elasse” embrional que
foi analisado a proposito do figado,

O que achamos interessante, aqui, é confrontar os nucleos das esper-
matogonias durante o seu crescimento interfasico, com os nucleos das fases
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meidticas. NoOs temos aqui uma situagio que achamos preciosa: isto é. a
possibilidade de ter no mesmo tecido, e, portanto, sujeitos as mesmas al-
teraces devidas ao tratamento histolégico, um nticleo em crescimento
interfisico e uma série de nucleos cuja constituigio cromosomica esta bem
conhecida e que se dividem sem crescimento interfasico.

Temos, em linguagem figurada, um nucleo que percorre um caminho:
os marcos milliarios ao longo déste caminho marcam etapas sucessivas corres-
pondentes ap nimero de genomas.

A dificuldade que a maioria dos animais apresenta para um estudo
cariométrico das espermatogonias é que os niicleos destas células sio ge-
ralmente de forma ndo perfeitamente esférica; frequentemente achatado,
ou deformado nas mais variadas dire¢des. Uma apreciagio do volume
déstes nucleos seria, portanto, muito aleatoria.

Ja foi discutido o problema da forma do nucleo nas pesquisas cario-
métricas (G. Schreiber, 52) e ndo queremos voltar aqui neste assunto.
Achamos somente que algumas das pesquisas cariomeétricas, que se encon-
tram na literatura, estio viciadas por este defeito. Nos ofidios, esta
dificuldade nio existe, pois, na totalidade das espécies que foram exami-
nadas no presente trabalho, os nicleos espermatogoniais sio perfeitamente
esféricos.

No crescimento do nucleo da espermatogonia devemos distinguir duas
fases nitidamente diferentes: uma € o crescimento interfasico das mitoses
proliferativas; a outra é o crescimento auxocitario que leva o espermato-
gonic, depois da tltima mitose gonial, a se transformar em espermatocita
de primeira ordem.

A diferenca entre estas duas interfases é substancial, pois, no segundo
tipo se dio o pareamento e o ‘“crossing-ower”’ dos cromosomas que sio os
fenomenos fundamentais da sexualidade. Qual € a causa pela qual, depois
de um ciclo mitético, o nucleo gonial desvia para o crescimento auxocitario,
noés nio conhecemos. Com certeza, acontece um fenomeno de endomitose,
pois, os gens duplicam-se, os cromosomios se desdobram, sem se formar
ante< o fuso nuclear e a divisio dos centromeros. A essencia do fenomeno,
como € concebido por Darlington é uma precocidade de algumas das ma-
nifestagbes da divisdo respeito a outra. De qualquer modo o resultado ¢
um ntcleo tetraploide ou tetravalente, isto é, com 4 complementos de gens
haploides e, como serd ilustrado mais adiante, o volume do auxocito no {im
do seu crescimento (paquiteno) corresponde perfeitamente ao volume da
profase espermatogonial (4 n).



136 0O CRESCIMENTO INTERFASTICO DO XNOCLEO

Podemos, portanto, confrontar as duas interfases que temos examinado-
antes: interfase das mitoses goniais e interfase auxocitaria. O intervalo de
crescimento € o0 mesmo. O que nestas pesquisas se revelou € a diferenga
do ritmo deste crescimento.

Levi e Terni (37) analisaram o crescimento auxocitirio nos anfibios
do ponto de vista citomeétrico, mas os resultados nio nos fornecem dados
esclarecedores no que se refere ao volume nuclear e achamos muito im-
portante analisar mais profundamente éste assunto no futuro,

x* ¥ %

rara resumir esta introdugio podemos definir o fim destas pesquisas
como o estudo cariométrico dos nucleos das espermatogonias em ativa mul-
tiplicagio mtotica conirontando com os estadios de variagio do volume:
nuclear das fases da meiose com numero de cromosomios conhecido.

A situagdo topografica no lumem do canaliculo e o aspecto morfologi-
co dos nucleos nos proporcionam a possibilidade de reconhecer com abso-
luta certeza as 4 categorias de células germinais e obter assim poligonos
de frequencia perfeitamente puros de cada tipo de células.

II) MATERIAL E METODOS

a) Escolha do material

As pesquisas foram realizadas sobre os testiculos de ofidios brasilei-
ros, aproveitando o copioso material vivo que chega continuamente ao-
Instituto Butantan de toda parte do Brasil.

O material foi colhido em diferentes épocas do ano, sendo, portanto,
para cada espécie, escolhida a época de maturagio. Na descrigio dos re-
sultados sera dada, para cada caso, a indicagio do griu de maturidade
sexual do testiculo estudado. Em alguns casos foi estudado também o-
testiculo em fase juvenil ou em repouso. De uma espécie foi possivel es-
tudar um testiculo embrional (Xenodon).

b) Técnica histolégica ¢ embriolégica

Os testiculos, colhidos em ligeira narcose etérea ou cloroférmica,.
foram fixados quase todos em liquido de Dubosq-Brasil (Bouin alcoélico)
em pequenos pedagos bem abertos, de férma a apresentar a superficie in--
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terna do testiculo ao fixador. Praticamente 1sto se obtem facilmente
abrindo o testiculo com uma tesoura com um corte longitudinal e revol-
tando para féra a parte interna do testiculo, ficando assim, a massa espon-
josa dos canaliculos em direto contacto com o fixador.

Este procedimento permite sempre contar os Cromosomios nas meta-
fases das primeiras divisbes e a perfeita visibilidade dos quiasmas nas dia-
cinesis dos espermatocitos de pnmeira ordem.

Os cortes foram feitos geralmente de 10 a 12 micra, coloridos com
Hematoxilina de Harris ou de Heidenhain com eosina.

As medidas foram executadas desenhando com a camara lacida a uma
amplificagio de 1890 de mais ou menos duzentos nucleos de cada estadio, sendo
porém as veézes, bastante dificil encontrar suficientes espermatocitas de se-

gunda ordem.

Sobre os desenhos assim obtidos foram medidos os dois diametros cru-
zados (maior e menor) e feita a média aritmética destas medidas. O valor
do diametro médio (em milimetros a ampliagio do desenho) foi usado como-
variavel estatistica, grupados em classes de meio milimetro e feita a curva
de frequencia.

A medida dos diferentes tipos de nucleos é facilitada pela possibilida-
de de reconheceé-los imediatamente, seja pela localizagio, seja pelo aspecto-
morfologico. As vézes, foram medidos juntos os nticleos dos espermato-
citos de segunda ordem e das espermatidas devido a dificuldade de encon-
trar os primeiros e somente foram depois separados na curva de frequéncia
as duas modas nitidamente distintas. Dos espermatocitos de primeira or-
dem foram medidos somente as formas de paquitenos e diplotenos e nio
as de leptotenos que estio ainda em crescimento interfasico (este fenomeno.
sera objeto de um trabalho sucessivo) e as fases de diacinese, que se apre-
sentam as vézes mais deformadas.

As espermatogonias estio estritamente localisadas imediatamente em
baixo da parede do canaliculo e se distinguem perfeitamente das primeiras
fases do auxocito como também dos espermatocitas de segunda ordem, que
tém mais ou menos o mesmo tamanho. O ntcleo das espermatogonias é
perfritamente esiérico e isto foi uma das razdes pela qual as medidas deram:
um 1esultado bem claro. As profases das espermatogonias, pelo contririo,.
estio mais eliticas e nio orientadas. As suas medidas, portanto, nio témr
uma exatidio tio grande como as dos outros estadios. Estas medidas, por-
tanto, nio foram utilizadas nos cdlculos da curva de regressio e as indi--
cacdes foram dadas como média aritmética das medidas individuais ou em
poucos casos onde as profases se encontram mais frequentes como moda.
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¢) Elaboracio estatistica dos resultados

Das curvas de frequéncia dos diametros foram calculados os valores
'modais por perequacido das frequéncias e aplicagio da formula:

F
Mo — L - i1
mo | S

.onde Lme € o limite inferior da classe modal, F € a frequéncia da classe
superior a da moda f a inferior e 1 é o intervalo de classe (0,5) (Arkin e
‘Colton, 2).

