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I. RESUMEN

Se sabe que las regiones organizadoras nucleolares (RON) son una parte esencial de la
maquinaria del nucléolo, éstas pueden ser vistas a nivel de microscopia de Iuz, usando una
téenica argéntica, la cual es afin a proteinas asociadas a las regiones organizadoras
nucleolares (RON), conocidas como AgNOR. Las AgNOR estin involucradas en la
produccion de ribosomas y potencialmente en cambios cuali y cuantitativos. En interfase
pueden ser visibles en relacién a la actividad proliferativa o de transformacion,
observindose como una sola estructura conocida como nucléolo. En situaciones de
normalidad podemos encontrar 1 o 2 nuciéolos por niicleo.

A través de microscopia electronica, pueden apreciarse los cambios del nucléolo en
situaciones anormales, como es el caso de los tumores, haciendo un analisis de sus
componentes.

En este trabajo se realizé un estudio sobre 16 muestras de tumores del sistema nervioso
central con diferente origen celular, las cuales fueron obtenidas en e] Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia; estos tumores fueron procesados para microscopia de luz y
microscopia electronica: para ser diagnosticados, determinar su grado de malignidad y
observar los cambios ocurridos en los elementos nucleolares a nivel ultraestructural,
encontrandose que existe un incremento estadisticamente significative en el namero de
AgNOR por micleo en tumores que presentan un grado de malignidad histolégicamente
mas alto, por el coatrario, cuando el tejide mostrd caracteristicas neoplésicas ¢ marcada
desdiferenciacién de acuerdo a su sitio de origen, entonces se observaron ntimeros bajos de
AgNOR.

Con respecto a2 la microscopia electronica, el componente fibrilar denso fué el que
predomind en los tejidos con mayor grado de malignidad, es decir, el componente que
corresponde al lugar cn donde se lleva a cabo ia transeripeion de genes de ADNr, en cambio
en los tejidos con menor grado de malignidad el componente predominante fué el granular
que estructuralmente corresponde a las unidades prerribosémicas.

Los resultados obtenidos en cste trabajo apoyan nuestra hipdtesis de que un nimero mayor

de AgNOR, es indicativo de que también existe un mayor grado histolégico de malignidad

en el tejido,



IL INTRODUCCION,

1. Antecedentes.

El nucléolo fué descrito por primera vez por Fontana en 1781, ¥ ya bacia fines del siglo
pasado se especuld acerca de la relacién entre el tamafio del nucléolo y la actividad sintética
de Iz célula, ya que en las células que mostraban poca actividad sintética como
espermatozoides, blastdmeras o células musculares, los nucléolos eran pequefios o habian
desaparecido, en cambio en células con alta actividad sintética como los ovocitos, neuronas
o células secretoras los nucléolos eran voluminosos (De Robertis, 1983). Y precisamente
porque se creyd advertir esta situacion se comenzd a investigar la relacion existente entre
las células normales y las de tejide en circunstancias patoldgicas extremas, con la
consecuente observacion del micles y nucléolo en un intento por obtener informacion
adicional del estado de la célula en estas circunstancias.

De acuerdo a un estudio realizado en 1964, se obtuvo evidencia directa de que el nuckéolo
es el responsable de la sintesis de los ARNs ribosémicos, ésto se observéd cuando se
utilizaron tres tipos de Xemopus laevis: una especie silvestre de sapo que contiene 2
nucléolos por nicleo (2-nu), un mutante heterocigoto que tiene sclo un nucléolo (1-nu) y un
mutante homocigoto que carece de nucléolo {0-nu), cuando se cruzan dos heterocigotos 1-
nu el 25% de la progenie es 0-nu y esta condicién es letal ya que los organismos mueren a
la semana de haber nacido. Lo que quiere decir que el ARN que los habia mantenido antes
de su muerte se obtuvo del citoplasma del huevo {(en un huevo de Xenopus hay 10
ribosomas) (Robertis, 1983},

La estructura nucleolar puede variar en los diferentes estados de las células de un mismo
tejido compactandose y perdiendo su disposicion nucleclonemal (Véazquez Nin, 1979). Asi
mismo, en las células en proliferacion el nucléolo, en los primeros estadios del cicle cefular
(telofase y principios de G-1), presenta esta configuracidn compacta no nucleolonemal. En
muchas células cancerosas o tratadas con substancias que alteran la transcripeion y/o el
procesamiento postranscripcional del ARN, existen también nucléolos de este tipo de

configuracién compacta (Busch y Smetana, 1970). Consecuentemente ha habido creciente



interés por conocer el estado de la célula en estas condiciones, pero en especial el del
niicleo y marcadores de proliferacion. Uno de los aspectos de interés es el estudio de las
Regiones Organizadoras Nucleolares (RON), llamadas asi por B. McClinton en 1935,
debido a que hay evidencia de que la diferenciacién celular por si misma afecta a las RON
pero que, en general, el nivel de proliferacién celular parece tener la principal influencia
sobre ellos.

En anteriores trabajos, se ha utilizado la impregnacion argéntica como un método confiabie
y rapido para identificar diferentes neoplasias, ademas de ser un elemento util en el
diagnéstico diferencial de éstas sobre las que no existe un total acuerdo (Wistuba y col.
1993). Entre las técnicas que usan la impregnacion argéntica estd la Hamada AgNOR, la
cual es especifica para localizar las Regiones Qrganizadoras Nucleolares. De esta manera,
se han obtenido resultados confiables, ya que éstos han sido comparados con prugbas mas
elaboradas, especificas y costosas, llegando siempre a la conclusién de que la técnica de
AgNOR es realmente til. Las prucbas contra Jas que ha sido comparada esta técnica son:
Expresion del antigeno Ki-67, el cual es un marcador de proliferacién celular, hibridacién
de ADN, inmunolocalizacién a nivel de microscopia electronica o inmunofluorescencia

(Hall y co!, 1998; Hara y col, 1991a; Schedle y col. 1992).

Los estudios realizados con esta técnica han sido hechos en tumores, que son de diferente
origen tomando en cuenta solamente su grado de malignidad y se ha encontrado un
incremento en el ndmero de regiones organizadoras nucleolares por micleo en aquellos
tumores que presentan upn grado de malignidad alto, por el contrario si ¢l tejido no presenta
caracteristicas neoplasicas o marcada desdiferenciacion de acuerdo a su sitio de origen,

entonces lo que se observa son numeros bajos de regiones organizadoras nucleolares
(Siraishi, 1991).

La microscopia electrénica, es un apoyo importante en el diagnéstico de tumores como
complemento de lo observade en la microscopia de luz, principalmente en aquellos casos
que no pueden ser resueltos Gnicamente por este medio. Esto es debido a que el

microscopio electrénico proporciona una informacién mas detallada accrca  del

w



comportamiento celular ademds de oftecer la posibilidad de la aplicacién de otras téenicas
para resaltar estructuras que sean de particular interés (Henderson, 1986). Bajo el
microscopio electronico los diferentes tipos de tumores presentan caracteristicas
particulares o especificas, estas caracteristicas involucran cambios en la morfologia y
tamafio celular, as{ como la modificacion de sus componentes en la rmayoria de los
organelos que constituyen a una célula normal como es el caso del nicleo y el nucléolo, de
los cuales se reporian alteraciones a nivel ultraestructural, pero no de manera especifica. La
informacidn acerca del nucléolo ¢ sus componentes en ¢élulas de tejido tumoral, es escasa y

no se refiere en detalle (Henderson, 1986).

