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RESUMEN 

Se estudió la ultraestructura del núcleo celular interfásico del epitelio cérvico-uterino 

normal humano y en diferentes grados de malignización (displasia de distintos grados 

leve, moderada y severa; carcinoma "in situ"; cáncer microinvasor y cáncer invasor). 

Se procesaron pequeftas muestras de biopsias obtenidas de pacientes a quienes fue 

diagnosticado por microscopia óptica cáncer cérvico·uterino en diferentes etapas de 

malignización las cuales fueron incluJdas en resinas epóxicas y acrilicas. Se utilizaron 

cortes semi.fmos para determinación de volwnen nuclear por métodos morfométricos y 
cortes ultmfinos contrastados por la técnica convencional para microscopia electrónica 

(acetato de uranilo-citrato de plomo) y las tinciones preferencial es para 1) 

ribonucleoprotelnas, descrita por Bemhard (1969) y 2) cromatina, descrita por VáZquez· 

Nin et al. (1973). 

Los resultados muestran que los núcleos del epitelio normal son muy semejantes en su 

organización ultraestructural general al de los núcleos de los distintos estadios pero 
difieren por presentar: 

1) invaginaciones de la membrana nuclear ocasionando lobulacioncs profundas; 

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

3) abundantes inclusiones citoplasmáticas. 

Se concluye que existe: a) una marcada relación entre volumen nuclear y grado de 

tnalignización y b) en el cáncer invasor dos poblaciones celulares: una población 

indiferenciada caracteriz.ada por núcleos con baja densidad de grénulos pericromatinianos 

y cromatina compacta y una población diferenciada que presenta núcleos con alta densidad 

de grénulos pericromatinianos y cromatina compacta. 



I.INTRODUCCION 

Las alteraciones celulares que se presentan en laa displaaw pueden revertir en etapas 
tempranas esponténeamente y cuando el estimulo inductor ea eliminado. En estadol 
avanzados cuando el estimulo cancerlgeno sobrepasa cierto umbral, los cambios 
citológicos ~ una verdadera neoplasia (este término significa literalmente 

neoformación), las neoplasias se originan debido a la pérdida de los controles normales de 

proliferación, pues las células neoplásicas siguen dividiendose, olvidando al parecer los 

rnecanjsmos reguladores que rigen el crecimiento celular normal, se les considera como 

proliferaciones celulares irreversibles que compiten con las células y los tejidos cen:anoe 

normales peta obtener :rus requerimientos metabólicos (Robbins 1990). 

Es muy importante en oncologta la diferenciación entre neoplasias benignas y malignas. 

Se dice que un tumor es benigno cuando los caracteres citológicos y macroscópicos se 

consideran innocuos, Jo cual significa que seguir& localizado, no puede propasarse a otros 

sitios y en consecut=:ia, suele ser suceptible de extirpación quirúrgica local y permite la 

supervivencia del enfermo. Los tumores malignos se denominan en conjunto "cáncer" que 

proviene de la palabra latina •cancrum•; se llama asl porque se adhiere a cualquier sitio al 

que se ha sujetado de manera obstinada. como el cangrejo (Robbins 1990). 

I.I. CANCER DE CERVIX 

El cáncer 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 pabea 

socieconomicame:nte subdesarrollados (Peto 1986). En estos paises es el tumor mát 

frecuente en la población (24 %) (Peto 1986). 

En l'vf6xico el CaCu es un problema de salud muy importante, sin embargo, su 

conocimiento se basa en las estadísticas de mortalidad (Verdu7.co et al. 1986), es más 
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frecuente que el cáncer de mama y ocupa el primer lugar en frecuencia de los casos totales 

de cáncer (Guerra Gómez et al. 1990). Es más importante en algunos estados de la 
república que en otros; ésta situación se puede explicar porque la disponibilidad de los 

recursos para tratamiento no es uniforme y por las diferencias en la estructuración de la 

población (Zalee et al. 1975) En el Distrito Federal es el tumor con mayor incidencia y 

mortalidad (Guerra Gómez et al. 1990 y Beltrán Ortega 1990). 

1.2. DISPLASIAS 

La mayoría de los cánceres invasores tienen estadios precursores identificables 

morfológicamente como alteraciones en el citoplasma y núcleo, el término médico que se 
usa para designar este tipo de alteraciones es displasi.a, la cual se observa principalmente 

en epitelios en donde las células presentan pleomorfismo consistente en la variación del 

tamsfl.o y forma celular. A menudo poseen núcleos que se tif1en intensamente con las 

técnicas para microscopia óptica y demasiado voluminosos para el tamafl.o de la célula, 

incremento en el número 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 asintomáticamente; se presentan 

comumnente con otros procesos patológicos benignos como cervicitis, ulceraciones de 

cuello, poliposis, formaciones quisticas etc. los cuales si suelen producir slntomas. 

La displasia del cérvix uterino como lesión precursora de transformación neop!Asica 

maligna tiene varios cursos por seguir: puede suceder que estas alteraciones en la 

diferenciación celular reviertan a la normalidad, persistan o progresen a carcinoma "in 

situ" y posteriormente a =inoma invasor. 

Fu y colaboradores en 1981 encontraron que las células displásicas con patrón euploide y 

poliploide en su mayarla (91 %) revierten a la normalidad y raramente persisten, a 

diferencia de aquellas células con distribución aneuploide del DNA que en un 81 Y. 
persisten como neoplasia intraepitelial o carcinoma "in situ" y en un pcm;entaje 12 % 

progesan hacia caICinoma invasor (Fu et al. 1981). 

DISPLASIA LEVE.· Es una lesión bien difunmciada que se caracteriz.a por la aparición de 

células atipicas en las capas basales del epitelio escamoso, con conservación de la 
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diferenciación celular normal en las capas mas superficiales. Las células atípicas mueslian 

aumentos de las imágenes mitóticas, pérdida de la polaridad, núcleos notables y algo de 

pleomorfumo (Robbins 1990). Figura l. 

DISPLASIA MODERADA.- Es considerada una lesión intraepitelial indiferenciada; 

existe un número mayor de células atípicas y una desorganiz.ación estructural del epitelio 

cada vez más pronunciada (Sceautxes 1981). Figura l. 

DISPLASIA SEVERA.- Se caracteriza por la maligniz,ación progresiva de mayor número 

de las capas del epitelio (Robbins 1990). Figura l. 

I.3. CARCINOMA "IN SITU" 

El carcinoma del cuello uterino surge como un proceso sucesivo en muchas etapas, se ha 

comprobado transición de displasia a carcinoma "in situ" (Robbins 1990). 

El término de carcinoma "in situ" ( Broders 1932) o intraepitelial (Galvin y Te Linde 

1949) dió lugar a serias controversias de definición. Existe un acuerdo que cuando todo el 

grosor del epitelio es substituido por células atípicas y cuando hay pérdida completa de la 

diferenciación celular ordenada, la lesión se llama carcinoma "in situ" (Robbins 1990). 

fYer Figura 1). Hasta esta etapa de la evolución del cáncer cervical, las lesiones 

precursoras se circunscriben al epitelio y se conserva la integridad de la membrana basal 
Las alteraciones citohistológicas propias del carcinoma "in situ", que sirven para su 

identificación al microscopio óptico son: anaplasia este término procede de Hansemann y 

fué utilizado por dicho autor para designar los funómenos de desdifurenciación celular que 

con frecuencia se observan en el cáru:er. Las células adquieren un alto grado de inmadunlz 
que es parecido al estado embrionario, por lo que es prácticamente imposible de ~ 
en ellas el meoor vestigio anatómico y fimcional, del tejido que les diera origm 

(Hansemann 1893). Las células anaplásicas muestran gran variación en su .furma y 

tamaflo, este pleomodismo excede del que se observa en las células displásicas 
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(B~ 1971). El cociente núcleo-citoplasma puede BCeit:aISe a 1:1 en lugar de la 

cifra normal 1 :4 o 1 :6. Los núcleos anaplásicos son variables en forma y tamaflo, son 

volumin01110111, con frecuencia multiples o polilobulados provistos de gran densidad 

cromática oonden•ada, al lado de los núcleos anonnales por su fonna y tamaf1o pueden 

observane otro. modificados en menor grado (anisonucleosis). Los nucleolos a menudo 

son grande&, varlan de forma y generalmente hay un aumento del número ele esto. 

(Balanguero 1971). Existe un número excesivo de mitosis atlpicas y pueden presentane en 

las capas mas superficiales del epitelio (Schultz 1957). 

En el carcinoma "in situ" el epitelio se encuentra distorsionado en su estructura, las células 

anaplásicas no muestran orientación pues existe una irregularidad arquitect6nica que 

afucia a todOlll l0111 estratos del epitelio. Uno de los rasgos más sobresalientes es la .fu.Ita de 

maduración (Balanguero 1971). 

La tendencia. ele los elementos jóvenes a madurar desaparece; lo que sucede es que los 

elementos celulares conservan, aún en las capes más superficiales una indifurenciación, 

por lo que todo el grueso del epitelio se muestra entonces como formado por una sola capa, 

poco difunmciada, de aspecto basal (Balanguero 1971). Algunos autores consideran que el 

carcinoma "in situ" puede presentar diversos grados de maduración histológica (Nesbitt y 

Stein, 1958; Nieburgs 1963; Wielenga et al. 1965; Atkin et al. 1967). 

Reagan y Hicb en 1953 (en Balaoguero 1971) describen dos modalidades del carcinoma 

in situ, una compuesta por células de tipo pequeflo y otra integrada por células de tipo 

grande. 

El carcinoma in situ puede progresar a carcinoma invasor pero es una evolución muy lenta 

que puede n~sitar muchos af!.os, quizá más de 1 O para salir de los confines de la 
membrana basal (Robbins 1990). 

El carcinoma in situ es una lesión que puede ser erradicada por completo por métodos 

sencillos como biopsia, tratamientos farmacológicos, etc. ( Balanguero 1971). 

1.4. CANCER INVASOR 

Algunos autoces consideran que la evolución del cáncer cervical es completa cuando las 
células neoplásicas invaden los tejidos subepiteliales por infiltración a través de la 

membrana basal; se conoce con el nombre de cáncer microinvasor cuando esta infiltración 

no excede de 0.5 mm y cuando sobrepasa este márgen 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 atípicas (Robbins 1990). ( Figma l). 

El carcinoma invasor adopta tres furmas histológicas; la mAs frecuente es el tumor 

fungifunne que comienu con el engrosamiento nodular en el epitelio; la segunda ea la 

forma ulcerada y la menos frecuente ea la infiltrante que tiende a penetrar al estroma 

subyacente (Robbins 1990). 

En etapas aVllil7lldas hay maligniz,ación a los ganglios linJiticos con metástasis a distancia 

que suelen afuciar pulmones, huesos e hígado. Otra forma de diseminación del cáncer es 

cuando el tumor invade el tejido vecino afuciando a ligamentos y vasos. Una tercera forma 

de diseminación es la hematógena en donde las células tumorales tienen la capacidad de 

iniciar nuevos crecimientos a distancia (Robbins 1990). 

EKiste un sistema de clasificación en periodos que se basa unicamente en la extensión del 

tumor primario sin referirse a ataque ganglionar ni metástasis (Robbins 1990). 

