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l. 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 microscopía de luz, usando una 

técnica argéntica, la cual es afín a proteínas asociadas a las regiones organizadoras 

nucleolares (RON), conocidas como AgNOR. Las AgNOR están involucradas en la 

producción de ribosomas y potencialmente en cambios cuali y cuantitativos. En interfase 

pueden ser visibles en relación a la actividad proliferativa o de transformación, 

observándose como una sola estructura conocida como nucléolo. En situaciones de 

normalidad podemos encontrar 1 o 2 nucléolos por núcleo. 

A través de microscopía electrónica, pueden apreciarse los cambios del nucléolo en 

situaciones anormales, como es el caso de los tumores, haciendo un análisis de sus 

componentes. 

En este trabajo se realizó un estudio sobre 16 muestras de tumores del sistema nervioso 

central con diferente orígen celular, las cuales fueron obtenidas en el Instituto Nacional de 

Neurología y Neurocirugía; estos tumores fueron procesados para microscopía de luz y 

microscopía electrónica: para ser diagnosticados, determinar su grado de malignidad y 

observar los can1bios ocurridos en los elementos nucleolares a nivel ultraestructural, 

encontrándose que existe un incremento estadísticamente significativo en el número de 

AgNOR por núcleo en tumores que presentan un grado de malignidad histológicamente 

más alto, por el contrario, cuando el tejido mostró características neoplásicas o marcada 

desdiferenciación de acuerdo a su sitio de orígcn, entonces se observaron números bajos de 

AgNOR. 

Con respecto a la microscopía electrónica, el componente fibrilar denso fué el que 

predominó en los tejidos con mayor grado de malignidad, es decir, el componente que 

corresponde al lugar en donde se lleva a cabo la transcripción de genes de ADNr, en cambio 

en los tejidos con menor grado de malignidad el con1ponente predominante fué el granular 

que estructuralmente corresponde a las unidades prerribosó1nicas. 

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan nuestra hipótesis de que un número n1ayor 

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

en el tejido. 



ll. INTRODUCCION. 

l. Antecedentes. 

El nucléolo fué descrito por primera vez por Fontana en 1781, y ya hacia fines del siglo 

pasado se especuló acerca de la relación entre el tamaño del nucléolo y la actividad sintética 

de la célula, ya que en las células que mostraban poca actividad sintética como 

espermatozoides, blastómeras o células musculares, los nucléolos eran pequeños o habían 

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 creyó advertir esta situación se comenzó a investigar la relación existente entre 

las células nonnales y las de tejido en circunstancias patológicas extremas, con la 

consecuente observación del núcleo y nucléolo en un intento por obtener información 

adicional del estado de ta célula en estas circunstancias. 

De acuerdo a un estudio realizado en 1964, se obtuvo evidencia directa de que el nucléolo 

es el responsable de la síntesis de los ARNs ribosómicos, ésto se observó cuando se 

utilizaron tres tipos de Xenopus laevis: una especie silvestre de sapo que contiene 2 

nucléolos por núcleo (2-nu), un mutante heterocigoto que tiene solo un nucléolo (1-nu) y un 

mutante homocigoto que carece de nucléolo (0-nu), cuando se cruzan dos heterocigotos 1-

nu el 25% de Ja progenie es 0-nu y esta condición es letal ya que los organismos mueren a 

la semana de haber nacido. Lo que quiere decir que el ARN que los había mantenido antes 

de su muerte se obtuvo del citoplasma del huevo (en un huevo de Xenopus hay 10·12 

ribosomas) (Robertis, l 983). 

La estructura nucleolar puede variar en los diferentes estados de las células de un mismo 

tejido compactándose y perdiendo su disposición nucleolonemal (Vázquez Nin, l 979). Así 

1nismo, en las células en proliferación el nucléolo, en los primeros estadios del ciclo celular 

(telofase y principios de G-1), presenta esta configuración compacta no nucleolonen1al. En 

n1uchas células cancerosas o tratadas con substancias que alteran la transcripción y/o el 

procesamiento postranscripcional del ARN, existen también nucléolos de este tipo de 

configuración compacta (Busch y Smetana, 1970). Consecuentemente ha habido creciente 
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interés por conocer el estado de la célula en estas condiciones, pero en especial el del 

núcleo y marcadores de proliferación. Uno de los aspectos de interés es el estudio de las 

Regiones Organizadoras Nucleolares (RON), llamadas así por B. McClinton en I 935, 

debido a que hay evidencia de que la diferenciación celular por sí misma afecta a las RON 

pero que, en general, el nivel de proliferación celular parece tener la principal influencia 

sobre ellos. 

En anteriores trabajos, se ha utilizado la impregnación argéntica como un método confiable 

y rápido para identificar diferentes neoplasias, además de ser un elemento útil en el 

diagnóstico diferencial de éstas sobre las que no existe un total acuerdo (Wistuba y col. 