De acuerdo a un trabajo que se realizé para comparar, a nivel ultraestructural, los
componentes nucleolares de diferentes melanomas, se encontrd que existian diferencias en

los centros fibrilares de los nucléolos, los cuales corresponden a las regiones organizadoras
nucleolares {Derinzini, 1986).

2. Generalidades
a) Sistema Nervioso.

El sistema nervioso tiene como funcidn la comunicacion, la cual depende de la capacidad
particular de las células nerviosas y de sus prolongaciones de producir y transmitir sefiales.
El sistema nervioso estd dividido en 2 partes de acuerdo a su funcién: Sistema Nervioso
Central {(SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNC estd constituide por el
encéfalo y la médula espinal, contiene gran nimero de células nerviosas o neuronas. Todos
los elementos del SNC se encuentran distribuidos en la substancia gris y en la substancia
blanca. En la gris se encuentran los cuerpos celulares de las neuronas, sus dendritas y las
porciones proximales de los axones; rodeando a la substancia gris, hay una zona desprovista

de cuerpos neuronales, que contiene los axones de las neuronas cuyos cuerpos estdn



localizados en la substancia gtis o fuera del SNC, esta zona es Ia substancia blanca, llamada

asi porgue los axones aqui estan revestidos de mielina que tiene un color blanco brillante.

La célula nerviosa o neurona ¢s generalmente una célula grande (hasta 150um) al igual que
su ndicleo (5-10um), que se observa esférico o ligeramente ovoide, situado en el centro de la
célula y, en la mayor parte de los casos, hay un nucléolo con muy pocas particulas de
heterocromatina. En el citoplasma se encuentran el citoesqueleto newronal, los cuerpos de
Nissl, el aparato de Golgi, los centriolos y algunas inclusiones. Posee largas ramificaciones
citoplsmicas que en casi todas las neuronas son de dos tipos: Dendritas y Axones. Las
dendritas son sensitivas y proporcionan la mayor parte de la superficie receptora de la
neurona y pueden ser prolongaciones directas del cuerpo neuronal o arborizaciones
distantes, juegan un papel determinante en la capacidad de las neuronas para integrar la
informacidn recibida desde muchos origenes diferentes, en la mayoria de las neuronas las
dendritas son cortas y puedeh tener formas variables. En las neuronas se observa un solo
axOn, con una funcién motora, el cual es el encargado de transportar la respuesta de la
neurona en forma de un potencial propagado. Un mismo axén puede termipar de diferentes

maneras y hacer contactos sindpticos con muchas neuronas diferentes.

El SNC esta formado también por células de soporte no nerviosas llamadas células
nevrogliales (Neuroglia) y células microgliales (Microglia). Las células neurogliales estan
representadas por 1os Astrocitos y los Oligodendrocitos. Los astrocitos son de dos clases:
Protoplasmaticos y Fibrosos: Los Astrocitos protoplasmdticos tienen un nicleo mayor
que los oligodendrocitos y que la microglia, un citoplasma granular abundante y numerosas
prolongaciones gruesas, mientras que los Astrocitos fibrosos se distinguen por sus
expansiones largas, relativamente delgadas, lisas y con ramificaciones poco frecuentes,
poseen abundantes fibras newrogliales en su citoplasma. Los astrocitos protoplasmaticos se
encuentran fundarmentalmente en la substancia gris y los fibrosos en la substancia blanca.
Los astrocitos ademds de servir de sostén también unen a las neuropas con los vasos

sanguineos, fungiendo como células nodrizas



Los oligodendrocitos son mds pequefios que los astrocitos, tienen pocas prolongaciones
las cuales son delgadas y se ramifican poco, se relacionan estrechamente con las fibras
nerviosas proporcionando sostén al formar hileras. Estas células poseen un nicleo pequefio
heterocromatico, citoplasma denso rico en ribosemas y cisternas de reticulo endoplasmico
rugoso, gran aparato de Golgi y numerosas mitocondrias; su funcién es formar la mielina,
substancia que recubre las fibras nerviosas en el sisterna nervioso periférico.

En la microglia, de origen mesodérmico las células presentan un nicleo pequefio, rodeado
de poco citoplasma, las prolongaciones son cortas, las cuales adquieren diferentes formas,
el cuerpo y las ramificaciones estin cubiertos por numerosas espinas. La microglia son las
células de defensa y se distribuyen por todo el sistema nervioso central, en donde engullen

y neutralizan microorganismos y desechos celulares,

b) Alteraciones del sistem2 nervioso.

En estado patolégico, los elementos neurogliales estin activamente implicados en la
degeneracién y regeneracion de las fibras nerviosas, que reaccionan en trastornos vasculares
y en diferentes enfermedades infecciosas, ademds de que son la fuente principal de tumores
del SNC, en este tipo de circunstancias, los elementos nerviosos pueden asumir una gran
variedad de formas, con capacidad de migracion activa (Bloom-Fawcett, 1986).

Los tumores del SNC se encuentran entre las mas diversas, interesantes y confusas
neoplasias del cuerpo humano; una de las causas de confusion esta relacionada con las
caracteristicas de desatrollo ¥ comportamiento clinico de muchos tumnores cerebrales, las
cuales no se ajustan a las definiciones usuales de benignos y malignos, ya que existen
diversos 1ipos de fumores de diferentes origenes celulares, ademas el tejido tumoral adn
dentro de una misma linea celular presenta cambios a medida que el tejido muestra
caracteristicas de malignidad (Henderson, 1986).

No se dispone de estadisticas que registren con precision la frecuencia de las neoplasias del

SNC, pero se estima que un 9% de las neoplasias primarias {excluyendo las de la piet) son



tumores primarios del SNC: Los miltiples sistemas de nomenclatura, han cansado una
confusién significativa para el entendimiento de las neoplasias. Las teorfas referentes al
desarrollo de los tumores de otras partes del organismo son las mismas que las referentes a
los del SNC,

Las primeras clasificaciones de los tumores se basaron en la teoria de la célula en reposo de
Conheim, la cual postulaba que las neoplasias se originarian a través de una activacion de
células inmaduras aberrantes. Las clasificaciones posteriores s¢ basaron en la creencia de
que las células totalmente maduras podrian ser estimuladas para reproducirse y suftir un
proceso de anaplasia. El tema se ha complicado ain mas, debido a datos que indican que la
estructura de estos tumores podria estar relacionada con su posicidn en el interior del SNC
¥ que a menudo existe una combinacidn de elementos gliales, por lo que la mayor parte de

las clasificaciones modernas utilizan ambas teorias (Anderson, 1986).

La nomenclatura ¢laborada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ha dado un
paso significativo hacia un sistema 16gico para nombrar estas lesiones, agrupandolas de

acuerdo a su origen o linea celular (VandenBerg 1992).

El tejido tumoral se va desdiferenciando, indicando con ésto un cambio en la malignidad
del tumor, pero a la vez, representando una diferente entidad tumoral que habrd que
designar o nombrar de otra manera pata saber el grado de malignidad que ese tejido tiene,
por o que fa OMS ha disefiado una escala de malignidad especifica para los tumores del
SNC de acuerdo a las caracteristicas histolégicas que presenta cada tejido tumoral, estas
caracteristicas son principalmente: atipia celular, mitosis, proliferacién endotelial y
necrosis, aunque existen otros elementos especificos en el tejido tumoral que ayudan en su

diagnéstico. La escala de malignidad dada por Ia OMS es la siguiente:

GRADO .- Lesiones que generalmente incluyen tumores con un potencial proliferativo

bajo y la posibilidad de cura por medio de métodos quirtrgicos.



GRADO 2.- Tumores que estdn generalmente infiltrando el tejido nervioso y tienen una
baja actividad mitética, ademds pueden ser recurrentes. En este grado algunos tipos de
tumores tienden a progresar como lesiones con altes grados de malignidad.

