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 RESUMEN

Se estudi6 la ultraestructura del nilcleo celular interfdsico del epitelio cérvico-uterino
normal humano y en diferentes grados de malignizacion (displasia de distintos grados
leve, moderada y severa; carcinoma "in situ®; cAncer microinvasor y cancer invasor).

Se procesaron pequefias muestras de biopsias obtenidas de pacientes a quienes fué
diagnosticado por microscopia Optica cancer cérvico-uterino en diferentes etapas de
malignizacion las cuales fueron incluidas en resinas epoxicas y acrilicas. Se utilizaron
cortes semifinos para determinacion de volumen nuclear por métodos morfométricos y
cortes ultrafinos contrastados por la técnica convencional para microscopia electrénica
(acetato de uranilo-citrato de plomo) y las tinciones preferenciales para 1)
ribonucleoproteinas, descrita por Bernhard (1969) y 2) cromatina, descrita por Vazquez-
Nin et al. (1973).

Los resultados muestran que los nuicleos del epitelio normal son muy semejantes en su
organizacidn ultraestructural general al de los micleos de los distintos estadios pero
difieren por presentar:

1) invaginaciones de la membrana nuclear ocasionando lobulaciones profundas;

2) numerosos cuerpos espiralados y estructuras parecidas a cuerpos nucleares;

3) abundantes inclusiones citoplasmaticas.

Se concluye que existe: a) una marcada relacidn entre volumen nuclear y grado de
malignizacién y b) en el céncer invasor dos poblaciones celulares: una poblacién
indiferenciada caracterizada por nucleos con baja densidad de granulos pericromatinianos
¥ cromatina compacta y una poblacién diferenciada que presenta nucleos con alta densidad
de granulos pericromatinianos y cromatina compacta.



LINTRODUCCION

Lay alteraciones celulares que se presentan en las displasias pueden revertir en efapas
tempranas espontAneamente y cuando el estimulo inductor es eliminado. En estados
avanzados cuando el estimulo cancerigeno sobrepasa cierto umbral, los cambios
citolégicos representan una verdadera neoplasia (este térmmino significa literalmente
neoformacion), 1as neoplasias se originan debido a 1a pérdida de los controles normales de
proliferacion, pues las células neoplasicas siguen dividiendose, olvidando al parecer los
mecanismos reguladores que rigen el crecimiento celular normal, se les considera como
proliferaciones celulares irreversibles que compiten con las células y los tejidos cercanos
normales para obtener sus requerimientos metabolicos (Robbins 1990).

Es muy importante en oncologia la diferenciacion entre neoplasias benignas y malignas,
Se dice que un tumor es benigno cuando los caracteres citolégicos y macroscopicos se
consideran innocuos, lo cual significa que seguird localizado, no puede propagarse a otros
sitios y en consecuencia, suele ser suceptible de extirpacion quinirgica local y permite la
supervivencia del enfermo. Los tumores malignos se denominan en conjunto "cAncer® que
proviene de |a palabra latina "cancrum®; se llama ast porque se adhiere a cualquier sitio al
que se ha sujetado de manera obstinada como el cangrejo (Robbins 1990).

LI CANCER DE CERVIX

El cancer cérvico uterino (CaCu) es un problema a nivel mundial y la incidencia de esta
enfermedad varia en diferentes partes del mundo, siendo mucho mayor en los paises
socieconomicamente subdesarrollados (Peto 1986). En estos paises es el fumor mis
frecuente en la poblacion (24 %) (Peto 1986).

En México el CaCu es un problema de salud muy importante, sin embargo, su
conocimiento se basa en las estadisticas de mortalidad (Verduzco et al. 1986), es mas
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frecuente que el cdncer de mama y ocupa el primer lugar en frecuencia de los casos totales
de cancer (Guerra Gomez et al. 1990). Es mas importante en algunos estados de la
republica que en otros; ésta situacién se puede explicar porque la disponibilidad de los
recursos para tratamiento no es uniforme y por las diferencias en la estructuracién de la
poblacién (Zalce et al. 1975) En el Distrito Federal es el tumor con mayor incidencia y
mortalidad (Guerra Gomez et al. 1990 y Beltran Ortega 1990).

1.2. DISPLASIAS

La mayoria de los cdnceres invasores tienen estadios precursores identificables
morfolégicamente como alteraciones en el citoplasma y nucleo, el término médico que se
usa para designar este tipo de alteraciones es displasia, la cual se observa principalmente
en epitelios en donde las células presentan pleomorfismo consistente en la variacion del
tamaflo y forma celular. A menudo poseen nucleos que se tifien intensamente con las
técnicas para microscopia Optica y demasiado voluminosos para el tamafio de la célula,
incremento en el nimero de mitosis y alteraciones en la arquitectura tisular (polaridad)
(Scully 1981; Robbins 1990). Las displasias se establecen en grados: leve, moderada y
severa (Robbins 1990). Las displasias evolucionan asintomaticamente; se presentan
comunmente con otros procesos patolégicos benignos como cervicitis, ulceraciones de
cuello, poliposis, formaciones quisticas etc. los cuales si suelen producir sintomas.

La displasia del cérvix uterino como lesién precursora de transformacién neopldsica
maligna tiene varios cursos por seguir: puede suceder que esias alteraciones en la
diferenciacién celular reviertan a la normalidad, persistan o progresen a carcinoma "in
situ® y posteriormente a carcinoma invasor.

Fu y colaboradores en 1981 encontraron que las células displasicas con patron euploide y
poliploide en su mayoria (91 %) revierten a la normalidad y raramente persisten, a
diferencia de aquellas células con distribucién aneuploide del DNA que en un 81 %
persisten como neoplasia intraepitelial o carcinoma "in situ® y en un porcentaje 12 %
progesan hacia carcinoma invasor (Fu et al. 1981).

DISPLASIA LEVE.- Es una lesién bien diferenciada que se caracteriza por la aparicién de

células atipicas en las capas basales del epitelio escamoso, con conservaciéon de la
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. diferenciacion celular normal en las capas mas supesficiales. Las células atipicas muestran
aumentos de las imAgenes mitéticas, pérdida de la polaridad, nicleos notables y algo de
pleomorfismo (Robbins 1990). Figura 1.

DISPLASIA MODERADA.- Es considerada una lesién intraepitelial indiferenciada;
existe un nimero mayor de células atipicas y una desorganizacion estructural del epitelio
cada vez mas pronunciada (Sceautres 1981). Figura 1.

DISPLASIA SEVERA.- Se caracteriza por la malignizacion progresiva de mayor nimero
de las capas del epitelio (Robbins 1990). Figura 1.

I.3. CARCINOMA "IN SITU"

El carcinoma del cuello uterino surge como un proceso sucesivo en muchas etapas, se ha
comprobado transicién de displasia a carcinoma "in situ" (Robbins 1990),

El término de carcinoma "in situ® ( Broders 1932) o intraepitelial (Galvin y Te Linde
1949) di6 lugar a serias controversias de definicién. Existe un acuerdo que cuando todo el
grosor del epitelio es substituido por células atipicas y cuando hay pérdida completa de la
diferenciacién celular ordenada, la lesién se llama carcinoma "in situ" (Robbins 1990).
(Ver Figura 1). Hasta esta etapa de la evolucién del cancer cervical, las lesiones
precursoras se circunscriben al epitelio y se conserva la integridad de la membrana basal.
Las alteraciones citohistolégicas propias del carcinoma "in situ", que sirven para su
identificacién al microscopio 6ptico son: anaplasia este término procede de Hansemann y
fué utilizado por dicho autor para designar los fendémenos de desdiferenciacidn celular que
con frecuencia se observan en el cancer. Las células adquieren un alto grado de inmadurez
que es parecido al estado embrionario, por lo que es practicamente imposible de reconocer
en ellas el menor vestigio anaidémico y funcional, del tejido que les diera origen
(Hansemann 1893). Las células anaplasicas muestran gran variacién en su forma y

tamafio, este pleomorfismo excede del que se observa en las células displasicas
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(Balangtmol971) El cociente nicleo-citoplasma puede acercarse a 1:1 en lugar de la
cifra normal 1:4 o 1:6. Los niicleos anaplasicos son variables en forma y tamaflo, son
voldminosos, con frecuencia multiples o polilobulados provistos de gran densidad
cromitica condensada, al lado de los nucleos anormales por su forma y tamafio pueden
observarse otros modificados en menor grado (anisonucleosis). Los nucleolos a menudo
son grandes, varian de forma y generalmente hay un aumento del niimero de estos
(Balanguero 1971). Existe un niimero excesivo de mitosis atipicas y pueden presentarse en
las capas mas superficiales del epitelio (Schultz 1957).

En el carcinoma "in situ” el epitelio se encuentra distorsionado en su estructura, las células
anapldsicas no muestran orientacién pues existe una irregularidad arquitecténica que
afecta a todos los estratos del epitelio. Uno de los rasgos mas sobresalientes es la falta de
maduracion (Balanguero 1971).

La tendencia de los elementos jévenes a madurar desaparece; lo que sucede es que los
elementos celulares conservan, ain en las capas mas superficiales una indiferenciacién,
por lo que todo el grueso del epitelio se muestra entonces como formado por una sola capa,
poco diferenciada, de aspecto basal (Balanguero 1971). Algunos autores consideran que el
carcinoma "in situ” puede presentar diversos grados de maduracién histolégica (Nesbitt y
Stein, 1958; Nieburgs 1963; Wielenga et al. 1965; Atkin et al. 1967).

Reagan y Hicks en 1953 (en Balanguero 1971) describen dos modalidades del carcinoma
in situ, una compuesta por células de tipo pequefio y otra integrada por células de tipo
grande.

El carcinoma in situ puede progresar a carcinoma invasor pero es una evolucién muy lenta
que puede necesitar muchos afios, quizd mas de 10 para salir de los confines de la
membrana basal (Robbins 1990).

El carcinoma in situ es una lesién que puede ser erradicada por completo por métodos
sencillos como biopsia, tratamientos farmacologicos, etc. ( Balanguero 1971).

