Bioquimica de la
Division celular

EDMUNDO CALVA*

EN esta exposiciéon se van a referir algunos aspectos de la bioquimica
de la divisién celular y en particular de la imitosis o sea la divisién
que se hace visible microscopicamente mediante la formacién del huso
acromitico. El otro tipo de multiplicacion, la amitésica, estd poco des-
crito desde el punto de vista quimico.

En los esquemas clasicos de la division celular se hace hincapié casi
exclusivamente en los fenémenos que ocurren en el nicleo, particularmen-
te la visualizacién de los cromosomas, la segmentacién de los mismos y
su migraciéon. Sin embargo, con el uso, entre otras técnicas, de la com-
binacién de la microscopia de fases y de la cinematografia, se destacan
fenémenos interesantes no sélo en el nucleo sino en el citoplasma.

Actualmente no se conoce el determinante quimico de la division
celular, esto es, el factor que hace que una célula se divida. Hace varios
afios se postularon mds bien descripciones que explicaciones. Por ejem-
plo, se considerd que una causa era la pérdida de la relacion entre el vo-
lumen de la célula y su superficie; pero ésto no pasé de ser sélo la
descripcién de un cambio morfologico. Ademas, no en todos los tipos de
c¢lulas se ven las mismas modificaciones antes de la division. Reciente-
mente se ha sugerido que tal determinante, en la segmentacion de los
huevos, no es la sintesis de acido desoxirribonucléico (ADN), sino
algtn evento citoplasmico en el que participa el acido ribonucleico (ARN)
integro y que es posible que algunas de las substancias que inhiben la
segmentacion, actuen sobre el ARN presente o sobre su sintesis.

El estudio de los cambios quimicos durante la division celular im-
plica €l uso de técnicas citoquimicas, algunas- de ellas poco especificas
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o dificiles de interpretar, y el manejo de cantidades pequefias de material
biolégico comp‘lejo Ademds, en un tejido en division no todas las células
cstan en las mismas etapas, por lo que para aplicar los métodos conven-
cionales de la bioquimica se necesitaria hacer una seleccién v una sepa-
racién celular previas. Esto se ha logrado en parte, recurriendo 4 tejdos
que estin mds o menos sincronizados, tales como los huevos durante
la scgmentacién, aunque siempre habra que tomar en cuenta sus dife-
rencias cton las células somdticas. En los dltimos afios, aplicando las
técnicas de la centrifugacién diferencial se han obtenido preparados de
aparatos mitosicos completos, esto es, los:asteres y el huso-con-sus co-
rrespondientes cromosomas. Fn este material se han hecho: andlisis qui-
micos y se ha estudiado Ia influencia de algunas enzimas 'y de otros com-
puestos, sobre la integridad de.la figura. mitdsica. La ribonucleasa pro-
duce anormalidades mitésicas actuando sobre el aparato-acromatico. Al
.parecer tambi¢n afecta la duplicacion de los centrosomas- y .la formacién
de los 4steres, pero no actia ni sobre la sintesis de ADN ni sobre la. du-
plicaciéon de los cromosomas. Por. otra- parte, la colchicina previene la
organizacion de las fibras del huso, aqui el aparato mitosico aislado después
del tratamiento de las células con colchicina, es un gel amorfo.