I.5. ORIGEN HISTOLOGICO DEL CANCER CERVICO-UTERINO 

En la zona de transición de la vagina y el útero la disposición de las células cambia. En la 

vagina el epitelio consta de varias caJl68 (estratificado), en el cual las células a medida que 

se acercan a la superficie se aplanan, pierden el núcleo y son desprendidas en furma de 

escama. En la transición al útero la disposición y forma de las células cambia, se alargan y 

disponen en columnas, este epitelio columnar tiene un espesor de w:_ia o dos células por lo 

que las células de la superficie no sufren la muerte celular rápida que se da en el epitelio 

estratificado (HamyCormack 1986). 

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

Eicisten dos tipos de cáncer céIVico-uterino que derivan de las dos clases de epitelio que 

recubren el cuello; del epitelio estratificado, que recubre la cara externa y el último tercio 

del canal cervical. se originan carcinomas del tipo epidennoide llamados también de 

células escam0•111; del epitelio cilindrico, que recubre los dos tercios internos del canal 
cervical. se origina el can:inoma de células cilindricas que al crecer toma aspecto 

glandular y se denomina adenocarcinoma (Robbins 1990). 
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1.6. FACTORES RELACIONADOS CON EL CANCER DE CERVIX 

Estudios epidemiológicos han relacionado ciertos filctores 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). Divemos virus han sido propuestos como 

agentes infecciosos asociados al cancer cérvico uterino, principalmente el virus del hmpee 

simple tipo II y más 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 filctor etiológico del cáncer cérvico uterino (Rapp y Jenkins 1981; Gariglio y 

García 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 Ha usen 1981; Shevchuk: et 

al. 1982), fundamentalmente debido a Ja utilización de técnicas de Biología Molecular, la 

clonación del genoma viral y la hibridización "in situ" ele ácidos nucleicos qua han 

permitido proponer una relación estrecha entre infección viral, displasia y cáncer (Howley 

1986). 

La primera evidencia concreta que relacionó al virus del papiloma humano con el cáncer 

cervical, provino del reconocimiento de que cambios morfológicos previamente 
interpretados en citología exfoliativa y biopsia como displasia,eran alteraciones debidas a 

infección por papilomavirus (Howley 1986). 
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l. 7. ANALISIS CITOLOGICOS RELACIONADOS CON EL CANCER DE 
CERVIX 

Existe una disminución en la frecuencia de can:inoma del cuello uterino atribuible en 8Jllll 

medida al análisis citológico de Papanicolau, el cual permite un diagnóstico temprano y 

por consiguiente 1m tratamiento curativo de las pacientes. 

El diagnóstico se basa en el estudio de dos frotis; uno obtenido del fundo del saco vaginal 

posterior, necesario para el diagnostico funcional y otro del cuello uterino que ayuda al 

estudio complementario de las alteraciones tisulaies (Robbins 1990). 

La prueba de Schiller ea indicativa de anomalias celulares las cuales posiblemente puedan 
caUBar cáncer. Se funda en el hecho de que las celulas atípicas p.n:sentan agotamiento del 

glucógeno; se pinta el cuello uterino con una solución de yodo y yoduro potásico; el 

epitelio nannal se tifte de pardo, en tanto que el foco canceroso penn.anece sin teflir 
(Robbins 1990). 

Recientemente se está empleando cada vez más la colposcopia; la cual brinda 1m 

panorama bien iluminado y amplificado del cuello uterino, para descubrir displasia y 

lesiones in situ; también es útil para elegir áreas con el fin de efectuar biopsia (Robbins 

1990). 

1.8. NUCLEO INTERFASICO 

Los estudios rm1izados en el campo de la microscopia electrónica y la bioquímica bao 
ayudado al conocimiento de los elementos que constituyen el núcleo celular en interfase. 
Desde loa estudios de Monneron y Bemhard en 1969 se sabe más sobre los MDIP"""'°"" 
de los núcleol m interliille, puesto que además de conocer la estructura y función de la 

membraoa nuclear, la cromatina y el nucleolo, practicamente se inicia el estudio 

moñofuncional de otras estructuras nucleaxes, sobresaliendo lo referente a las parttculas de 
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ribonucleoproteinas; Bemhard diseftó una técnica que pemútió contras1ar 

preferencialmente las partículas ribonucleoproteicas int:ra.uucleeres sin la supetpOBici6n de 

la cromatina (Bemhard 1969). Cogliati y Gautier en 1973 disefiaron una. técnica que 

permitió CODtI1IBtar preferencialmente la cromatina sin la superposición de las 

ribonucleoproteinas; Petem y Giese en 1971 y Moyne en 1972 obtienen un contraste 
especifico para la cromatina; posteriormente Vázquez-Nin y cols. también diBel'lan un 

método prefurencial para la cromatina, el cual es utilizado en el presente trabajo para 

contrastar los núcleos de las células cérvico-uterinas (Vázquez-Nin et al. 1973). 

En todas las células eucariontes el núcleo celular en intmfuse presenta una envoltura nuclear 

que consiste de dos membranas fosfulipídicas de 5 a 7 nm de grosor, separadas por un 

espacio de 10 a 15 nm aproximadamente conocido como ellpl!Cio perinuclear {Dupraw 

1971). La membrana eKtema es continua con el retículo endoplásmico (Newport y Porties 

1987) y posee ribosomas que realiz.an la síntesis proteica. La membrana interna está en 

contacto con la lámina nuclear y la cromatina (Alberts et al. 1983). La envoltura nuclear 

actúa protegiendo al nucleoplasma de particulas y grandes moléculas que se hallan en el 

citoplasma (Alberts 1983) y separa los procesos de la transcripción y de la traducción (De 

Robertia y De Robertia 1983). Las envolturas nucleares presentan poros nucleares. Cada 

uno de los cuales está rodeado por una estructura discoidal llamada anillo que junto con el 

poro furman el complejo del poro; estos complejos tienen furma circular de 70 a 80 nm de 

diámetro, revestido por 3 anillos. Cada uno de estos anillos esta 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 núcleo y el 

citoplasma (Green 1982). Adherida a la cara interna de la membrana interna de la 
envoltura nuclear se encuentra la lámina nuclear la cual es una estructura fibrosa que tiene 

un espesor de 50 a 80 nm, contiene proteínas específicas que forman los paros en la 

envoltura nuclear (Alberts et al. 1983). Se cree que desempefta un papel importante en la 

organización de la envoltura nuclear y en mantener la cromatina condensada e inactiva en 

la periferia sepárandola de la activa (Newport y Porties 1987). Distribuido en todo el 

núcleo esta la matriz nuclear formando una red de proteínas no histónicas. Este aIIIl81.Ón 

presenta asociación estrecha con la lámina densa y loe poros (Berezney 1979). Esta 

estructura puede extraerse con detergente!!, nucleasa.s y altas concentraciones de sales. 

Además de estas estructuras en el núcleo intertasico se presentan complejos de ácidos 

nucleicos y ?Oleinaa, como son la cromatina y las ribonucleoproteinas. 
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Cromatina 

Complejo compuesto por ácido desoxirribonucleico (DNA), histonas y protelnu no 

histónicas. La unidad fundamental de empaquetamiento de la cromatina es el nucleosoma, 

el cual es una estructura aplanada en funna de disco que confiexe a la cromatina la 

apariencia de cuentas de collar de 11 nm de diámetro y S. 7 nm de altura que se encuentran 

unidos entre si por un filamento de DNA (A vera 1987) . 

Se ha propuesto que cada cuenta nucleosómica posee un conjunto de 8 moléculu de 

histona, 2 copias de cada una de las 4 histonas altamente conservadas, H2A, H2B, H3 y 

H4. Estas moléculas fonnan un núcleo proteico alrededor del cual se emrolla el fragmento 

de ADN de doble hebra, de una longitud de 140 pb (Alberts et al. 1983). Cada cuenta está 

separada de la siguiente por una región de ADN espaciador, que posee aprolcimadamente 

60 pb. El nucleosoma contiene aprolCÍmadamente 200 pb de ADN (Alberts et al. 1983). 

Cuando es ligeramente dispersado, se observan al microscopio electrónico las fibras de 30 

nm. Se iequiere de la histona Hl para el plegamiento de las cadenas de nucleosomas, ya 

que esta estructura es estabilizada por interacciones entre dichas histonas en nucleosomas 

adyacentes (A ven 1987). 

Las proteínas que se unen al DNA de eucariontes se clasifican en doa grupos: a) las 

histonaa.- Se encuentran en gran cantidad, son cortas y básicas ya que contienen entre 10 y 

20 o/o de los aminoácidos lisina y arginina, cargados positivamente por lo que se unen 
fuertemente al DNA. Existen cinco tipos de histonas: Hl,H2A,H2B,H3 y H4 (Avers 

1987), las cuales tienden a asociarse entre si, las H2A y H2B forman dímeros en tanto que 

H3 y H4 forman tetrámeros (Gariglio 1987). Las histonas H2A y H2B son relativamente 

ricas en lisina, las histona H3 y H4 son ricas en argin.ina. Estas son semejantes entre las 

diwrsaa especies y se encuentran entre las más conservadas de todas las protelnas 

conocidas. Las histonas Hl son muy ricas en lisina y no son conservadas entre las especies 

e incluao presentan formas especificas para diversos tejidos. Tienen la función do 
empaquetar al nucleosoma en fibras de 30 nm; cada molécula presenta una porción central 

globular y dos braz.os eKtendidos, la porción central se une al nucleosoma y los brazos se 
extienden cubriendo el DNA espaciador (Alberts et al. 1983). b) protelnas no hist6nicu." 
Este término involucra miles de proteinas diferentes con funciones muy diverll88. En ellu 
se incluyen por ejemplo a: RNA polimeraaa, DNA polimeraaa, beliC83113, topoisomerasu, 

etc. y una gran cantidad de protelnas regulatorias (De Robertis y De Robertis 1983). Estas 
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proteínas se encuentran en cantidades muy reducidas y algunas de ellaa influyen en raagoa 

estructurales como la tmnscripción y replicación genética (Albetta et al. 1983). 

Hay dos categoriu principales de cromatina según el estado de condensación. La funDa 
compacta, llamada heterocromatina desde 1928 por Heitz (en A vers 1987), quien obserW 

que permanecia condensa.da durante la interfase y la furma no condensada llamada 
eucromatina la cual se extiende y distribuye 1axamente en el núcleo interfásico. 

En Ja mayoría de los núcleos en interfuse, la cromatina compacta se observa a lo largo de 

la pa1'eCl interna de la cubierta nuclear, asociada a los nucleolos y en roana de grumos 

dispel'llos en el nucleoplasma (Comings 1968; Monneron y Bemhard 1969; Brasch y 

Setterfield 1974). 

Los estudios autorradiográficos y bioquímicos han demostrado que durante el ciclo celular 
las regiones heterocromatlnicas de los cromosomas se replican mas tarde que las regiones 
eucromatinicas además de ser consideradas transcripcionalmente inactivas. La 
eucromatina ee transcripcionalmente activa, principalmente en la región adyacente a la 

zona pericromatiniana (Alberts et al. 1983). 

La heterocromatina puede ser racultativa o constitutiva. Esta última forma siempre está 

condensada y aparece en todos los tipos celulares y puede localizarse en centrómeros en la 

mayoría de plantas y animales, y en telómeros sobre todo de vegetales (De Robertis y De 

Robertis 1983). Puede tener un papel estructural en los cromosomas. La cromatina 

facultativa también es inactiva en cuanto a la transcripción; sin embargo, solo se condensa 
en ciertos tipos celulares o en momentos del desarrollo (Alberts et al. 1983). 