1993). Entre las técnicas que usan la impregnación argéntica está la llamada AgNOR, la 

cual es específica para localizar las Regiones Organizadoras Nucleolares. De esta manera, 

se han obtenido resultados confiables, ya que éstos han sido comparados con pruebas mas 

elaboradas, específicas y costosas, llegando siempre a la conclusión de que la técnica de 

AgNOR es realmente útil. Las pruebas contra Jas que ha sido comparada esta técnica son: 

Expresión del antígeno Ki-67, el cual es un marcador de proliferación celular, hibridación 

de ADN, inmunolocalización a nivel de microscopía electrónica o inmunofluorescencia 

(Hall y col, l 998; Hara y col, l 99!a; 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 número de regiones organizadoras nucleolares por núcleo en aquellos 

tumores que presentan un grado de malignidad alto, por el contrario si el tejido no presenta 

características neoplásicas o marcada desdifcrenciación de acuerdo a su sitio de origen, 

entonces lo que se observa son números bajos de regiones organizadoras nucleolares 

(Siraishi, l 99! ). 

La microscopía electrónica, es un apoyo importante en el diagnóstico de tumores con10 

con1ple1nento de lo observado en la microscopia de luz, principalmente en aquellos casos 

que no pueden ser resueltos únicamente por este medio. Esto es debido a que el 

microscopio electrónico proporciona una información más detallada acerca del 
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comportamiento celular además de ofrecer la posibilidad de la aplicación de otras técnicas 

para resaltar estructuras que sean de particular interés (Henderson, 1986). Bajo el 

microscopía electrónico los diferentes tipos de tumores presentan características 

particulares o específicas, estas características involucran cambios en la morfología y 

tamaño celular, así como la modificación de sus componentes en la mayoría de los 

organelos que constituyen a una célula normal como es el caso del núcleo y el nucléolo, de 

los cuales se reportan alteraciones a nivel ultraestructural, pero no de manera específica. La 

información acerca del nucléolo o sus componentes en células de tejido tumoral, es escasa y 

no se refiere en detalle (Henderson, 1986). 

De acuerdo a un trabajo que se realizó para comparar, a nivel ultraestructural, los 

componentes nucleolares de diferentes melanomas, se encontró que existían diferencias en 

los centros fibrilares de los nucléolos, los cuales corresponden a las regiones organizadoras 

nucleolares (Derinzini, 1986). 

2. Generalidades 

a) Sistema Nervioso. 

El sisten1a nervioso tiene como función la comunicación, la cual depende de la capacidad 

particular de las células nerviosas y de sus prolongaciones de producir y transmitir señales. 

El sistema nervioso está dividido en 2 partes de acuerdo a su función: Sistema Nervioso 

Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). El SNC está constituido por el 

encéfalo y la médula espinal, contiene gran número de células nerviosas o neuronas. Todos 

los ele1nentos 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 proxin:ta\es de los axones; rodeando a la substancia gris, hay una zona desprovista 

de cuerpos neuronales, que contiene los axones de las neuronas cuyos cuerpos están 
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localízados en la substancia gris o fuera del SNC, esta zona es la substancia blanca, llamada 

así porque los axones aquí están revestidos de mielina que tiene un color blanco brillante. 

La célula nerviosa o neurona es generalmente una célula grande (hasta l 50µm) al igual que 

su núcleo (5-1 Oµm), que se observa esférico o ligeramente ovoide, situado en el centro de la 

célula y, en la mayor parte de los casos, h3y un nucléolo con muy pocas partículas de 

heterocromatina. En el citoplasma se encuentran el citoesqueleto neuronal, los cuerpos de 

Níssl, el aparato de Golgi, los centriolos y algunas inclusiones. Posee largas ramificaciones 

citoplásmicas 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 

información recibida desde muchos orígenes diferentes, en la mayoría de las neuronas las 

dendritas son cortas y pueden tener formas variables. En las neuronas se observa un solo 

axón, con una función motora, el cual es el encargado de transportar la respuesta de la 

neurona en forma de un potencial propagado. Un mismo axón puede terminar de diferentes 

maneras y hacer contactos sinápticos con muchas neuronas diferentes. 

El SNC está formado también por células de soporte no nerviosas llamadas células 

neurogliales (Neuroglia) y células microgliales (Microglia). Las células neurogliales están 

representadas por los Astrocitos y los Oligodendrocitos. Los astrocitos son de dos clases: 

Protoplasmáticos y Fibrosos: Los Astrocitos protoplasmáticos tienen un núcleo mayor 

que los oligodendrocitos y que Ja microglía, 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 neurogli.ales en su citoplasma. Los astrocitos protoplasmáticos se 

encuentran fundamentalmente en la substancia gris y los fibrosos en Ja substancia blanca. 