I14. CANCER INVASOR

Algunos autores consideran que la evolucién del cancer cervical es completa cuando las
células neoplasicas invaden los tejidos subepiteliales por infiltracién a través de la
membrana basal; se conoce con el nombre de cancer microinvasor cuando esta infiltracion

no excede de 0.5 mm y cuando sobrepasa este margen recibe el nombre de carcinoma
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invasor del cuello uterino, que se desarrolla a partir de la displasia por un proceso muy
lento que se toma progresivamente menos reversible conforme el epitelio es substituido
por células atipicas (Robbins 1990). ( Figura 1).
El carcinoma invasor adopta tres formas histolégicas; la mas frecuente es el tumor
fungiforme que comienza con el engrosamiento nodular en el epitelio; la segunda es la
forma ulcerada y la menos frecuente es la infiltrante que tiende a penetrar al estroma
subyacente (Robbins 1990).
En etapas avanzadas hay malignizacion a los ganglios linfaticos con metastasis a distancia
que suelen afectar pulmones, huesos e higado. Otra forma de diseminaciéon del céncer es
cuando el tumar invade el tejido vecino afectando a ligamentos y vasos. Una tercera forma
de diseminacioén es la hematdgena en donde las células tumorales tienen la capacidad de
iniciar nuevos crecimientos a distancia (Robbins 1990).
Existe un sisterna de clasificacion en periodos que se basa unicamente en la extensién del
tumor primario sin referirse a ataque ganglionar ni met4stasis (Robbins 1990).

1.5. ORIGEN HISTOLOGICO DEL CANCER CERVICO-UTERINO

En la zona de transicién de la vagina y el titero la disposicién de las células cambia. En la
vagina el epitelio consta de varias capas (estratificado), en el cual las células a medida que
se acercan a la superficie se aplapan, pierden el nucleo y son desprendidas en forma de
escama. En la transicién al Gtero la disposicion y forma de las células cambia, se alargan y
disponen en columnas, este epitelio columnar tiene un espesor de una o dos células par lo
que las células de la superficie no sufren la muerte celular ripida que se da en el epitelio
estratificado (Flam y Cormack 1986).

El carcinoma del cuello uterino suele comenzar en la zona que corresponde al limite entre
el epitelio estratificado y cilindrico (Robbins 1990).

Existen dos tipos de cancer cérvico-uterino que derivan de las dos clases de epitelio que
recubren el cuello; del epitelio estratificado, que recubre la cara externa y el ultimo tercio
del canal cervical, se originan carcinomas del tipo epidermoide llamados también de
células escamosas; del epitelio cilindrico, que recubre los dos tercios internos del canal
cervical, se origina el carcinoma de células cilindricas que al crecer toma aspecto
glandular y se denomina adenocarcinoma (Robbins 1990).



16. FACTORES RELACIONADOS CON EL CANCER DE CERVIX

Estudios epidemiolégicos han relacionado ciertos factores como: la promiscuidad sexual,
inicio temprano de actividad sexual y pobre higiene entre otras, con carcinoma de cérvix
(Meisels et al. 1981; Rapp y Jenkins 1981). Diversos virus han sido propuestos como
agentes infecciosos asociados al cancer cérvico uterino, principalmente el virus del herpes
simple tipo Il y m4s recientemente los papilomavirus humanos (Rapp y Jenkins 1981). Sin
embargo han surgido evidencias experimentales que indican que el virus del herpes no es
el principal factor etiolégico del cdncer cérvico uterino (Rapp y Jenkins 1981; Gangho y
Garcia 1990).

El virus del papiloma humano ha adquirido un lugar de gran importancia en la actualidad
(Meisels et al. 1981; Rapp y Jenkins 1981; Howley 1986; Zur Hausen 1981; Shevchuk et
al. 1982), fundamentalmente debido a la utilizacién de técnicas de Biologia Molecular, la
clonacién del genoma viral y la hibridizacién "in situ" de 4cidos nucleicos que han
permitido proponer una relacién estrecha entre infeccién viral, displasia y cancer (Howley
1986).

La primera evidencia concreta que relacioné al virus del papiloma humano con el cancer
cervical, provino del reconocimienio de que cambios morfolégicos previamente
interpretados en citologia exfoliativa y biopsia como displasia,eran alteraciones debidas a
infeccion por papilomavirus (Howley 1986).



1.7. ANALISIS CITOLOGICOS RELACIONADOS CON EL CANCER DE
CERVIX

Existe una disminucién en la frecuencia de carcinoma del cuello uterino atribuible en gran
medida al analisis citolégico de Papanicolau, el cual permite un diagnéstico temprano y
por consiguiente un tratamiento curativo de las pacientes.

El diagndstico se basa en el estudio de dos frotis; uno obtenido del fondo del saco vaginal
posterior, necesario para el diagnostico funcional y otro del cuello uterino que ayuda al
estudio complementario de las alteraciones tisulares (Robbins 1990).

La prueba de Schiller es indicativa de anomalias celulares las cuales posiblemente puedan
causar cancer. Se funda en el hecho de que las células atipicas presentan agotamiento del
glucdgeno; se pinta el cuello uterino con una solucién de yodo y yoduro potasico; el
epitelio normal se tifle de pardo, en tanto que el foco canceroso permanece sin teflir
(Robbins 1990).

Recientements se estd empleando cada vez més la colposcopia; la cual brinda un
panorama bien iluminado y amplificado del cuello uterino, para descubrir displasia y
lesiones in situ; también es til para elegir 4reas con el fin de efectuar biopsia (Robbins
1990).

1.8. NUCLEO INTERFASICO

Los estudios realizados en el campo de la microscopla electronica y la bioquimica han
ayudado al conocimiento de los elementos que constituyen el nicleo celular en interfase,
Desde los estudios de Monneron y Bernhard en 1969 se sabe mds sobre los componentes
de los niclecs en interfase, puesto que ademas de conocer la estructura y funcién de la
membrana nuclear, la cromatina y el nucleolo, practicamente se inicia el estudio
morfofuncional de otras estructuras nucleares, sobresaliendo lo referente a las particulas de
8



ribonucleoproteinas; Bernhard disefid una técnica que permitidé contrastar
preferencialmente las particulas ribonucleoproteicas intranucleares sin la superposicién de
la cromatina (Bernhard 1969). Cogliati y Gautier en 1973 diseflaron una técnica que
permitié contrastar preferencialmente la cromatina sin la superposicion de las
ribonucleoproteinas; Peters y Giese en 1971 y Moyne en 1972 obtienen un contraste
especifico pama la cromatina; posteriormente Vazquez-Nin y cols. también diseflan un
método preferencial para la cromatina, el cual es utilizado en el presente trabajo para
contrastar los nucleos de las células cérvico-uterinas (Vazquez-Nin et al. 1973).

En todas las células eucariontes el nucleo celular en interfase presenta una envoitura nuclear
que consiste de dos membranas fosfolipidicas de 5 a 7 nm de grosor, separadas por un
espacio de 10 a 15 nm aproximadamente conocido como espacio perinuclear (Dupraw
1971). La membrana externa es continua con el reticulo endoplasmico (Newport y Forbes
1987) y posee ribosomas que realizan la sintesis proteica. La membrana interna estd en
contacto con la lJAmina nuclear y la cromatina (Alberts et al. 1983). La envoltura nuclear
actia protegiendo al nucleoplasma de particulas y grandes moléculas que se hallan en el
citoplasma (Alberts 1983) y separa los procesos de la transcripcion y de la traduccion (De
Robertis y De Robertis 1983). Las envolturas nucleares presentan paros nucleares. Cada
uno de log cuales esta rodeado por una estructura discoidal llamada anillo que junto con el
poro forman el complejo del poro; estos complejos tienen forma circular de 70 a 80 nm de
didmotro, revestido por 3 anillos. Cada uno de estos anillog estd compuesto de 8
subunidades embebidas en una matriz (Alberts et al. 1989). La parte central del poro es el
canal principal por el que circulan las moléculas hidrosolubles entre el nucleo y el
citoplasma (Green 1982). Adherida a la cara interna de la membrana interna de la
envoltura nuclear se encuentra la ldmina nuclear la cual es una estructura fibrosa que tiene
un espesor de 50 a 80 nm, contiepe proteinas especificas que forman los poros en la
envoltura nuclear (Alberts et al. 1983). Se cree que desempefia un papel importante en la
organizacion de la envoltura nuclear y en mantener la cromatina condensada e inactiva en
la periferia separandola de la activa (Newport y Forbes 1987). Distribuido en todo el
ntcleo esta la matriz nuclear formando una red de proteinas no histénicas. Este armazén
presenta asociacién estrecha con la lAmina densa y los poros (Berezney 1979). Esta
estructura puede extraerse con detergentes, nucleasas y altas concentraciones de sales.
Ademais de estas estructuras en el mucleo interfisico se presentan complejos de 4cidos
nucleicos y protefnas, como son la cromatina y las ribonucleoproteinas.



" Cromatina

Complejo compuesto por 4cido desoxirribonucleico (DNA), histonas y proteinas no
histénicas. La unidad fundamental de empaquetamiento de la cromatina es el nucleosoma,
el cual es una estructura aplanada en forma de disco que confiere a la cromatina la
apariencia de cuentas de collar de 11 nm de didmetro y 5.7 nm de altura que se encuentran
unidos entre si por un filamento de DNA (Avers 1987) .

Se ha propuesto que cada cuenta nucleosdmica posee un conjunto de 8 moléculas de
histona, 2 copias de cada una de las 4 histonas altamente conservadas, H2A, H2B, H3 y
H4. Estas moléculas forman un nicleo proteico alrededor del cual se enrrolla el fragmento
de ADN de doble hebra, de una longitud de 140 pb (Alberts et al. 1983). Cada cuenta estd
separada de la siguiente por una regién de ADN espaciador, que posee aproximadamente
60 pb. El nucleosoma contiene aproximadamente 200 pb de ADN (Alberts et al. 1983).
Cuando es ligeramente dispersado, se observan al microscopio electrénico las fibras de 30
nm. Se requiere de la histona H1 para el plegamiento de las cadenas de nucleosomas, ya
que esta estructura es estabilizada por interacciones entre dichas histonas en nucleosomas
adyacentes (Avers 1987).