RIBONUCLEOPROTEINAS 
Nudeolo 

El nucleolo es UDa estructura ribonucleoproteica nuclear conspicua, que se presenta como 

un cuerpo compacto o presentando una configuración nucleolonemal con fibras y gnmoe; y 

rodeado de cromatina perinucleolar. Me Clintock (1934) demuestro que el nucleolo está 

asociado con un locus cromosómico especifico, al que llamó cuexpo ~ del 

nucleolo. Su función es la síntesis y procesamiento del RNA-pre-ribos6mico (pre-rRNA) y 

el ensamblaje de los riboeomas (En J"unenez-Garola 198&). 

Las micrograftaa electrónicas de cortes finos celullues 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 espescr, 

probablemente pertenezcan a la cromatina de los organiudores nucleolares (NORI). 

Contienen RNA polimerasa 1 encargada de transcribir el rDNA; además proteínas de la 

región nucleolar que se tillen con técnicas de plata (protelnas Ag-NOR). Soo ricos en las 

proteinas nucleolares fibrilarina y la fosfoproteina C23 y puede ser que en los confines de 

estos sitios ocuaa la transcripción muy temprana del pre rRNA (En Jiménez-Garcla 1988). 
b) Región fibrilar densa. - compuesta de fibras muy abundantes de 40 a 80 A de 

espesor. Contiene protelnas 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- Garcla 1988). 

c) Región granular.- está constituida por gránulos de 150 a 200 A de diámetro, es 

abundante en la fosfuproleina B 23 y productos intermedios del procesamiento del 

precursor pre-rRNA. Es el sitio de procesamiento mas tardio, maduración y ensambla.do 

de los RNA pre-ribosómicoe (En Jiménez-Garcia 1988). 

d) Loa 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 los gránulos de 150 a 200 A de diámetro (En Jiménez­

Garcla 1988). 

Fibras Pericro11U1tinianas 

Monneron y Bemhard en 1969 describen a las fibras pericromatinianas (FPC), las cuales 

presentan forma irregular, diámetro variable entre 30 a 50 A, son fácilmente destruidaa 

por RNasa, se localizan en la superficie de la cromatina condensada y son alteradas por 

efectos químicos (Monneron y Bemhard 1969). 

Las drogas que inhiben la síntesis de hnRNA disminuyen el número de FPC, es el caso de 

la bleomicina que es llll glucopentapéptido aislado de Streptomyces verticillus que altera 

la transcripción nucleolar y extranucleolar (V á.zquez-Nin et al. 1979) y el ribósido de 

diclorobenzimida7.0I (DRB), análogo de la adenosina. 

Las drogas que estimulan la síntesis de RNA aumentan el número de FPC es asi como la 

acción de la cortisoua en ratas en ayuno y despues de ser realimentadati da como resultado 
unincmnentoenlas FPC (PetrovyBemhard 1971). 
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Con estudios autoradiográficos y citoqulmicos se demuestra que la transcripción del 

hnRNA es llevada acabo en el borde de la cromatina densa y que las FPC son las primeras 

estructuras RNP man:ada.s en el área extranucleolar del núcleo celular interfasico en 

mamiferos (Puvion y Moyne 1978). 

Se suguiere que las fibras contienen RNA heterogéneo nuclear unido a proteínas furmando 

las estructuras ribonucleoproteicas (RNP) relacionadas con el borde de la cromatina densa 
(Puvion y Moyne 1978). Monneron y Bemhard propusieron que las FPC representan la 

expmión morfológica de la transcripción (Monneron y Bernbanl 1969).Progresivamente, 

una parte de las fibras migran hacia el espacio intercromatiniano donde se ent:remez.clan 

con cromatina dispersa (Fa.kan y Bemhard 1973). 

Gránulos Pericromaünianos 

Los grtmulos pericromatinianos (GPC) fueron descritos por primera vez por Watson en 

1962 en hepatocitos de ratón y rata. Se encuentran en todos los núcleos de las células de 

lllll1DifWoe donde han sido visualiz.adoe con el microscopio electrónico (Monneron y 

Bemhard 1969). Utilizando la tecnica regn:siva del EDTA; se observan como cuerpos 

esfi!ricos de 300 a 500 A de diAmetro, rodeados por un halo claro de aproximadamente 

250 A de espesor. Se localiz.an en la periferia de la heterocromatina compacta. San 

estructuras densas a los electrones. Están fomiados por fibras de entre 10 y 30 A de grosor 

(Monneron y Bemhard 1969). Su posible función así como su composición han sido muy 

estudiadas. 

En condiciones fisiológicas nonnales los GPC aparecen rara vez agrupados, pero se ha 
observado que alterando el estado fisiológico de las ratas con la administración de 

ciclohexirnida, los GPC del núcleo de hepatocitos aparecen mas bien agrupados que 

distribuidos azarosamente en el nucleoplasma (Moyne et al. 1977). 

V áz.quez- Nin y Bemhard en 1971 estudiaron las similitudes estructurales entre GPC y los 

gránulos de los anillos de Balbiani de loe cromosomas gigantes de Chironomus tlnmrmi 

utiliz.ando varias tecnicas citoqulmicas y automidiográfícas. Ellos observaron que 

presentan propiedades citoquimicas comunes; los gránulos de Balbiani pueden ser vistos 

atravesando el poro nuclear hacia el citoplasma en furma de bastones (VAzquez-Nin y 

Bernhard 1971}; e111 :raro encontrar a los GPC cen:a del nucleoporo pues pierden contraste y 

parecen ser tleshilacbad°'I pasan y en funna de fibras (Monneron y Bemhard 1969). 

13 



En el proceso de furmación de los gránulos de Balbiani y los GPC están involucradas 
fibras pericromatinianas, asociadas a la superficie de la cromatina condensada (Vázquez­

Nin et al. 1979; Váz.quez;-Nin et al. 1979). Se sugiere que los GPC se forman por el 

erurollamient.o de las fibras pericromatinianas durante el proceso de transcripción y que 

corresponden a futmas de almacenamiento del hnRNA {pre-mRNA) recién sintetizado 

(V ázqooz-Nin y Bemhard 1971). 

Variaciones en el número de gránulos pericromatinian011 observadaa bajo condiciooes 

fisiológicas, de stress o agresión s laa células. Es decir, el nlÍmero de GPC se incrementa 

después de la administración de ciertas drogas en células de mamifuros. Monneron y 

Bemhard en 1969 demostraron que la lasiocaipina,la aflatoKina, o la actinomicina D 

administradas a ratas a concentraciones que bloquearan la slntesis ribosomal pero no la 

síntesis 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 ob&ervado de los GPC (Vázque'z-Nin et al. 1979). 

El uso de estas drogas no aporta evidenciaa claras del mecanismo por el cual se alteran en 

nlÍmero y disposición. El efecto del estradiol se estudió en núcleos de células epiteliales 

endometriales de rata y se observó que hay un decremento en el número de GPC seguido 

por la nonnaliz.ación de su número.Posteriormente se estudió la síntesis y transporte de 

RNA al citoplaama mediante marcado con uridina tritiada y autorradiografia cuantitativa 

con lo que se demostró que la abundancia de GPC depende de la relación entra la 

velocidad de síntesis de RNA y su migración al citoplasma (V ázquez-Nin et al. 1979). 

Se estudiaron las caracterlsticas estructurales y morfométricas de los GPC y de otras RNP 

durante la difurenciación celular, funomeno que lleva consigo casi siempre cambios 

irreversibles de la expresión genética y por ésto, en el patrón de sintesis de RNA. en 

condiciones normales. Se tomaron como modelos 1) la diferenciación de célula matriz a 

neuroblasto, la de éste en neuronas y la maduración de la misma en médula espinal 
cervical de embrión de pollo, pues se conoce sobre la citod.ifurenciación e histogénesis del 
sistema (Langman y Radien 1970; Vázquez-Nin et al. 1980; Vázquez- Nin et al. 1983). 

Los resultados fueron muy significativos pues se demostró que los GPC casi no existen en 

células matrices y en neuroblastos, y aumentan mucho en número cuando éstOB ya se 

transforman en neuronas y establecen contact08 sinápticos (V áz.quez-Nin et al. 1980; 
Vázquez-Nin et al. 1983). y 2) La difurenci.ación de células musculases en el embrión de 

pollo en difinnte& estados del desarrollo, muestran que la densidad de los GPC es baja m 

células monoo.ucleadaa y en miotubulos. La frecuencia de GPC no cambia durante la 

transición de las células en ciclo mitótico a mioblasto y durante la difi:renciación 
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miofibrilar, sin embargo hay \lll importante incremento en la frecuencia cuando la fibra 

motora nerviosa establece contacto sinaptico con músculo (Zavala et al. 1992). 

Monneron y Bernhmd en 1969 sugirieron que los GPC son ribonucleoproteinu 

posiblemente involucradas con el trasporte de infonnación de los genes hacia el citoplasma 

(Monneron y Bemhard 1969). 

Moyne y colaboradores confinnan que los GPC no tienen DNA, usando una tiución 

especifica para DNA (Moyne et al. 1977). 

Estudios recientes sobre la distribución ultraestructural de snRNP en el nlicleo de células 

de las glandulas salivares de Chironomus utilizando y anticuerpos específicos indican que 

los GPC contienen ARNm maduro, que ya ha sufrido el proceso de pérdida de intrones 

(V ázqucz-Nin et al. 1990). 

Gránulos Inten:rumatinianos 

Los gránulos intercromatinianos (GI) son partlculas pequei'las densas de 200 a 250 A de 

diámetro, se presentan en las células de !llllllliferos como cúmulos interconectados poc 

delgadas fibrillas distribuidas al azar en las áreas intercromatinianas. Son estructuras 

sensibles a la acción de la pronasa seguida de RNasa y la DNasa no tiene efucto sobre 

ellos (Monneron y Bernhard 1969). 

Berezney en 1979 demuestra que son componentes de la matriz nuclear (Berezney 1969). 

Spector et al en 1983 y posterionnente Fa.kan en 1984 demostraron poc 

inm=olocalización y análisis ultra.est:ructura que contienen snRNPs, partlculas 

relacionadas con la maduración del pre-mRNA (Spector et al. 1983; Fakan et al. 1984). 

Su función no es aún clara pero se les considera como partículas en las que tendrla lugar el 

procesamiento post-tmnscripcional del pre-RNA ribosomal. 
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Cuerpos Espinlaclos 

Observados por Monneron y Bemhard en 1969, son estructuras esfi!ricas fonnadaa por 

diminutas fibma de 50 A de gIOllOI". Son fuertemente tellidas al utilizar el método regI1111ivo 

del EDTA, si se les da un tratamiento de RNasa seguido por pronasa, el contraste de lOll 

cuerpos espiraladas decrece por lo que se les considera como estructuras 
ribonucleoproteicas. Se locali7.an cercanos al nucleolo y algunas veces se encuentnm en 

continuidad con la cromatina blanqueada (Manneron y Bemlwd 1969). 

Utilizando iomunocitoquimica en células de hígado de ratón y rata, Fakan y col. en 1984 

demostraron que contienen snRNPs (Fakan et al. 1984). 

I.9. NUCLEO DE CELULA CANCEROSA 

La aplicación de la microscopia electrónica al estudio de las neoplasias mali8118S se inició 

en 1955 con las primeras observaciones realizadas por Bemhard y Oberling en el Instituto 
del Canceren Villejuif, Francia (M.artirnrz-Palomo 1977). Las !imitacion~ metodológicas 

iniciales que impedian la conservación satisfuctoria de los tejidos fueron pronto 

solucionadas, y asi se inicia una larga serie de estudios sobre la ultraestructura de diversas 

neoplasias humanas y de tumores malignos de aparición espontánea o inducidos 

experimentalmente en animal~ (Martlnez-Palomo 1971). 