Los astrocitos además de servir de sostén también unen a las neuronas con los vasos 

sanguíneos, fungiendo como células nodrizas 
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Los oligodendrocitos son más pequeños 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 núcleo pequeño 

heterocromático, citoplasma denso rico en ribosomas y cisternas de retículo endoplásmico 

rugoso, gran aparato de Golgi y numerosas mitocondrias; su función es formar la mielina, 

substancia que recubre las fibras nerviosas en el sistema nervioso periférico. 

En la microglía, de orígen mesodérmico las células presentan un núcleo pequeño, rodeado 

de poco citoplasma, las prolongaciones son cortas, las cuales adquieren diferentes formas, 

el cuerpo y las ramificaciones están cubiertos por numerosas espinas. La microglía 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 sistema nervioso. 

En estado patológico, los elementos neurogliales están activamente implicados en la 

degeneración y regeneración de las fibras nerviosas, que reaccionan en trastornos vasculares 

y en diferentes enfermedades infecciosas, además de que son la fuente principal de tuplores 

del SNC, en este tipo de circunstancias, los elementos nerviosos pueden asumir una gran 

variedad de formas, con capacidad de migración activa (Bloom-Fawcett, 1986). 

Los tur:iores del SNC se encuentran entre las más diversas, interesantes y confusas 

neoplasias del cuerpo humano; una de las causas de confusión está relacionada con las 

características de desarrollo y comportamiento clínico de muchos tumores cerebrales, las 

cuales no se ajustan a las definiciones usuales de benignos y malignos, ya que existen 

diversos üpos de tumores de diferentes orígenes celulares, además el tejido tumoral aún 

dentro de una misma línea celular presenta cambios a medida que el tejido muestra 

características de malignidad (Henderson, 1986). 

No se dispone de estadísticas que registren con precisión la frecuencia de las neoplasias del 

SNC, pero se estima que un 9% de las neoplasias primarias (excluyendo las de la piel) son 
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tumores primarios del SNC: Los múltiples sistemas de nomenclatura, han causado una 

confusión significativa para el entendimiento de las neoplasias. Las teorías 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 originarían a través de una activación de 

células inmaduras aberrantes. Las clasificaciones posteriores se basaron en la creencia de 

que las células totalmente maduras podrían ser estimuladas para reproducirse y sufrir un 

proceso de anaplasía. El tema se ha complicado aún más, debido a datos que indican que la 

estructura de estos twnores podría estar relacionada con su posición en el interior del SNC 

y que a menudo existe una combinación de elementos gliales, por lo que la mayor parte de 

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

La nomenclatura elaborada por la Organización Mundial de la Salud (OMS). ha dado un 

paso significativo hacia un sistema lógico para nombrar estas lesiones, agrupándolas de 

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

El tejido tumoral se vá desdiferenciando, indicando con ésto un cambio en la malignidad 

del tumor, pero a la vez, representando una diferente entidad tumoral que habrá que 

designar o nombrar de otra manera para saber el grado de malignidad que ese tejido tiene, 

por lo que la OMS ha diseñado una escala de malignidad específica para los tumores del 

SNC de acuerdo a las características histológicas que presenta cada tejido tumoral, estas 

características son principalmente: atipia celular, mitosis, proliferación endotelial y 

necrosis, aunque existen otros elementos específicos en el tejido tumoral que ayudan en su 

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

GRADO 1.- Lesiones que generalmente incluyen tumores con un potencial proliferativo 

bajo y la posibilidad de cura por medio de métodos quirúrgicos. 
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GRADO 2.- Tumores que están generalmente infiltrando el tejido nervioso y tienen una 

baja actividad mitótica, además pueden ser recurrentes. En este grado algunos tipos de 

tumores tíenden a progresar como lesiones con altos grados de malignidad. 

GRADO 3.- Este grado está reservado para lesiones con evidencia histológica de 

malignidad, generalmente en la forma de actividad mitótica con capacidad infiltrativa y 

anaplasia. 

GRADO 4.- Fué asignado a tumores mitóticamente activos, neoplasias propensas a 

necrosis, generalmente asociadas con una rápida evolución pre y postquirúrgica de la 

enfermedad. 

Aunque no es un criterio de diagnóstico para el tumor de grado 4, la infiltración de tejido 

adyacente y tendencia a diseminarse en el sistema nervioso central, en algwios casos es una 

característica común de los tumores de este grado (VandenBerg, 1992). 

3.NUCLEO 

El núcleo contiene el material genético de la célula desde donde se transmite la información 

para dirigir las actividades sintéticas de ésta. 