Obtidos assim os valores modais dos diametros foram calculados os vo-
lumes das esieras correspondentes,

Para o estudo da relagio entre volume nuclear e valor mailtiplo do
‘genoma, os valores modais das diferentes categorias de nucleos em cada
-espécie de ofidio foram diagramados no seguinte modo: nas abcissas os
valores multiplos do genoma e nas ordenadas os valores modais das curvas
.dos ntuicleos das diferentes fases espermatogenéticas. Assim foram consi-
deradas como haploides (n = 1) as espermatidias, como diploides (n = 2)
os espermatocitas de segunda ordem e as espermatogonias e como tetra-
‘ploides (n = 4) os espermatocitas de primeira ordem e os profases goniais.

Neste diagrama foi calculada a equacio de regressio (**) e com os res-
pectivos valores tedricos para cada valor da abcissa foi calculado o “Erro de

estimagao’’ @— ]/E o
G N-2

.de vaiores incluidos no caleulo.

O erro de estimagio é a medida que nos permite julgar da atendibilidade dos
‘valores que se afastam dos valores tedricos da linha de regressio e de julgar,
-portanto, se os afastamentos devem ser considerados no limite dos desvies causais
-ou se pelo contrario éstes afastamentos sio devidos a causas definidas, e portanto,
revelarem uma significagio especifica.

usando o valor N-2 devido ao pequeno numero

L)
S (dx. dv)
v = ¥ (x — x)
5 éx2
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III) RESULTADOS

Reproduzimos aqui para cada espécie, o grifico (A) dos histogramas das
frequéncias dos didmetros nucleares de cada estadio espermatogencético e o grafico
de correlacio entre volume modal e valor multiplo do genoma (B). Os valores
das ordenadas do grifico B, portanto, correspondem aos valores modais das
curvas dos graficos A.

Como ja temos esclarecido foram considerados os espermatocitos de primeira
ordem como tetraploides, aquéles de segunda ordem como diploides e as esper-
matidias como haploides. As espermatogonias teoricamente sio diploides, porém,
elas tém crescimento interfasico que as leva ao valor tetraploide da protfase.
Durante éste crescimento os nucleos variam de volume e, como sera indicado
mais adiante, a maioria dos espermatogonias tém um valor maior do que os
diploides e estd bem fastado do valor tedrico diploide da linha de regressio. Bste
valor é, porém, bem coincidente com o valor tedrico triploide ¢ em quase todos
os diagramas B esti bem coincidente com o ponto correspondente da linha de
regre:sio e dentro do limite fiducial do Erro de estimagio. Portanto, no calculo
da linha de regressio éstes valores dos volumes dos espermatogonias foram
considerados efetivamente como pertencentes a abcissa 3n. A absoluta constancia
déste fenomeno em todas as espécies examinadas nos leva a convicgdo de que
éste valor tem uma real significagio biologica que sera considerada mais adiante,

Em alguns casos as espermatogonias tém uma curva de frequéncia nitida-
mente bimodal, sendo uma das modas, geralmente a maior no valor de 3n e a
outra perfeitamente coincidente com a de 2n das espermatocitas de segunda ordem.
Nestes casos todos os dois valores modais foram utilizados no calculo da equagio
de regressio um como 2n e outro como 3n.

Foram estudados com éste método os testiculos das seguintes cobras constantes

do seguinte esquema, em ordem sistemdtica (Lista remissiva dos ophidios do
Brasil, de Afranio do Amaral, 2* Ed., 1936 (1).

Fam. BOIDAE
sub-fam. Boinae

Constrictor constrictor constrictor L. (97)



140 O CRESCIMENTO INTERFASTICO DO XNCCLEO

Fam. COLUBRIDAE

sub-fam. Colubrinage
Chironius carinatus L. (87)
Xenodon merremss Wagler (19-65-77)

sub-fam. Boiginae
Pseudoboa trigeming D. et B. (17-21)
Thamnodynastes (Dryophylax) pallidus pallidus L. (27) (*)
Tomodon dorsatus D. et B. (68)
Phylodryas olfersit Lichtenstein (66)
Phylodryas schotii Schlegel (1-15)

Fam, crROTALIDAE.

sub-fam. Lachesinae
Bothrops atrox L. (84)
Bothrops jararaca Wied (47)

sub<fam. Crotalinae
Crotalus terrificus terrificus Laurenti (61)

* % =%

Durante estas pesquisas foram examinados muitos mais exemplares dos que
aqui estao apresentados; o numero reduzido aqui se deve, além da dificuldade
de encontrar machos em algumas espécies, ao ponto de termos escolhide somente
aquéles nos quais os testiculos se apresentavam mais favoraveis ao estudo pelo
grau de maturidade. Alguns dos exemplares estudados sio muito jovens justa-
mente para o estudo das fases iniciais da espermatogénese em relagio especial-
mente ao tamanho das espermatogonias. O numero entre aspas e a indicagio
do protocole.

Damos aqui as indicagoes pormenorizadas dos casos estudados com os dia-
gramas “A” dos histogramas dos volumes nucleares nas diferentes células testi-

culares ¢ “B" o diagrama da correlagdo entre o volume nuclear (valor modal) de
cada tipo de células testiculares e o nimero de cromosomas (valor maltiplo do

genoma haploide correspondente).

® % =%

(*) Esta especie € atualmente objeto de uma revisio sistematica na Seccio de
Ofiologia do Instituto Butantan Portanto deve ser considerada como provisoria e podera
ser no futuro modificada.
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Fam. BOIDAE
Sub-fam. Boinae
Constrictor constrictor constrictor L. (Prot. 97) Tab. L

Individuo de 1 300 cm. Sacrificado no dia 28 de Maio de 1946. O tes-
ticulo estava em maturagio avancada.

Espermatogonias com poucas mitoses. Espermatocitas de la. ordem pre-
valentes nas fases iniciais (leptotenos). Raras as metafases las. O estadio
dominante é o do espermatidio e o da espermiogénese. Rarissimos os es-
permatocitas de 2a. ordem.

Espermatozdides maduros no centro do canaliculo, porém, sem lume vazio
do canaliculo.

O diagrama das frequéncias do volume nuclear, Fig. 2 A, é bastante re-
gular para os espermatocitas de la. e 2a. ordens e as espermatidias.
permatogonias tém um histograma bimodal.

O diagrama de correlagio (Fig. 2B) mostra uma perfeita coorrelaciio
entre os valores modais ¢ o valor multiplo do genoma haploide. A segunda
moda do histograma das espermatoginias coincide perfeitamente com o valor
3n e quando diagramado em abcissa 2n esti num valor de ordenada bem

além de 3 Sy (Diferenca entre valor do espermatogonio 2n e 2a. moda é de
345 :3 Sy = 88,03).

As es-

TaserLa |
Constrictor constrictor comstrictor L. (97)
Diametro Gonia mef“ Cit. 1 Cie. 11 Ide.
gonia
8 1
8.5 7
9 29
9.3 65
10 3 3 53
10.5 9 2 8
11 33 10 2 x= 2.4
:;.5 :]:: I;D y = 961.2
12.5 22 5 b' = 3719.4
13 57 3 4 Sy = 29.35
13.5 55 :': g 3 Sy = 88.05
14 34
14.5 18 25 d = 345
15 5 1 25
15.5 3 11
16 10
16.5 1 3
17
17.5
18
|
Modas 12 — 1596 g08 452.5
1155
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As profases goniais sdo escassas (2 sobre 278 gonias ou seja 0,79%) e os
valores correspondentes a 4n, porém, com notivel variabilidade devida pro-
vavelmente a forma elipséide nio orientada (calculados como esferas de did-

metro médio entre os dois diametros, maior e menor, ¢ isto di valores diferente
daqueles do elipsoide correspondente, se medido com os diimetros orientado).
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Fam. cOLUBRIDAE
Subfam. Colubrinae
Chironius carinatus L. (Prot. 8) Tab. II.