La ultr:aestructura del núcleo de células cancerosas ha sido estudiada en el microscopio 

electrónico 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 citaplasmático (en Bemhard et al. 1963). Otro tipo de inclusiooee 

nucleares han sido descritas por Friedlander en 1959 quien observó depósitos de 
glucógeno formados por inducción quimica en sarcoma de pollo ( en Bemhaid et al. 

1963). K1anlll' y Gieeeking en 1960 mostraron estructuras vacuolaies en tUDlOl1le de 
pulmón de ratón. Leplus y col. en 1961 asi como Bessis y Thimy en 1962 menciClllD Ju 
frecuentes izregularidades de la distribución de la cromatina en la en1lmnedad de hodglcin 
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en humanos. Granboulan y Riviére en 1962 demuestran alteraciones en cuanto al tamaflo 

de los componentes granulares y fibrilanls del nucleolo observados en el núcleo del 

linfoma de ratón (enBemhard et al. 1963). Bemlwd y Granboulan en 1963 estudiaron los 

cambios ultraestructutrales de los componentes nucleares en células cancerosss. Mllilld y 

Scarpelli en 1967 observaron un incremento de los gránulos pericromatinianos en varioa 

tumores. En 1968 Bemhard estudió la ultraestructura de las células cancerosu y 

menciona que los cambios observados en estas no pueden ser considerados constanlell y 

ligados con el proceso de malignización pues vadan de un caso a otro (Bemhard 1969). 

Además describe los cambios que pueden piesentarse más frecuentemente en las células 

cancerosas los cuales son: el agrandamiento del núcleo, las inegularidsdes en la 

distribución de la cromatina, Los gránulos pericromatinianos e inlert:romatinianos pueden 

ser más numerosos 6 no experimentar cambios, los cuerpos nucleares están frecuentemente 

presentes, la membrana nuclear es caracteriz.ads por profundas invaginaciones y el 

nucleolo aumenta de tamafl.o (Bemhard 1969). Ver figura 2. 

No se ha encontrado una alteración morfulógica característica de las células twnorale:i. De 

hecho las diferencias entre células normales y células cancerosas son menos aparentes con 

microscopia electrónica que can 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 núcleo de célula cancerosa. 

Desde un principio en el estudio de las neoplasias se ha intentado estudiar los cambios 

estructurales, básicos de la célula cancerosa, que permitan, aunado con otras técnicas de 

aoálisis celular, identificar la naturaleza de los cambios celulares que determinan la 

prolifuración ilimitada y la invasividad de las células cancerosss (Martlnez-Palomo 1977). 

Siendo el cáncer una enfermedad con afucción del material genético nuclear, es de 

importancia mencionar que la actividad de genes para la transcripción y procesamiento del 

ácido ribonucleico, es un funómeno indispensable para las células normales como 

patológicas, ya que el ácido ribonucleico constituye un enlace esencial entre la información 

genética alm•r«t•da y la síntesis de proteinas. Experimentalmente se ha demostrado que 

el número de laa particulas ribonucleoproteicas en especial los gránulos pericromatiniaoos 

y la distribución de la cromatina varlan significativamente en diversos estados fu!ll::iooalm 
(Vázquez-Nin et al. 1978), durante la diferenciación celular (Vázquez-Nin et al. 1980) y 
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bajo condiciones experimentales especiales (Puvian et al. 1977). Sin embargo existe poca 

información sobre el comportamiento de estas partículas en transtomoe patológicos y en 

especial en alteraciones progre&iVBll que en el i:aso particular serian los cambios que se 

presentan desde las displasia hasta el cáncer inVBllor del cuello uterino. Se cree que en lOI 

estados ccn caucerizaci6n, un factor importante en el control de la expresión de alglJllm 

genes está mediado por el transporte de ARNm, relacionado con la función de 

maligniución de la célula. 
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El trabajo aqui presentado está dirigido al estudio de los gránulOll pericromatinianoll 

relacionados con el almacén y/o transporte del RNA mensajero maduro y de la cromatina 

compacta la cual puede indicar en fOIDJa indirecta la activación de genes pua la 
transcripción del ácido ribonucleico. 

Se utilizó la técnica regresiva de contraste prefi=ncial para RNP y la tinción ~finocial 

para cromatina con el fin de determinar los posibles cambios en la disposición y número 

de las estructuras en cuestión en los difi=ntes estadios con canceriz.ación. 
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II. OBJETIVOS 

-Obtener un mayor conocimiento de los aspectos morfológicos ultraestructurales del 

núcleo interfásico, durante el proceso de transformación neoplásica, mediante el empleo de 

la microscopia electrónica cualitativa y cuantitativa, utilizando técnicas de contraste 

preferencial para núcleo. 

-Tratar de relacionar el aspecto del núcleo con el grado de malignidad de la lesión. 
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III. HIPOTESIS 

-En los núcleos interfásicos de células normales del epitelio cetVical, eKiste un patrón 

morfológico constante en la disposición de la cromatina y ribonucleoproteinas. Los núcleos 

interfbicos de células displásicas, C111Cinoma "in situ" y cáncer invasor presentan 

modificaciones morfológicas 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 cllnicamente, laa 

cuales no están infectadas por el virus del papiloma humano. 

Se estudiaron S pacientes con epitelio cervical normal. Estas muestras forman el grupo 

control, los grupos con alteraciones fueron: 5 pacientes con displasia leve, 7 con displaaia 

moderada, 5 con displasia severa, 8 con carcinoma "in si tu", l cáncer microinvasor y 7 con 

cáncer inVllllor. 

El procedimiento fue el siguiente: Las muestras se cortaron en peque11os fragmentos de 1 

mm y se fijaron para microscopia electrónica con glutaraldehido al 2.5 % disuelto en 

amortiguador de fosfatos 0.16 M pH 7.3 durante 2 horas, el material se enjuagó 3 veces en 

el mismo amortiguador (10 minutos cada una). No se postfijaron en tetmóxido de osmio 

sino que de acuerdo con la finalidad de demostrar ribonucleoproteinas o cromatina, la 

mitad del material se deshidrató en alcoholes graduales, empezando con el de 70% hasta 

llegar al de 100% realizando 3 cambios de 15 minutos cada uno. Deapués se introdujeron 

en óxido de propileno, 3 cambios de 15 minutos cada uno. La preinclusión se realizó en 

una mez.cla de 2 partes de óxido de propileno por una de resina epóxica, durante 12 horas. 

Posteriormente se hiz.o el cambio a una =la de l parte de óxido de propileno por una de 

resina epóxica durante 12 horas y un tercer cambio a una mez.cla de 1 parte de óxido de 

propileno por 2 de resina epóxica, durante 12 horas. 

El procedimiento se llevó a cabo a temperatura ambiente. La inclusión se hiz.o en moldes 

planos de plástico, en donde se colocó la resina epóxica con algunos fragmentos de epitelio 

cervical. La polimerización se realiz.6 en una estufa a 60 oC durante 24 horas. 

El material restante se incluyó en dos diferentes resinas: 1) Una parte del material en una 

resina acrllica hidrosoluble como el LR-White por lo que todos los procedimientos se 

llevaron a cabo a 4 oC. y 2) La otra parte se deshidrató y embebió con glicolmetacrilato 

(GMA) siguiendo la técnica de Leduc y Bemhard (1967). 

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

La deshidratación se empez.ó con el alcohol al 30 % hasta llegar a 90 o/o, 1 hora en cada 

uno, en el de 100 %, se llevaron a cabo 3 cambios de 1 hora cada uno. La infiltración fue 

en 3 pasos: 1) Las muestras se colocaron en una mez.cla de 2 partes de alcohol 100 % por 1 

de LR-White, 3 horaa; 2) después en una mezcla de 1 parte de alcohol 100 % I1lll8 2 de 

LR-White, 3 horas; 3) por Ultimo en LR-White toda la noche. Al día siguiente se 

realizaron 3 cambios de LR-White, en el transcurso del dia. 
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Los fragmentos de tejido cervico uterino fueron puestos en cápsulas de gelatina con LR­

White, tratando de dejar la menor cantidad posible de aire. La polimerización se llevó a 

cabo en una eatufu a 60 oC durante 24 horas. 

A continuación se detalla la inclusión en GMA. 

La deshichatación se practicó en el mismo medio de inclusión (GMA), se prepmó a 

diferentes poo:entajee para hacer una deshidratación gradual. 

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

2) En GMA al 80 o/o se rea1iz.an 2 cambios como se mencionaron anteriormente. 

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

4) En una solución 50:50 de GMA 97 % y solución de inclusión no polimerizada, se dejan 

20 minutos. 

5) En una solución de inclusión no poli.meriz.ada, permanecen 20 minutos. 

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

7) Se pesaron a cápsulaa de gelatina con prepolJ.mero nuevo y se taparon, tratando de dejar 

la menor cantidad posible de aire. 

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

Microtomfa 

Se obtuvieron cortes semifinos en un ultramicrotomo Sorvall MI' 2, de un grosor 

aproximado de 240 nm. éstos fueron montados en portaobjetos, teilidos con azul de 

toluidina y observedoe en un microscopio óptico Carl Zeiss, para un m:onocimiento 

general de las células epiteliales cérvicouterinas determinando su grado de maligniz.ación 

(displasias, carcinoma "in situ" y cáncer invasor). 

Después de reconocer la :rona deseada se procedió a obtener cortes ultrafinos de 

aproximadamente 60 a 90 nm de grosor, los cuales fueron montados en rejillas de cobre de 

150 mesh. 

Método ele contraste 

Se utilizó la técnica habitual que es el acetato de uranilo y citrato de plomo así como la 

técnica regxesiva y prefumu:ial para ribonucleoproteinas (RNPs) de Bemhard (1969) en el 

material que fue incluido en resina epóx:ica y la técnica de ácido fosfotungstico, de acuerdQ 

al método de Vázquez-Nin, en el material incluido en LR-White y GMA 

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

por flotación sobre una solución de acetato de uranilo durante 20 minutos; se enjuagaron 
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con agua bidesti.lada y se secaron con papel filtro, esto se realix.a en UDa caja de petri que 

contenga un algodón mojado pua evitar precipitaciOllell. Posteriormente se colocaron 

sobre UDll gota de citrato de plomo durante 10 minutos, se lavarm y secaron, esto se lleva 

a cabo dentro de una caja de petri que contenga NaOH y humedad. 

Técnica regresiva can EDTA de Bemhard, preferencial para RNPs.Las rejillas coo los 
cortes se contIBataron por flotación sobre una solución de acetato de uranilo durante 1.5 
minut011; se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron con papel filtro, posterionmote 

se colocaron sobre una gota de solución de ácido 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 algodón húmedo el cual evita precipitación 

en la p~ión. Por último, se contrastaron con la solución de ciliato de plomo durante 3 

minutos, se lavaron y secaron; para evitar la foJIDaCión de precipitados sob!:e la 

preparación, se realiza este paso dentro de una caja de petri que contenga humedad y 
pastillas de NaOH que absorve el C02 atmosférico evitando que reaccione con el plomo. 

Contraste prefumicial para DNA con ácido fusfutungstico (PTA) de Vázquez;-Nin.- Las 

rejillas se contrastaron por flotación sobre una solución de ácido fusfutungstico por 3 

minutoa, se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron con papel filtro. 