GRADO 3.- Este grado estd reservado para lesiones con evidencia histolégica de
malignidad, generalmente en la forma de actividad mitdtica con capacidad infiltrativa y
anaplasia.

GRADQ 4.- Fué asignado a tumores mitdticamente activos, neoplasias propensas a
necrosis, generalmente asociadas con una ripida evolucidn pre y postquirirgica de la
enfermedad.

Aunque no es un criterio de diagnéstico para el tumor de grado 4, la infiltracién de tejido
adyacente y tendencia a diseminarse en el sistema nervioso central, en algunos casos es una

caracteristica comin de los tumores de este grado {VandenBerg, 1992).

3. NUCLEO

El ntcleo contiene el material genético de la célula desde donde se transmite la informacidn

para dirigir las actividades sintéticas de ésta.

- Membrana celular

El contenido del micleo (mucleoplasma) estd separado del citoplasma celular por la
envoltura 0 membrana nuclear, la cual estd compuesta por dos bicapas lipidicas separadas
por un espacio de 20-40 nm conocido como cisterna perinuclear. Al microscopio
electrénico {a membrana nuclear externa se continfta con la membranz del reticulo
endoplasmico del citoplasma celular y a menudo la superficie exterior de la membrana
nuclear externa contienen numerosos ribosomas ocupados en la sintesis proteica. En

determinadas regiones, la membrana externa esti conectada a la membrana nuclear interna,



la cual estd en contacto con la cromatina y otros elementos nucleares. Durante la mitosis la
membrana nuclear se fragmenta y posteriormente se reconstruye antes o durante la telofase.
El 4rea de la membrana nuclear aumenta en gran medida cuando un micleo que se
encontraba en reposo empieza a sintetizar rapidamente ADN o ARN. Una ventaja de la
doble membrana estriba en que estin especializadas para interactuar con los componentes
del nucleoplasma o citoplasma segin sea el caso. Asi por ejemplo, se cree que unas
proteinas especificas de la membrana interna interaccionan con un conjunto de proteinas

que forman la ldmina nuclear subyacente.

- Poros nucleares

Las regiones en donde se une la doble membrana de Ia envoltura nuclear se conocen como
poros nucleares, cada uno de los cuzles estd rodeado por una gran estructura discoidal
conocida como complejo del poro nuclear, el cual puede tener hasta 80 nm de didmetro
interior. Cada complejo estd definido por ocho grandes granulos protéicos dispuestos en un
patron octagonal. La unidon de las dos bicapas de la envoltura nuclear con los poros
nucleares probablemente hace posible que los materiales liposolubles disueltos en la
membrana (lipidos y proteinas), pasen de la membrana del reticulo endoplasmatico donde

son sintetizados hasta la membrana nuclear interna.

- Matriz nuclear

Este término se refiere a la parte interna del nicleo, es una malla fibrilar de contenido
proteinico que participa en los procesos de transcripeién vy replicacidn, asi como en el
transporte de ARN recién sintetizado por el niicleo. Dentro del nicleo existen dos regiones
morfolégicamente definidas: a) 4reas de pericromatina, las cuales consisten en regiones

periféricas alrededor de los grupos de cromatina condensada y, b) la region intranuclear o



espacio de intercromatina; adyacente al nucléolo hay 4reas de cromatina condensada
(heterocromatina).

Por microscopia electrénica y utilizando la técnica de EDTA, la cual es preferencial para
ribonucleoproteinas  (RNPs), Monneron y Bembhard en 1969 identificaron diversas
estructuras en los espacios peri e intercromatinianos, las cuwales son cominmente
observadas en el niicleo celular interfasico: granulos intercromatinianos, granulos
pericromnatinianos, fibras pericromatinianas y dos clases de cuerpos espitalados; todos estos

componentes se encuentran en cantidades variables y desde luego se caracterizan por
contener ARN.

- Cromatina

El ADN de todos los organismos estd intimamente asociado con una amplia variedad de
proteinas, las cuales actian como enzimas mediando funciones tan importantes como la
sintesis de ARN ¢ como proteinas estructurales organizando el ADN dentra del nicleo
celular. Las proteinas que se unen al ADN de los eucariontes se clasifican en dos grupos:
las histonas y las proteinas cromosémicas no histonas. Esta altima designacion es un
término que abarca a muchas proteinas diferentes con finciones muy diversas, en cambio
las histonas constituyen una clase bien definida de proteinas estructurales de bajo peso
molecular.

Las histonas mantienen la estabilidad de la molécula del ADN ¥ la ayudan a compactarse
para que quepa ¢en el nicleo, estas proteinas se denominan H2A y H2B, las cuales son
ligeramente ricas en lisina y la H3 y H4, que son ricas en arginina, dichas proteinas se
encuentran formando estructuras octaméricas, alrededor de las cuales se enrolla el ADN con
146 pares de bases, esta estructura, que es de forma cilindrica, se denomina nucleosoma.

El ADN al unirse con las histonas y otras proteinas forman la cromatina, la cual mide varios
centimetros de largo y se encuentra fuertemente plegada observindose como gruesos
cimulos de décimas de micrémetros; en los cuales se localiza la informacién genética

necesaria para las diferentes funciones del organismo (Echeverria, Vazquez Nin, 1995).



En las c€lulas de los eucariontes superiores, se han identificado dos tipos generales de
cromatina: Cromatina condensada o Heterocromatina y cromatina poco condensada o
Eucromatina,

La heterocromatina permanece condensada durante la interfase y es inaciiva en cuanto a la
transeripeion del ADN. La heterocromatina puede ser dividida a su vez en dos subclases, la
heterocromatina constitutiva formada por regiones condensadas en todas las células y la
cromatina facultativa, constituida por regiones condensadas sélo en algunas células.

La eucromatina que también se encuentra en el nicleo, sirve de matriz en el proceso de
transcripcion, en donde se sintetiza una molécula de ARN a partir de nucléotidos que
contienen la ribosa cn Iugar de la desoxirribosa del ADN, la secuencia de los mucledtidos
estd complementarizada con una de las hebras de ADN, en este proceso intervienen

polimerasas de ARN, topoisomerasas y diversas proteinas que controlan y regulan estas
reacciones (Alberts, 1994).

- Cromosomas

Durante la division celular la cromatina se concentra en los cromosomas, los cuales son
organulos en forma de bastoncillo o hebra, que se hacen visibles en el niicleo de las células
en este estado, ya que toda la cromatina se dispone en forma condensada. El nimero de
cromosomas €s constante en todas las células somdticas y es caracteristico para cada

especie (Bloom-Fawcett, 1936).

- Granulos pericromatinianos

Representan un almacén intranuclear de ARN mensajero maduro, en equilibrio entre Ja
transcripcion y su migracién al citoplasma, tienen un didmetro de 400 a 600 A rodeados de
un halo claro de 250 A y estén en la periferia de los acimulos de la cromatina condensada,

son menos numerosos que log granulos intercromatinianos y pueden encontrarse de manera



individual o en grupos. Pueden ser al menos de dos clases, uno de origen nucleoplasmico y

otro de origen nucleolar (Vdzquez Nin y col, 1990).

- Grinuies intercromatinianos

Son reservorios de acidos nucleicos y proteinas que constituyen la maquinaria bioquimica
del splicing, su didmetro promedio es de 200 a 250 A, y se localizan en la region
intercromatiniana del nficleo celular. De acuerdo a Bernhard (1969) aparecen solo en

grupos, aunque en algunas células de plantas e invertebrades, se han observado dispersos y

escasos (Fimenez Garcia y col., 1989).