Individuo de 114 centimetros. 20 de Abril de 1946. Testiculo em per-
feita maturagio. Canaliculos com amplo lume. Espermatocitas de la. ordem
em todas as fases auxocitirias com frequentes metafases las. Espermatocitas
de 2a. ordem bastante frequentes. Espermatidias e fases histogenéticas em
quantidades mais ou menos iguais. Espermatozéides em vérios graus de ma-
turidade em disposicio colunar radial, poucos espermatozdides livres no lume.

Notavel a frequéncia das profases goniais dispostas em grupos. A ati-
vidade mitética destas células se reflete na irregularidade do histograma das
espermatogonias.

Devido a esta irregularidade nio foi calculada a moda déste histograma

e no diagrama de correlagio foram considerados somente os elementos da
série meibtica. (Fig. 3B).

Os histogramas (Fig. 3A) da série meidtica sdo absolutamente regulares.

Neste exemplar foram medidos alguns niicleos das células intersticiais. Os

volumes nucleares destas células estdo muito perto dos espermatocitas de 2a.
ordem, isto é, dos diploides.

Tasera IT

Chironius carinatus L. (87)

Plametro | Gopla [ Xrease Git. 1 Cit. 11 Ide. |Intersticial
gonia

7.5

k| ) |

£.5 8

9 23

9.5 . 34

10 31

10.5 2 2

11 2 5 =

11.5 4 9 4 X == e, 6
12 16 18 7 ¥y = 1269
12.5 14 10 3 b = 518.6
13 19 1 5 6

13.5 13 1 1 3

14 13 2 2

14.5 12 3

15 17 4 15

15.5 5 2 39

16 2 4 24

16.5 3 7

17 1 4

Média

Modas - Eais 2027 904.2 449 997
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Neste exemplar nio foi
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laridade do histograma das espermatogdnias acima mencionadas.
deve ser encarado como um sintoma de atividade reprodutiva das espermato-
gonias cuja porcentagem de mitose € de 12,7/%.
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Xenodon merremii Wagler (Prot. 19) Tab. IIL

Individuo de 82 centimetros. Capturado durante a copulagio em 31 de
agosto de 1945. Histologicamente o testiculo € perieitamente maduro. Ca-
naliculos com lume vazio contendo espermatozdides maduros e em matura-
cio pegados i parede. Espermatogonias com escassas profases (3,29%). Es-
permatocitas de primeira ordem escassos em maioria paquitenos com algumas
ilhas de metafases primeiras. A fase predominante é a de espermatidio e
de espermiogeénese. '

A Fig. 4 indica uma grande regularidade dos histogramas dos volumes
nucleares. Os espermatocitos de primeira ordem tém uma ligeira moda mais
ou menos coincidente com aquella das gonias que porem poderia desaparecer com
uma ampliacio do intervalo de classe ¢, portanto, nio deve ser tomado em
consideragdo,

O diagrama da Fig. 4B indica uma correlacio bastante boa entre vo-
lume e cromosomios da série meidtica. O volume modal das espermatogdnias
como nos casos precedentes discorda com o valor diploide sendo aproximada-
mente concordante com o valor 3Jn. A diferenca entre o wvalor teorico 2n
e o valor real é ligeiramente inferior a 3 Sy, sendo, porém, superior a 2 Sy.

Tasera 111

Xenodon merremii Wagler (19)

Diametro

Profase

okl Cit. II [de.

13.5

14.3
15
15.5
16
16.5
17
17.5
18
18.5

33
1 41
0 35
6

2.5
1168.5
523.2
182.9
548.7
= J8l1.6

i

i

2 Sy = 3653

Bl e e e
o B D v S S W s LA B
e
a 99| =« i
i

L T

Modas

1238 = 2132 B80S 449
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Xenodon merremii Wagler (Prot. 65) Tab. IV.

Individuo de 71 centimetros fixado em 26 de outubro de 1946, Tes-
ticulo completamente maduro. Canaliculos wvazios com espermatozoides livres
e muitos outros empilhados na parede. Fase predominante é a da esperma-
tidia e a da espermiogénese,

Gonios com numerosissimas mitoses (33% profases sobre os gonios in-
terfisicos medidos). Este niimero, é porém, ligeiramente superior ao real
por serem as profases escolhidas ao passo que as interfases sio medidas ao
acaso. Espermatocitas de primeira ordem relativamente escassos.

Os histogramas sio regulares sendo aquéle dos espermatocitas de primei-
ra ordem ligeiramente assimétrico nos valores altos.

O histograma das espermatogonias tem uma segunda moda na classe 15,
Calculando o valor modal deéste histograma com intervalo 1 em lugar de 0,5
o valor modal aumenta (1475). Este valor coincide muito mais de perto
com o valor Jn da equacio de regressio do que aqueéle calculado com inter-
valo 0,5. A este fato se deve a diferenca com o valor indicado na tabela
do trabalho precedente de 1946, para o mesmo individuo.

O diagrama de correlagio, Fig. 5B revela uma perfeita correlacio en-
tre os valores meidticos e a diferenca com o wvalor diploide do volume
espermatogonial significante fendo o erro de estimaciio muito pequeno.

TARerLA IV

Xenodon merremi Wagler (65)

Diametro Gonia Pmtf“ Cit. 1 Cit. 11 Ide.
gon:a
8 6
.5 25
3 34
9.5 2
10 1 15
10.5 3 3
11 5 9 ¢
11.5 2 22 4
12 7 47 y = 117.9
12.5 20 18 b == 527.87
13 16 13 Sy == 27.2%
13.5 46 1 5 1. Sym 8201
14 34 2 1
14.5 22 2 7 d = 560.24
15 26 8 17
15.5 6 & 20
16 1 5 15
16.5 0 5 13
17 1 1 9
17.5 0 5
18 1 3
Modas 1475.5 1953 1933 904.7 383.7
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Xenodon merremii Wagler (Prot. 77) Tab. V.

Individuo muito jovem, de 36 centimetros, fixado em 15 de janeiro de
1946. Testiculos extremamente pequenos, nio maduros com canaliculos ao
estidio de corddes epiteliais chelos de espermatogonias em repouso e raras
profases e ainda mais raras as metafases goniais,

A Fig. 6 mostra os resultados das medidas déstes espermatogodnias que
dio um histograma bastante regular, embora ligeiramente assimétrico nos
valores baixos. O wvalor modal de 1287 é concordante com os dos dois in-
dividuos maduros previamente examinados.

Como sera discutido mais adiante eéste fato indica que éstes espermato-
gonias estio em atividades multiplicativas, embora fraca.

Além disso este fato indica que as espermatogdénias, nos individuos jo-
vens antes da maturacio sexual tem o mesmo valor nuclear dos espermato-
gonias dos individuos maturos € pelo menos entre estas idades nfio hi ge-
raches de gonias de volume diferente como se verifica, por exemplo, em
outros vertebrados (Peixes).