Observación y re¡istro de la imagen 

Las rejillas ya contrastadas fueron observadas en un microscopio electrónico de 

transmisión Carl Zei.ss M-10 operado a 60 Kv. Se obtuvieron electromic:rograflas tomadas 

a 12500 aumentos de los núcleos del epitelio cérvico uterino ubicados en el estrato basal, 

en la capa media y superior (S de cada estrato), sin embargo en el cáncer invasor no 

existen estratos definidos pues las células no guardan un orden, así que se tomaron IS 

núcleos al azar. 

Se seleccionaron células tfpicas de los difurentes estadios de maligi:riz.ación y se obtuvieron 

elec1romicrografias de los núcleos de la fOIIIlll antes mencionada. 

Se imprimieron las micrografiaa de núcleos que muestran las RNPs y de núcleos donde 11e 

observa la cromatina. Se analizaron cualitativamente y cuantitativamente con el fin de 

obtener datos que fueron sometidos a análisis estadístico. 

Las técnicaa de an8lisia se realiz.aron sobre imágenes de micrografias impresas en papel 

para detenninar, ániaa nucleares y cromatinicas, para lo cual se emplearon programu de 
computación di...nacfos para el laboratorio de Microscopia Electrónica. Facultad de 

Ciencias. UNAM. Es importante mencionar que en el estadio de cáncer invasor el Ares 
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nuclear fué medida utilizando 1) dos difuentes programas de computación y 2} pcr 

planimetrla, la conversión numerica en micras se efuctuó dividiendo el valor en cm entre el 

aumento final elevado al cuadrado. 

La frecuencia de loa gránulos pericromatinianos se evaluó directamente contando los 

gránulos para relacionarla con el ál\lll nuclear obtenida por los programas de computación 

y planimelrla. En C8ta forma se estimó la densidad de grilnulos pericromatinianos. 

Los datos se procesaron para obtener los valores de media, varianza, desviación estandar y 

error estandar. 

Para los valares de la media, de los gránulos pericromatinianos se evaluó la significación 

de la diferencia entre dos series de valorea sucesivos (ej. núcleos normales basales w 
núcleos normales medios) por medio de la prueba de T de Student. 

Las preparaciones ópticas que contienen los cortes semifinos teftidos con azul de toluidina 

fueran observadas en un microscopio de la casa Carl Zeiss, provisto de un ocular 
micrométrico y se tomaron 1aa medidas del diiunetro mayor nuclear y el diámetro menor 

nuclear, para obtener su volumen; se empleó un programa de computación elaborado en el 

Laboratorio de Microscopia Electrónica. 
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V.RE SU L TA DOS 

Microscopia óptica 

Volumen Nuclear. 

La tinción con azul de toluidina ayudó a determinar el grado de maligniZBción de las 

celulas epiteliales cérvico-uterinas, de acuerdo a los caracteres empleados en la patologia 

diagnóstica y también se usaron para medir el volumen nuclear. Las medidas de los 

núcleos tendientes a obtener su volumen fueron realizadas en cada una de las células 

ubicadas en los distintos estratos: basal, medio y superficial. 0fer tabla l), En esta tabla se 

aprecia que los núcleos ubicados en el estrato superficial del epitelio nonnal y en las 

displasias leve, moderada y severa tienden a un incremento nuclear, con respecto a los 

núcleos ubicados en el estratos basal y medio; en el carcinoma "in situ" se muestra que los 

núcleos de los tres estratos son notablemente más grandes que los otros casos; el cáncer 

invasor presenta dos grupos de núcleos, uno con mayor volumen nuclear y otro con menor 

volumen nuclear. Cuando los datos se manejan por estadios, como se muestra en la gráfica 

1, los resultados están de acuerdo a los de Hillemanns y su grupo de Freiburg en 1968, 

quienes demostraron la existencia de variaciones en el tamaflo nuclear en relación directa 
con el estadio evolutivo de la neoplasia. 

Epitelio dnic:o uterino nonnal.-Existe maduración normal desde las células ubicadas 

en el estrato basal hasta las del estrato superior (las cuales tienen una forma aplanada). El 

volumen (µ.m3) de los núcleos ubicados en el estrato basal va de 10.8 a 175. 7. 

El volumen de los núcleos ubicados en el estrato medio va de 28.0 a 207.9. El volumen de 

los núcleos ubicados en el estrato superficial va de 71.5 a 321.5. 

Dlsplasla Leve.- Se caracteriza por aparición de células atlpicas en las capas basales del 

epitelio, con conservación de la diferenciación celular nonnal en las capas m'8 

superficiales. El volumen µ.m3 de los núcleos ubicadoa en el estrato basal va de 16.3 a 

199.53. El volumen de los núcleos ubicados en el estrato medio va de 19.6 a 315.9. El de 

los núcleol superficiales va de 32.2 a 572.1. 



Displasia moderadll.- Existe un avance progresivo de malignización en mayor número de 

las capas del epitelio, ~tando generalmente al estrato basal y parte del estrato medio, es 

decir, las células inmaduras es1án en más de la mitad de la altura del epitelio pero 

conservando una diferenciación normal en la capa superficial donde las células son muy 

alargadas y aplaoadu. El volumen µm3 de los núcleos ubicados en la capa basal va de 

25.4 a 434.8. El volumen de los núcleos ubicados en la capa media va de 33.5 a 492.8. El 

volumen de los núcleos superficiales va de 49.3 a 394.5. 

Displasia severa.- más de los 213 del epitelio están constituidos por células i.nmadunis 
pero existe madumción en la superficie. El volumen µm3 de los nucleos ubicados en el 

estrato basal va de 13.4 a 268.0. El volumen de los núcleos del estrato medio va de 16.36 a 

268.0. El volumen de los núcleos de la capa superficial va de 46.1 a 421.1. 

Carcinoma "in siCU".-Todo el grosor del epitelio está constituido por células inmaduras, 
el epitelio se encuentra distorsionado en su estructura y orientación, existe gran cantidad 

de mitosis,se conserva la integridad de la membrana basal. El volumen µm3 de los núcleos 

de la capa basal va de 28.7 a 508.0. El volumen de los núcleos de la capa media va de 47.7 

a 706.4. El volumen de los núcleos de la capa superficial va de 43.0 a 572.1. 

Cáncer microinvasor.- Existe infiltración de las células atipicas hacia el estroma pero no 

se excede de .5 mm de grosor. 

CAncer invasor.- Las células cancerosas invaden el estroma subyacente y los tejidos por 

infiltración de la membrana basal. El volumen de los núcleos va de 40.l µm3 a 350.77 

µm3. 



Microscopía Electrónica 

Aspedos ultraestructundes de Jos mkleos en los distintos estadios 

Se analizaron loe núcleos de células del estrato basal, en la capa media y superi<X del 

grupo c:ontrol y de los grupos afi:ctados excepto del c8ncer invasor donde se analiuron 
nucleos al azar. 
A continuación se describen con detalle los núcleos de los diferentes estadios, que se 
tomaron como m8s repnisentativos, aunque en todos los casoe las variaciones fueron 

grandes. Mencionaré primeramente IM partículas ribonucleoproteiC311 que fueron 
contrastadas con la técnica de EDTA y luego la cromatina compacta contrastada par el 

método de PTA. 

EPITELIO CERVICO-UI'ER.INO NORMAL: 

Núcleos de células del estrato b•sal.- Presentan una forma alargada irresuJar ya que la 
membrana nuclear ea frecuentemente invaginada ocasiOI111Ddo una defOII1111Ci6n nuclear, 

los nucleolos compactos, el núcleo tiene numerosos gránulos pericromatinianos (GPC) al 

borde de la cromatina compacta asi como fibras pericromatinianaa (FPC), los cúmulos de 

gránuloe inten:romatinianos (GIC) y fibras son abundantes en el espacio nuclear. La 

cromatina compacta forma un.e. capa de grosor irregular en contacto con la envoltura 

nuclear, además de grumos que están distribuidos en el espacio nuclear y alrededor del 

nucleolo (figura 3). Tabla II. 

Núcleos de células del estrato medio.- De forIIJA alargada irregular, los nucleolos son 

compactos; tienen numerosos GPC Y FPC cercanos a la cromatina compacta, en el espacio 
inten:romatiniano los cúmulos de GIC y fibras son abundames, una capa discontinua de 

cromatina compacta está en contacto con la membrana nuclear y bastantes cúmulOll llOll 

distribuidos en el espacio nuclear y alrededor del nucleolo (figura 4). Tabla IlL 

Núcleot de c6hdu de t. cap• superior.- Los nucleos son a1argadoe irregulal1!e CIJO t. 
membrana llUQlear poco invaginada, la Tilgión pericromatiniaoa posee pocos GPC y la 
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región intercromatiniana tiene escasos cúmulos de GIC, la cromatina compacta fonna una 

capa discontinua en la periferia del núcleo y son escasos los que están distribuidos en el 

espacio nuclear. Tabla IV. 

DISPLASIA LEVE: 

Núcleos de álulas del estrato b•sal.- Presentan una furma alargada irregular; la 

membrana nuclear con invaginaciones, se distingue el nucleolo compacto, abundamel 

GPC se observan en la región pericromatininana, en el nucleoplasma los cúmulos de GIC 

y fibras también abundan, se aprecian inclusiones citoplasmáticas en el espacio nuclear, la 

cromatina compacta furma una capa discontinua que está en contanto con la membrana 

nuclear y bastantes cúmulos pequeflos distribuidos en el espacio nuclear. Tabla II. 

Núcleos de células del estrato meclio.- Presenta una forma alargada imigular. La 
membrana nuclear con invaginaciones las cuales pueden causar una lobulación profunda, 

los nucleolos son compactos, los GPC son abundantes en la región pericromatiniana y los 

cúmulos 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 

cúmulos son distribuidos en el nucleoplasma; y alrededor del nucleolo. Tabla IIl. 

Núcleos de células del estrato superior.- Los núcleos tienen forma alargada irregular; 

la membrana nuclear algunas veces tiene invaginaciones con lobulaciones profundall, el 

nucleolo es compacto y rodeado por cromatina perinucleolar, poseen pocos gránulos 

pericromatinianos en el borde de la cromatina compacta, asl como cúmulos de GIC y 

Fibras en el nucleoplasma, la croroatina compacta esta distribuida en una capa discontinua 

de grosor variable en contacto con la membrana nuclear y existen cúmulos distribuidos en 

el espacio nuclear. Tabla IV. 

DISPLASIA MODERADA: 

Núcleos de álulas del estrato b•s•I.- Tienen forma alaTgacla irregular; la memlxaoa 

puede presentar invaginaciones con lobulaciones profundas, el nucleolo es compacto, loe 

GPC son muy numerosos en el borde de la cromatina compacta y además no están 

restrinsidoa a la región peric:romatiniana; los cúmulos de GIC y las fibras son ab.mdent• 

en el nucleopbmna, la cromtatina compacta furma una abundante capa discontinua en 
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contacto con la envoltura nuclear y numerosos cúmulos son distribuidos en el espacio 

nuclear y alnxledor del nucleolo. Tabla II. 

Ndcleos de cflulu del estrato medio.-son núcleos pkomódicos en general alarga.doce 

irregulares. La membrana nuclear presenta invaginaciones, algunas de las cuales IOll 

profimdas, se pueden observar uno o más nucleolos rodEado& pa- cromatina perinucleolar, 

compactos 6 con una C8tructura nuclcolonemal típica; kili GPC son abundantes y no están 

restringidos a la lllgión pericromatiniana, abundantes cúmulos de GIC y fibras están 

distribuidas en el espacio intert:romatiniano, varias inclusiones citoplasmátic.as y algunos 

cueipOe nucleares pueden estar presentes, la cromatina compacta fonna una capa 

discontinua de grosor variable que está en contacto con la membrana nuclear y varios 

cilmulos grandes estan distribuidos en el nucleoplasma. Tabla III. 