- Membrana celular 

El contenido del núcleo (nucleoplasma) está separado del citoplasma celular por la 

envoltura o membrana nuclear, la cual está compuesta por dos bicapas lipídicas separadas 

por un espacio de 20-40 nm conocido como cisterna perinuclear. Al microscopio 

electrónico la membrana nuclear externa se continúa con la membrana del retículo 

endoplásmico del citoplasma celular y a menudo la superficie exterior de la membrana 

nuclear externa contienen numerosos ribosomas ocupados en la síntesis proteica. En 

determinadas regiones, la membrana externa está conectada a la n1embrana nuclear interna. 
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la cual está 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 área de la membrana nuclear aumenta en gran medida cuando un núcleo que se 

encontraba en reposo empieza a sintetizar rápidamente ADN o ARN. Una ventaja de la 

doble membrana estriba en que están especializadas para interactuar con los componentes 

del nucleoplasma o citoplasma según sea el caso. Así por ejemplo, se cree que unas 

proteínas específicas de la membrana interna interaccionan con un conjunto de proteínas 

que forman la lámina nuclear subyacente. 

- Poros nucleares 

Las regiones en donde se une la doble membrana de la envoltura nuclear se conocen como 

poros nucleares, cada uno de los cuales está rodeado por una gran estructura discoidal 

conocida como complejo del poro nuclear, el cual puede tener hasta 80 nm de diámetro 

interior. Cada complejo está definido por ocho grandes gránulos protéicos dispuestos en un 

patrón octagonal. La unión 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 proteínas), pasen de la membrana del retículo endoplasmático donde 

son sintetizados hasta la membrana nuclear interna. 

- Matriz nuclear 

Este término se refiere a la parte interna del núcleo, es una malla fibrilar de contenido 

proteínico que participa en los procesos de transcripción y replicación, así como en el 

transporte de ARN recién sintetizado por el núcleo. Dentro del núcleo existen dos regiones 

morfológicamente definidas: a) áreas de pericromatina, las cuales consisten en regiones 

periféricas alrededor de los grupos de cromatina condensada y, b) la región intranuclear o 
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espacio de intercromatina; adyacente al nucléolo hay áreas de cromatina condensada 

(heterocrornatina). 

Por microscopía electrónica y utilizando la técnica de EDTA, la cual es preferencial para 

ribonucleoproteínas (RNPs), Monneron y Bernhard en 1969 identificaron diversas 

estructuras en los espacios peri e intercromatinianos, las cuales son comúnmente 

observadas en el núcleo celular interfásico: gránulos intercromatinianos, gránulos 

pericromatinianos, fibras pericromatinianas y dos clases de cuerpos espiralados; todos estos 

componentes se encuentran en cantidades variables y desde luego se caracterizan por 

contener ARN. 

-Cromatina 

El ADN de todos los organismos está íntimamente asociado con una amplia variedad de 

proteínas, las cuales actúan como enzimas mediando funciones tan importantes como la 

síntesis de ARN o como proteínas estructurales organizando el ADN dentro del núcleo 

celular. Las proteínas que se unen al ADN de los eucariontes se clasifican en dos grupos: 

las histonas y las proteínas cromosómicas no histonas. Esta última designación es un 

término que abarca a muchas proteínas diferentes con fimciones muy diversas, en cambio 

las histonas constituyen una clase bien definida de proteínas estructurales de bajo peso 

1nolecular. 

Las histonas mantienen la estabilidad de la molécula del ADN y la ayudan a compactarse 

para que quepa en el núcleo, estas proteínas se denominan H2A y H2B, las cuales son 

ligeramente ricas en lisina y la H3 y H4, que son ricas en arginina, dichas proteínas se 

encuentran formando estructuras octarnéricas, alrededor de las cuales se enrolla el ADN con 

146 pares de bases, esta estructura, que es de forma cilíndrica, se denomina nucieosoma. 

El ADN al unirse con las histonas y otras proteínas forman la cromatina, la cual mide varios 

centímetros de largo y se encuentra fuertemente plegada observándose como gruesos 

cúmulos de décimas de micrómetros; en los cuales se localiz.a la información genética 

necesaria para las diferentes funciones del organismo (Echeverria, Vázquez Nin, l 995). 
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En las células 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 inactiva en cuanto a la 

transcripción 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, constituída por regiones condensadas sólo en algunas células. 

La eucromatina que también se encuentra en el núcleo, sirve de matriz en el proceso de 

transcripción, en donde se sintetiz.a una molécula de ARN a partir de nucléotidos que 

contienen la ribosa en lugar de la desoxirribosa del ADN, la secuencia de los nucleótidos 

está complementarizada con una de las hebras de ADN, en este proceso intervienen 

polimerasas de ARN, topoisomerasas y diversas proteínas que controlan y regulan estas 

reacciones (Alberts, 1994). 