TABELA ¥

Xenodon merremii Wagler (77)

Diam etro Gonia
10 3
10.5 4
11 i
11.5 9
12 17
12.5 28
13 32
13.5 36
14 34
14.5 17

Modas 1287
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Sub-fam. Boiginae
Pseudoboa trigemina D. & B. (Prot. 17) Tab. VI
Individuo de 76 centimetros, fixado em 28 de Agosto de 1945. Histo-
logicamente o testiculo esti em plena maturidade. Canaliculos bem ocos com
espermatozéides no lume e pegados as paredes.
Espermatogonias com 6.5% de profases. [Espermatocitas de la. ordem,
abundantes em todas as fases auxocitirias e frequentes as las. metafases.
Os histogramas dos esparmatocitas de 2a. ordem e das espermatidias sio
juntos devido ao grande niimero de espermatocitas de Za. ordem. Isto da um
diagrama perfeitamente bimodal. Histograma das espermatogonias ligeira-
mente irregular., Com a perequagio, porém, resulta nitidamente bimodal
com o valor modal inferior correspondente i moda dos espermatocitas de
segunda ordem e a outra intermediaria entre 2a. ¢ la. ordem (Fig. 7 A).
O diagrama de correlagio (Fig. 7 B) di uma linha de regressio na qual
o valor da moda maior das espermatogonias & discordante com o valor
diploide da abcissa, mas pelo contririo, coincide bastante bem com o valor
In. A diferenca é estatisticamente significante, pois a ordenada da segunda
moda esti bem féra do limite de confianca de 3 Sy.
TABELA VI
Pseudoboa trigeming D. e B. (17)
Cit. 11
Diametro Gonia Pmi,‘“ Cit. 1 1
gonia Ide.
8
8.3 16
9 43
9.5 =6
10 3 25
10.5 2 9
11 3 1%
11.5 10 21 -
4 4 29 : = 2.4
12.5 8 10 y = 1134.6
13 4 1 & b = 522.%5
13.5 12 1 0 Sy = 75.82
14 17 3 0 - g
14.5 15 10 1 y =, 2656
15 12 1 22 1 d = 346
15.5 3 0 14
16 1 4 15
16.5 0 1 12
17 1 1
17.5 1
18 2
18.5
19
900.3 Meédia 1942 441.8
Modas 1544 2110 845
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Um segundo exemplar desta espécie seri examinado num trabalho suces-
sivo por ter um quadro cariométrico diferente e indica a existéncia de uma
terceira divisio com um intervalo entre espermatocita de la. ordem e es-
permatidia de 8:1. Este exemplar apresenta além disso uma dimegalia em

todas as fases da espermiogenese. .que falta no mdividuwo 17 (Schreiber
1946 :50).
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Dryophylax pallidus L. (Prot. 27) Tab. VII.

Individuo de 26 centimetros fixado em 5 de setembro de 1945. Histo-
logicamente o testiculo é imaturo. Os tibulos tém lume oco, porém, sem
espermatozdides formados e as fases espermioistogenéticas sio totalmente au-
sentes.

A fase fundamental predominante é a do espermatocita de la. ordem,
sendo frequentes os canaliculos cuja parede é formada por uma camada de
espermatogonias ¢ muitas camadas de auxocitas em todas as fases. Poucos
espermatocitas de 2Za. ordem e espermatides.

Praticamente ausentes as mitoses espermatogoniais, faltando, portanto, as
medidas das proiases relativas.

Os histogramas (Fig. 8 A.) sio muito regulares na série meidtica, ao passo
que as espermatogonias tém um histograma “impuro”™ com provaveis modas
encobertas. A moda esti como nos demais casos entre a moda dos esperma-
tocitas de la. e 2a. ordem. A moda encoberta tem provavelmente o valor
correspondente a Zn.

O diagrama de correlacio (Fig. 8 B) é muito nitido ¢ o valor modal
espermatogonial bem coincidente com o de 3n e a diferenga com o de 2n for-
temnte evidente.

TaserA VII

Dryophylax palidus pallidus L. (27)

f .
Diametro Gonia Erotsse Cit. 1 Cit. 11 Ide.
gonia
2 14
9.5 19
10 3 1 45
10.5 0 1 18
11 5 9 13 =
11.5 9 . 16 3 x = 2.5
12 12 27 1 y = 1204.8
13 1 —
13.5 28 0 1 sl
14 20 . 9 4 3 Sy= T71.78
14.5 26 13 3 d = 465.3
15 16 31 3
15.5 7 31
16 9 14
16.5 3 4
17 1 1
17.5
Modas 1436.5 - 1931 949.8 522
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Tomodon dorsatus D. & B. (Prot. 68) Tab. VIIIL

Individuo de 45 centimetros fixado em 14 de novembro de 1945, 'Tes-
ticulo imaturo. Canaliculos com lume oco, as vezes, porém, irequentemente
cheios de espermatidias. Falta quase total de espermatozdides e fases his-
togenéticas.

A parede dos canaliculos é geralmente constituida por camadas de auxo-
citas mnas diferentes {fases da profase meidtica com maior incidéncia dos
leptotenos.

O histograma da (Fig. 9 A) € um dos mais demonstrativos entre todos os
que tivemos até agora. As espermatogodnias tém uma curva perfeitamente bi-
modal com as duas modas respectivamente cotncidentes com os valores de
abcissa de 2n e An. As fases meidticas tém curvas perfeitamente limpas
e regulares,

O diagrama de correlacio (Fig. 9 B) confirma perfeitamente o valor
3n da moda maior espermatogonial com uma diferenga com o valor 2n per-
feitamente significante.

TaserLa VIII
Tomodon dorsatus D. e B. (68)
Diametrc | “Gooia | =17 | oe1 | Ot U Ide.
gonia
8
8.5 1
9 o
9.5 8
10 22
10.5 24
11 1 10
11.5 5 4 1 == T4
12 11 g S ~
12.8 12 15 e -
13 19 23 b = 5752
13.5 13 12 Sy = 51.4
14 1; 7 3 Sy = 154.2
14.5 =
ia . d == 623.5
15.5 13 7
16 8 14
16.5 1 e
17 4 )12
17.5 0 3
18 0 4
18.5 1 2
Modas 1147 2286 1071 5889
1765
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n
-I'Jl

Devemos salientar aqui uma consideracio interessante: se confrontarmos
os valores absolutos dos volumes das singulas fases da espermatogenese desta
espécie, com as correspondentes das demais espécies examinadas, podemos
constatar que pelo menos eéste exemplar de Tomodon dorsatus, tem células
bem maiores do que os outros ofidios. Um primeiro ensaio estatistico so-
bre éste fenomeno nos indicou o seguinte;: o tamanho nuclear do Tomodon
em exame é sempre em todos os estidios malor do que M 4 3o, sendo M
a média aritmética de todos os valores do mesmo estidio das demais espécies
examinadas.

Limitamo-pnos a apontar éste fato na espera de que medidas extensi-
vas sobre um grande nimero de espécies possam dar maior esclarecimento
e eventual significacio sistemitica a ¢ste fendmeno,
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Philodryas olfersii Lichtenstein (Prot. 66) Tab. IX.

Individuos de 88 centimetros, fixado em 31 de outubro de 1945. Cana-
liculos cheios de espermatozdides e fases de espermiogénese que constituem a
fase mais abundante,

Espermatocitas de primeira ordem raras. Algumas profases goniais.

O histograma da Fig. 10 A é bem regular para as férmas meiéticas, ao
passo que a curva das espermatogonias esti fortemente assimétrica para os
valores menores o que provavelmente indica u'a moda encoberta aos valo-
res diploides.

O diagrama de correlacio reflete esta diferenca pois os limites fiduciais
do erro de estimagio sio bastante grandes e o valor modal das espermatogo-
nias esti no limite de 3 Sy, sendo, porém, bem f6ra do valor 2 Sy tomado
por virios autores como limite fiducial O wvolume das profases goniais
esti dentro do limite fiducial do volume de 4 n.