- Fibras pericromatinianas

Contienen el ARN premensajero, estan formadas por fibrillas pareadas imregularmente de 30
a 50 A de didmetro (Monneron y Bembhard, 1969), las fibras pericromatinianas se
encuentran esparcidas por el nucleoplasma con una mayor abundancia en la regidn

pericromatiniana.

- Cuerpos nuclearcs simples

Son definidos como claras estructuras nucleoplésmicas generalmente redondas, de textura
heterogénea, con menos de una micra de didmetro. De acuerdo a Raska y col. (1990), estos
cuerpos forman una categoria heterogénea con respecto a la composicién macromolecular y
a la funcién. Algunos cuerpos prenucleolares como los descritos por Ochs (1984) y Jiménez
Garcia (1989) o nucléolos satélites (Smetana y col, 1984) pueden ser incluidos ¢n esta
catcgoria (Raska, 1990).



- Cuerpos espiralados

Son estructuras que en investigaciones recientes, han sido relacionadas con el nucléolo,

tienen un diametro de 0.3 a (.5 micrometros v han sido observados ocasionalmente en las

dreas de intercromatina.

4. Nucléolo

El nucléolo junto con el micleo, es una parte esencial en la maquinada de la célula, ya que
en este sitio se asegura un abastecimiento adecuado de ARN ribosomal. En el nucléolo se
produce y se madura el pre ARNr y se lleva a cabo el ensamblaje de las subunidades del
ribosoma, €l cual estd formado por proteinas y 4acidos nucleicos o las llamadas
Ribonucleoproteinas (Bloom-Fawcett, 1986).

El tamafio y morfologia del pucléolo es variable en funcién de la especie, tipo celular y
estado fisioldgico, ya que puede ser sensible a factores que modifican el metabolismo de los
genes ribosémicos. En general, los nucléolos interfasicos y profasicos de todos los
organismos superiores son esféricos, densos y con un tamafio de 1 a 7 micrometros y
exceptuando el caso de los ovocitos en fase de crecimiento, muy a menudo no hay mas de
uno por nuicleo (Berkaloff, 1987). Los nucléolos tienen una fuerte refringencia y poseen una
marcada afinidad por los colorantes basicos, debido a su composicion ribonucleoproteica, y
a diferencia del nicleo, carece de una membrana que lo delimite.

El nucléolo cambia su aspecto durante las diferentes fases del ciclo celular, a medida que la
célula se aproxima a la mitosis, el nucléolo empieza por disminuir de tamafio y luego
desaparece cuando 10s cromosomas se condensan vy se detiene toda )a sintesis de ARN. Por
regla general, en una célula metafasica no se observa el nucléolo.

Posteriormente, cuando la sintesis de ARN ribosoémico se inicia nuevamente al final de la
mitosis (en la telofase), reaparecen diminutos nucléolos en las localizaciones cromosdmicas

de los genes de ARN ribosomico, esto ocurre de acuerdo a la demanda metabélica de la

célula.



En el hombre, los genes del ARN ribosomico (ARNr) estin Iocalizados cerca del extremo
de cada uno de los cinco cromoesomas actocéntricos: 13, 14, 15, 21 y 22, (es decir, en 10 de
los 46 cremosomas), por consiguiente, después de la mitosis de una célula humana se
forman 10 pequefios nucléolos, los cuales rara vez pueden ser observados, ya que crecen
rapidamente y se fusionan formando el gran nucléolo tipico de la célula interfasica (Alberts,
1994).

Los sitios en donde se encuentran localizados los genes del ARNr son las llamadas
Regiones Organizadoras Nucleolares (RON), las cuales son ciertas constricciones
secundarias de los cromosomas en las que estan los genes que codifican para los ARN
ribosomicos 188 y 288. Las constricciones secundarias se forman porque los ARN se

transcriben en forma muy activa, interfiriendo con la condensacidn del cromosoma a ese

nivel (De Robertis, 1983).

El nucléolo se observa parcialmente separado en tres zonas:

1) Zona fibrilar: es el equivalente de ias RON en interfase a nivel de microscopia de luz y
contiene el ADN precedente de las RON (de los cromosomas cuyas asas son de 5 nm),
ARN polimerasa I, ADN topoisomerasa I, Ia fosfoproteina €23, ia fibrilarina una proteina
asociada con la U3, ribonucleoproteina de tamafio pequefio (SnRNP); este sitio es
probablemente en donde el transcrito primario de ARN ribosomal es generado. Funciona
como almacén de los factores que ayudan a la transcripcion.

2) Zona fibrilar densa: esta zona estd compuesta por fibrillas de 4 a 10 am, con actividad
transcripcional abundante y en donde se lleva a cabo el procesamiento del precursor de
ARNT, este sitio se detecta con anticuerpos para fibrilarina, aqui también esta presente la
fosfoproteina C23, la proteina B23 (o nucleolina) y ta ARN polimerasa I.

3) Zona granular, contiene particulas ribosémicas precursoras mis maduras de 15 a 20 nm
de didgmetro, la fosfoproteina B23 (nucleolina), ademés de los productos intermedios del
procesamiento del! pre ARNr; es el sitio del procesamiento tardio del pre ARNr y de

almacenamiento de los prerribosomas (Sheer-Benavente, 1990),




La zona fibrilar junto con la zona granular contienen el ARN y las proteinas, en donde estas
ultimas representan el componente cuantitativamente més importante, ya que constituyen
alrededor del 90% del peso seco de los nucléolos.

Al mismo tiempo, estos componentes difieren en su distribucién de acuerdo con el tipo
celular, ya gue en las células vegetales y en las células de las glindulas salivales de dipteros
s¢ ha observado que la parte central del nucléolo es fibrilar en tanto que el componente
granular se localiza en la periferia, mientras que en las células de mamiferos estos
componentes estan mezclados y, como ya se menciond, la estructura nucleolar puede variar
con los estados funcionales de las células de un mismo tejido (Marie-Line y col., 1991).

En algunas células se ha observado gue el nucléolo estd rodeado por un anilto de cromatina,
y repiesenta regiones heterocromaticas del cromosoma asociadas al nucléolo (De Robertis,
1983).

Las funciones biosintetizadoras del nucléolo, pueden estudiarse por medio de un corto
marcaje radioactivo del ARN recién formado y utilizando un procedimiento de
fraccionamiento celular para aislar los nucléolos marcados radioactivamente. Los métodos
citoquimicos de contraste o “tincién” preferencial, el uso de varios procedimientos
enzimaticos y quimicos de extraccién, asi como la autorradiografia de alta resolucion e
impregnaciones argénticas, han sido técnicas valiosas en la investigacién de estructuras
nucleares tanto en su composicién quimica como en su fisiologia y morfologia, ya sea a

nivel de microscopia de luz o microscopia electrénica (Derinzini, 1986).

5. Regiones Organizadoras Nuclealares (RON)

Los nucléolos son el producto de {a actividad de ciertos lugares cromosomicos especificos
en donde se encuentran los genes del ARNr y a los que se les ha dado el nombre de
regiones organizadoras nucleolares (RON). Estos lugares comresponden, en los
cromosomas en division, a las constricciones secundarias. Hay un organizador en cada uno
de los cromosomas acrocéntricos y todos tienden a fusionarse en una estructura inica para

formar el nucléolo, esta velocidad de fusi6n es relativamente constante, lo que explica que
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si el niimero de nucléolos es casi siempre inferior al nimero de organizadores, varia poco
para ia misma especie.