- Cromosomas 

Durante la división celular la cromatina se concentra en los cromosomas, los cuales son 

orgánulos en forma de bastoncillo o hebra, que se hacen visibles en el núcleo de las células 

en este estado, ya que toda la cromatina se dispone en forma condensada. El número de 

cromosomas es constante en todas las células somáticas y es característico para cada 

especie (Bloom-Fawcett, 1986). 

- Gránulos pericromatinianos 

Representan un almacén intranuclear de ARN mensajero maduro, en equilibrio entre la 

transcripción y su migración al citoplasma, tienen un diámetro de 400 a 600 Á rodeados de 

un halo claro de 250 Á y están en la periferia de los acúmulos de la cromatina condensada, 

son menos numerosos que los gránulos intercrornatinianos y pueden encontrarse de manera 
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individual o en grupos. Pueden ser al menos de dos clases, uno de orígen nucleoplásmico y 

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

- Gránulos intercromatinianos 

Son reservorios de ácidos nucleicos y proteínas que constituyen la maquinaria bioquímica 

del splicing, su diámetro promedio es de 200 a 250 A, y se localizan en la región 

intercromatiniana del núcleo celular. De acuerdo a Bernhard (1969) aparecen solo en 

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

escasos (Jimenez García y col., 1989). 

- Fibras pericromatinianas 

Contienen el ARN premensajero, están formadas por fibrillas pareadas irregularmente de 30 

a 50 A de diámetro (Monneron y Bemhard, 1969), las fibras pericromatinianas se 

encuentran esparcidas por el nucleoplasma con una mayor abundancia en la región 

pericromatiniana. 

- Cuerpos nucleares simples 

Son definidos como claras estructuras nucleoplásmicas generalmente redondas, de textura 

heterogénea, con menos de una micra de diámetro. De acuerdo a Raska y col. (1990), estos 

cuerpos forman una categoría heterogénea con respecto a la composición macromolecular Y 

a la función. Algunos cuerpos prenucleolares como los descritos por Ochs (!984) y Jiménez 

García (1989) o nucléolos satélites (Smetana y col, I 984) pueden ser incluidos en esta 

categoría (Raska, 1990). 
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- Cuerpos espiralados 

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

tienen un diámetro de 0.3 a 0.5 micrómetros y han sido observados ocasionalmente en las 

áreas de intercromatina. 

4. Nucléolo 

El nucléolo junto con el núcleo, es una parte esencial en la maquinaria 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, el cual está formado por proteínas y ácidos nucleicos o las llamadas 

Ribonucleoproteínas (Bloom-fawcett, 1986). 

El tamaño y morfología del nucléolo es variable en función de la especie, tipo celular y 

estado fisiológico, ya que puede ser sensible a factores que modifican el metabolisn10 de los 

genes ribosómicos. En general, los nucléolos interfásicos y profásicos de todos los 

organismos superiores son esféricos, densos y con un tamaño de 1 a 7 micrómetros y 

exceptuando el caso de los ovocitos en fase de crecimiento, muy a menudo no hay 111ás de 

uno por núcleo (Berkaloff, 1987). Los nucléolos tienen una fuerte refringencia y poseen una 

marcada afinidad por los colorantes básicos, debido a su composición ribonucleoproteica, y 

a diferencia del núcleo, 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 tamaño y luego 

desaparece cuando los cromosomas se condensan y se detiene toda la síntesis de ARN. Por 

regla general, en una célula metafásica no se observa el nucléolo. 

Posteriormente, cuando la síntesis de ARN ribosómico se inicia nuevamente al final de la 

mitosis (en la telofase), reaparecen diminutos nucléolos en las localizaciones cromosómicas 

de los genes de ARN ribosómico, esto ocurre de acuerdo a la demanda metabólica de la 

célula. 
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En el hombre, los genes del ARN ribosómico (ARNr) están localizados cerca del extremo 

de cada uno de los cinco cromosomas acrocéntricos: 13, 14, 15, 21 y 22, (es decir, en I O de 

los 46 cromosomas). por consiguiente, después de la mitosis de una célula humana se 

forman l O pequeños nucléolos, los cuales rara vez pueden ser observados, ya que crecen 

rápidamente y se fusionan formando el gran nucléolo típico de la célula interfásica (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 están los genes que codifican para los ARN 

ribosómicos I 8S y 288. Las constricciones secundarias se forman porque los ARN se 

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

nivel (De Robertis, 1983). 

El nucléolo se observa parcialmente separado en tres zonas: 

1) Zona fibrilar: es el equivalente de las RON en interfase a nivel de microscopía de luz y 

contiene el ADN procedente de las RON (de los cromosomas cuyas asas son de 5 nm), 

ARN polimerasa 1, ADN topoisomerasa 1, la fosfoproteína C23, la fibrilarina una proteína 

asociada con la U3, ribonucleoproteína de tamaño pequeño (SnRNP); este sitio es 

probablen1ente en donde el transcrito primario de ARN ribosomal es generado. Funciona 

co1no aln1acén de los factores que ayudan a la transcripción. 