Tasera IX
Phylodrias olfersii (Lichtenstein) (66)
5 - Profase -
Diametro Gonia ; Cit. 1 Cie. 11 Ide.
gonia
a8 4
8.5 13
9 38
9.5 27
10 1 1 15
10.5 5 3 .
11 9 14 x= 2.5
11.5 13 16 y = 1010
12 19 3 g F
i3 5 o7 l:r__-- 472.5
13 o Sy = 117.2
13,5 g 1 3Sy = 351.6 2Sy=238.1
14 g 4 11 L d = 348.25
14.5 1 1 23
15 1 20
15.5 0 15
16 1 15
16.5 3
17 1
17.5 '
Modas 1122 Média 1750 I 767 404
1504
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Philodryas schottii Schlegel (Prot. 1) Tab. X.

Individuo de 139 centimetros fixado em 7 de Agosto de 1945. Testiculo
em perfeita maturacio histolégica. Canaliculos ocos com espermatozdides pe-
gados as paredes e todas as fases da espermiogénese.

Abundantes os auxocitas em todas as fases de crescimento e notavel abun-
dincia de metafases 1.2, Rarissimas as profases espermatogoniais.

. caracteristico déste individuo o fenomeno que se apresenta seja nos
espermatocitas de 1.2 ordem e 22 ordem e espermatidias, de estar reunidcs
em grupos de 4-8 nicleos evidentemente derivados de um mesmo espermato-
gonia. Este fato é localizado em certos canaliculos faltando em outros, e foi
por nds verificado em seguida em outros exemplares também e de outras
espécies no testiculo ao fim do periodo maturativo.

Os histogramas s3o bastante regulares (Fig. 11) e a correlagio entre vo-
lume ¢ cromosomio boa, embora nio tanto perieita como nos casos preceden-
temente examinados. A moda dos espermatogonias correspondente aproxima-

damente ao valor de 3n, porém, a diferénca com o valor de 2n & menor do que
de 3 OY.

TABELA X
Phylodrias schottii (Schlegel) 1. .

3 b Profase : 7

Diametro (onia : Gt 1 Cit. 11 Ide.

gonia

7
7.5 13
3 7
B.5 39
9 47
9.5 18
10 2 4 4
10.5 3 15 x = 2.5
11 5 15 —
11.5 8 14 e
12 20 12 E: 462.5
12.5 20 1Y 6 Sy = 141.6
E : 1; : : 2 Sy =285.2
14 0 9 3 Sy = 424.8
14.5 1 20 d = 298.5
15 0 20
15.5 1 12
16 10
16.5 3
17 L1
17.5 1
18
18.5%

Modas 1018 - 1760 700.7 323.8
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Philodryas schottii Schlegel (Prot. 15) Tab. >l

O segundo exemplar desta espécie foi capturado no momento da cépula
e fixado em 27 de Agosto de 1945. Comprimento 102 centimetros.

O testiculo é histologicamente maduro, provavelmente ji na fase final dec
periodo reprodutivo. Canaliculos com espermatozdides livres no lume, além
das féormas de evolucio espermiogenéticas. A parede dos canaliculos apre-
senta lacunas e sio abundantes os espermatocitas de primeira ordem em todas
as fases auxocitirias. Espermatogonias com poucas profases (59¢). A iase
predominante é a da espermiogénese ¢ nestas fases existem, embora raras,
formas de dimegalia, isto €, elementos de tamanho duplo do normal em todas
as fases de histogénese do espermatozdide. Este fenomeno, que ja tivemos oca-
sido de descrever na espécie Psendoboa frigemina seri mails pormenorizada-
mente descrita em trabalho sucessivo.

Algumas férmas de espermatidia em wvia de transformac¢io em espermato-
zoide dio a impressio de ser devidas & fusio de dois espermatidias.

Neste exemplar se encontram também pequenos cistos formados por
2-4-8 niicleos na mesma fase de evolugio (Espermatocitos I, Il ou esper-
matidias).

TABerA X1
Phylodrias schoitii (Schlegel) (15)
Diametro onia th.'“ Cit. 1 Cit. II Ide.
gonia
7
g:35 5
8 3
8.5 14
9 18
9.5 11
10 2 2 2 #
10.5 3 9 x= J8
11 10 14 '; == 024.8
11.5 15 14 .
12 18 32 - 1 = 396.5
12.5 19 11 4 _.E_' = 100.2
13 17 2 12 3 Sy = 300.6
13.5 10 1 24 d = 292
14 3 n 37
14.5 3 0 31
I5 1 1 38
15.5 1 1 24
16 18
16.5 7
17 2
Modas 1018 Media 1597 704.5 379.8
1459.5
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As curvas de frequéncia dos volumes nucleares sio bastante regulares,
sendo como em todas as outras espécies a correlagio perfeita entre os valores
da série meiltica. As espermatogdnias tém um valor modal ao redor do vo-
lume correspondente a 3n, ao limite do valor fiducial de 3 Sy (diferenga 292;
3 Sy = 3006).

Os volumes das profases, embora com as reservas ji feitas pelos demais
casos concordam com o volume tetraploide.

40
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Fam. CROTALIDAE
Sub-fam. Lachesinae

Bothrops (Trimerisurus) atroxr L. (Prot. 84) Tab. XIIL

Individuo pertencente i colegio do Instituto sob o No. 10635, fixado em
21 de margo de 1946, com 89 centimetros de comprimento.

Testiculos em plena maturacio. Fase predominante é a de espermiogénese
¢ a de espermatozdide maduro livre no canaliculo.

Espermatocitos de 1.* ordem escassos prevalentemente em leptoteno., Es-
permatogonias com raras profases (3,2%).

As curvas de frequencia (Fig. 13 A) sdo regulares para os meiocitos.
A das espermatogonias se apresenta mais irregular, porém, com dois valores
modais bastante coincidentes respectivamente com os volumes de 2n e de 3In.

O diagrama de correlagio confirma perfeitamente éste fato com valores
bem significantes. As profases goniais sio nitidamente tetraploides.

TaseLa XII
Bothrops atrox L. (84)

Diametro | Gonia [ Troiase Cit. 1 Cit. 11 Tde.
gonia
;
.5 1
8 3
8.5 11
9 24
9.5 s 7 T ¥y
10 27 2 6 =
10.5 31 4 Sl
11.5 3 1 2 Sy = 46.5
12 30 1 1 3Sy = 139.5
12.5 32 3
13 21 2 8 i
13.5 10 3 11
14 3 R 13
14.5 3 1 1
15 2 2
15.5 .
16
Modas ::; 1288 1279 662.9 306.4
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Bothrops jararaca Wied (Prot. 47) Tab. XIII.

Individuo de 97 centimetros fixado em 18 de setembro de 1945.
nio perfeitamente maduro. Tdbulos com lume amplo, mas ainda sem esperma-
tozdides. Raras as formas histogenéticas. Raras mitoses goniais e a fase pre-
dominante é a de espermatocita de 1.* ordem em todas as fases de cresc-
mento auxocitario.

Histogramas muito regulares nas formas meidticas: gonias um pouco me-
nos regulares com uma ligeira tendéncia a u'a moda na classe 12 correspon-
dente a 2n. A moda principal coincide perfeitamente com o valor de Jn.

Diagrama de correlacio indica com grande evidéncia a sitwacio Jn da
espermatogonia e de 4n das profases goniais.

Tarera XIII
Bothrops jararaca (Wied) (47)
. : Profase - :
Diametro Gonia ; Cit. 1 Cit. II Ide.
gonia
8 5
8.5 2
9 20
9.5 30
10 1 2 5
10.5 3 4
11 - 14
1.5 9 13 a5
b 2.
12 17 13 e
12.5 16 g y = 1079
13 31 1 b* = 460.16
13.5 a7 Sy = 15.38
14 40 9 —_— .
4.3 ng 14 ISy = 46.14
15.5 0 1 27
16 3 1 12
16.5 0 6
17 0 3
17.5 1 2
I8
18.5
19
Modas 1294 Média 1781 851.5 390
3 2047
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Sub-fam. Crotalinae
Crotalus terrificus L. (Prot. 61) Tab. XIV.