En situaciones patologicas, como sucede en las células neoplasicas, esta velocidad de fusion
puede verse afectada y una elevada cantidad de las regiones organizadoras nucleolares
podria reflejar una mayor dispersion de los cromosomas para permitir a su vez una mayor
transcripcidn del ARN, lo que evitaria una adecuada condensaciéon nucleolar.

A nivel de microscopia de luz, los sitios de tramscripcién ribosomal o regiones
organizadoras nucleolares pueden ser visualizados por una variedad de técnicas dirigidas
contra las proteinas asociadas {NORAPs, por sus siglas en inglés). Estas proteinas estén
relacionadas a los sitios {ranscripcionalmente activos, algunas NORADPs, son argirofilicas
como lo son las proteinas C23, B23, y la ARN polimerasa I, las cuales han demostrado
impregnarse preferencialmente a través de una reduccidn de plata, ésto como resultado de
su carga electrénica de alia densidad (William y col, 1982), y por virtud de su fosfato (Sato
y col, 1981), carboxil (Olert y col, 1979) SH y -s-s-sulfurc (Buys y col, 1930).

El método usado es el llamado AgNOR o Regiones Organizadoras Nucleolares
Argirofilicas (Ploton y col., 1986), ya que de acuerdo a lo anterior esta técnica es especifica
para localizar a las RON y determinar su néimero en cada nicleo, sin que exista el riesgo de
confundir dichas estructuras con algunas otras. De acuerdo a Valdez y col. (1995), las
secciones ricas en acido aspartico de la proteina B23 son las responsables para la tincion de
proteinas nucleolares.

El método de AgNOR, ademas de detectar la proliferacién celular, tiene la ventaja de poder
ser aplicado directamente en tejidos que han sido fijados en formalina e incluidos en

parafina (Smith y col., 1988).



1. HIPOTESIS

Si existe un incremento en el nimero de las Regiones Organizadoras Nucleolares en los
nhcleos de las células neoplasicas, entonces existira un grado mayor de malignidad en los

mismos y, por lo tanto, se observaran cambios a nive]l nucleolar.

IV. OBJETIVOS

- Cuantificar las Regiones Organizadoras Nucleclares en nicleos de tumores del Sistema
Nervioso Central.

- Correlacionar el mimero de las Regiones Organizadoras Nucleolares con el grado de
malignidad de cada tipo de tumor.

- Analizar los cambios en nucléolo y correlacionarlos con el tipo de neoplasia y grado de
malignidad.
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III. HIPOTESIS

Si existe un incremento en el nimero de las Regiones Organizadoras Nucleolares en los
nicleos de las células neoplésicas, entonces existird un grado mayor de malignidad en los

mismos y, por lo tanto, se observaran cambios 2 nivel nucleolar.

IV. OBJETIVOS

- Cuantificar las Regiones Organizadoras Nucleolares en nficleos de tumores del Sistema
Nervioso Central.

- Correlacionar el nimero de las Regiones Organizadoras Nucleolares con el grado de

malignidad de cada tipo de tumor.

- Analizar los cambios en nucléolo y correlacionarios con el tipo de neoplasia y grado de
malignidad.



V. MATERIAL Y METODO

Del servicio de neurocirugia se obtuvieron un total de 16 tumores. La muestra después de
ser obtenida fué dividida en dos partes: La primera parte fué para microscopia de luz y la

segunda para microscopia electrdnica.

a) Microscopia de tuz

Cada muestra fue fijada durante una hora en formalina al 10% en amortiguador de fosfatos
salino 0.2M, pH 7.2, NaCl 0.15M y lavada en agua corriente, se deshidrataron con
alcoholes graduales: 60%, 70%, 80%, 50% y 100%, se aclararon en Xilol y se embebieron
en parafina, el proceso se realizd en un procesador de tejidos (histokinette) Reichert Jung,
haciendo cambios de una hora cada uno. Pesteriormente la muestra fue incluida en parafina,

se realizaron cortes de 3pm de espesor y se aplicaron las siguientes técnicas: Hematoxilina-
Eosina y AgNOR.

- Técnica de H-E: Los cortes fueron desparafinados e hidratados en xilol, xilof-alcohol
absoluto y alcoholes graduales en orden decreciente (100%, 90%, 80% vy 70%) hasta llegar
a agua destilada, haciendo un cambio de 10 minutos cada uno, posteriormente los cortes
fueron teflidos con hematoxilina de Hamis durante 30 segundos, diferenciados con
carbonaio de litio, contratefiidos con eosina alcohélica y deshidratados nuevamente con
alcoholes graduales (70%, 80%, 90% y 100%) alcohol absoluto-xilel y xilol, con cambios
de 10 minutos cada uno para finalmente ser montados con una resina sintética. Esta técnica
fué realizada para diagnosticar el tejido turmoral y asignarles el grado de malignidad de

acuerdo a la clasificacién de la Organizacion Mundial de Ia Salud.

- Método de AgNOR: Una vez obtenidos los cortes desparafinados e hidratados, fueron
inmersos por 40 minutos en una solucién de plata coloidal {Howell-Black, 1980}, la cual se

preparé de la siguiente manera: un volumen de gelatina al 2% en acido formico acuoso al



1% y 2 volimenes de una solucidn de plata acuosa al 50%. La impregnacion fué hecha a
temperatura ambiente y en la obscuridad, para evitar precipitados de plata sobre la muestra.
Posteriormente los cortes se enjuagaron con agua destilada y se contratifieron con rojo
neutro durante un minuto, para diferenciar mas al nucléolo del resto del tejido, los cortes
fueron enjuagados nuevamente con agua destilada, deshidratados con alcoholes graduales
{70%, 80%, 90% y 100%) alcohol absoluto-xilol y xilo!, con cambios de 1§ minutos cada
uno, finalmente los cortes fueron montados con una resina sintética. Se eligié una zona al
azar para realizar el conteo de regiones organizadoras nucleolares por nicleo, utilizando el
objetivo de inmersidén 100%; se contaron las RON de 100 nicleos en cada tipo de tumor y
se calculo la media y la desviacion estandar. Con los datos obtenidos se realizd la prueba de
Tukey, que es un andlisis de significancia entre las medias de las muestras con una p<0.01.
Este andlisis nos permite hacer todas las comparaciones con n muestras o tratamientos; en
este caso, las muestras de tejido tumoral representaron los tratamientos, es decir, cada
tumor fué un tratamiento diferente, por consiguiente se obtuvieron 16 tratamientos en total.

Esta técnica fué realizada para localizar y contar las regiones organizadoras nucleolares.

b) Microscopia Electrénica

El tejido fue fijado en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilatos 0.1M a un pH
de 7.2 durante una hora y lavade con amortiguador de cacodilatos 0.1M por 10 minutos. La
muestra fue postfijada con tetraéxido de osmio (OsO4) al 1% durante 1 hora y enjuagada
nuevamente con amortiguador de cacodilatos 0.1M durante 10 minutos; se deshidratd con
acetonas graduales (70%, 80%, 90% y 100%), y preincluyendo en una mezcla 1:1 de
acetona 100%-EPON 100% durante toda la noche, finalmente el tejido fue incluido en
EPON 100% y polimerizado a 60° C durante 18 horas.

Una vez obtenidos los bloques se realizaron cortes semifinos de 1pm de espesor, se tifieron
con azul de toluidina y se observaron al microscopio de luz para scleccionar el area de
estudio, tras lo cual se obtuvieron cortes finos en el 4rea gris-plata del espectro de colores

de interferencia y fueron contrastados con la técnica de rutina, es decir, con acetato de



uranilo al 3%, pH 4.5 y citrato de plomo al 0.03%, pH 9.0 durante 10 y 15 minutos
respectivamente, Posteriormente las muestras fueron observadas bajo un microscopio
electrénico de transmision Zeiss EM10 y se obtuvieron las electromicrografias de la

estructura del nucléolo para ser analizadas junto con los resuitados estadisticos obtenidos

por microscopia de luz.