Ndcleos de dlulu del estnto superior.- Presentan la misma forma que los núcleos 

medios. La membrana nuclear presenta invaginaciones y algunas son profundas, el 

nucleolo varia de !amado y puede ser compacto ó descompactado, rodeado por cromatina 
perinucleolar. Pocos GPC están en la región pericromatiniana, son escasos los cúmulos de 

GIC y fibras en la región intercromatiniana. Numerosas inclusiones citoplasmáticas y 

varios cuerpos nucleares. se observan. La cromatina compacta forma una capa discontinua 

en la periferia nuclear y varios cúmulos son distribuidos en el nucleoplasma. Tabla IV. 

DISPLASIA SEVERA: 

Ndcleos de células de la capa basal.- Presentan forma alargada iiregular; la membrana 

nuclear posee ondulaciones, el nucleolo es compacto presente con pocos GPC, las FPC 

escasas asi como los cúmulos de GIC y fibras del espacio intercromatiniano, la cromatina 

compacta esta distribuida en una escasa capa discontinua en contacto con la membrana 

nuclear y varios pequeflos cúmulos distribuidos en el nucleoplasma y a.Jrededar del 
nucleolo. (figura 5). Tabla II. 

Ndcleos de dlulas de la capa media.- Tienen la misma fonna que el estrato anteri<S", m 

algunos núcleol se presenta uno o dos nucleolos compactos, rodeados por cromatina 
perinucleolar, poc:o1 GPC, los cúmulos de GIC y FPC son abundantee, la distribución de 
la cromatiDa compacta es en una capa discontinua de grosoc variable y varios cúmulos 

distribuidos en el nucleoplasma (figura 6). Tabla m. 
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Núcleos de células de la capa superior.- Son núcleos con forma alargada imlgular, la 

membrana nuclear posee invaginaciones profundas, el nucleolo es compacio, los GPC son 

escasoa y los cúmulos de GIC y fibras están poco frecuentes en el nucleoplasma, Ja 
cromatina compacta tiene las mismas caracterlsticas que en los núcleos de la capa media. 
Tabla IV. 

CARCINOMA "IN S11U": 

Núcleos de cflulas de la capa basal- Pleomórficos; la membrana nuclear es 

frecuentemente invaginada y algunas veces las lobulaciones son profundas, los nucleolos 

son COIDpllCto&, y pueden presentane más de dos, poseen pocos GPC que no estan 

limitados a la región pericromatiniana, abundantes cúmulos de GIC mez.clados con fibras 

en el nucleoplasma, numerosos cuerpos nucleares, la cromatina compacta forma una 

delgada capa discontinua en contacto con la membrana nuclear y numerosos cúmulos 

distribuidos en el nucleoplasma. Tabla ll. 

Núcleos de cflulas de la capa media. - Muestran las mismas caracteristicas que los 

núcleos del estrato basal, excepto porque no se observan cuerpos nucleares. Tabla III. 

Núcleos de cflulas de la capa superior.- Pleomórficos; los nucleolos son compactos, 

rodeados IXll' cromatina perinucleolar, los GPC son escasos y no están restringidos a la 

región pericromatiniana., los cúmulos de GIC mezclados con fibras son numerosos en el 

nucleoplas:ma, se observan cuerpos nucleares en el espacio nuclear, la cromatina compacta 

se encuentra distribuida funnando Ull4 delgada capa continua en contacto con la 

membrana nuclear y abundantes cúmulos distribuidos en el nucleoplasma. Tabla IV. 
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CANCER INVASOR: 

Loa n(Jcl- son pleomórficos, Ja membrana nuclear posee invaginaciones con 

lobulaciones profuadas, los nucleolos son compactados o descompactados, rodeada. pcr 

cromatina perinucleolar y generalmente dos por núcleo, las FPC asi como los GPC san 

pocos en slgunos casos o muy abundantes en otros, en Ja región pericromatiniana, loe 

cúmulos de GIC mez.clados con fibras son numerosos en Ja región intercromatiniana, se 

observan inclusiones citoplasmáticas y cuerpos nucleares en el nucleoplasma, Ja cromatina 

compacta en contacto con la membrana nuclear es abundante en algunos casos o poca en 

otros y varios o escasos cúmulos están distribuidos en el espacio nuclear (figuras 7,8,9,10). 

Tabla V. 

Se describen las caracteriirticas generales de los núcleos del epitelio normal y de los 

diftlrentes grados de malignización, considerando el estrato basal, medio y superficial 

como uno solo. Tabla VI. 

Análisis morfométrico y estadístico 

Nllmero toCll.I de GPC I A.rea nuclear 

La gráfica 2 muestra Ja densidad de los GPC de los núcleos ubicados en los distintos 

estratos de los dililmites elltadios tomados sistemáticamente. En el estrato basal se 

observan di&rencias significativas entre: 1) los núcleos celulares del estadio normal con 

los núcleos del carcinoma "in situ", (p<0.050); 2) los núcleos de displasia leve con los 

núcleos del carcinoma "in situ" (p<0.050); 3) los núcleos de displasia moderada con los 

núcleos del carcinoma "in situ" (p<0.050) y 4) los núcleos de displasia sewra con lOll 

núcleoa del carcinoma "in situ" (p<0.050). En los demás núcleos celulares de los düemilel 
estadioe (excepto cáncer invasor) no se ven cliftmmcias significativas (p>0.050). No. 

existen difinociaa significativas entre los núcleos celulares ubicados en el estrato medio 

con los nlÍCleoa de los distintos estadioo (p>0.050) (excepto cáncer inVllllor). En el estrato 
superficial existen difurencias significativas entre: 1) los núcleos normales con los n(Jcleos 
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de displasia leve (p<O.OSO),los núcleos de displasia moderada (p<0.005), los núcleos de 
displasia severa (p<0.025) y los núcleos del cáncer microinvasor (p<0.010); 2) los núcleoa 

de displasia lew con los núcleos del cáncer microinvasor (p<0.050); 3) los núcleos da 

displasia severa con los núcleos de carcinoma "in situ" {p<0.001); 4) los núcleos de 

displasia severa con los núcleos de carcinoma "in situ" (p<0.025) y 5) los núcleos de 
carcinoma "in situ" con los núcleos de cáncer microinvasor (p<0.001). (Excepto cáncer 
invasor). 

La gráfica 3 muestra la densidad de los gr.inulos pericromatinianos de los núcleos 

ubicados en el estrato basal, medio y superior, tomados en conjunto, representando un sólo 

grupo de los diferentes estadios estudiados. Existen difurencias estadfsticamente 

significativas entre los núcleos de los siguientes estadios, epitelio nonnaJ. displasia leve, 

moderada, y severa, carcinoma "in situ" y microinvasor con los núcleos del cáncer invasor 

{p<0.050), se observa una tendencia a disminuir la densidad de gránulos 

pericromatinianos con n:specto a la media. 

La gráfica 4 representa un histograma de frecuencia de la densidad de los gránulos 

pericromatinianos en la población célular del cáncer invasor. 

La gráfica S representa dos poblaciones celulares en el cáncer invasor, la primera 
población (Inval) presenta pocos GPC y en la segunda (Inva2) son numerosos. Son 

significativamente diferentes (p < 0.001). Los diferentes programas utilizados produjeron 

n:sultados similan:a. 

Ana de crom•tina I Ana nucle.r. 

Con el objeto de conocer el área nuclear ocupada por la cromatina compacta se hicieron 

mediciones en los núcleos de los distintos estadios que se tomaron sistemáticamente 

Tabla VIL 

El cáncer invuor 111 donde no distinguimos capea, presenta 2 poblaciolltlll, una tres -

IIlÁS abundante cu cromatina compacta que la otra. (p < O.OSO). Tabla VII. Exima 

diferencias significativas en el área nuclear ocupada por cromatina compacta en: los 
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núcleos ubicados en el estrato basal del epitelio normal con los núcleos de displasia leve y 

carcinoma "in situ" (p < 0.050). Tabla VIl. Entre los núcleo restantes no hay difureociaa 

significativas (p>0.050). Decidimos estudiar los datos tomándolos como un solo universo 

reprasentativo de cada estadio, la gráfica 6 muestra la variación de la cromatina compacta 

en seis estadiOll estudiados (nmmal, displasia leve, moderada y severa, Clllcinoma "in situ" 
y cáncer inVUOI'), no se muestran difenmcias significativas entre los núcleos de !Oll 
distintos estadios excepto el caicinoma "in situ" (p<0.050). Con respecto al cáncer' in'VUOI' 

existe un grupo de núcleos con bastante cromatina compacta y otro grupo con poca 

cromatina compacta (p<O.OSO). 



VI. DISCUSION 

Los componente& ribonucleoproteicos y la distribución de la cromatina han sido objeto de 

anAlisis, empl~ métodos de cuantificación que permiten demostrar variaciones del 

estado fisiológico de las células (Zavala-Padilla 1980; Jiménez-Oan:la 1983; Benitez 

Gutierréz 1982). En este estudio ambos componentes nucleares se tomaron como 
parámetros de evaluación para estudiar su comportamiento, analizando muestras de 

células con alteracione6 progrwivas de la transfOilllllCión neoplásica, como son displaaia 

leve, moderada y severa; carcinoma "in situ"; cáncer microinvasor e invasor. 

Las mediciones en un mismo campo microscópico del volumen nuclear de las células de 

distintos estratos en los diferentes estadios, muestran que el estrato superficial, a excepción 

de carcinoma "in situ" y cáncer 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 

alteración de volumen nuclear de células malignizadas con respecto a las normales, como 

demuestra Hillemanrui y su grupo de Freiburg, los cuales mostraron la existencia de 

variaciones en el tamatlo nuclear en relación directa con el estadio evolutivo del cáncer 

cérvico-uterino; independientemente de la separación en estratos (Hillemanns y Preste! 

1968). Los mismos autores registraron una reducción significativa del volumen de los 

núcleos del carcinoma "in situ" justo antes de iniciarse la invasión. El cáncer invasor se 

caracteriza por diferentes estadios citofisiológicos de las poblaciones celulares, 

probablemente debido a variaciones microambientales en el seno del tumor. En nuestro 

análisis de resultados por estadios, las variaciones en el volumen nuclear en relación con 

los diferenlell proce11os patológicos, coincide con los propuestos por Hillemanns y col en 

1968). 