2) Zona fibrilar densa: esta zona está compuesta por fibrillas de 4 a 1 O nm, con actividad 

transcripcional abundante y en donde se lleva a cabo el procesamiento del precursor de 

ARNr, este sitio se detecta con anticuerpos para fibrilarina, aquí también está presente la 

fosfoproteína C23, la proteina B23 (o nucleolina) y la ARN polimerasa l. 

3) Zona granular, contiene partículas ribosómicas precursoras más maduras de 15 a 20 nm 

de diámetro, la fosfoproteína B23 (nucleolina), además de los productos intermedios del 

procesamiento del pre ARNr; es el sitio del procesamiento tardío del pre ARNr y de 

almacenamiento de los prerribosomas (Sheer-Benavente, 1990). 
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La zona fibrilar junto con la zona granular contienen el ARN y las proteínas, en donde estas 

últimas representan el componente cuantitativamente más importante, ya que constituyen 

alrededor del 90% del peso seco de los nucléolos. 

Al mismo tiempo, estos componentes difieren en su distribución de acuerdo con el tipo 

celular, ya que en las células vegetales y en las células de las glándulas salivales de dípteros 

se 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 mamíferos estos 

componentes están mezclados y, como ya se mencionó, la estructura nucleolar puede variar 

con los estados funcionales de las células de uu mismo tejido (Marie-Line y col., 1991). 

En algunas células se ha observado que el nucléolo está rodeado por un anillo de cromatina, 

y representa regiones heterocromáticas 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 

citoquímicos de contraste o ''tinción" preferencial, el uso de varios procedimientos 

enzimáticos y químicos de extracción, así como la autorradiografía de alta resolución e 

impregnaciones argénticas, han sido técnicas valiosas en la investigación de estructuras 

nucleares tanto en su composición química como en su fisiología y morfología, ya sea a 

nivel de microscopía de luz o microscopía electrónica (Derinzini, 1986). 

S. Regiones Organizadoras Nucleolares (RON) 

Los nucléolos son el producto de la actividad de ciertos lugares cromosómicos específicos 

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 corresponden, en los 

cromosomas en división, a las constricciones secundarias. Hay un organizador en cada uno 

de los cromosomas acrocéntricos y todos tienden a fusionarse en una estructura única para 

formar el nucléolo, esta velocidad de fusión es relativamente constante, lo que explica que 
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si el número de nucléolos es casi siempre inferior al número de organizadores, varía poco 

para la misma especie. 

En situaciones patológicas, como sucede en las células neoplásicas, esta velocidad de fusión 

puede verse afectada y una elevada cantidad de las regiones organizadoras nucleolares 

podría reflejar una mayor dispersión de los cromosomas para permitir a su vez una mayor 

transcripción del ARN, lo que evitaría una adecuada condensación nucleolar. 

A nivel de microscopía de luz, los sitios de transcripción ribosomal o regiones 

organizadoras nucleolares pueden ser visualizados por una variedad de técnicas dirigidas 

contra las proteínas asociadas (NORAPs, por sus siglas en inglés). Estas proteínas están 

relacionadas a los sitios transcripcionalmente activos, algunas NORAPs. son argirofílicas 

como lo son las proteínas C23, B23, y la ARN polimerasa 1, las cuales han demostrado 

impregnarse preferencialmente a través de una reducción de plata, ésto como resultado de 

su carga electrónica de alta densidad (William y col, 1982), y por virtud de su fosfato (Sato 

y col, 1981), carboxil (Olert y col, 1979) SH y -s-s-sulfuro (Buys y col, 1980). 

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 número en cada núcleo, sin que exista el riesgo de 

confundir dichas estructuras con algunas otras. De acuerdo a Valdez y col. (1995), las 

secciones ricas en ácido aspártico de la· proteína B23 son las responsables para la tinción de 

proteínas nucleolares. 

El método de AgNOR, además de detectar la proliferación celular, tiene la ventaja de poder 

ser aplicado directamente en tejidos que han sido fijados en formalina e incluídos en 

parafina (Smith y col., 1988). 
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111. HIPOTESIS 

Si existe un incremento en el número ·de las Regiones Organizadoras Nucleolares en los 

núcleos de las células neoplásicas, entonces existirá un grado mayor de malignidad en los 

mismos Y~ por lo tanto, se observarán cambios a nivel nucleolar. 

IV. OBJETIVOS 

- Cuantificar las Regiones Organizadoras Nucleolares en núcleos de tumores del Sistema 

Nervioso Central. 