VL. RESULTADOS

Con la tincién de hematoxilina y eosina se identificaron 16 tipos diferentes de tumores,
cuyo grado de malignidad asignado, asi como los valores encontrados con la técnica de

AgNOR del ntimero de RON por miicleo en cada tipo tumoral, se muestran en las Tablas I
Il y IIL

a) Cuantificacién de las Regiones Organizadoras Nucleelares.

Después de la cuantificacion de las RON y de su andlisis, se obtuvieron los siguientes

resultados;

- Tumores del tejido neuroepitelial

En el grupo de los tumores astrociticos (Tabla I} el glioblastoma multiforme, grado 4,
presenté mayor nimero de RON (1.5 0.00 RON/nicleo), el cual presentd una diferencia
significativa (p<0.007) con el astrocitoma microquistico grado 1 (1.21+ 0.00). Comparando
al glioblastoma con el resto de los tumores, este no muestra una diferencia significativa.
Los tumores restantes: astrocitoma grado 1, astrocitoma anaplasico grado 3, astrocitoma
protoplasmético grade 1 y astrocitoma anapldsico monstruocelular grade 3, muestran

diferencias entre ellos mismos pero no son significativas.



En los tumores ependimarios en donde los cuatro tipos de tumores pertenecen al grado 1, se
observa (Tabla I} que el subependimoma muestra un nimero de RON mayor (1.52z 0.65
RON/nicleo) presentando una diferencia significativa con respecto al ependimoma
mixopapilar en donde el nimero de RON/nucleo fué de 1.19+ 0.00 (p<0.007), pero con los

otros ependimomas no muestra diferencias significativas.

Tumores de las meninges

En este grupo (Tabla IT} se encontré que el meningioma maligno grade 4 tuvo un mayor
nimero de RON (1.83% 0.00 RON/nucleo) que el meningioma fibroblastico, (1.412 0.00)
asi como €l meningioma (1.43+ 0.57) ambos turmnores del grado I, mostrando una diferencia
significativa con una p<0.600. El meningioma atipico (grado @) no mostré diferencias

significativas con ninguno de los tumores de este grupo.

Tumores de origen mesenquimal (*) y epitelial maligno (+).

En este grupo el condrosarcoma mesenquimal(*) y el carcinoma metastasico(+), (Tabla III)
ambos pertenecientes al prado 4, presentaron una diferencia significativa p<(.000,
mostrando el condrosarcoma mayor nimero de RON (2.05% 0.00 RON/nticleo) que el

carcinoma metastasico, el cuat tuvo un valor de 1.55+ 0.00 de RON/ntcleo.
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TABLA I: TUMORES DEL TEJIDO NEUROEPITELIAL

GRUPO: TUMORES ASTROCITICOS

TIPO GRADO X RON/niicleo + DS
ASTROCITOMA i 141 0.56
ASTROCITOMA 1 1.21+0.00

MICROQUISTICO
ASTROCITOMA 1 1.37+0.52
PROTOPLASMICO
ASTROCITOMA 3 1.40x 0.00
ANAPLASICO
ASTROCITOMA 3 1.32+ 0.48
ANAPLASICO
MONSTRUOQCELULAR
GLIOBLASTOMA 4 1.50+ 0.00
MULTIFORME

GRUPO: TUMORES EPENDIMARIOS

TIrO GRADO X RON/ricleox DS
EPENDIMOMA 1 1.34+ 0.51

EPENDIMOMA PAPILAR 1 1.38+ 0.59
EPENDIMOMA i 1.19£ 0.00
MIXOPAPILAR

SUBEPENDIMOMA i 1.522 0.65
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TABLA 1I: TUMORES DE LAS MENINGES.

TIPO GRADO X RON/nicleo + DS
MENINGIOMA 1 1.43+ 0.57
MENINGIOMA 1 1.41£ 0.00

FIBROBLASTICO
MENINGIOMA ATIPICO 2 1.67+ 0.82
MENINGIOMA MALIGNO 4 1.83+ 0.00

TABLA TI1I. TUMORES DE QRIGEN MESENQUIMAL (*) Y EPITELIAL

MALIGNO (+).

TIPO GRADO X RON/nticleox DS
CARCINOMA 3 1.55% 0.00
METASTASICO (+)

CONDROSARCOMA 4 2.05% 0.00

MESENQUIMAL (*)




Figua 1 Nicleos de células tumorales {flechas abiertas), consideradas histoldgicamente
grado 1 cn donde sc obscivan las RON como puntos oscuros {flechas cerradas) aparceicndo

102 RON por nucleo, ¢l tejido aparcee bien conservado. Técnica de AgNOR. 000X,



Figura 2. Células tumorales cortespondicnde histolégicamente al grado 2, en la mayoria de
los nicleos se observan 2 RON (flechas abiertas) v en algunas células hasta 3 por niicleo
(flechas corradas), en algunos nicleos se sigue observando un solo nucléolo {asterisco) y ¢!

tejido avin s¢ obscrva preservado (T). Téenica de AgNOR. 1000X.



Figure 3, Células tumorales que histolégicamente pertenecen al grado 3, observandosc 2 0 3
RON (flechas cerradas) por miclco (flechas abicrtas) en la mayoria de cllos se puede

observar al ejido menos preservado que en ia figura 2, (T). Téenica de AgNOR 1000X



Figura 4. Se muestran nécleos (flechas abierlas) de células tumorales hustolégicamente
consideradas grado 4, los cuales presentan de 2 (flechas cerradas) hasta 3 RON por niicleo
(aslerisco), también se observan en algunos ndcleos la zona de agrupamicnto de pequefias
RON que se consideran como 1 unidad (U), El tejido como en la figura anterior, ¢sté muy

degenerado debido a la necrosis (T). Técnica de AgNOR. 1000X



a) Analisis Ultraestructoral

- Tumores del tejido neuroepitelial

En este grupo entre los turnores que mostraron diferencias estadisticamente significativas se

observd lo siguiente:

- Tumores astrociticos

El glioblastoma multiforme (Figura 5) mostré nucléolos redondos bien delimitados,
pequefios con respecto a su drea nuclear, localizados hacia la periferia del nicleo, con un
aspecto compacto, muy electrondenso, con pocas zonas claras y sin cromatina asociada al
nucléolo. El astrocitoma microquistico (Figura 6) al igual que el glioblastoma multiforme
presenta nucléolos pequefios con respecto a su drea nuclear y se encuentran localizados
hacia la periferia de este, son menos clectrondensos y hay mas édreas claras que en el
glioblastoma. También muestran un aspecto mas disgregado comparados con los del
glioblastoma multiforme, no estin bien delimitados ¥y no hay cromatina asociada al

nucléolo. Los nucléolos en este tumor presentan una forma semi-atargada.

- Tumores ependimarios

En el grupo de los tumores ependimarios el ependimoma mixopapilar, no pudo ser
analizado ultraestructuralmente por las malas condiciones de fijacién del material. El
subependimoma (Figura 7) por su parte, muesira nucléolos redondos y de tamafio normal de
acuerdo al rea nuclear, se observan muy electrondensos encontrandose pocas zonas claras
cn él. La localizacién de los nucléolos en este tumor es hacia la periferia nuclear, la

cromatina nuclear no es muy evidente y no se observa cromatina asociada al nucléolo
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- Tumores de las meninges

En el grupo de los tumores meningoteliales las diferencias estadisticamente significativas

fueron el meningioma maligno con respecto al meningioma y al meningioma fibrobldstico.