En el presente estudio utilizando las téaricas especffiCllll para cromatina y 

ribonucleoprotelnas, los resultados de cáncer invasor muestilln la existencia de dos tipos 

celulares, uno de los cuales está caracterizado por la presencia de núcleos con baja 

densidad de gránulos pericromatinianos y poca cromatina compacta, mientras que el otro 

presenta núcleoei con alta densidad de gránulos pericromatinillllOS y abundancia de 
cromatina compacta. El primer conesponde a una población inditerenciada como se 

observa en células de neuroblasto en estado temprano del desarrollo (Vázquez-Nin et 

al.1980; Vázqueci-Nin et al. 1983), donde las células cancerosas tienen Wl elevado 
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metabolismo, aumento en su actividad transcripcional, pues san células que se están 

continuamente dividiendo y par lo tanto invadiendo al tejido subyacente (Robbins 1990), 

no fumian uniones estables, son las células metastásicas (Martinez-Palomo 1977). El 
segundo tipo celular del cáncer invasor corresponde a una población diferenciada como se 

observó en la difurenciación de células musculares en el embrión de pollo en diferents 

estados del deearrollo (Zavala et al. 1992), la cual no dará origen a más células pues~ 

próxima a la muerte celular. Algwias células muestran apoptosis que de acuerdo a Diw et 

al. 1992 y Wyllie et al. 1980, se caracteriza por los siguientes cambios morfológicos: 

contracción celular par lo que la forma es distorsionada, condensación de la cromatina, 

formación de una banda densa de heterocromatina a lo 111I'8o de la membmna nuclear la 

cual presenta severas ondulaciones. Se ha observado que el centro de muchos tumores a 

menudo se toma necrótico, posiblemente por fulta de riego sanguíneo. El oxigeno, por 

ejemplo puede difundir radialmente alrededor de 150 µm desde los capilares pero las 

celulas cancerosaa que avanzan, invaden tejidoo normales que tienen vasculatura bien 

desarrollada, asi los tumores siguen aumentando de dimensiones con la vascularización 

peri&rica suficiente, al tiempo que las zonaa centrales de necrosis se tornan cada vez más 

grandes (Robbins 1990). De acuerdo con Wyllie et al. 1980 la muerte celular par necrosis 

es morfologi.camente y bioqulmicamente diferente que por apoptosis ya que consideran que 

la necrosis está asociada con un aumento celular, ruptura de membranas y disolución de la 

organiz.ación estructural y la apoptosis es caracterizada por Ja disminución celular y 

condensación de cromatina (Wyllie 1980). 

La muerte celular está relacionada con el envejecimiento el cual es una propiedad innata 

de las células nonnales, que poseen capacidad limitada para dividirse (Hayflick 1980). Se 

supone la existencia de "genes de envejecimiento" que .frenarfan o detendrian vias 

bioquímicas de forma secuencial y conducirían a una expresión programada de los 

cambios propios del envejecimiento. Las celulas cancerosas escapen 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 

ultrnestructura nuclear. Anteriormente se han utilizados drogas, hormonas y un sistema 

modelo de difi:Rnl:iación con el objeto de aclarar el posible papel citofisiológico de laa 

partlculas nucleares relacionadas con el metabolismo postranscripcional del RNA en 

sistemas alteradoll. 



Se determinó la presencia de inclusiones citoplasmáticas en todos los tipoe celulares, más 

frecuentemente en células con alto grado de malignizaci6n, como se ha demostrado pera 

otros tipos de cáncer (Bemhard y Granboulan 1963). Pueden deberse a alteraciones a nivel 

de la membrana nuclear y/o nucleoesqueleto. ( Echeverrla O. comunicación pen¡onal). 

En los núcleos de células con difurente grado de maligniza.ci6n, en el cáncer de la 

enfermedad de Hodgkin (Hem.ández-Pando et al. 1988) y en el cáncer de tiroidell, ae 

determinó por el método de EDTA la presencia de estructuras parecidas a cuerpo11 

nucleares, lo que sugiere su naturaleza ribonucleoproteica. (Echeverria O. comunicación 

personal). 

En los mícleos celulares seleccionados del estadio invasor existen algunas diferencias 

encontradas ultraestructuralmente con los núcleos 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 citoplasmáticas. Estas difurencias permiten distinguir una 
célula normal o displásica de una célula cancerosa (Bernhard 1969). 

El estudio de las variaciones de las partículas ribonucleoproteicas especialmente los 

gránulos pericromatinianos y de la distribución de la cromatina, utiliz.ando criterios 

totalmente objetivos como los cambios cuantificables y analiz.ables estadísticamente de 
parámetros definidos en trabajos anteriores (Zavala-Padilla 1980; Jiménez-Garcia 1983; 

BenJtez Gutiénez 1982), no permite establecer criterios para diagnostico del grado de 

maligniz.aci6n. El análisis de los resultados muestra variaciones en los núcleos celulares 

del grupo control y en los grupos afuciados, por lo que no existe un patrón constante en la 

cantidad de gránu!OB peric:romatinianos y de cromatina compacta en cada una de laa 

entidades patológicas consideradas. Estas variaciones pueden debene a: 

1) Las muesúas de biopsias tomadas de pacientes de hospital no siempie tienen la calidad 

deseable para estudiOB exigentes de ultraestructura. 

2) El epitelio cervical normal es una zooa sujeta a múltiples cambiOIJ por ser células 

sometidas a agnei6n local, traumatismo, infi!cciones, cambios honnonales etc, así es que 

son células que están alteradas en cierto grado (Robbins 1990). 
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3) En los estadios precursores, las displasias (leve, moderada y severa) sólo son UDaS 

pocas células que presentan núcleos anormales de cuantas componen el epitelio, las que 

están iniciándose en el proceso de malignización, por lo que las demáa, poddan ser célulaa 

"norma.lea". 
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VII. CONCLUSIONES 

1) El presente trabajo es el primer estudio sistemático en células epiteliales cérvico­
uterinas con diferentes grados de malignización que emplea dos métodos de contraste 
preferencial. 1) La técnica regresiva de Bcmhard para RNP y 2) La técnica para ADN de 

V ázquez-Nin y col. en nucleo celular interfAsico. 

2) Se determinó una marcada relación entre volumen nuclear y grado de maligni7.llción que 
apoya criterios anteriormente propuestos por Hillemanns y col ( 1968). 

3) En el cáncer invasor existen dos poblaciones celulares que corresponden a: 1) Población 

indiferenciada la cual esta caracteriz.ada por nucleos con baja densidad de GPC y 

cromatina compacta y 2) Población diferenciada, que presenta núcleos con alta densidad 

de GPC y cromatina compacta. 

4) Los criterios tales como los cambios cuantificables y analimbles asi como las 

dificultades que existen para el muestreo, por ser en humanos, interfieren en la obtención 

de criterios clarOll que relacionen el aspecto del núcleo con la malignidad de la lesión y el 

el establecimiento de patrones bien definidos. 

5) En los estadios precumxes las células analizadas corresponden a células alteradas y a 
células normales, por lo que para estudiarlos se necesita seleccionar las pocas célulu 

afectadas que existen, para hacer otra aproximación en un estudio cuantitativo. 

tSTi! TfSIS ífü UE~ 
, , l.h füBlWTECA 
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Gráfica 1. Representa el volumen nuclear en distintos 
eatadoa patológicos del epitelio cérvico-uterino. 



Fig.3. Núcleo de una célula normal ubicada en el eiitrato medio. Contraste prefemlcial 
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 Areas de ribonucleoproteinas. Aprox 16,000 X. 

Fig.4. Núcleo celular inteñásico de una célula normal del estrato basal. Técnica reg¡esiva 
de contraste preferencial para ribonucleoproteinas a base de EDTA. Se aprecian 
estructuras como: el nucleolo (n) rodeado por cromatina perinucleolar (c), gránulos 
pericromatinianos con su halo caracteristico (flecha), cúmulos de gránulos 
inten:romatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha) ast como fibms 
pericromatinianas (fP) al borde de la cromatina compacta (c). Aprox 28.750 X. 





Fig.S. Núcleo celular de una célula ubicada en el estrato basal con displasia severa. 
Tinción con PTA; la cromatina compacta (c) está furmando una capa discontinua en 
contacto con la membrana nuclear, alrededor del nucleolo (n) y en cúmulos dispersos en el 
espacio nuclear, las ribonucleoproteinas están representadas en gris. Aprox 20,800 X. 

Fig.6. Núcleo de una celula de la capa media con displasia severa. Tinción con EDTA, el 
nucleolo (n) es compacto, los gránulos pericromatinianos no están restringidos a la región 
pericromatiniana (flecha), abundantes cúmulos de gránulos intercromatinianos mezclados 
con fibras (cabeza de flecha), la cromatina compacta (c) se observa blanqueada, 
inclusiones citoplasmáticas (Ic). Aprox 22,400 X. 
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Fig.7. Núcleo de una célula con c8.ncer invasor. Contraste con PTA; la cromatina 
compacta (e) 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. Núcleo de una célula con cáncer invasor. Contraste con EDTA; se observan vari03 
GPC (flecha) al borde de la cromatina compacta (e), cúmulos de gránulos 
intercromatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha), inclusiones citoplasm8ticas 
(le). Aprox 30,000 X. 





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

Fig.10. Núcleo de una célula con cáncer invasor. Contraste con EDTA; el nucleolo (n) es 
compacto, pocos GPC (flecha) al borde de la cromatina compacta, c\Jmulos de gránulos 
intercromatinianos mezclados con fibras (cabeza de flecha). Aprox 25,000 X. 





TABLA II. DIFERENCIAS EN.LA ULTRAESTRUCTURA DE LOS NUCLEOS DE 
CELULAS DEL ESTRATO BASAL DEL EPITELIO NORMAL CON LOS NUCLEOS 

DE LOS DIFERENTES GRADOS DE'MALIGNIZACION. 

Alarqada 
1rrr ular 

Pequeflaa 
invaqlnacJones 

DISPLASIA 
SE\."rRA 

CARCINOMA •[N 
SlTt.:" 

Pleo•drt.tc:oro 

In':aqJnac.lone11 
con lobulac-1onl'!>e;. 
pro.fundas. 

CPONATIHA Capa dt"' qror.nr 
co.cpACTA var.lable t"'M 

contacto con 14 
H.N. 

Ht:C'l.roLo Gral, D..'le de du11 
coap.nct.oh y 
de11co• art11dn!'>. 

GRAH\:LOS Pocoa al bordr 
P~RICRoNATIH[AJIOS Cr. C, 

FUillAS Abundanteh en l.s 
PrRICPQHATIHIAHAS l"rJfr.ort11 

GRAHULOS Abunctant ea en el 
lHTERC'ROHATlNlANO~ EA- Hu, . 

M.H.: Membrana nucle.itr 
Cr. c.: Croaattn" cor:ip'lcta 

~:: =~:; ~:r,~~Aº ~~n~~~atinhna _, , 
• : Ni&••'n• car111C'1:.er.f11tica11 del "Pltelio norr.ii"l 

;.'.:;r· :;::__ 
:1~. - <:.~+ 

CUftrpo& nur 1 P•U'l!'P> 
en t"'l El.. •• Nu. 

TABLA III. DIFERENCIAS EN LA .uiJRl~'~T~~:JTURA DE LOS NUCLEOS 
DE CELULAS DEL ESTRATO MEDIO DEL EPITELIO NORMAL CON LOS 

NUCLEOS DE LOS DIFERENTES GRADOS .DE .MALIGNIZACION. 

roRNA Nt:CLEAR 

MEMBRANA. NUCLEAR 

CROMA.TINA 
COHf'ACTA 

Ht:CL~Lo 

F.VJ Tl:LIO f<KJRHAL 

Alo11rq11d11 
J rr-eriul4r 

Pequef111a 
in·.Jaqlnac.lonea 

Abund.snte,. , 
en cont.sct:C' con 
la H,H. y varloi;. 
c:llnu10111, ·, · 

co111paeto 

. · ·,, . 

•• ··. "' !i .. 
: Jn·.·~~lna·~~o~ea?:­
; .Prof '?'!.das_•; 

C111pll dlscontlnua 
an conta.cto 
con la H.N. 

- ., •. abundant.~~ 

.~,'1~~;1,~~ ~; .·~:·. 

· .. 

- ln..,aqinl'lclonea 
·_profunda.a. 

Capa 
, dJE.contJnua de 
qror.or va.rlable 
't' nu11erol!ions 

.· cllmulos. 