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

malignidad de cada tipo de tumor. 

- Analizar los cambios en nucléolo y correladonarlos con el tipo de neoplasia y grado de 

malignidad. 
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V. MATERIAL Y METODO 

Del servicio de neurocirugía se obtuvieron un total de 16 tumores. La muestra después de 

ser obtenida fué dividida en dos partes: La primera parte fué para microscopía de luz y la 

segunda para microscopía electrónica. 

a) Microscopía de luz 

Cada muestra fue fijada durante una hora en fonnalina al 10% en amortiguador de fosfatos 

salino 0.2M, pH 7.2, NaCl 0.l5M y lavada en agua corriente, se deshidrataron con 

alcoholes graduales: 60%, 70%, 80%, 90% y 100%, se aclararon en xilol y se embebieron 

en parafina, el proceso se realizó en un procesador de tejidos (histokinette) Reichert Jung, 

haciendo cambios de una hora cada uno. Posteriormente la muestra fue incluida en parafina, 

se realizaron cortes de 3µm de espesor y se aplicaron las siguientes técnicas: Hematoxilina­

Eosina y AgNOR. 

- Técnica de H-E: Los cortes fueron desparafinados e hidratados en xilol, xilol-alcohol 

absoluto y alcoholes graduales en orden decreciente (100%, 90%, 80% y 70%) hasta llegar 

a agua destilada, haciendo un cambio de 1 O minutos cada uno, posterionnente los cortes 

fueron teñidos con hematoxilina de Harris durante 30 segundos, diferenciados con 

carbonalo de litio, contrateñidos con eosina alcohólica y deshidratados nuevamente con 

alcoholes graduales (70%, 80%, 90% y 100%) alcohol absoluto-xilol 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 tumoral y asignarles el grado de malignidad de 

acuerdo a la clasificación de la Organización Mundial de la Salud. 

- Método de AgNOR: Una vez obtenidos los cortes desparafinados e hidratados, fueron 

inmersos por 40 minutos en una solución de plata coloidal (Howell-Black, 1980), la cual se 

preparó de la siguiente manera: un volumen de gelatina al 2% en ácido fónnico acuoso al 
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lo/o y 2 volúmenes de una solución de plata acuosa al 50%. La impregnación fué hecha a 

temperatura ambiente y en la obscuridad, para evitar precipitados de plata sobre la n1uestra. 

Posteriormente los cortes se enjuagaron con agua destilada y se contratiñeron con rojo 

neutro durante un minuto, para diferenciar más 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 xilol, con cambios de !O minutos cada 

uno, finalmente los cortes fueron montados con una resina sintética. Se eligió una zona al 

azar para realizar el conteo de regiones organizadoras nucleolares por núcleo, utilizando el 

objetivo de inmersión 100%; se contaron las RON de 100 núcleos en cada tipo de tumor y 

se calculó la media y la desviación estándar. Con los datos obtenidos se realizó la prueba de 

Tukey, que es un análisis de significancia entre las medías de las muestras con una p<0.01. 

Este análisis 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) Microscopía Electrónica 

El tejido fue fijado en glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de cacodilatos 0.1 M a un pH 

de 7.2 durante una hora y lavado con amortiguador de cacodilatos 0.lM por 10 minutos. La 

muestra fue postfijada con tetraóxido de osmio (Os04) al 1 % durante 1 hora y enjuagada 

nuevamente con amortiguador de cacodilatos 0.1 M durante 1 O minutos; se deshidrató con 

acetonas graduales (70%, 80%, 90% y 100%), y preincluyendo en una mezcla l:l de 

acetona 100%-EPON 100% durante toda la noche, finalmente el tejido fue incluido en 

EPON !00% y polimerizado a 60º C durante 18 horas. 

Una vez obtenidos los bloques se realizaron cortes semifinos de 1 µm de espesor, se tiñeron 

con azul de toluidina y se observaron al microscopio de luz para seleccionar el área de 

estudio, tras lo cual se obtuvieron cortes finos en el área gris-plata del espectro de colores 

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

electrónico de transmisión Zeiss EMlO y se obtuvieron las electromicrografias de la 

estructura del nucléolo para ser analizadas junto con los resultados estadísticos obtenidos 

por microscopía de luz. 

VI. RESULTADOS 

Con la tinción de hematoxilina y eosina se identificaron 16 tipos diferentes de tumores, 

cuyo grado de malignidad asignado~ así como los valores encontrados con la técnica de 

AgNOR del número de RON por núcleo en cada tipo tumoral, se muestran en las Tablas 1 

Il y III. 

a) Cuantificación de las Regiones Organizadoras Nucleolares. 