- Meningioma maligno vs meningioma.

El meningioma maligno (Figura 8) muestra en la mayoria de sus nucleos, nucléolos
redondos ¥ en algunos otros niicleos, nucléolos alargados, son de tamafio prominente con
respecto a su area nuclear y se localizan hacia la periferia del niicleo, observandose
electrondensos pero con varias zonas claras, estan bien delimitados y de aspecto no
disgregado, similares al meningioma (Figura 9), en donde los nucléolos son redondos vy
ligeramente de menor tamafio con respecto a su drea nuclear, también en los nuci€elos de

este tumor se observan zonas claras, apareciendo de uno a dos nucléolos por ndcleo. y

localizandose centralmente.

- Meningioma maligno vs meningioma fibroblastico

El meningioma fibroblastico (Figura 10) muestra nucléolos pequefios con respecto a su drea
nuclear, redondos y con menos zonas claras que el meningioma maligno. notandose
también mas electrondensos v de localizacién excéntrica, los nucléolos se observan bien

delimitados y de aspecto no disgregado.

- Tumores de origen mesenquimal y epitelial maligno.

Finalmente tenernos al condrosarcoma mesenquimal y al carcinoma metastésico. este
ultimo no pudo ser descrito por las malas condiciones del material. En el condrosarcoma
mesenquimal (Figura 11) se observaren nucléolos de tamafio pequefio ¢on respecto a su
drea nuclear, estan localizados en la periferia del nicleo y aparecen bien delimitados, hay

varias zonas claras en el nucléolo, y se notan poco electrondensos. No se observa cromatina

asociada al nucléolo,



Figura 5. Nucleo de glioblastoma multiforme, tumor maligno clasificado como grado 4: En
la periferia del micleo (N) se observa ¢l nucléolo (Nu), el cual muestra pocas zonas claras y

con aspecto muy electrondenso, no se observa cromatina asociada al nucléolo. solo la

cromatina nuclear (Cr). Citoplasma (C).
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Figura 6. Nucleo de astrocitoma microquistico, tumor clasificado como grado 1. se vé al
nuciéolo (Nu) alargado y localizado hacia la periferia del micleo (N). El nucléolo es menos

electrondense vy presenta mas areas claras que el glioblastoma, no se observa cromatina

asociada al nucléolo pero si la cromatina nuclear (Cr).



Figura 7. Nucleo de un subependimoma, tumor de bajo grado de malignidad considerado

histologicamente grado 1. Se observa al nucléolo (Nu) en la periferia del nucleo (N). en
donde no es muy evidente ta cromatina (Cr), el nucléolo presenta pocas zonas claras. muy

electrondenso, no bay cromatina asociada al nucléolo. Citoplasma (C ).
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Figura 8. El nicleo del meningioma maligno muestra al nucléolo (Nu) localizado hacia la
periferia del ndcleo (N), no se observa cromatina asociada al nucléolo, el cual muestra
vartas zonas claras como en la figura anterior, este tumor es considerado histologicamente

como grado 4. Se aprecia muy bien ta cromatina (Cr) y parte del citoplasma (C).
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Figura 9. En esta figura se observa el nicleo de un meningjoma, tumor de bajo grado
histologico de malignidad: grado 1, El nucléolo (Nu) en este tumnor se localiza en el centro
del nicleo (N), no se observa cromatina asociada al nucléolo pero si la cromatina nuclear

{Cr). El nucléolo muestra varias zonas claras y distribuidas. Citoplasma (C).



Figura 10. Meningioma fibroblastico, turnor que histolégicamente pertenece al grado 1. su
nicleo (N) muestra al nucléolo localizado excéniricamente, muy electrondenso con escasas

zonas claras, no se observa cromatina asociada al nucléolo. Se aprecia todo el citoplasma de
la célula {C) y la cromatina (Cr}.
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Figura 11. El nticleo del condrosarcoma mesenguimal, grado 4, presenta un nucléolo (Nu)

totalmente localizado hacia la periferia del niicleo (N), no se observa cromatina asociada al
nuciéolo, solo fa cromatina nuclear, se observan varias zonas claras en el nucléolo ¥ se

muestra poco electrondenso. Se aprecia todo el citoplasma de la célula.



VII. DISCUSION

De acuerdo a los resultados de este estudio, se observd que en general el niimero de RON se
incrementa cuando el tejido tumoral corresponde a un grado de malignidad mayor, como se
observa en la grifica 1. Estos resultados concuerdan con los reportados por Shiraishi en
1991 quien aplicd la técnica de AgNOR en un grupo de diferentes tumores cerebrales
obteniendo upa diferencia significativa en los promedios de AgNOR en tumores de bajo
grado con respecto a los de alto grado.

Ahora bien, en este trabajo algunos tumores mostraron un promedio de AgNOR més alio de
acuerdo a lo esperado en relacion al grado histolégico de malignidad que se les asignd,
como sucedié en el grupo de los astrocitomas, en donde los dos tumores anaplasicos
pertenecientes al grado 3 mostraron promedios de AgNOR simnilares a los del astrocitoma y
astrocitoma protoplasmico ambos de grade 1. En la grafica 1 se observa que si existe,
aunque de manera general un incremento de malignidad en este grupo pero no de manera
tan evidente, por lo que se sugiere que para tener resultados que apoven la eficacia de la
técnica se tiene que aumentar el nimero de tumores a estudiar ya que existen varios tipos de
gliomas y esto nos podria estar hablando de la diversidad de componentes tisualres que

participan en la creciente malignidad de los tejidos tumorales.

Con respecto al grupo de los meningiomas, (grifica 1) éstos muestran €l comportamiento
esperado, ya que se puede observar como el promedio de AgNCR se incremento al igual
que ¢l grado de malignidad histoldgica. Entre los meningiomas de grado 1, se puede notar
que aparte de que no tener una diferencia estadisticamente significativa, dicha diferencia
numérica es minima, ocurriendo lo contrario con el meningioma atipico, el cual
histolégicamente presenta signos de alta malignidad, a pesar de ser considerado como grado
2. Ademas de observarse en este grupo la diferencia entre promedios de AgNOR entre el
meningioma maligno (grado 4) y el meningioma atipico (grado 2).

Esto va de acuerdo con los resultados obtenidos en un estudio hecho por Plate y col. en
1990, quienes aplicaron la técnica de AgNOR a una seric de meningiomas clasificados

histolégicamente en los grados 1, 2 y 3 encontrando diferencias significativas entre los
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meningiomas correspondientes a los grados 1 y 2, mientras que entre los grados 2 y 3 no se
observo ninguna diferencia estadisticamente significativa, ellos en su trabajo, utilizaron

ademsds 11 muestras de tumores recurrentes, reportando que de los 11, 8 revelaron potencial