Individuo de 104 centimetros fixado em 15.10.45. Testiculo nio perfeita-
mente maduro. Isto confirma tudo quanto ji foi observado nas outras espé-
cies de Crotalidae que a maturidade sexual se di mais tarde do que nas Co-
lubridae.

Fase predominante &€ a de espermatocita de 12 ordem. Abundantes as
espermatogonias, porém, com poucas mitoses (3,5%).

Histogramas muito regulares e o diagrama de correlacio (Fig. 15) in-
dica perfeitamente a situacio Jn da moda espermatogonmial. Profases goniais
perfeitamente coincidentes com o valor de 4n.

Uma ligeira extensio do histograma das espermatogonias na regiio das
classes baixas indica provavelmente u'a moda encoberta aos valores diploides.

TarerA XIV
Crotalus terrificus L. (61)
. ’ Profase : -
Diametro Gonia : Cit. 1 Cit. I1 Ide.
gonia
7 s b I
7.5 31
8 2 ¥
B.5 14 41
9 14 10
9.5 22 4
10 2 10
10.5 1 14
11 8 4 o
= 2
11.5 5 1 tx :
12 12 y = 1055
12.5 13 b* = 456.8
13 40 Sy = 56.24
13.5 44 X Cw == 2
¥ 58 3 3Sy = _168.72
14.5 11 26 d= 443.6
15 9 4 47
15.5% 5 2 k{1
16 4 0 24
16.5 1 14
17 8
17.5 0
18 i
18.5 1
19 1
Modas 1270 1900 1785 782 386
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IV) bpIsCUusSA0 E CONCLUSOES

a) Relagdo entre volume nuclear e valor multiplo do genoma

Em todos os casos estudados, como resulta evidente do exame dos diagramas-
de correlacdo, existe uma estrita correlagio entre o volume nuclear e o numero-
de cromosomios.

BEste fato se manifesta bem nitidamente na presente pesquisa devido ao fato
de ter considerado como valor volumétrico o valor modal das curvas de frequéncia
dos volumes nucleares. Discutiremos mais adiante a significacdo definitiva que-
éste valor moda] tem no estudo do crescimento interfasico. Aqui queremos

agora salientar as conclusées imediatas desta pesquisa.

Os espermatocitas de 1.* ordem, os de 2.2 ordem ¢ as espermatidias, tém
os volumes nucleares respectivamente na relacio de 4:2:1, isto ¢, exatamente na
mesina relagao em que se encontram os respectivos genomas comg multiplos do.
genoma haploide.

TaserLA XV

Volume nuclear (valor modal) dos estddios espermatogenéticos

Espécia Esperma- | Esp. cit Rapermalogonias Esp. ot
tidias I1 I
2n {in) Prof. 4n

Constrictor constrictor constrictor %7 453 808 7935 1155 - 1568
Herpetodryas carinatus 87 ...... 449 904 — - 2082 2027
Xenodon merremu 19 .......... 449 805 —- 1288 — 4132
Aenodon merremii 65 ...... Ty 383 904 - 1475 - 1953
Xenodon merremi 77 ....i..0.. — - - 1287 — -
Psendoboa trigemina 17 ....... 442 45 900 1544 2110 1942
Dryophylax pallidas 27 ........ 522 950 — 1436 — 1931
Tomodon dorsatus 68 .......... 589 1071 1147 1765 - 2286
Phyllodryas olfersi 66 .......... 406 763 — 1122 1504 1750
Phrllodrias schottii I. .......... 324 701 —- 1018 - 1760
Phyllodryas schottn 15 ........ 380 705 — 1018 1460 1597
Bothrops atrox 84 .....coccee. 306 663 697 905 1288 1279
Bothrops jararaca 47 ........ . i 852 — 1294 2047 1781
Crotalus terrificus 61 ......... . 184 7R2 — 1270 1900 1785

Méding .....ccc00:00:2 414 g23 584 1271 1765 1824
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Tasera XVI

Relagio entre volumes nucleares (média emire os valores modais
de 11 espécies com 14 individuos) e gemoma

Relagio - =

Células Volume Genoma | Vol /genn- Mag Zhe Relacio

- tedrica

o ma Vol n

Espermatide ............... 414 n 4.14 1 1
Esp. cltm JI ' vovinincasnns 825 2n 4.1 1.99 2
Esp. goniz ........cc0s £84 2n 4.4 2.14 2
Esp. JOBIR .......covcncsee 1271 (3n) 4.23 3.08 3
Profase goniz .......c0.00-. 1765 4n 4.4 4.26 4
AT T e e S R R 1824 4n 4,55 4.4 4

A Tabela XV resume todos os dados dos volumes modais ¢ desta Tabela
foi calculado o valor médio déstes volumes para cada estidio espermatogenético
no conjunte das espécies estudadas.

Como pode-se ver nas Tabelas XV e XVI éstes valores médios estio com
boa aproximacio com os valores 16000 : 800 : 400, tendo os auxocitas na reali-
dade valores ligeiramente superiores (17-180C). Isto provavelmente é devido a-
dois fatores que ji examinamos: a forma elipsdide destas fases que nas pesqui-
sas foi, pelo contririo, calculada como esiera e em segundo lugar por estarem
estas células em profase e terem, portanto, uma alteracio do volume devido a
fatores fisico-quimicos (embebigio, variacbes coloidais, etc.).

As espermatogonias sao caracterizadas por trés valores volumeétricos distintos,
ou seja, um volume correspondente ao dos elementos diploides, um volume
(profase) que corresponde ao volume tetraploide que delimita a estensio do
crescimento interfasico, do ciclo mitdtico; dentre €stes limites, as espermatogonias
tém mais um valor modal o qual é pelo menos nos Ofidios, o mais frequente e
que corresponde estritamente a um volume de 3n. Esta moda intermedidria no-
ciclo volumétrico mitético é um dos fenomenos mais constantes na cariometria
testecular dos Ofidios e representa uma fase do desenvolvimento intercinético-
que chamimos em trabalhos anteriores de “sesquifase”,

O diagrama da Fig. 16 representa esta situagio com grande clareza resu-
mindo os correspondentes diagramas de correlacio de todos os casos estudados.

Podemos, portanto, concluir que nos meiocitas a relagio entre volume nuclear
e ntimero de genomas haploides que constituem o ntcleo é absolutamente valida,
se o volume considerado € o volume modal, isto é, de mdxima frequéncia das.
curvas de variabilidade estatistica. Voltaremos logo ao significade biologice.
desta constatacao.
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Fic. 16.

Correlacio entre volume nuclear (val. modal) e maltiplos do genoma ha-
ploide. Valores médios entre 14 exemplares pertencentes a 11 espécies.