Las proteinas que se unen al DNA de eucariontes se clasifican en dos grupos: a) las
histonas.- Se encuentran en gran cantidad, son cortas y bésicas ya que contienen entre 10 y
20 % de los aminoacidos lisina y arginina, cargados positivamente por lo que se unen
fuertemente al DNA. Existen cinco tipos de histonas: H1,H2A,H2B,H3 y H4 (Avers
1987), las cuales tienden a asociarse entre sf, las H2A y H2B forman dimeros en tanto que
H3 y H4 forman tetrAmeros (Gariglio 1987). Las histonas H2A y H2B son relativamente
ricas en lisina, las histona H3 y H4 son ricas en arginina. Estas son semejantes entre las
diversas especies Y se encuentran entre las mAs conservadas de todas las proteinas
conocidas. Las histonas H1 son muy ricas en lisina y no son canservadas entre las especies
e incluso presentan formas especificas para diversos tejidos. Tienen la funcién de
empaquetar al nucleosoma en fibras de 30 nm; cada molécula presenta una porcién central
globular y doe brazos extendidos, la porcién central se une al nucleosoma y los brazos se
extienden cubriendo el DNA espaciador (Alberts et al. 1983). b) proteinas no histonicas.-
Este término involucra miles de proteinas diferentes con funciones muy diversas. En ellas
se incluyen por ejemplo a: RNA polimerasa, DNA polimerasa, helicasas, topoisomerasas,
etc. y una gran cantidad de proteinas regulatorias (De Robertis y De Robertis 1983). Estas
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' proteinas se encuentran en cantidades muy reducidas y algunas de ellas influyen en rasgos
estructurales como la transeripeion y replicacion genética (Adberts et al. 1983).

Hay dos categorias principales de cromatina segin el estado de condensacién. La forma
compacta, llamada heterocromatina desde 1928 por Heitz (en Avers 1987), quien observd
que permanecis condensada durante la interfase y la forma no condensada llamada
eucromatina la cual se extiende y distribuye laxamente en el nucleo interfisico,

En la mayoria de los nucleos en interfase, la cromatina compacia se observa a lo largo de
la pared intema de la cubierta nuclear, asociada a los nucleolos y en forma de grumos
dispersos en el nucleoplasma (Comings 1968; Monneron y Bemhard 1969; Brasch v
Setterfield 1974).

Los estudios autorradiograficos y bioquimicos han demostrado que durante el ciclo celular
las regiones heterocromatinicas de los cromosomas se replican mas tarde que las regiones
eucromatinicas ademas de ser consideradas transcripcionalmente inactivas. La
eucromatina es transcripcionalmente activa, principalmente en la regién adyacente a la
zona pericromatiniana (Alberts et al. 1983).

La heterocromatina puede ser facultativa o constitutiva. Esta ultima forma siempre estd
condensada y aparece en todos los tipos celulares y puede localizarse en centrémeros en Ia
mayoria de plantas y animales, y en telémeros sobre todo de vegetales (De Robertis y De
Robertis 1983). Puede teper un papel estructural en los cromosomas. La cromatina
facultativa también es inactiva en cuanto a la transcripcion; sin embargo, solo se condensa
en ciertos tipos celulares o en momentos del desarrollo (Alberts et al. 1983).

RIBONUCLEOPROTEINAS
Nucleolo

El nucleolo es una estructura ribonucleoproteica nuclear conspicua, que se presenta como
un cuerpo compacto o presentando una configuracién nucleolonemal con fibras y granos; y
rodeado de cromatina perinucleolar. Mc Clintock (1934) demuestrd que el nucleolo estd
asociado con un Jocus cromoesémico especifico, al que llamd cuerpo organizador del
nucleolo. Su funcién es la sintesis y procesamiento del RNA-pre-ribosdmico (pre-tRNA) y
el ensamblaje de los ribosomas (En Jiménez-Garcia 1988).

Las micrografias electronicas de cortes finos celulares han ayudado a reconocer en la

estructura del nucleolo diversos componentes:
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a) Los centros fibrilares.- contienen fibras de aproximadamente 50 A de espesox,
probablemente pertenezcan a la cromatina de los organizadores nucleolares (NORs).
Contienen RNA polimerasa 1 encargada de transcribir el IDNA; ademas proteinas de la
region nucleolar que se tifien con técnicas de plata (proteinas Ag-NOR). Son ricos en las
proteinas nucleclares fibrilarina y la fosfoproteina C23 y puede ser que en los confines de
estos sitios ocurra la transcripcion muy temprana del pre tRNA (En Jiménez-Garcia 1988).

b) Region fibrilar densa.- compuesta de fibras muy abundantes de 40 a 80 A de
espesor. Contiene proteinas Ag-NOR, fibrilarina y las fosfoproteinas C23 y B23.
Probablemente representa el sitio con la actividad transcripcional mas abundante y del
procesamiento temprano del pre-rRNA (En Jiménez- Garcia 1988).

c) Regién granular.- est4 constituida por granulos de 150 a 200 A de diAmetro, es
abundante en la fosfoproteina B 23 y productos intermedios del procesamiento del
precursar pre-rRNA. Es el sitio de procesamiento mas tardio, maduracién y ensamblado
de los RNA pre-ribosémicos (En Jiménez-Garcia 1988).

d) Los constituyentes fibrilares y granulares del nucleolo conforman una red fibrilar
gruesa conocida como nucleolonema, compuesto por las fibras de 40 a 80 A de espesor y
200 a 400 A de longitud, y de log granulos de 150 a 200 A de diametro (En Jiménez-
Garcla 1988).

Fibras Pericromatinianas

Monneron y Bernhard en 1969 describen a las fibras pericromatinianas (FPC), las cuales
presentan forma irregular, diAmetro variable entre 30 a 50 A, son facilmente destruidas
por RNasa, se localizan en la superficie de la cromatina condensada y son alteradas por
efectos quimicos (Monneron y Bernhard 1969).

Las drogas que inhiben la sintesis de hnRNA disminuyen el nimero de FPC, es el caso de
la bleomicina que es un glucopentapéptido aislado de Streptomryces verticillus que altera
la transcripcién nucleolar y extranucleolar (Vazquez-Nin et al. 1979) y el ribdsido de
diclorobenzimidazol (DRB), analogo de la adenosina.

Las drogas que estimulan la sintesis de RNA aumentan el nimero de FPC es asi como la:
accion de la cortisona en ratas en ayuno y despues de ser realimentadas da como resultado
un incremento en Jas FPC (Petrov y Bemhard 1971).
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~ Con estudios autoradiograficos y citoquimicos se demuestra que la transcripcién del
hnRNA es llevada acabo en el borde de la cromatina densa y que las FPC son las primeras
estructuras RNP marcadas en el 4drea extranucleolar del nicleo celular interfisico en
mamfferos (Puvion y Moyne 1978).

Se suguiere que las fibras contienen RNA heterogéneo nuclear unido a proteinas formando
las estructuras ribonucleoproteicas (RNP) relacionadas con el borde de la cromatina densa
(Puvion y Moyne 1978). Monneron y Bernhard propusieron que las FPC representan la
expresion morfoldgica de la transcripcion (Mopneron y Bernhard 1969).Progresivamente,
una parte de las fibras migran hacia el espacio intercromatiniano donde se entremezclan
con cromatina dispersa (Fakan y Bemhard 1973).

Grinulos Pericromatinianos

Los granulos pericromatinianos (GPC) fueron descritos por primera vez por Watson en
1962 en hepatocitos de ratén y rata. Se encuentran en todos los nticleos de las células de
mamiferos donde han sido visualizados con el microscopio electrénico (Monneron y
Bemhard 1969). Utilizando la técnica regresiva del EDTA; se observan como cuerpos
esféricos de 300 a 500 A de didmetro, rodeados por un halo claro de aproximadamente

250 A de espesor. Se localizan en la periferia de la heterocromatina compacta. Son
estructuras densas a los electrones. Estan formados por fibras de entre 10 y 30 A de grosor
(Monneron y Bernhard 1969). Su posible funcién asi como su composicién han sido muy
estudiadas.

En condiciones fisiolégicas normales los GPC aparecen rara vez agrupados, pero se ha
observado que alterando el estado fisiolégico de las ratas con la admipistracién de
cicloheximida, los GPC del nucleo de hepatocitos aparecen mas bien agrupados que
distribuidos azarosamente en el nucleoplasma (Moyne et al. 1977).
Vézquez- Nin y Bernhard en 1971 estudiaron las similitudes estructurales entre GPC y los
granulos de los anillos de Balbiani de los cromosomas gigantes de Chironomus thummi
utilizando varias técnicas citoquimicas y autorradiograficas. Ellos obsetvaron que
presentan propiedades citoquimicas comunes; los grinulos de Balbiani pueden ser vistos
atravesando el poro nuclear hacia el citoplasma en forma de bastones (Vazquez-Nin y
Bernhard 1971); es raro encontrar a los GPC cerca del nucleoporo pues pierden contraste y
parecen ser deshilachados pasan y en forma de fibras (Monneron y Bernhard 1969).

13



En el proceso de formacién de los grinulos de Balbiani y los GPC estdn involucradas
fibras pericromatinianas, asociadas a la superficie de la cromatina condensada (Vazquez-
Nin et al. 1979; Vézquez-Nin et al. 1979). Se sugiere que los GPC se forman por el
enrrollamiento de las fibras pericromatinianas durante el proceso de transcripeion y que
corresponden a formas de almacenamiento del hnRNA (pre-mRNA) recién sintetizado
(Vézquez-Nin y Bernhard 1971).

Variaciones en el nimero de granulos pericromatinjianos observadas bajo condiciones
fisioldgicas, de stress o agresion a las células. Es decir, el nimero de GPC se incrementa
después de la administracién de ciertas drogas en células de mamiferos. Monneron y
Bembhard en 1969 demostraron que la lasiocarpina,la aflatoxina, o la actinomicina D
administradas a ratas a concentraciones que bloquearan la sintesis nbosomal pero no la
sintesis de RNAm daba como resultado un incremento de los GPC (Daskal 1981).

La bleomicina, que también altera el procesamiento y/o transporte del RNA hacia el
citoplasma, se relaciona con el aumento observado de los GPC (Vazquez-Nin et al. 1979).
El uso de estas drogas no aporta evidencias claras del mecanismo por el cual se alteran en
nimero y disposicion. El efecto del estradiol se estudié en micleos de células epiteliales
endometriales de rata y se observd que hay un decrernento en el nimero de GPC seguido
por la normalizacién de su nimero.Posteriormente se estudié la sintesis y transporte de
RNA al citoplasma mediante marcado con uridina tritiada y autorradiografia cuantitativa
con lo que se demostrd que la abundancia de GPC depende de la relacion entre la
velocidad de stutesis de RNA y su migracion al citoplasma (Vizquez-Nin et al. 1979).