En el laboratorio de Cultivo de qudos del Instituto Nacional de
Cardiologia, el Dr. Agustin Chévez preparé una pelicula - cuyas - vistas
marcan un contraste con el esquema clasico de la divisién . cariociné-
tica que se proyecté al principio de esta platica. El contraste radica
primordialmente en la funcionalidad, en la aparente intervencion de
‘todas las estructuras celulares, en vez del ordenamiento limitado - que
uno acostumbra ver en las preparaciones fijadas. La pelicula se tomd
de un cultivo de tejido miocardico y es facil observar los sitios de acti-
vidad mitdsica. La duracion total de una division, en este caso. parti-
_cular, es de aproximadamente 25 minutos; el mayor tiempo lo ocupan
la profase y la tclofase; la metafase, o sea la agrupacién de los.cromoso-
mas cn la placa ccuatorial y la anafase, o emigracién de los cromosomas
hacia los polos del huso, son muy rapidas. Las estructuras negras que
s¢ ven en abundancia en ¢l seno del citoplasma, son las mitocondrias;
como se aprecia estin en constante movimiento, no son estructuras fijas
ni por su forma ni por su situaciéon. Es cierto que en el nicleo se reali-
zan fenémenos importantes pero no lo son menos los que ocurren en ¢l
citoplasma. Los cambios de forma y los movimientos de las. mitocon-
drias concentrindose alrededor del nacleo y quizis su desaparlcmn antes
de iniciarse la divisién cariocinética, muestran la posible participacién
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de estas estructuras en las etapas iniciales: de: la multiplicacién. La exis-
-tencia de estos y otros: cambios citoplasmicos hace poco factible la divi-
sion "del nacleo en ausencia completa de citoplasma. Apréciese también
como en. el nuacleo, hasta entonces aparentemente homogéneo y sélo
dejando ver los nucleolos, aparecen de pronto y simultineamente en
diversas zonas del mismo, los cromosomas; c¢l activeo movimiento de los
nucleolos, que precede a la visualizacién de los cromosomas, sugiere una
mmpdrtante participacion de aquéllos. Al desaparecer la membrana nu-
clear. puede: verse la formacion de la placa ecuatorial y la ripida emigra-
cién de los cromosomas hacia los asteres, seguidos por la estrangulacion
del cuerpo celular, la fusion de los cromosomas en el aster y, finalmente,
la separacién.de-las células hijas.

Desde cualquier punto de vista que se considere, la division celular
es un fenémeno complejo, los cambios quimicos ademas de maultiples se
suceden con rapidez. Si en los tejidos mas o menos en reposo, en lo
que toca a'la multiplicacién celular, no se han aclarado los mecanismos
de biosintesis de sus componentes, d estudio de las células en divisién
aparece mds  complicado. En general, todo parece indicar que-en la
interfase. se hace la preparacion de la divisién, esto es, los cambios quimi-
cos importantes ocurren antes de la divisién propiamente dicha, tanto
por lo que. toca al material celular como a las reservas energéticas; de
‘manera que cuando se hacen aparentes los cromosomas y se dividen y
emigran ya ocurrieron, en la llamada morfolégicamente fase de reposo,
los cambios quimicos determinantes.

La iniciacién y el mantenimiento de la mitosis involucra procesos
cstrictamente aerdbicos, aunque algunos huevos pueden desarrollarse has-
ta el estado de blastula en completa anaerobiosis. El consumo de oxige-
no frecuentemente aumenta durante la interfase, alcanza un maximo en
la profase y un minimo en la telofase. Fin otras palabras, las oxidaciones
son mayores  cuando los nucleos estan rodeados todavia por la membra-
na nuclear y aun cuando estas diferencias en el consumo de oxigeno son
muy pequefias .y no absolutamente constantes, parecen ser reales. La
anacrobiosis por su parte produce degeneracion de los cromosomas, del
huso y de los asteres.

En lo que se refiere al consumo de oxigeno durante la sintesis de
adenosinatrifosfato (ATF), en los procesos de fosforilacién oxidativa, los
agentes desacoplantes, por ejemplo el dinitrofenol, tienen mayores efectos
sobre la segmentacion de los huevos que los inhibidores de las oxidacio-
nes celulares, como el cianuro de potasio.
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Algunos huevos que, como se menciond antes, se pueden dividir -en
anaerobiosis, ripidamente detienen su desarrollo en presencia de dinitro-
fenol, comportindose igual que los huevos muy sensibles a la falta de
oxigeno o a los tratados con inhibidores del sistema de los citacromos.
La falta de oxigeno produce una disminucién notable del contenido de
ATF de los huevos, con la circunstancia de que las mitosis: se detienen
mucho antes de que se agoten las reservas de este nucleétido. .

Otro dato importante es que el malonato, inhibidor de la deshidro-
genasa succinica, bloquea las divisiones celulares y sus efectos son con-
trarrestados por el fumarato o el succinato.