0 — série meibtica
# — cspermatogonia (interfase)
W — pspermatogomia (profase)

b) A “sesquifase” mno ciclo mitético

Como temos discutido no Capitulo I a) os maximos de frequéncia das curvas
dos volumes nucleares correspondem a estapas do crescimento. LEstas etapas
correspondem, geralmente, a valores multiplos do genoma, antes e depois de um
ciclo de duplicagio. Isto vale sem diavida nenhuma para toda a série de valores
volumétricos que estio entre si em relagdo como 1:2:4:8:16:32, sendo claramente
demaonstrado que os nucleos que alcangam estas etapas sdo respectivamente di,
tetra, octo, 16-ploides,

O exame dos valores modais dos espermatogonias de cobra nos revela agora
um fendomeno novo: as estapas do crescimento estdo entre si em relagio como
1 :1,5 :2 : sendo o valor 1 igual ao volume do espermatocita de 2.* ordem
é portanto diploide. O valor 2 € o do volume da profase gonial e € igua] ac do
espermatocita de 2.* ordem, isto &, tetraploide. A diferenga entre éstes volumes
corrcsponde, portanto, perfeitamente ao intervalo de duplicagio do genoma di-
ploide, seja no ciclo mitético das espermatogonias, seja no ciclo de crescimento
auxocitario.
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A etapa de valor 1,5 que se revela como o estidio principal durante o cres-
cimento interiasico mitotico deveria ser interpretada a luz dos conceitos até
agora ilustrados e ser, portanto, considerada como um estadio no qual o genoma
tem o valor de 3n, isto é, depois de ter duplicado metade do genoma diploide
ou, um genoma haploide.

Ja temos discutido esta possibilidade na introdugao (Cap. Ib3,) como inter-
pretacio das “Zwischenklassen” das pesquisas cariométricas sobre tecidos de
adultos ou embrides normais e patologicos, nas quais, nao se tém como nas
presentes pesquisas, a possibilidade de controlar rigorosamente os valores volu-
métricos estudados com valores cromosomicos certos. Neste sentido somente as
ja citadas pesquisas de D’Ancona (13, 14) sobre o figads de mamifero e as da
Escola de Painter (7) sobre material neoplastico de¢ram a demonstragio da
relagio entre o volume “ritmico” ¢ o diferente grau de poliploidismo dos nucleos.

A denominagio de “sesquifase”, ou seja, a fase de uma vez e meia maior
do que a normal nos parece a mais zdequada € mais estritamente ligada a natureza
dos fenomenos estudados. Uma verificagio direta desta interpretagio em termos
cromosomicos nos falta ainda por ter esta fase o aspecto morfologico de nucleo
em repouso. E provavel que nunca aparecam metafases correspondentes a éstes
nticleos de 3n, mas em outras pesquisas cariométricas, sobre as células uterinas
(Salvatore, e Schreiber, 42), tivemos ocasidao de verificar que os nicleos apre-
sentam a seérie de volumes 1:1,5:2:3:4:6:8 e tém profases seja ao volume 2,
como no volume 3. Isto poderia significar que nucleos sesquifasicos (1.5),
continuando o crescimento interfasico até o valor tetraploide podem ndo iniciar a
profase a éste valor, mas sim continuar a duplicar 1soladamente os genomas
haploides e iniciar a profase na situagio hexaploide ou seja 2o duplo da sesquifase.

Resumindo éste assunto podemos concluir que o miicleo das espermatogonias
durante o crescimento interfdasico passa por um estidio de 1,5 vézes o wolume
diploide no qual o crescimento pcra por wm certo tempo para depois continua,
até alcancar o volume da profase tetraploide ¢ dividir-se em seguida. EBste feno-
meno esti representado esquematicamente na Fig. 17 na qual estio também re-
presentadas as etapas volumétricas da serie meidtica como contrile da situagio
multipla do genoma.

Devemos por fim evidenciar que com estas pesquisas sobre o ciclo mitotico
das espermatogonias a “‘sesquifase” parece ser uma fase de crescimento inter-
fisico e nio deixa davidas sobre a identidade das células pertencentes as classes
diferentes de volume como acontece no estudo cariomeétrico de tecidos diferentes
e de espécies diferentes ou de casos patologicos nas quais aparecem as
“Zwischenklassen’ de mais ou menos 1,5 vézes o valor das classes modais, e que
foram assinaladas por G. Hertwig (29) e por Brummelkamp (11). Nestas
presentes pesquisas a etapa de 1, 5 estd integrada no ciclo de crescimento de
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uma unica especie celular e portanto se homologa perfcitamente com as etapas
de 1,5 vezes verificadas por Wermel ¢ Portugalow (57) na interfase das células
cultivadas in wifro em pesquisas cinematograficas.

Volume |Genomas MITOSE ESPERMATOGONIAL MEIOSE

1600 AN Eaptrma.tm:i.t'nl
1133

1200 rta M) 5
LS

800 2N 1
2

400 H Espermalide

Fic. 17
Egplicacio no texto

Em outros trabalhos (Schreiber 49, 50) discutimos a base citologica tedrica
desta explicagio do fenomeno da sesquifase e ndo queremos aqui continuar esta
discussio antes de ter novos e mais positivos fatos para apoia-la. Aguardemos
por enquanto o fato fundamental, isto é, que o niicleo cresce durante a mterfase
com um ritmo descontinuo cujas ctapas correspondem a volumes multiplos do
volume haploide ¢ nao do volume diploide. Este fato confere ao genoma haploide
pelo menos no que s¢ reiere ao ritmo de duplicagao um wvaler unitarnio. Com
isto nao queremos decidir se éste genoma que duplicaria como uma entidade
unitiria seja constituido pelos cromosomios de igual origem gamética, ou por
um “set” de cromosomios haploides independentes da sua origem gamética
(como acontece no processo meidtico para o livre sorteamento dos cromosomios).
A uridade neste sentido é mais fisiologica e ndo podemos dar, por enquanto, ne-
nhuma explica¢io mais pormenorizada porque se reiere a moriologia.

Virias possibilidades neste sentido foram sugeridas nos trabalhos ja citados
€ achamos por enquanto necessario esperar novos fatos que o estudo moriologico
possa nos fornecer em futuro para resolver o problema.

c) A “ritmicidade do crescimento interfdsico

Encontra-se frequentemente a objegiio contra as pesquisas cariométricas, que
a relag@o entre volume nuclear e numero de cromosomios nao pode ser um valor
constante pois na determinagio do volume nuclear intervem uma série de fatores
extremamente variados como o grau de embebigio hidrica, estado coloidal, per-
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meabilidade da m:mbrana, estadios de metabolismo, etc.. Precisamos esclarecer
de férma definitiva que éstes fatores determinantes do volume nuclear estio
bem evidentes ao pesquisador e que éstes fatores ndo sio constantes, quer no
tempo quer nos diferentes tipos de células.

Devemos ainda considerar que éstes fatores se sucedem durante o desenvol-
vimento nuclear e que os diferentes mecanismos que determinam o volume nuclear
concorrem de forma diversa nas diversas fases deste crescimento. Este cresci-
mentc €, porém, determinado como causa prima pelo processo de duplicagio do
genoma que por uma sequela de fenomenos diferentes age sobre o volume nuclear.
Uma vez, porém, alcancada a duplicacio, a constitui¢io quimica ¢ fisico-quimica
do nucleo deve ser tal que os materiais que acompanham o génoma na constituicio
morfologica do nticley estio em relagio quantitativa constante com o genoma
mesnio. Se o genoma € duplo, duplicam também a quantidade de todos os ele-
mentos que constituem o nicleo “em repouso” de forma que o volume déste
conjunto resulta também duplo. Sobre éste conjunto que forma o “resting
nucleus” é que agem os fatores genéticos que as vézes aparecem nas pesquisas
cariométricas, alterando as relacGes previsivels éntre espécies ou variedades
diierentes,

A validade do postulato da relacio entre nimero de cromosomios e volume
nuclear existe, portanto, somente no confronto das etapas entre as fases de cres-
cimento nuclear e nio durante os periodos de crescimento durante os quais o
conjunto deéste sistema nuclear se encontra “em movimento” quimico e fisico-
quimico. Uma destas fases de movimento provavelmente ¢ a reconstrucio do
nucleo telofasico até alcangar a situagio tipica do “resting”.

Por estas razdes é que somente os valores modais estiio entre si em relacio
simples e constante, como os sdo os valores multiplos do genoma (“Rhytmische
Wachstum” de Jacobj) considerados como a “unidade™ atomistica da dupli-
cacao.