· . .' 

QRAHULOS 
PrRlCRQMATINIIJtQS 

PIBJUS 
PERICROHATIHIAHA.S 

Nu•ero&os n l 
borde de la 
cr.c, 

Nu•eror>aa 
cerc4n45 a 111 
Cr. c. 

OR.un.:LOS Abundantes en el 
INTERCROMATINIANOS Ee. Hu. 

OlRAS 2STRCCTCRAS No pr•&ent4 

M 0 H.: Me11br4n• nucle.!lr 
er. c.: cro94tJn4 co11paicta 
ra. Hu.: Eap.11clo nuclear 
Re. Pe.: Reqi~n pericro11<11tinJan4 

Nu111eroaos y. no 
reatrlnqJdoa a 

-'..'.- la, .. Re.Pe. 

IncluaJonea 
citopla1ii114tic.!I& 

IncluaJoneoa 
citopl4s11Atic<11a 
y cuerpos 
nucleareoa. 

• : Hla•.11& cariu:ter.fatlcaa del epitelio nor•<11l 

DlSPl.ASIA. 
~E\:ERA. 

lnV11QJnaclone11;. 
profundas. 

capa 
dliocontJnua 

~=r ?~~~~r en 
contacto con 
la H.N. y 
vario& r.1.l•ulos 

Ora.l. uno o 
doa conpactol!5. 

POCOR en 1111 
Jfe. P11t. 

tn·:11qJn.acJ.011.-i. 
co11 l<..bula1..·ic.n"11 
orofun..t"s. 

C11pn d .. 'J?"OfHU' 
·.•erJ4b?!- on 
contarto cnn la 
N.N. 't nuaero!ooto 
calllulor.. 

Compactof> y 
drot.C'o"¡:inr.t.,rlns. 

Elicaf.OL al bol c.lf' 
de la cr. c. en 
alqun"l!> .,. auy 
ab1.1ndanteG en 
otro.$. 

Nu11eroioo& ron ~l 
etopaclo 
int111rcro11atJ n1 .. no 
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TABLA IV. 'óI~f~~~c:r~~ EN iA uLTRÁESTRUcTuRA DE :Lo~ iucL,Eos DE 
CELULAS. DEL~ ESTRATO""SUPERYóR .DEI?EPITELIÓ NORMAL CON LOS 

NUCLEOS.DE LOS DIF:ERENTESGRADOS DE MALIGNIZACION. 

EPlTELtO NORMAL DtSPLASIA LE\"E C.\RCINOHA "IN 
S[TC" 

FORMA llft:CLEAJt Alargada 
JrrMuJnr 

Pleono)rtlcoa 

CRA.Ht:LOS 
PEP lCROKA TI H I ANOS 

CRAHt'lOS 
tHTtRCROHATINI>.J.IOS 

Pequeftaa 
1n'."t19in111clonea 

=~p~0~~=~~~t~~~a 
la H.N. )-" 
ctlrtulos. 

Ho presenta 

Pocos al 

~~~~~ de J.a 

Poca& ctu•canaG 111 
111 Cr. C. 

Abundant'!!'~ 
c\lriuloa en el 
Ea. Nu. 

No presenta 

H. H.: Mel'lbranll nuclee.r 
cr. c.: Croa111tln1t coop,o¡cta 
Es. Nu.: Eapftclo nuclear · -· . -, 
Re. l't!'.: Reqtón pt!'rtcroaetlntana 

In«11119Jn111c1on&& tnv1119lnaclones 
protundaa. profundau, 

tn·.•aglnacJonea tnvaqJnaclonen 
profundaG. con lobulaclone& 

~rot:und.ss. 

capa dlacontlnua capt1 dl&c-ontlnua 
en contacto con 111 \' abundantes 
H.N. y vario!!! cl.loulor;. 
ctlnulo" 

Coapacto C0111p<'lcton y Coapactos conpactoa 

InclU&ionea 
c1toplaon.l!it icaa 

desconnftetndos. 

lncluslone~ 
e 1 top1aa•ult l can 
}-' cuerpos 
nucl1!'.'11''!!'G, 

r•ocoa en el 
espacio 
l ntercronat lnlano, 

Eseasou nJ bcrde 
d" Ja cr. c. 

Nu11iero5oa '!'R el 
espacio 
lntercrori .. tlníano 

cu~rpos nucleAfO!'G 

* : Hltu::iaa c11r11cterlat.lcas. 'del .epit.elJo noraal 

TABLA V. CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DE LOS NUCLEOS DE CELULAS 
EPITELIALES CON CANCER INVASOR. 

tn•111qinaclonea con lobulaclonefi profundan. 

AbUlldttnte en contact.o con la M.N. en algunos casos o poca ftn 
ntroo v vartof. o eoce.!l.r:i1& C\lriuloa. 

Generlll111<!tnt.f!.' doR nor nllcl.eo, conoectoa o desco11pactadca. 

GRAHULOS Pocoa en lll Re. Pe. en alqunon c11aof> o •uy abunde.nt&a en otroa. 
PERtCRONATtHtAHOS 

PrBRAS Poc:11n en a1qunoa cll&Oa o DU'J' abundftnt:ea en ot.ros. 
P~lCROMATtNIAHAS 

CRANULOS Nu111eroaoa en el eopaclo lnt.ftl'c:ro•aitlnlano, 
J'WTl!RCRONATINtA.HOS 

OTRAS ESTRl:'CTt:RAS CU1t1:-poa nuclerea e lncluaiones c1toplaan4ticn!!. 

H.N.~ Me111brt1na nuclear 
Re. Pe.: Req.l.On Pf1r1cro•atlnJena 



TABLA VI. DIFERENCIAS EN LA ULTRAESTRUCTURA DE LOS NUCLEOS DE CELULAS DEL 
EPITELIO NORMAL CON LOS NUCLEOS DE LOS DIFERENTES ESTADIOS DE MALIGNIZACION. 

CROMATINA 
COMPACTA 

CRAHLºLO!l 
Pl!'RICpoMA TINI .\NOS 

nwv.s 
Pl!:RIC'A'OMA TINI ANAS 

EPrTELIO 
)l'ORMAL 

A.lar911da 
lrr•riul11r 

f'e<¡Uel'\411; 
in·.,..1qJ nacione1; 

coaipactoa 

Nut1er0Ro1> al 
bord• d• la 
Ct-.C. 
alqu.nois ca.llOG 

~t~~s 

Hu-ros" a 
la Re. ~. en 
lllq\ll'IOff 

~t~~~· 

ORAHC:t.OS Abwid .. nt~ •n 
INTERC'ROMATINIAHOS •l Ea. Hu. 

N .H. 1 Nttllbrana nuclear 
Cr. c.1 Cro•at.in• co•p11cta 
E&. Hu. 1 l!:sp.acio nuclaar 
Re. Pe.: Reqidn per.1cro•atinian11 

nrsrLAsr>. Ln"E DISPLASIA 

tnvaqJnactoneiH 
peoqueti<'l11 11n 
alqunoa caaoa 
~t~~~:undaa en 

c • .,. 
dlacontinull 
\' abundnnt•U• 
c\1 .. ulo"'. 

MODERADA 

Alargada 
Jrt'&QUlar 

tnvaqJnacionea 
prof'unWta. 

c.,,. 
di&continua ~· 
v4rJos 
c:i.111ulo11. 

nrsPusu, 
s~;;ERA 

~~~aqJnadonoa 

lobUll!lc.lonea 
protund4i.. 

c.,,. 
dlacontlnue 
r nuaeroso1o 
eU...uloa 

Coapactor.. y Compnct.oa 

Hu-rotun• y 
reetrlnq1don 11 
ta R•. Ptt. en 
alqunoa caso• 
o poco& en 
otroa. 

Abwidantes 

Inclusiones 
c!topla¡;,1:14-
t.icas 

denc<l'npactado& 

~~1.1nd4ntea y 

re&tr.1nq.1do& " 
la Re.J>n. o 
~:;~;:.en otros 

Hunerosas en 
la Re. Pe. 

Abundantes en 
el Ea. Hu. 

rnclustonns 
c1 topla&n4-
tica• ).' 
cuerpos 
nucll!'ar-. 

Pocos en la 
Re. P1t. 

Poca& o \•ar 1 a,. 
en otro• caaos 

Hunero&on n 
pocoa 

No present11n. 

CARCIMoNA '"IN 
SlTl!" 

Plooru~t'tJcoa 

~~~aqtnacJon•& 

lobulacione• 
profuncla•. 

Cap• 
d1Gcontlnua y 
abundnntet.ó 
ctl11Uloa, 

Gener11laente 
uno o dos 
conpacto" 
d1t&c::'o .. p11ct11dos. 

Poco• a 1 borde 
dn la cr. c. o 
auy abundantl!'5. 

Hu••roa- •l 
eapac1o 1nter­
croaat1niano y 
~!..~~de de la 

Cunrpoa 
nucleareio 

CANCF.R lH\ºASOR 

Pleonorf'ico8 

~~~•q J nae 1 º""'s. 
lobul11cionea 
protund.,s. 

Abund11ntes en 
contacto con 
N.H. o pocos 

Gen"raln•nte 
dois por nUc::"leo, 
c::"011p11ctot> 
daacot1pl\et.l\dor;.. 

Poc::"Of". en 111 ffe. 
J>e. •UY 
abunclant•s. 

PDCl'lli 
alquno& o 
llUY ebundantee 
en otros. 

Nunernso& en el 
e•pac1o J nt:f!'r­
cro1:111t:Jn l.,no 

cuerpos 
nucleore~ 
inclualone• 
c:-1 t:opla.,a•t.tcar. 
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Gráfica 2. Representa la variación de los GPC durante la 
evolución del cáncer cérvlco-uterlno, en los siete 

estadios estudiados. 
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ar6nca 3. Repreaenta la v•rlaclón de loe GPC durent• la 
evolución del cáncer c6rvtco·uterlno, en loe alate 

estadio• eetudlados 



1 

0.8 -

., .. 
o 
~ 0.6 -
o 
~ 
u 
en 
~ 
u 

0.4 

i! 
~ 

" 0.2 

o 

HISTOGRAMA DE FRECUENCIA 
CANCER INVASOR 
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Gr•nca 4. El hlatograma muutra la frecuencia de la 
denaldad de loa er•nulo• pertcrom atlnlenoa en la 

poblacl6n celular del cincer lnvaaor. 
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Gr6flca 5. Representa la variación de loa GPC, en las 
doa poblaclonea celulares del c6ncer Invasor. 



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

EPITELIO NORMAL 

DlSPU.SIA Lr\'l' 

OISPLASIA 
JtODERADA 

DISPLASIA 
SE\'r.RA 

CARCINOMA •tN 
SITO" 

:. 0.12 

0.2• :. o.os 

l!!ST'R.ATO 
HED'lO 
~c/An 

0.11.:. 0:03 

ZSTRATO 
St:PntrICIAL 
Ac/An . 

0 0.09'·1 O;J.? 0.20 :-O,J.1 -
.. 

0.1• .: ·0.0:1 

0.24 :: 0.01 

AC/An.; P'r•ccion del •rea aeupar111 por C1"omat1na c:u11¡...t1ct.a. 

x.: Media proaedJ.o 

CROMATINA COMPACTA 

I Error eal. O Medie 

Ac/An . 

Gr,flce e. R•preHnle la varlacl6n de la cromallna cornpacla 
durante la evolucl6n del dncer c•rvtco-ul•rlno, en loe Hla 

Mledloa Hludlado• 
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