El punto fundamental es que el ATF impide la inhibicién de la
division celular producida por la anaerobiosis, €l cianuro o el malonato
y aun por el dinitrofenol; por lo que, al parecer, el ATF es necesario o
indispensable para la divisiéon de las células.

Se han observado efectos favorables del ATF sobre la segmentamon
de los huevos que mostraban un desarrollo relativamente pobre aunque
en otros casos el efecto ha sido inhibidor.

Una de las acciones del ATF parece ser la ejercida sobre Ia porcién
cortical del citoplasma, resultando asi ciertas analogias entre la contrac-
¢ion muscular y la formacion del surco que produce las dos células hijas.

Los experimentos con el mondxido de carbono, que es un inhibidor
especifico de la citocromo oxidasa, han mostrado que si se aplica antes
de cierto punto critico del ciclo de divisiones, las retarda; pero si la
aplicacion es después de ese punto, no tiene efecto sobre la division ini-
ciada en esa interfase sino sobre la siguiente. Esto es, la energia necesaria
es almacenada en forma quimica, de manera que una vez preparada la
reserva energética se realiza Ja division inmediata a pesar del inhibidor.

El idcido desoxirribonucléico (ADN) se sintetiza durante la multi-
plicacién celular en todos los tejidos hasta ahora estudiados y al parecer
es un fenémeno universal. Los datos sefialan que la sintesis se hace
entre el final de una mitosis y el principio de la siguiente o sea en la
interfase y en la profase; cuando las células se dividen con rapidez se
‘hace en la anafase. El tratamiento de los tejidos com rayos X, con luz
ultravioleta o con 2,6-aminopurina inhibe la sintesis de ADN pero no
la de las proteinas. Por otra parte, se ha encontrado una .correlacion sa-
tisfactoria entre la velocidad de sintesis del ADN y el consumo de oxi-
.geno en la interfase, aunque no se puede precmar si la sintesis de ADN
regula la velocidad de las oxidaciones o viceversa.

Otro problema dificil de resolver por el momento, se teflere al ong
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y a los precursores del ADN sintetizados durante la mu]tlphcacwn ce-
lular. -

Hemos comentado la aparente participaciéon del nucleolo en-ha for-
macién de los cromosomas, es posible que el nucleolo suministre los
precursores o las enzimas necesarias para la sintesis de ADN y aun cuan-
do esta estructura nuclear contiene ARN vy no ADN, hay la posibilidad
de que la ribosa se transforme en desoxirribosa y la uridina se metile,
como ha sido probado en otros sistemas. Ademds, resulta interesante, a
este respecto, la presencia de uracil desoxirribosido, una molécula hibrida
de ADN y ARN. Estas ultimas consideraciones se aplican también cuan-
do se plantea la posibilidad del origen del ADN en el ARN citoplasmico,
conversion que a pesar de lo discutida parece muy probable, al menos
para cierta proporcion del ADN nuclear. Todavia en favor de tal expli-
cacién, se pueden aducir los trabajos recientes sobre la estructura del
ARN que indican que e¢s mas similar a la del ADN, quc lo que se creia
hace algunos arfios.

Otra posibilidad es que el ADN nuclear sc forme a partir del' ADN
citoplasmico. La base de esta sugestion es la presencia de una cantidad
importante de ADN citopldsmico en algunos évulos no fertilizados v,
en ciertos huevos, la constancia en el contenido de ADN hasta el estado:
de blastula, etapa cn que bruscamente aumenta, lo que indicaria que nos
hay sintesis neta cn las primeras etapas de la segmentacion y sélo trans-
ferencia del citoplasma al nucleo, esto es, a los cromosomas. '

Finalmente, es posible que el ADN se sintetice a partir de sus com-
ponentes. Se ha probado que algunos embriones utilizan precursores co-
mo el fosfato, cl CO,, la glicina, la adenina o la tlmldma en ]a smtesm
del ADN. -