Se estudiaron las caracteristicas estructurales y morfométricas de los GPC y de otras RNP
durante la diferenciacién celular, fenomeno que leva consigo casi siempre cambios
irreversibles de la expresion genética y par ésto, en el patrén de sintesis de RNA, en
condiciones normales. Se tomaron como modelos 1) la diferenciacién de célula matriz a
neuroblasto, la de éste en neuronas y la maduracién de la misma en médula espinal
cervical de embrion de pollo, pues se conoce sobre 1a citodiferenciacion e histogénesis del
sistema (Langman y Hadden 1970; Vizquez-Nin et al. 1980; Vazquez- Nin et al, 1983).
Los resultados fueron muy significativos pues se demostrd que los GPC casi no existen en
células matrices y en neuroblastos, y aurnentan mucho en nimerc cuando éstos ya se
transforman en neuronas y establecen contactos sindpticos (Vézquez-Nin et al. 1980;
Vézquez-Nin et al. 1983). y 2) La diferenciaciéon de células musculares en el embrion de
pollo en diferentes estados del desarrollo, muestran que la densidad de los GPC es baja en
células mononucleadas y en miotubulos. La frecuencia de GPC no cambia durante la
transiciéon de las células en ciclo mitdtico a mioblasto y durante la diferenciacién
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miofibrilar, sin embargo hay un importante incremento en la frecuencia cuando la fibma
motora nerviosa establece contacto sinaptico con misculo (Zavala et al. 1992).

Monneron y Bemhard en 1969 sugirieron que los GPC son ribonucleoproteinas
posiblemente involucradas con el trasporte de informacién de los genes hacia el citoplasma
(Monneron y Bernhard 1969).

Moyne y colaboradores confimman que los GPC no tienen DNA, usando upa tincién
especifica para DNA (Moyne et al. 1977).

Estudios recientes sobre la distribucién ultraestructural de snRNP en el nticleo de células
de las glandulas salivares de Chironomus utilizando y anticuerpos especificos indican que
los GPC contienen ARNm maduro, que ya ha sufrido el proceso de pérdida de intrones
(Vazquez-Nin et al. 1990).

Grénulos Intercromatinianos

Los granulos intercromatinianos (GI) son particulas pequefias densas de 200 a 250 A de
diametro, se presentan en las células de mamiferos como cimulos interconectados por
delgadas fibrillas distribuidas al azar en las 4reas intercromatinianas. Son estructuras
sensibles a la accién de la pronasa seguida de RNasa y la DNasa no tiene efecto sobre
ellos (Moznneron y Bernhard 1969).

Berezney en 1979 demuestra que son componentes de la matriz nuclear (Berezney 1969).
Spector et al en 1983 y posteriormente Fakan en 1984 demostraron por
inmunolocalizacién y aopalisis ultraestructural que contienen snRNPs, particulas
relacionadas con la maduracion del pre-mRNA (Spector et al. 1983; Fakan et al. 1984),

Su funcién no es aun clara pero se les considera como particulas en las que tendria lugar el
procesamiento post-transcripcional del pre-RNA ribosomal.
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‘Cuerpaos Espiralados

Observados por Monperon y Bernhard en 1969, son estructuras esféricas fonmadas por
diminutas fibras de 50 A de grosor. Son fuertemente tefiidas al utilizar el método regresivo
del EDTA, si se les da un tratamiento de RNasa seguido por pronasa, el contraste de los
cuerpos espiraladas decrece por Jlo que se les considera como estructuras
ribonucleoproteicas. Se localizan cercanos al nucleolo y algunas veces se encuentran en
continuidad con la cromatina blanqueada (Monneron y Bernhard 1969).

Utilizando inmunocitoquimica en cé¢lulas de higado de ratén y rata, Fakan y col. en 1984
demostraron que contienen snRNPs (Fakan et al. 1984).

1.9. NUCLEO DE CELULA CANCEROSA

La aplicacion de la microscopia electrdnica al estudio de las neoplasias malignas se inicid
en 1955 con las primeras observaciones realizadas por Bernhard y Oberling en el Instituto
del Cancer en Villejuif, Francia (Martinez-Palomo 1977). Las limitaciones metodoldgicas
iniciales que impedian la conservacion satisfactoria de los tejidos fueron pronto
solucionadas, y ast se inicia una larga serie de estudios sobre la ultraestructura de diversas
neoplasias humanas y de tumores malignos de aparicién espontdnea o inducidos
experimentalmente en animales (Martinez-Palomo 1977).

La ultraestructura del nucleo de células cancerosas ha sido estudiada en el microscapio
electrénico por diversos autores. Por ejemplo, Leduc y Wilson en 1959 mencionan la
presencia de invaginaciones profundas de la membrana nuclear hacia el nucleoplasma
incluyendo material citoplasmatico ( en Bembard et al. 1963). Otro tipo de inclusiones
nucleares han sido descritas por Friedlander en 1959 quien observd depdsitos de
glucégeno formados por induccién quimica en sarcoma de pollo ( en Bernhard et al
1963). Klarner y Gieseking en 1960 mostraron estructuras vacuolares en tumores de
pulmoén de ratén. Leplus y col. en 1961 asi como Bessis y Thiery en 1962 mencionan las
frecuentes irregularidades de 1a distribucién de la cromatina en la enferedad de hodgkin
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en humanos. Granboulan y Riviére en 1962 demuestran alteraciones en cuanto al tamafio
de los componentes granulares y fibrilares del nucleolo observados en el mvicleo del
linfoma de ratén (en Bernhard et al. 1963). Bernhard y Granboulan en 1963 estudiaron los
cambios ultraestructutrales de los componentes nucleares en células cancerosas. Murad y
Scarpelli en 1967 observaron un incremento de los grdnulos pericromatinianos en varios
tumores. En 1968 Bemhard estudi6 la ultraestructura de las células cancerosas y
menciona que los cambios observados en estas no pueden ser considerados constantes y
ligados con el proceso de malignizaciéon pues varian de un caso a otro (Bernhard 1969).
Adema4s describe los cambios que pueden presentarse mas frecuentemente en las células
cancerosas los cuales son: el agrandamiento del nucleo, las imregularidades en la
distribucion de la cromatina, Los granulos pericromatinianos e intercromatinianos pueden
ser mAs nurnerogos O no experimentar cambios, 103 cuerpos nucleares estdn frecuentemente
presentes, la membrana nuclear es caracterizada por profundas invaginaciones y el
nucleolo aumenta de tamafio (Bernhard 1969). Ver figura 2.

No se ha encontrado una alteraciéon morfologica caracteristica de las células tumorales. De
hecho las diferencias entre células normales y células cancerosas son menos aparentes con
microscopia electrénica que con microscopia de luz (Martinez- Palomo 1977).

Todos los estudios realizados hasta la época actual han ayudado a crear las bases para el
conocimiento moderno del nicleo de célula cancerosa.

Desde un principio en el estudio de las neoplasias se ha intentado estudiar los cambios
estructurales, basicos de la célula cancerosa, que permitan, aunado con otras técnicas de
analisis celular, identificar la naturaleza de los cambios celulares que determinan la
proliferacién ilimitada y la invasividad de las células cancerosas (Martinez-Palomo 1977).
Siendo el cdncer una enfermedad con afeccién del material genético nuclear, es de
importancia mencionar que la actividad de genes para la transcripcién y procesamiento del
4cido ribonucleico, es un fenémeno indispensable para las células normales como
patoldgicas, ya que el 4cido ribonucleico constituye un enlace esencial entre 1a informacién
genética almacenada y la sintesis de proteinas. Experimentalmente se ha demostrado que
el niimero de las particulas ribonucleoproteicas en especial los grinulos pericromatinianos
y la distribucién de la cromatina varian significativamente en diversos estados funcionales

(Vazquez-Nin et al. 1978), durante la diferenciacién celular (V4zquez-Nin et al. 1980) y
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bajo candiciones experimentales especiales (Puvion et al. 1977). Sin embargo existe poca
informacién sobre el comportamiento de estas particulas en transtornos patolégicos y en
especial en alteraciones progresivas que en el caso particular serfan los cambios que se
presentan desde las displasia hasta el cancer invasor del cuello uterino. Se cree que en los
estados con cancerizacién, un factor importante en el control de la expresion de algunos
genes estA mediado por el tramsporte de ARNm, relacionado con la funcién de
malignizacién do 1a célula.



El trabajo aqui presentado esta dirigido al estudio de los granulos pericromatinianos
relacionados con el almacén y/o transporte del RNA mensajero maduro y de la cromatina
compacta la cual puede indicar en forma indirecta la activacién de genes pams la
transcripcién del acido ribonucleico.

Se utilizd 1a técnica regresiva de contraste preferencial para RNP y la tincion preferencial
para cromatina con el fin de determinar los posibles cambios en la disposicion y nimero
de las estructuras en cuestion en los diferentes estadios con cancerizaciéon.
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O OBJETIVOS

-Obtener un mayor conocimiento de los aspectos morfologicos ultraestructurales del
nicleo interfdsico, durante el proceso de transformacién neoplésica, mediante el empleo de
la microscopia electrénica cualitativa y cuantitativa, utilizando técnicas de contraste
preferencial para nucleo.

-Tratar de relacionar el aspecto del nicleo con el grado de malignidad de la lesion.



OL HIPOTESIS

-En los nucleos interfasicos de células normales del epitelio cervical, e;ds!e un patrén
morfoldgico constante en la disposicién de la cromatina y ribonucleoproteinas. Los nucleos
interfdsicos de células displasicas, carcinoma "in situ” y c4ncer invasor presentan
modificaciones morfolégicas ultraestructurales as{ como variaciones en la cantidad de
ribonucloproteinas y cromatina, lo que posiblemente permita inferir alteraciones
relacionadas con la malignidad de estas lesiones.
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IV. MATERIAL Y METODO

Se procesaron muestras obtenidas por biopsia de pacientes caracterizadas clinicamente, las
cuales no estan infectadas por el virus del papiloma humano.

Se estudiaron 5 pacientes con epitelio cervical normal. Estas muestras forman el grupo
control, los grupos con alteraciones fueron: 5 pacientes con displasia leve, 7 con displasia
moderads, S con displasia severa, 8 con carcinoma "in situ", 1 cancer microinvasor y 7 con
cancer invasor.