proliferativo

Maier y col. (1990) estudiaron 65 tumores cerebrales de los cuales 34 eran gliomas, 8
meningiomas, 17 tumores metastasicos y 6 mas de otro origen; a todos los tejidos se les
realizd inmunocitoquimica usando los anticuerpos monoclonales Ki-67 y
bromodeoxiuridina, asi como la técnica de AgNOR. Elios encontraron que el promedio de
AgNOR no correlaciona con los indices de proliferacion y el grado de tumor en gliomas de
bajo y alto grado. Sin embarge, en los gliomas recurrentes de alto grado mostraron una
tendencia a promedios de AgNOR més altos que los tumores primarios, por lo que el autor
indica que el conteo de AgNOR es de valor limitado en este tipo de tumores. De los
tumores manejados por Maier, solo los meningiomas mostraron una correlacion
significativa entre el promedio de AgNOR, indice de marcaje con Ia bromodeoxiuridina y
malignidad, ain asi el autor rccomienda analizar un mayor nimere de muestras. En este
trabajo menciona que las AgNOR intranucleolares aparecen generalmente como densos
agregados formando estructuras homogeneas en las cuales las AgNOR usualmente no
pueden ser bien distinguidas de manera individual en las 65 muestras tumorales a excepcion
de cuatro de ellos. Se cita a Maier, debido a que junto con este trabajo se han encontrado
algunos otros en los cuales se menciona que no existe una correlacion entre promedios de
AgNOR, y malignidad haciendo por lo tanto que esta técnica no sea tomada en cuenta como
un método auxiliar para evaluar la malignidad celular asi como también porque se acerca
mucho al tipo de tamores que fueron manejados en esta investigacion. También en este
estudio se tuvo el mismo problema que el mencionado por Maier, va que a medida que se
incrementa la malignidad, el tamafio de las AgNOR disminuye y el encontrar zonas
evaluables en el tumor a veces se dificulta por las zonas de necrosis que presenta el tejido,
por lo que cuando se observaron dichos agregados intranucleolares, se tuvo mucho cuidado
para distinguir si realmente era una estructura compacta o solo se encontraban las AgNOR

muy juntas, si se lograba observar que estaban separadas entre si se tomaba en cuenta para
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el conteo como AgNCR independientes sin importar su tamafio. Las AgNOR observadas en
alguna otra parte que no estuvieran dentro del nucléolo no fueron tomadas en cuenta para la
cuantificacion, ademas de que el grosor del corte como ya se mencioné en la metodologia
(2-3pu) ayuda a evitar confusiones en el conteo. Estos dos aspectos técnicos son muy

iraportantes porque influyen de manera muy directa en los resultados y analisis del irabajo.

En mi opinién también es importante el contratefiir las muestras con el colorante rojo
neutro debido a que las RON toman un color café parduzeo, mientras que los precipitados
de plata de la técnica que llegaran a observarse permanecen en color negro.

En el caso del trabajo de Maier, también hay que tomar en cuenta la escala usada para
asignar los grados de malignidad a los tejidos, en este caso la escala utilizada fue la de
Kernohan que si bien toma en cuenta factores como la edad del paciente, grado del tumor y
sobrevida postoperatoria, su clasificacion pierde un tanto su mérito por su agrupamiento de
astrocitomas como e} fibrilar o pilocitico asi como también en el manejo del término
“glioblastoma™ para tumores del grado 3 o 4. Esta escala se considera como un esquemna de
sobrevida de cuatro grados, sin embargo, los tumores tienden a ser agrupados como
tumores de bajo (1-2) o alto grado (3-4) (Kleihues, 1993).

En el grupo de los ependimomas observamos que estadisticamente existe una diferencia
significativa entre el subependimoma y el ependimoma mixopapilar, ain perteneciendo al
mismo grado histoldgico (grado 1) y teniendo el mismo origen celular. De acuerdo a la
literatura (Félix, 1996), estos tumores muestran un crecimiento lento conservando de
manera relativa muy buena limitacién, pero su prondstico puede ser malo debido 2 su
iocalizacién anatémica que hace dificil su total reseccién, lo anterior sin contar las
combinaciones de los diferentes tipos de este tumor. Ahora bien, las RON como fragmentos
de ADNr los cuales tienen un pape! esencial en la regulacién de la sintesis proteica celular,
pueden estar afectadas por el estado fisiologico aparte de la actividad proliferativa en

alpunos tipos celulares (Shibuya, 1993), lo cual explicaria la diferencia significativa entre

los tumores arriba mencionados.
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Grafica 1. Agrupamiento de los diferentes tumores por grado de malignidad histoldgica.
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Con respecto al condrosarcoma mesenquimal y el carcinoma metastasico encontramos que
a pesar de que ambos son altamente malignos existe entre ellos una diferencia significativa,
estos tejidos son considerados histolégicamente como grado 4 pero sus promedios son muy
diferentes entre si debido a que tienen un origen celular diferente. El condresarcoma
mesenquimal es un tumor maligno descrito inicialmente en huesos, el primer caso
meningeo fué reportado por Dahlin y Henderson en 1962, seguido de otros reportes los
cuales lo ubican en las meninges intracraneales y espinales. Se han descrito arcas de
cartilago en escasos meningiomas lo cual ilustra el potencial de desdiferenciacion
mesenquimal. El carcinoma metastisico a diferencia del condrosarcoma, es un tumor
secundario, existen diferentes cénceres sistémicos que pueden involucrar al SNC. La
compresién del cordon espinal por tumores malignos, por ejemplo, es mas frecuentemente
causada por carcinomas de origen pulmonar, prostitico y mamario que se han diseminado a

las vértebras. En nuestro trabajo el carcinoma tuvo su origen en mama.

De acuerdo a Jordan y McGovern (1981), el niumero de los centros fibrilares en los
nucléolos puede reflejar la actividad biosintética nucleolar. En el material procesado para
microscopia electrdnica encontramos diferencias entre los tumores en cuanto a la
disgregacion de los nucléolos, ya que en los tumores que presentan un grado menor de
malignidad como el astrocitoma microquistice, meningioma ¢ meningioma fibroblastico,
los nucléolos se observan mas disgregados que en los tejidos con mayor grado de
malignidad, como el astrocitoma anaplisico, el glioblastoma multiforme, o el menigioma
maligno en donde aparecen con un aspecto mas compacto.

Como ya se menciond en la introduccion, a nivel de microscopia electronica el nucléolo se
encuentra dividido en los componentes fibrilar, fibrilar denso y granular. En este trabajo el
componente que mas s¢ observa en los nucléolos de los tumores de menor matignidad es el
componente granular, que estructuralmente corresponde a las unidades prerribosémicas,
mientras que en los nucléolos de tejido con un mayor grado de malignidad el componente
fibrilar denso es el que més frecuentemente se observa, correspondiendo éste al lugar en

donde se lleva a cabo la transcripeion de genes de ADNE.
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Nuestras observaciones hechas mediante el microscopio electronico estin de acuerdo, de
manera general, a lo evaluado estadisticamente en el material para microscopia de luz, es
decir, cuando nosotros observamos que los niimeros de las RON se incrementan en el tejido
con mayor malignidad también notamos cualitativamente que a un nivel ultraestructural
existe un incremento del componente ﬁbrila.; denso, mieniras que en ¢l tejido benigno no
hubo un incremento notorio de Jas RON, asi como ¢l componente predominante a nivel de
microscopia electronica fué el componente granular, lo que nos puede indicar que existe
una menor sintesis de ARNr permitiendo que los tres componentes del nucléolo aparezcan

de manera mas regular de acuerdo a los parametros de normalidad
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VIII. CONCLUSIONES

Se concluye de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo y evaluados estadistica y
ultraestructuralmente que:

1) A mayor nimero de las RON existe un mayor grado de malignidad en los diferentes

tipos de tumores.

2) La técnica de plata coloidal es confiable y 1til como una herramienta cuantitativa que

ayuda a determinar la malignidad tumoral.

3) La correlacion de promedios de AgNORs con el grado de malignidad debe ser evaluado
para cada tipo celular, ya que se observd un comportamiento diferente para cada grupo

estudiado, independientemente de la malignidad expresada pero si dependiente de la linea v
origen celular,

4) La presencia del componente fibrilar denso es mis evidente a medida que se incrementa
la malignidad en el tejido nervioso, lo que nos puede indicar una mayor actividad de

transcripcion de ADN ribosomal teniendo como consecuencia la proliferacién celular.
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