En lo que se refiere a como y donde se hace la reduplicacién del
ADN cromosomial, es atractivo pensar en el modelo molecular propues-
to por Watson y Crick, mdxime que durante la division celular s6lo Ja
mitad del ADN se sintetiza. Todo lo que tiene que postularse es que Tds
dos series helicoidales de polinucledtidos se separan entrc si y ‘cada una
sirve de molde para reproducir su réplica. Sin embargo, este problema
atin no cstd resuelto en vista de que no todos los resultados experimen-
tales sc explican en bdse a dicho modelo. Por cjemplo, al calcular el
tamafio para una molécula de ADN de peso 16 X 105, se encuentra que
tendria, conforme al esquema de Watson y Crick, 8 micras de. longitud,
que son demasiadas para el tamafio que tienen los cromosomas de la
glandula salival. Por otra parte, la radioactividad del ADN  sintetizado
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en presencia de timidina-C' siempre estaria.en uno solo de los cromoso-
mas y no en ambos, como se ha encontrado en algunos experimentos.

También es un componente importante de los cromosomas, del
huso y de los 4steres el 4cido ribonucleico. E1 ARN cromosomial parece
derivarse del ARN del nucleolo, como sucede con otros componentes.
Por ejemplo, la fosfatasa alcalina y el cinc aparecen en los cromosomas
tan pronto como los nucleolos desaparecen en la profase. Estos compo-
nentes parecen duplicarse como el ADN vy repartirse a las células lnjas
a través de los cromosomas.

Se supone que tanto el acortamiento de los cromosomas, después de
la profase, como su alargamiento en la anafase, dependen en parte de
modificaciones en la estructura molecular del ADN, que traen. consigo
cambios de la forma extendida a la globular y viceversa, de las histonas
asociadas al polinucleotido. EI ARN también parece intervenir en -estos
cambios de forma, asi come el calcio y el magnesio. El calcio provoca la
contraccién de las fibras de la nucleohistona y la gelificacién de los 4steres
y de. los husos; los agentes secuestradores del calcio y del magnesio pro-
ducen la dlspemon de los cromosomas. -

~ Otro aspecto que llama la atencion es la mowhdad de los cromoso-
mas: cémo se dirigen primero al centro del huso para formar la placa
ecuatorial y como luego, durante la anafase, se dirigen a los polos.” Asimis-
mo, es un fendmeno interesante el estrangulamiento del cuerpo celular
y su divisién. ,

. La movilidad de los cromosomas parece ser determinada- por cambios
en la configiiracién de las proteinas que forman el huso, proteinas ricas
en grupos —SH cuya oxidacién y reduccidn, durante la mitosis, ocasionan
ciclos de desnaturalizacién reversible. El aumento de los grupos —SH
por influencia del glutation precede a la divisién y la desnaturalizacién
protéica resulfante esta relacionada con una disminucién en la solubilidad
v un aumento en la viscosidad. La reduccién posterior de los grupos
—S—S— explicaria la desaparicién del aparato mitésico en la telofase,
precedida por la. regresion de las proteinas de las fibras del huso a su
estado globular nativo que se traduce por la atraccion de los cromosomas
hacia los asteres. También la oxidacién y la reduccién de los enlaces
—SH explicaria las variaciones en €l consumo de O,. Los bloqueadores de
los grupos —SH, tales como la monoyodoacetamida y el monoyodoacetato,
hacen_desaparecer o distorsionan el huso y con ello inhiben la mitosis;
en cambio las sustancias que contienen grupos —SH la estimulan.,

" Finalmente, la formacién del surco divisor de las células es.un
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problema muy complejo que ha dado lugar a numerosas teorias: creci-
miento de los asteres, alargamiento del huso, contraccién del gel cor-
tical, dilatacién de la membrana a nivel de los polos, formacion de una
pared celular a nivel del surco, movimiento amiboide polar, etc. En el
estudio de este problema se habra de tomar en cuenta la presencia de
los granulos metacromaticos, quiza similares a los lisosomas, entre las
fibras del huso v su emigracién a los asteres. 1 ATTF, que desempefia
un papel importante en la contraccién muscular, es probable que tam-
bién intervenga en estos procesos de segmentacion celular.
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