El procedimiento fue el siguiente: Las muestras se cortaron en pequefios fragmentos de 1
mm y se fijaron para microscopia electrénica con glutaraldehido al 2.5 % disuelto en
amortiguador de fosfatos 0.16 M pH 7.3 durante 2 horas, el material se enjuagé 3 veces en
el mismo amortiguador (10 minutos cada una). No se postfijaron en tetradxido de osmio
sino que de acuerdo con la finalidad de demostrar ribonucleoproteinas o cromatina, la
mitad del material se deshidrat6 en alcoholes graduales, empezando con el de 70% hasta
llegar al de 100% realizando 3 cambios de 15 minutos cada uno. Después se introdujeron
en 6xido de propileno, 3 cambios de 15 minutos cada uno. La preinclusion se realizd en
una mezcla de 2 partes de 6xido de propileno por una de resina epoxica, durante 12 horas.
Posteriormente se hizo el cambio a una mezcla de 1 parte de 6xido de propileno por una de
resina epdxica durante 12 horas y un tercer cambio a una mezcla de 1 parte de 6xido de
propileno por 2 de resina epdxica, durante 12 horas,

El procedimiento se llevé a cabo a temperatura ambiente, La inclusion se hizo en moldes
planos de pléstico, en donde se colocd la resina epdxica con algunos fragmentos de epitelio
cervical. La polimerizacién se realiz6 en una estufa a 60 °C durante 24 horas.

El material restante se incluy6 en dos diferentes resinas: 1) Una parte del material en una
resina acrilica hidrosoluble como el LR-White por lo que todos los procedimientos se
llevaron a cabo a 4 °C. y 2) La otra parte se deshidratd y embebi6é con glicolmetacrilato
(GMA) siguiendo la técnica de Leduc y Bernhard (1967).

El procedimiento a seguir para incluir en LR-White fue el siguiente:

La deshidratacion se empezd con el alcohol al 30 % hasta llegar a 90 %5, 1 hora en cada
uno, en el de 100 %, se llevaron a cabo 3 cambios de 1 hora cada uno. La infiltracion fue
en 3 pasos: 1) Las muestras se colocaron en una mezcla de 2 partes de alcohol 100 %6 por 1
de LR-White, 3 horas; 2) después en una mezcla de 1 parte de alcohol 100 % mas 2 de
LR-White, 3 horas; 3) por ltimo en LR-White toda la noche. Al dia siguiente se
realizaron 3 cambios de LR-White, en el transcurso del dia.



Los fragmentos de tejido cérvico uterino fueron puestos en cipsulas de gelatina con LR-
White, tratando de dejar la menor cantidad posible de aire. La polimerizacion se levd a
cabo en una estufa a 60 °C durante 24 horas.

A continuacion se detalla la inclusién en GMA.

La deshidratacion se practicé en el mismo medio de inclusién (GMA), se prepard a
diferentes porcentajes para hacer una deshidratacién gradual.

1) En una solucién de GMA al 70 %% se hicieron 2 cambios, de 10 minutos cada uno

2) En GMA al 80 %5 se realizan 2 cambios como se mencionaron anteriormente.

3) En GMA al 97 % también 2 cambios de la misma forma.

4) En una solucién 50:50 de GMA 97 % y solucién de inclusion no polimerizada, se dejan
20 minutos.

5) En una solucién de inclusién no polimerizada, permanecen 20 minutos.

6) Se colocaron los trocitos de tejido en un prepolimero de GMA durante 12 horas.

7) Se pasaron a capsulas de gelatina con prepolimero nuevo y se taparon, tratando de dejar
la menor cantidad posible de aire.

La polimerizacién se lleva a cabo con luz ultravioleta, durante 24 horas.

Microtomia

Se obtuvieron cortes semifinos en un ultramicrotomo Sorvall MT 2, de un gyosor
aproximado de 240 nm. ésios fueron montados en partacbjetos, teflidos con azul de
toluidina y observados en un microscopio 6ptico Carl Zeiss, para un reconocimiento
general de las células epiteliales cérvicouterinas determinando su grado de malignizacién
(displasias, carcinoma "in situ” y cAncer invasor).

Después de reconocer la zona deseada se procedié a obtemer cortes ultrafinos de
aproximadamente 60 a 90 nm de grosor, los cuales fueron montados en rejillas de cobre de
150 mesh.

Método de contraste

Se utilizd 1a técmica habitual que es el acetato de uranilo y citrato de plomo asi como la
técnica regresiva y preferencial para ribonucleoproteinas (RINPs) de Bernhard (1969) en el
material que fue incluido en resina epdxica y la técnica de 4cido fosfotungstico, de acuerdo
al método de Vazquez-Nin, en el material incluido en LR-White y GMA.

Técnica de tincién con acetato de uranilo y citrato de plomo.- Las rejillas se contrastaron

por flotacion sobre una solucién de acetato de uranilo durante 20 minutos; se enjuagaron
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con agua bidestilada y se secaron con papel filtro, esto se realiza en una caja de petri que
contenga un algodén mojado para evitar precipitaciones. Posteriormente se colocaron
sobre una gota de citrato de plomo durante 10 minutos, se lavaron y secaron, esto se lleva
a cabo dentro de una caja de petri que contenga NaOH y humedad.
Técnica regresiva con EDTA de Bemhard, preferencial para RNPs.Las rejillas con los
cortes se contrastaron por flotacién sobre una solucién de acetato de uranilo durante 1.5
minutos; se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron con papel filtro, posteriorments
se colocaron sobre una gota de solucién de 4cido etilendiaminotetracético (EDTA ) 0.2 M
ph 6.8 durante un tiempo de 18-36 minutos, se enjuagaron y se secaron. Estas flotaciones
se realizan dentro de una caja de petri con un algodén hiunedo el cual evita precipitacién
en la preparacion. Por Gltimo, se contrastaron con !a solucién de citrato de plomo durante 3
minutos, se lavaron y secaron; para evitar la formacién de precipitados sobre la
preparacién, se realiza este paso dentro de una caja de petri que contenga hurnedad y
pastillas de NaOH que absorve el CO, atmosférico evitando que reaccione con el plomo.
Contraste preferencial para DNA con 4cido fosfotungstico (PTA) de Vazquez-Nin.- Las
rejillas se contrastaron por flotacién sobre una solucién de 4cido fosfotungstico por 3
minutos, se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron con papel filtro.

Observacién y registro de la imagen

Las rejillas ya contrastadas fueron observadas en un microscopio electrdnico de
transmision Carl Zeiss M-10 operado a 60 Kv. Se obtuvieron electromicrografias tomadas
a 12500 aumentos de los nucleos del epitelio cérvico uterino ubicados en el estrato basal,
en la capa media y superior (5 de cada estrato), sin embargo en el cancer invasor no
existen estratos definidos pues las células no guardan un orden, asi que se tomaron 15
nucleos al azar,

Se seleccionaron células tipicas de los diferentes estadios de malignizacién y se obtuvieron
electromicrografias de los nicleos de la forma antes mencionada.

Se imprimieron las micrografias de nicleos que muestran las RNPs y de nticleos donde se
observa la cromatina. Se apalizaron cualitativamente y cuantitativamente con el fn de
obtener datos que fueron sometidos a anAlisis estadistico.

Las técnicas de andlisis se realizaron sobre imigenes de micrografias impresas en papel
para detenminar, dreas nucleares y cromatinicas, para lo cual se emplearon programas de
computacién diseflados para el laboratorio de Microscopia Electronica. Facultad de

Ciencias, UNAM. Es importante mencionar que en el estadio de cancer invasor el Area
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nuclear fué medida utilizando 1) dos diferentes programas de computacién y 2) por
planimetria, la conversién numerica en micras se efectué dividiendo el valor en cm entre el
aumento final elevado al cuadrado.

La frecuencia de los grdnulos pericromatinianos se evalué directamente contando los
granulos pars relacionarla con el 4rea nuclear obtenida por los programas de computacién
y planimetria. En esta forma se estimé la densidad de granulos pericromatinianos.

Los datos se procesaron para obtener los valores de media, varianza, desviacion estandar y
error estandar.

Para los valares de la media, de los granulos pericromatinianos se evalué la significacién
de la diferencia entre dos series de valores sucesivos (ej. micleos normales basales vs
nucleos normales medios) por medio de la prueba de T de Student.

Las preparaciones 6pticas que contienen los cortes semifinos teftidos con azul de toluidina
fueron observadas en un microscopio de la casa Carl Zeiss, provisto de un ocular
micrométrico y se tomaron las medidas del didmetro mayor nuclear y el didmetro menor
nuclear, para obtener su volumen; se emple$ un programa de computacién elaborado en el
Laboratorio de Microscopia Electrénica.



V.RESULTADOS

Microscopia dptica
Volumen Nuclear.

La tincién con azul de toluidina ayndé a determinar el grado de malignizacién de las
células epiteliales cérvico-uterinas, de acuerdo a los caracteres empleados en la patologia
diagnéstica y también se usaron para medir el volumen nuclear. Las medidas de los
nucleos tendientes a obtener su volumen fueron realizadas en cada una de las células
ubicadas en los distintos estratos: basal, medio y superficial. (Ver tabla I), En esta tabla se
aprecia que los micleos ubicados en el estrato superficial del epitelio normal y en las
displasias leve, moderada y severa tienden a un incremento nuclear, con respecto a los
nucleos ubicados en el estratos basal y medio; en el carcinoma "in situ" se muestra que los
nucleos de los tres estratos son notablemente mas grandes que los otros casos; el cancer
invasor presenta dos grupos de micleos, uno con mayor volumen nuclear y otro con menor
volumen nuclear. Cuando los datos se manejan por estadios, como se muestra en la gréifica
1, los resultados estan de acuerdo a los de Hillemanns y su grupo de Freiburg en 1968,
quienes demostraron Ia existencia de variaciones en el tamatfio nuclear en relacién directa
con el estadio evolutivo de 1a neoplasia.

Epitelio cérvico uterino normal.-Existe maduracién normal desde las células ubicadas
en ¢l estrato basal hasta las del estrato superior (las cuales tienen una forma aplanada). El
volumen (um3) de los nicleos ubicados en el estrato basal va de 10.8 a 175.7.

El volumen de los nucleos ubicados en el estrato medio va de 28.0 a 207.9. El volumen de
los nuicleos ubicados en el estrato superficial va de 71.5 a 321.5.

Displasia Leve.- Se caracteriza por aparicién de células atipicas en las capas basales del
epitelio, con conservacidn de la diferenciacién celular normal en las capas mAs
superficiales. El volumen pm3 de los nicleos ubicados en el estrato basal va de 16.3 a
199.53. El volumen de los miicleos ubicados en el estrato medio va de 19.6 a 315.9. El de
los nucleos superficiales va de 32.2 a 572.1.