Esclarecidos éstes conceitos que nos parecem de notavel valor explicativo
podemos concluir que embora o estudo do volume nuclear nas fases de cresci-
mentc nada nos possa dizer no que se refere aos fenomenos quimicos e fisico-
quimicos que nele se processam, o estudo das relagGes quantitativas entre os
volumes nucleares nas fases de parada déste crescimento nos revela claramente
uma estrita relagio entre o valor quantitativo do genoma e o volume nuclear.

Isto quer dizer que nestas fases de parada o material génico é sempre acom-
panhado por materiais acessorios que sio sempre constantes seja em quantidade
seja no estado fisico-quimico de forma a determinar sempre, nos nticleor esféricos,
um volume proporcional ae genoma.

Isto se depara das pesquisas cariométricas sobre os poliploides que tivemos
ncasido de estudar em outro trabalho (52) e nas atuais pesquisas sdbre a série
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espermatogenética dos ofidios, ambos os casos nus quais os volumes nucleares
puderam ser relacionados com o valor multiplo do genoma seguramente acertado
e nos quais o estudo do volume se procissa com s principios basicos estatisticos
que evidenciaram as etapas do crescimento interfasico.

V) RESUMO

O problema do crescimento interfasico do nucleo fo1 estudado sobre o ciclo
mitético das espermatogonias nos Ofidios, tendo como base de confronto o
volume do nucleo dos elementos da série meidtica nos quais o valor maltiplo do
genoma haploide é perfeitamente conhecido.

Foi discutido o lado tedrics do problema como tambem os fundamentos do
método usado, que consistiu na medida do volume nuclear € no estudo estatistico
da sua variabilidzde. Foi considerado comp ponto de partida o fato de serem
os velumes modais correspondentes aos volumes das etapas durante o cresci-
mento interfdsico.

O estudo da série dos meiocitos révela uma estrita correlagdo entre volume
nucleir e numero de cromosomios. Esta validade porém ¢ perfeita somente
para os valores modais que representam fases homologas do crescimento nuckar.

O crescimento das espermatogonias durante um ciclo interfasico abrange
um intervalo de duplicacio do volume, isto é, tem como base um volume cor-
respendente z0 volume dos nucleos dipleides (igual ao dos espermatocitas de
2.2 ordem) e vai até o volume duplo, das profa-es que correspondem ao do ntcleo
tetraploide das espermatogonias de 1.* ordem no fim do crescimento auxocitario.
Entre éste intervalo o crescimento velumétrico do ntucleo gonial apresénta uma
etapa a um volume qu: corresponde a um nucleo com genoma Jn, isto €, de
1,5 vézes o volume inicial. Esta fase intermediaria foi chamada de “sesquifase”,
¢ interpretada como provavelmente resultante da duplicagao precoce de um ge-
noma haploide. Nesta expliczcio hipotética ndo pode sir esclarecido se éste
gencma corresponde aos cremosomios de igual origem gameética ou se a precoci-
dade se manifesta ao acaso em um “set” haploide independentemente da sua
origem. Outras interpretagdes, porém, poderiam ser dadas na espera de ulte-
riores pesquisas.

Como cenclusio fundamental pode ser considerar que o crescimento inter-
fasico do nucleo se da por ciclos (“Rhytmische Wachstum” de Jacobj) cujos
volumes finais correspondim a valores maltiplos do genoma haploide que, por-
tanto, aparec: como uma unidade no processo de duplicagao.
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ABSTRACT

The problem of the interphasic growth of the nucleus was studied on the
mitotic cycle the spermatogonia of the Ophidia taking as basis for comparison
the volume of the nucleus of the elements of the meiotic series, whose multiple
value of the haploid genom is well known.

The theoretic side of the problem, as well as the principles of the methed
used. which consisted of the measurement of the nuclear volume and the statistic
study of its variability, were discussed. The fact that the modal volumes of
the nucleus correspond to the volumes of the stop during the interphasic growth
was taken as starting point.

The study of the meiotic <lements revealed a strict correlation between
the nuclear volume and the number of cromosomes. This validity, however,
is only perfect for the modal values which stand for the homologous phases of
the nuclear growth. 3

The growth of the spermatogonia, during and interphasic cycle consists of
a duplication of the volume, that is, at first ir has a volume corresponding to
that of the diploid nucleus (the same as that of the 2nd spermatocite) and then
growth to twice the volume (prophases) which corresponds to the tetraploid
nuclius of the Ist spermatocites at the end the auxocytic growth. During this
space of time the volumetric growth of the spermatogomal nucleus passes a stage
in which its volume corresponds to a nucleus with 3n genomes, that is 1,5 t'mes
the inicial volume. This intermediate phase has been called *“sesquiphase” and
is explained as probably ressulting, from a premature duplication of one haploid
gencme. It cannot be explained in this hypothesis whether this genom corresponds
to cromosomes of the same gametic origin or whether the precocity occurs by
chance in a haploid set independently of their origin. However, other inter-
pretations can arise, until more researches are made.

As fundamenta! conclusion it may be maintained that the interphasic growth
of the nucleus occurs in cycles (“Rhytmische Wachstum™ by Jacobj) and that

the fmnal volumes of €ach cycle are multipls values of the haploid genom, which
therefqre may be considered as a umty in the process of duplication.

RIASSUNTO

Venne studiato l'accrescimento interfasico del nucleo dello spermatogonio
durante il ciclo mitotico negli Ofidi, prendendo come termine di confronto dsi
volumi, quell; dei nuclei nella serie meiotica il cui valore multiplo del genoma
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aploide € perfeitamente noto. Venne discussa la parte teorica del problema
consistente nel fatto che nello studio statistico di nuclei in accrescimento i valori
modali delle curve di frequenza corrispondono a pause dello accrescimento stesso.

Lo studio cariometrico degli elementi della serie meiotica rivela una stret-
tissima correlazione tra volume e numero di cromosomi. Questa correlazione
pero é valida solamente per 1 valori modali, vale a dire per fasi omologhe del
accrescimento nucleare. Nella serie meiotica questi fenomeni si manifestano
particolarmente chiari non essendovi accrescimento interfasico in queste cellule,

Lo spermatogonio si comporta differentemente avendo un ciclo di mitosi
con accrescimento interfasico che si estende per un intervallo di duplicazione
del genoma. Lo studio cariometrico di queste cellule mostra che vi sono tre valori
modali, uno corrispondente al valore diploide, l'altro a quello tetraploide e cor-
rispende alla profase goniale. Tra questi due valori che limitano l'intervallp di
duplicazione vi é una terza moda che in tutte le specie studiate é quella predo-
minante, ad un valore eattamente corrispondente ad un genoma di 3n coe 1,5
volte la moda diploide. (Questa fase nella quale 1 nuclei dello spermatogonio si
fermano per una pausa durante l'accrescimento interfasico € stata chiamata
precedentemente dall’A. “sesquifase” ed e interpretata come il risultato della
duplicazione indipendente e sfasata nel tempo dei due genomi aploidi del nucleo
diploide dello spermatogonio. Non viene per ora chiarito con questo se i due
genomi corrispondono a cromosomi di egual origine gametica oppure se la dupl-
cazione prematura avviene in un ‘““‘set” aploi de di cromosomi assortiti a caso ed
indipendentemente dalla loro origne gametica. Altre interpretazioni pero sono
prospettate. Come conclusione fondamentale di queste ricerche risulta che il
nucleo interfasico cresce a cicli (“Rhytmische Wachstum™) di Jacobj) e che i
volumi finali di ogni ciclo corrispondono a valori multipli interi del genoma aploi-
de il quale per cio si puo considerare come una unita nel processs i duplicazione
che caraterizza l'interfase.
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