Displasia moderada.- Existe un avance progresivo de malignizacion en mayor nimero de
las capas del epitelio, afectando generalmente al estrato basal y parte del estrato medio, es
decir, las células inmaduras estdn en mis de la mitad de la altura del epitelio pero
conservando una diferenciacién normal en la capa superficial donde las células son my
alargadas y aplanadas. El volumen pm3 de los micleos ubicados en la capa basal va de
25.4 a 434.8. El volumen de los niicleos ubicados en la capa media va de 33.5 a 492.8. El
volumen de los nicleos superficiales va de 49.3 a 394.5.

Displasia severa.- mAs de los 2/3 del epitelio estian constituidos por células inmaduras
pero existe maduracion en la superficie. El volumen pm3 de los nticleos ubicados en el
estrato basal va de 13.4 a 268.0. El volumen de los nicleos del estrato medio va de 16.36 a
268.0. El volumen de los nicleos de la capa superficial va de 46.1 a 421.1.

Carcinoma "in situ".- Todo el grosor del epitelio est4 constituido por células inmaduras,
el epitelio se encuentra distorsionado en su estructura y orientacién, existe gran cantidad
de mitosis,se conserva la integridad de la membrana besal. El volumen um3 de los nicleos
de 1a capa basal va de 28.7 a 508.0. E] volumen de los nicleos de la capa media va de 47.7
a 706.4. El volumen de los nucleos de la capa superficial va de 43.0 a 572.1.

Céncer microinvasor.- Existe infiltracién de las células atipicas hacia el estroma pero no
se excede de .5 mm de grosor.

Ciéncer invasor.- Las células cancerosas invaden el estroma subyacente y los tejidos por
infiltracién de la membrana basal. El volumen de los nucleos va de 40.1 pm?® a 350.77

pm3,



- Microscopia Electrénica

Aspectas ultraestructurales de los micleos en los distintos estadios

Se analizaron los micleos de células del estrato basal, en la capa media y superior del
grupo control y de los grupos afectados excepto del cancer invasor donde se analizaton
micleos al azar.

A continnacion se describen con detalle los mucleos de los diferentes estadios, que se
tomaron como més representativos, aunque en todos los casos las variaciones fueron
grandes. Mencioparé primeramente las particulas ribonucleoproteicas que fueron
contrastadas con la técnica de EDTA y luego la cromatina compacta contrastada por el
método de PTA.

EPITELIO CERVICO-UTERINO NORMAL:

Niicleos de céhulas del estrato basal.- Presentan una forma alargada irregular ya que la
membrapa nuclear es frecuentemente invaginada ocasionando una deformacién nuclear,
los nucleolos compactos, el nucleo tiene numerosos granulos pericromatinianos (GPC) al
borde de la cromatina compacta as{ como fibras pericromatinianas (FPC), los camulos de
granulos intercromatinianos (GIC) y fibras son abundantes en el espacio nuclear. La
cromatina compacta forma una capa de grosor irregular en contacto con la envoltura
nuclear, ademas de grumos que estan distribuidos en el espacio nuclear y alrededor del
nucleolo (figura 3). Tabla IT.

Nicleos de células del estrato medio.- De forma alargada irregular, los nucleolos son
compactos; tienen numerosos GPC Y FPC cercanos a la cromatina compacta, en el espacio
intercromatiniano los cumulos de GIC y fibras son abundantes, una capa discontinua de
cromatina compacta estd en contacto con la membrana nuclear y bastantes cimulos son
distribuidos en el espacio nuclear y alrededor del nucleolo (figura 4). Tabla IIL

Niicleos de célulus de Ia capa superior.- Los nucleos son alargados irregulares con la

membrana muclear poco invaginada, la regién pericromatiniana posee pocos GPC y la
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regién intercromatiniana tiene escasos cimulos de GIC, la cramatina compacta forma una
capa discontinua en la periferia del niicleo y son escasos los que estdn distribuidos en el
espacio nuclear, Tabla IV.

DISPLASIA LEVE:

Nicleos de células del estrato basal.- Presentan una forma alargada irregular; la
membrana nuclear con invaginaciones, se distingue el nucleolo compacto, abundantes
GPC se observan en la regién pericromatininana, en el nucleoplasma los cimulos de GIC
y fibras también abundan, se aprecian inclusiones citoplasmaticas en el espacio nuclear, la
cromatina compacta forma una capa discontinua que estd en contanto con la membrana
nuclear y bastantes cimulos pequefios distribuidos en el espacio nuclear. Tabla II.

Nucleos de células del estrato medio.- Presenta una forma alargada irregular. La
membrana nuclear con invaginaciones las cuales pueden causar una lobulacién profunda,
los nucleolos son compactos, los GPC son abundantes en la region pericromatiniana y los
ctimulos de GIC son numerosos en el espacio nuclear, asi como las fibras; la cromatina
compacta forma una capa discontinua en contacto con la membrana nuclear y varios
cirnulos son distribuidos en el nucleoplasma; y alrededor del nucleolo. Tabla ITL

Niicleas de células del estrato superior.- Los nicleos tienen forma alargada irregular;
la membrana nuclear algunas veces tiene invaginaciones con lobulaciones profundas, el
nucleolo es compacto y rodeado por cromatina perinucieolar, poseen pocos granulos
pericromatinianos en el borde de la cromatina compacta, asi como cumulos de GIC y
Fibras en el nucleoplasma, la cromatina compacta esta distribuida en una capa discontinua
de grosor variable en contacto con la membrana nuclear y existen cimulos distribuidos en
el espacio nuclear. Tabla IV,

DISPLASIA MODERADA:

Niicleos de células del estrato basal.- Tienen forma alargada irregular; la membrana
puede presentar invaginaciones con lobulaciones profundas, el nucleolo es compacto, los
GPC son muy numerosos en el borde de la cromatina compacta y ademss no estn
restringidos a la region pericromatiniana; los cimulos de GIC y las fibras son abundantes
en el nucleoplasma, la cromtatina compacta forma una abundante capa discontinua en
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cantacto con la envoltura nuclear y numerosos cimulos son distribuidos en el espacio
nuclear y alrededor del nucleolo. Tabla II.

Nicleos de células del estrate medio.-son nucleos pleomoérficos en general alargados
irregulares. La membrana nuclear presenta invaginaciones, algunas de las cuales son
profundas, se pueden observar uno o mas nucleolos rodeados por cromatina perinucleolar,
compactos ¢ con una estructura nucleolonemal tipica; los GPC son abundantes y no estan
restringidos a la regidén pericromatiniana, abundantes cimulos de GIC y fibras estdn
distribuidas en el espacio intercromatiniano, varias inclusiones citoplasmaticas y algunos
cuerpos nucleares pueden estar presentes, la cromatina compacta forma una capa
discontinua de grosor variable que estd en contacto con la membrapna nuclear y varios
cuumulos grandes estan distribuidos en el nucleoplasma. Tabla L.

Nicleos de células del estrato superior.- Presentan la misma forma que los ntcleos
medios. La membrana nuclear presenta invaginaciones y algunas son profundas, el
nucleolo varia de tamafio y puede ser compacto 6 descompactado, rodeado por cyomatina
perinucleolar, Pocos GPC estén en la regién pericromatiniana, son escasos los ctmulos de
GIC y fibras en la regién intercromatiniana, Numerosas inclusiones citoplasmaticas y
varios cuerpos nucleares. se observan. La cromatina compacta forma una capa discontinua
en la periferia nuclear y varios cimulos son distribuidos en el nucleoplasma. Tabla IV.

DISPLASIA SEVERA:

Niicleas de células de la capa basal.- Presentan forma alargada irreguiar; la membrana
nuclear posee ondulaciones, el nucleolo es compacto presente con pocos GPC, las FPC
escasas asi como los cumulos de GIC y fibras del espacio intercromatiniano, la cromatina
compacta estd distribuida en una escasa capa discontinua en contacto con la membrana
nuclear y varios pequefios cimulos distribuidos en el nucleoplasma y alrededor del
nucleolo. (figura 5). Tabla II.

Nucleos de céhilas de la capa media.- Tienen la misma forma que el estrato anterior, en
algunos micleos se presenta uno o dos nucleclos compactos, rodeados por cromatina
perinucleolar, pocos GPC, los cumulos de GIC y FPC son abundantes, la distribucién de
la cromatina compacta es en una capa discontinua de grosor variable y varios ctimulos

distribuidos en el nucleoplasma (figura 6). Tabla 1.
30



Nicleos de células de Ia capa superior.- Son nicleos con forma alargada irregular, la
membrana nuclear posee invaginaciones profundas, el nucleolo es compacto, los GPC son
escasos y log cimulos de GIC y fibras estin poco frecuentes en el nucleoplasma, la
cromatina compacta tiene las misimnas caracteristicas que en los niicleos de la capa media.
Tabla IV.

CARCINOMA "IN SITU™

Niicleos de células de la capa basal- Pleomorficos; la membrana nuclear es
frecuentemente invaginada y algunas veces las lobulaciones son profundas, los nucleolos
son compactos, y pueden presentarse mas de dos, poseen pocos GPC que no estan
limitados a la region pericromatiniana, abundantes ctimulos de GIC mezclados con fibras
en el nucleoplasma, numerosos cuerpos nucleares, la cromatina compacta forma una
delgada capa discontinua en contacto con la membrana nuclear y numerosos cimulos
distribuidos en el nucleoplasma. Tabla IL

Niicleos de células de la capa media.- Muestran las mismas caracteristicas que los
micleos del estrato basal, excepto porque no se observan cuerpos nucleares. Tabla III.

Niicleas de células de la capa superior.- Pleomérficos; los nucleolos son compactos,
rodeados por cromatina perinucleolar, los GPC son escasos y no estan restringidos a la
regién pericromatiniana, los ctimulos de GIC mezclados con fibras son numerosos en el
nucleoplasma, se observan cuerpos nucleares en el espacio nuclear, la cromatina compacta
se encuentra distribuida formando una delgada capa continua en contacto con la
membrana nuclear y abundantes cimulos distribuidos en e} nucleoplasma. Tabla IV.
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' CANCER INVASOR:

Los nicleos son pleomoérficos, la membrana nuclear posee invaginaciones con
lobulaciones profundas, los nucleolos son compactados o descompactados, rodeados por
cromatina perinucleolar y generalmente dos por nucleo, las FPC asi como los GPC son
pocos en algunos casos o muy abundantes en otros, en la region pericromatiniana, los
cumulos de GIC mezclados con fibras son numerosos en la region intercromatiniana, se
observan inclusjones citoplasmaticas y cuerpos nucleares en el nucleoplasma, Ia cromatina
compacta en contacto con la membrana nuclear es abundante en algunos casos o poca en
otros y varios o escasos cumulos estdn distribuidos en el espacio nuclear (figuras 7,8,9,10).
Tabla V.

Se describen las caracteristicas generales de los micleos del epitelio normal y de los
diferentes grados de malignizacién, considerando el estrato basal, medio y superficial
como uno solo. Tabla V1.

Andlisis morfométrico y estadistico

Numero total de GPC / Area nuclear

La grafica 2 muestra la densidad de los GPC de los nucleos ubicados en los distintos
estratos de los diferentes estadios tomados sistematicamente. En el estrato basal se
observan diferencias significativas entre; 1) los nucleos celulares del estadio normal con
los nicleos del carcinoma "in situ", (p<0.050); 2) los nucleos de displasia leve con los
nucleos del carcinoma "in situ” (p<0.050); 3) los nucleos de displasia moderada con los
nucleos del carcinoma "in situ® (p<0.050) y 4) los nucleos de displasia severa con los
nucleos del carcinoma "in situ” (p<0.050). En los demas nucleos celulares de los diferentes
estadios (excepto cincer invasor) no se ven diferencias significativas (p>0.050). No.
existen diferenciss significativas entre los nticleos celulares ubicados en el estrato medio
con los ntcleos de los distintos estadios (p>0.050) (excepto cincer invasor). En el estrato

superficial existen diferencias significativas entre: 1) los nicleos normales con los nicleos
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de displasia leve (p<0.050),l0s nicleos de displasia moderada (p<0.005), los micleos de
displasia severa (p<0.025) y los nicleos del cancer microinvasar (p<0.010); 2) los niclecs
de displasia leve con los nicleos del cancer microinvasor (p<0.050); 3) los nucleos de
displasia severa con los nucleos de carcinoma "in situ® (p<0.001); 4) los nucleos de
displasia severa con los nucleos de carcinoma "in situ" (p<0.025) y 5) los nicleos de
carcinoma "in situ” con los nucleos de cancer microinvasor (p<0.001). (Excepto cancer
invasor).

La grdfica 3 muestra la densidad de los granulos pericromatinianos de los nicleos
ubicados en el estrato basal, medio y superior, tomados en conjunto, representando un sélo
grupo de los diferentes estadios estudiados. Existen diferencias estadisticamente
significativas entre los nucleos de los siguientes estadios, epitelio normal, displasia leve,
moderada, y severa, carcinoma "in situ” y microinvasar con los niicleos del cidncer invasor
(p<0.050), se observa una tendencia a disminuir la densidad de grinulos
pericromatinianos con respecto a la media.

Lagrﬁﬁca4repmsentaunhmnmmadefxecuencmdeladensldaddelos granulos
pericromatinianos en la poblacién célular del cancer invasor.

La grafica 5 representa dos poblaciones celulares en el cancer invasor, la primera
poblacién (Inval) presenta pocos GPC y en la segunda (Inva2) son numerosos. Soa
significativamente diferentes (p < 0.001). Los diferentes programas utilizados produjeron
resultados similares.

Area de cromatina / Area nuclear.

Con el objeto de conocer el area nuclear ocupada por la cromatina compacta se hicieron
mediciones en los micleos de los distintos estadios que se tomaron sistematicamente

Tabla VIL

El céncer invasor en donde no distinguimos capas, presenta 2 poblaciones, una tres veces
mas abundante en cromatina compacta que la otra. (p < 0.050). Tabla VII. Existen

diferencias significativas en el 4drea nuclear ocupada por cromatina compacta en: los
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nucleos ubicados en el estrato basal del epitelio normal con los niicleos de displasia leve y
carcinoma "in situ” (p < 0.050). Tabla VII. Entre los micleo restantes no hay diferencias
significativas (p>0.050). Decidimos estudiar los datos tomandolos como un solo universo
representativo de cada estadio, la grafica 6 muestra la variacién de la cromatina compacta
en seis estadios estudiados (normal, displasia leve, moderada y severa, carcinoma "in situ”
y céncer invasor), no se muestran diferencias significativas entre los nucleos de los
distintos estadios excepto el carcinoma "in situ”" (p<0.050). Con respecto al cancer invasor
existe un grupo de nucleos con bastante cromatina compacta y ofro grupo con poca
cromatina compacta (p<0.050).



VL DISCUSION

Los componentes ribonucleoproteicos y la distribucién de la cromatina han sido objeto de
apAlisis, empleando métodos de cuantificacién que permiten demostrar variaciones del
estado fisiolégico de las células (Zavala-Padilla 1980; Jiménez-Garcia 1983; Benitez
Gutierréz 1982). En este estudio ambos componentes nucleares se tomaron como
pardmetros de evaluacién para estudiar su comportamiento, analizando muestras de
células con alteraciones progresivas de la transformacién neoplésica, como son displasia
leve, moderada y severa; carcinoma "in situ”; cncer microinvasor e invasor.

Las mediciones en un mismo campo microscopico del volumen nuclear de las células de
distintos estratos en los diferentes estadios, muestran que el estrato superficial, a excepcion
de carcinoma "in situ” y cancer invasor, tiende a un incremento del volumen nuclear con
respecto a los estratos basal y medio. En el carcinoma "in situ” el aumento significativo del
volumen nuclear en los tres estratos con respecto a los otros grupos, apoya el criterio de
alteracién de volumen nuclear de células malignizadas con respecto a las normales, como
demuestra Hillemanns y su grupo de Freiburg, los cuvales mostraron la existencia de
variaciones en el tamaflo nuclear en relacion directa con el estadio evolutivo del cédncer
cérvico-uterino; independientemente de la separacién en estratos (Hillemanns y Prestel
1968). Los mismos autores registraron una reduccién sigpificativa del volumen de los
nicleos del carcinoma "in situ” justo aates de iniciarse la invasiéon. El cancer invasor se
caracteriza por diferentes estadios citofisiolégicos de las poblaciones celulares,
probablemente debido a variaciones microambientales en el seno del tumor. En nuestro
anAlisis de resultados por estadios, las variaciones en el volumen nuclear en relacion con
los diferentes procesos patolégicos, coincide con los propuestos por Hillemanns y col en
1968).

En el presente estudio utilizando las técnicas especificas para cromatina y
ribonucleoproteinas, los resuitados de cdncer invasor muestran la existencia de dos tipos
celulares, uno de los cuales estd camacterizado por la presencia de nucleos con baja
densidad de granulos pericromatiniance y poca cromatina compacta, mientras que el otro
presenta nicleos con alta densidad de granulos pericromatinianos y abundancia de
cromatina compacta. El primer comresponde a una poblacién indiferenciada como se
observa en células de meuroblasto en estado temprano del desarrollo (Vézquez-Nin et
al.1980; Viazquez-Nin et al. 1983), donde las células cancerosas tienen un elevado
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metabolismo, aumento en su actividad transcripcional, pues son células que se estin
continuamente dividiendo y por lo tanto invadiendo al tejido subyacente (Robbins 1990),
no forman uniones estables, son las células metastasicas (Martinez-Palomo 1977). El
segundo tipo celular del cancer invasor corresponde a una poblacion diferenciada como se
observé en la diferenciacién de células musculares en el embrién de pollo en diferentes
estados del desarrollo (Zavala et al. 1992), la cual no dar4 onigen a mas células pues estd
proxima a la muerte celular. Algunas células muestran apoptosis que de acuerdo a Dive et
al. 1992 y Wyllie et al. 1980, se caracteriza por los siguientes cambios morfologicos:
contraccién celular por lo que la forma es distorsionada, condensacién de la cromatina,
formacién de una banda densa de heterocromatina a lo largo de la membrana nuclear la
cual presenta severas ondulaciones. Se ha observado que el centro de muchos tumores a
menudo se torma necrdtico, posiblemente por falta de riego sanguineo. El oxigeno, por
ejemplo puede difundir radialmente alrededor de 150 pm desde los capilares pero las
células cancerosas que avanzan, invaden tejidos normales que tienen vasculatura bien
desarrollada, asi los tumores siguen aumentando de dimensiones con la vascularizacién
periférica suficiente, al tiempo que las zonas centrales de necrosis se tornan cada vez mas
grandes (Robbins 1990). De acuerdo con Wyllie et al. 1980 la muerte celular por necrosis
es morfologicamente y bioquimicamente diferente que por apoptosis ya que consideran que
la necrosis esta asociada con un aumento celular, ruptura de membranas y disolucién de la
organizaciéon estructural y la apoptosis es caracterizada por la disminucién celular y
condensacién de cromatina (Wyllie 1980).

La muerte celular est4 relacionada con el envejecimiento el cual es una propiedad innata
de las células normales, que poseen capacidad limitada para dividirse (Hayflick 1980). Se
supone la existencia de "genes de envejecimiento” que frenarfan o detendrian vias
bioquimicas de forma secuencial y conducirian a una expresién programada de los
cambios propios del envejecimiento. Las células cancerosas escapan del proceso del
envejecimiento y muerte celular ya que tienen una capacidad ilimitada de dividirse son
"inmortales” (Hayflick 1980).

Por otro lado, este trabajo complementa una serie de investigaciones sobre la
ultraestructura nuclear. Anteriormente se han utilizados drogas, hormonas y un sisterna
modelo de diferenciacién con el objeto de aclarar el posible papel citofisiologico de las
particulas nucleares relacionadas con el metabolismo postranscripcional del RNA en
gisternas alterados.



Se determind la presencia de inclusicnes citoplasmaticas en todos los tipos celulares, mas
frecuentemente en células con alto grado de malignizacién, como se ha demostrado para
otros tipos de cdncer (Bernhard y Granboulan 1963). Pueden deberse a alteraciones a nivel
de la membrana nuclear y/o nucleoesqueleto. ( Echeverria O. comunicacion personal).

En los nikleos de células con diferente grado de malignizacién, en el cancer de la
enfermedad de Hodgkin (Hem#ndez-Pando et al. 1988) y en el cancer de tiroides, se
determind por el método de EDTA la presencia de estructuras parecidas a cuerpos
nucleares, lo que sugiere su naturaleza ribonucleoproteica, (Echeverria O. comunicacién
personal).

En los ntcleos celulares seleccionados del estadio invasor existen algunas diferencias
encontradas ultraestructuralmente con los micleos del epitelio normal como son: la
presencia de invaginaciones de la membrana nuclear hacia el nucleoplasma, ocasionando
lobulaciones profundas. El nucleoplasma presenta numerosas estructuras parecidas a
cuerpos nucleares e inclusiones citoplasmaticas. Estas diferencias permiten distinguir una
célula normal o displésica de una célula cancerosa (Bernhard 1969).

El estudio de las variaciones de las particulas ribonucleoproteicas especialmente los
granulos pericromatinianos y de la distribucién de la cromatina, utilizando criterios
totalmente objetivos como los cambios cuantificables y analizables estadisticamente de
pardmetros definidos en trabajos anteriores (Zavala-Padilla 1980; Jiménez-Garcia 1983;
Benitez Gutiérrez 1982), no permite establecer criterios para diagnostico del grado de
malignizacién. El anAlisis de los resultados muestra variaciones en los nucleos celulares
del grupo control y en los grupos afectados, por lo que no existe un patrén constante en la
cantidad de grinulos pericromatinianos y de cromatina compacta en cada una de las
entidades patoldgicas consideradas. Estas variaciones pueden deberse a:

1) Las muestras de biopsias tomadas de pacientes de hospital no siemgpre tienen la calidad
deseable para estudios exigentes de ultraestructura.

2) El epitelio cervical normal es una zona sujeta a miltiples cambios por ser células
sometidas a agresion local, traumatismo, infecciones, cambios hormonales etc, asi es que

son células que estdn alteradas en cierto grado (Robbins 1990).
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3) En los estadios precursores, las displasias (leve, moderada y severa) sélo son unas
pocas células que presentan nucleos anormales de cuantas componen el epitelio, las que
estAn inicidndose en el proceso de malignizacidn, por lo que las demas, podrian ser células
"normales”.



VII. CONCLUSIONES

1) El presente trabajo es el primer estudio sistematico en células epitelinles cérvico-
uterings con diferentes grados de malignizacién que emplea dos métodos de contraste
preferencial. 1) La técnica regresiva de Bernhard para RNP y 2) La técnica para ADN de
Vazquez-Nin y col. en micleo celular interfasico.

2) Se determiné una marcada relacion entre volumen nuclear y grado de malignizacién que
apoya criterios anteriormente propuestos por Hillemanns y col (1968).

3) En el cancer invasor existen dos poblaciones celulares que corresponden a: 1) Poblacion
indiferenciada la cual estd caracterizada por nucleos con baja densidad de GPC y
cromatina compacta y 2) Poblacién diferenciada, que presenta nicleos con alta densidad
de GPC y cromatina compacta.

4) Los criterios tales como los cambios cuantificables y analizables asi como las
dificultades que existen para el muestreo, por ser en humanos, inferfieren en la obtencién
de criterios claros que relacionen el aspecto del nticleo con la malignidad de la lesion y el
el establecimiento de patrones bien definidos.

5) En los estadios precursores las células analizadas corresponden a células alteradas y a
cé¢lulas normales, por lo que para estudiarlos se necesita seleccionar las pocas células
afectadas que existen, para hacer otra aproximacion en un estudio cuantitativo.
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Esgquena del nodcleo celular interfdsico de una célula normal (A) y de una célula cancero (B,
i2ado por Bernbard y Granboulan (1963). 1) Cromatinay 2) Cromatina perinucleoclar; 3) Subs cia
rcromatinicars 4) Mucleolo; 5) Grdnulos intarcromatinianos; 6) Granulos pericromatiniancs; 7) Poros
nucleares: 8) Invaginacion de la membrana huclear. Se han incluido todas las partes, ain cuando no hay una
técnica que permita verlas a \m miswo tiempo.
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Fig.3. Nucleo de una célula normal ubicada en el estrato medio. Contraste preferencial
para ADN a base de PTA, se observa la cromatina compacta (c) en color oscuro adyacente
a la envoltura nuclear y algunos grumos distribuidos en el nucleoplasma, las zonas en gris
representan 4reas de ribonucleoproteinas. Aprox 16,000 X.

Fig.4. Nucleo cetular interfisico de una célula normal del estrato basal. Técnica regresiva
de contraste preferencial para ribonucleoproteinas a base de EDTA. Se aprecian
estructuras como: el nucleolo (n) rodeado por cromatina perinucleolar (c), granulos
pericromatinianocs con su halo caracteristico (flecha), cumulos de granulos
intercromatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha) asi como fibras
pericromatinianas (fp) al borde de la cromatina compacta (c). Aprox 28.750 X.






Fig.5. Nucleo celular de una célula ubicada en el estrato basal con displasia severa.
Tincidén con PTA; la cromatina compacta (c) estd formando una capa discontinua en
contacto con la membrana nuclear, alrededor del nucleolo (n) y en cumulos dispersos en el
espacio nuclear, las ribonucleoproteinas estan representadas en gris. Aprox 20,800 X.

Fig.6. Nticleo de una célula de la capa media con displasia severa. Tincién con EDTA, el
nucleolo (n) es compacto, los granulos pericromatinianos no estan restringidos a la region
pericromatiniana (flecha), abundantes cimulos de granulos intercromatinianos mezclados
con fibras (cabeza de flecha), la cromatina compacta (c) se observa blanqueada,
inclusiones citoplasmaticas (Ic). Aprox 22,400 X.






Fig.7. Nucleo de una célula con cancer invasor. Contraste con PTA; la cromatina
compacta (c) es abundante en contacto con la membrana nuclear y algunos grumos
distribuidos en el nucleoplasma, donde se encuentran las estructuras ribonucleoproteicas
representadas en gris. Aprox 38,750 X.

Fig.8. Nicleo de una célula con cancer invasor. Contraste con EDTA; se observan varios
GPC (flecha) al borde de la cromatina compacta (c), cumulos de granulos
intercromatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha), inclusiones citoplasmaticas
(Ic). Aprox 30,000 X,






Fig.9. Ntcleo de una célula con cancer invasor. Contraste con PTA; la cromatina
compacta (c) es poca en contacto con la membrana nuclear, alrededor del nucleolo () y
escasos grumos distribuidos en el nucleoplasma, donde se encuentran las
ribonucleoproteinas. Aprox 26,250 X.

Fig.10. Nucleo de una célula con cincer invasor, Contraste con EDTA,; el nucleolo (n) es
compacto, pocos GPC (flecha) al borde de la cromatina compacta, cimulos de granulos
intercromatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha). Aprox 25,000 X.
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EPITELIO NORMAL CON LOS NUCLEOS DE LOS DIFERENTES ESTADIOS DE MALIGNIZACION.

: BPITELIO DISPLASTA LEVE | DISPLASIA DISPLASIA CARCINOMA "IN CANCER INVASOR
i MNORMAL MODERADA SEVERA sITUL”
FORMA NUCLEAR Alargada Alargada Alargads Alurquua Ploondreficos Pleonorficos
irreqular irrequiar irregular rragular
WEMBRANA NUCLEAR PequeRak Inveginaciones Inpvaginaciones | Invaginaclones Invaginaciones Invaginaciones
invaginaciones profun: . con con con
Alqunoa cnlos lobulaciones lobulaciones lodbulaciones
y profundas en profundas. profundas. profundas.
otros.
CROMATIKA Abundante capa Capa Capa Capa Abundantes en
COMPACTA en contacto discontinua discontinua y dlscontinua discontinua y contacto con
con la M.N. ¥ sbundantes varios o b ®N.N. o pocos
cumulon. cunulos. cumules cunulos.
NucLsaLo b p Y Generalnente Ganeralnente
desconpactados uno © dos dos por nicleo,
conpacton o conpactos o
dos . tados.
GRANLLOS al y no Y Pocos en 1la Pocos al borde Pocor. un 1a Ke.
PERICROMATINIANOS borde de la restringidons a no Re. . de la Ccr. C. o Po. o
a rostrtgqldas a muy abundantes. abundqntes.
a. ©
o pocos en pocos en otros
otros. casos .
FIARAS Abundantes Hunerosas en Pocas o varias [ Nuwercsas en el Pacas en
PERICROMATINIANAS 1a Re en otros casos | espacio inter- algunos casos o
cx-onaununn y auy abundantes
al borde de la en otros.
cr. ¢
GRANCLO: Abund en Hubero: ° A Mumerosos en el
!NTERCRONA'I!NXANOS el Es. Nu, pocos espacio inter-
cronatintano
OTRAS ESTRUCTURAS No presentan tnclusiones Inclusionos No presentan. Cumrpos Cuerpos
citoplasné- citoplasns~ nucleares nucleares 3
ticas ticas y incluslone:
cuerpos 2] toplahnltlcnh
nucleares.

M.H.: Hembrana nuclear

C€r. C.: Cromatina compacta

Es. Nu.: Espacio nuclear

Re. Pe: Reglisn p-r.lcro-uumum
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" Gréaflca 2. Representa la variacién de los GPC durante la
evolucién del cancer cérvico-uterino, en los siete
estadios estudiados.
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Gréfica 3. Representa la variacién de Jos GPC durante la
evolucion del cancer cérvico-uterino, an ios slete
estadios estudiados
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Grafica 4. El histograma muestra la frecuencia de la
densldad de tos grénulos pericromatinianos en 1a

poblacién celular dei cancer invasor,
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Gréfica 5. Repreaenta la varlacién de los GPC, en las
dos poblaciones celulares del céncer Invasor.



TABLA VII. FRACCCION DEL AREA NUCLEAR OCUPADA POR CROMATINA COMPACTA.

ESTRATO ESTRATO STRATO SIN CAPAS
ESTADIO BASAL MEDIO BUPERPICIAL
AczAn Ac/An A Ac/an Ac/An
Z.s. x ... X B x z...

©6.52 t 0.11 : ©33.2.0.13
EPITELIO NORMAL = : i

DISPLASIA LEVE

0.31 2 0,03
DISPLASIA Lo
WODERADA

0:24 2 0.05 0,227+ 002" | .029 2 0i03
DISPLASIA S
SEVERA

0.11 2 0.03 0.15 2. 0.01 ©0.24 2 0,01
CARCINOMA "IN B i
sSITU"

0.4_z 0.03

CANCER INVASOR
0.131 : 0.03

AC/An.: Praccion del area ocupada por cropatina cubpacta.
X.: Media proaedio

E.8.: Error estdndar

CROMATINA COMPACTA

0.8

0.5

MICRAS CUADRADAS
(-]
“
!

0.1 1

Normal Leve Moderada Severa ineitu invas. Qp1 lavas. Qp2
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Gréfica 6. Representa [a varlaclén de la cromatina compacta
durants la evoluclién del céncer cérvico-uterino, en los sels
estadios estudiados
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