Después de la cuantificación de las RON y de su análisis, se obtuvieron los siguientes 

resultados: 

- Tumores del tejido neuroepitelial 

En el grupo de los tumores astrocíticos (Tabla I) el glioblastoma multiforme, grado 4, 

presentó mayor número de RON (1.5± 0.00 RON/núcleo), el cual presentó una diferencia 

significativa (p<0.007) con el astrocitoma microquístico grado 1 (1.21 ± 0.00). Comparando 

al glioblastoma con el resto de los twnores, este no muestra una diferencia significativa. 

Los tumores restantes: astrocitoma grado 1, astrocitoma anaplásico grado 3, astrocitoma 

protoplasmático grado 1 y astrocitoma anaplásico monstruocelular grado 3, muestran 

diferencias entre ellos mismos pero no son significativas. 
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En los tumores ependimarios en donde los cuatro tipos de tumores pertenecen al grado 1, se 

observa (Tabla!) que el subependimoma muestra un número de RON mayor (J.52± 0.65 

RON/núcleo) presentando una diferencia significativa con respecto al ependimoma 

mixopapilar en donde el número de RON/núcleo fué de l.l 9± 0.00 (p<0.007), pero con los 

otros ependimomas no muestra diferencias significativas. 

Tumores de las meninges 

En este grupo (Tabla ll) se encontró que el meningioma maligno grado 4 tuvo un mayor 

número de RON (1.83± 0.00 RON/núcleo) que el meningioma fibroblástico, (l.41± 0.00) 

así como el meningioma (1.43± 0.57) ambos tumores del grado I, mostrando una diferencia 

significativa con una p<0.000. El meningioma atípico (grado©) no mostró 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 metastásico(+), (Tabla Ill) 

ambos pertenecientes ai grado 4, presentaron una diferencia significativa p<0.000, 

mostrando el condrosarcoma mayor número de RON (2.05± 0.00 RON/núcleo) que el 

carcinoma metastásico, el cual tuvo un valor de 1.55± 0.00 de RON/núcleo. 
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TABLA 1: TUMORES DEL TEJIDO NEUROEPITELIAL 

GRUPO: TUMORES ASTROCITICOS 

TIPO GRADO 

ASTROCITOMA 1 

ASTROCITOMA 1 

MICROQUISTICO 

ASTROCITOMA 1 

PROTOPLASMICO 

ASTROCITOMA 3 

ANAPLASICO 

ASTROCITOMA 3 

ANAPLASICO 

MONSTRUOCELULAR 

GLIOBLASTOMA 4 

MULTIFORME 

GRUPO: TUMORES EPENDIMARIOS 

TIPO GRADO 

EPENDIMOMA 1 

EPENDIMOMA PAPILAR 1 

EPENDIMOMA ¡ 

MIXOPAPILAR 

SUBEPENDIMOMA ¡ 

X RON/núcleo ± OS 

1.41± 0.56 

1.21± 0.00 

1.37± 0.52 

1.40± 0.00 

1.32± 0.48 

1.50± 0.00 

X RON/núcleo± DS 

1.34± 0.51 

1.38± 0.59 

l.19± 0.00 

1.52± 0.65 
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TABLA II: TUMORES DE LAS MENINGES. 

T!PO GRADO X RON/núcleo ± DS 

MENING!OMA 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 llL TUMORES DE ORIGEN MESENQUIMAL (*) Y EPITELIAL 

MALIGNO(+). 

TIPO GRADO X RON/núcleo± DS 

CARCINOMA 4 1.55± 0.00 

METASTASICO (+) 

CONDROSARCOMA 4 2.05± 0.00 

MESENQUIMAL (*) 
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F1gu1u l Núcleos de células tu1norales (flechas abiertas), consideradas histológ1can1entc 

gro.do l en donde se obsc1 vnn las RON con10 punto;:; oscuros (L1ecl1as cerradas) apareciendo 

l o 2 RON por i1úclco, el tcj ido aparece bien conservado. Técnica de AgNOR. 1 OOOX. 



Figura 2. Células tlilno1ak:s concspondicndo histológicarnentc a! grado 2, en la inayoría de 

los núcleos se observan 2 RON (flechas abiertas) y en algunas células hasta 3 por núcleo 

(flechas cerradas), en algunos núcleos se sigue observando un solo nucléolo (asterisco) y el 

tejido aún se observa preservado (T). Técnica de AgNOR. 1 OOOX. 
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Figura 3. Células tumorales que histológicamente pe11enecen al grado 3, observándose 2 o 3 

RON (!lechas cerradas) por núcleo (flechas abiertas) en la n1ayoría de ellos se puede 

observar al tejido 1nenos preservado que en la figura 2, (T). Técnica de AgNOR lOOOX 
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Figura 4. Se muestran núcleos (flechas abiertas) de células tun1orales lustológicrunente 

consideradas grado 4, los cuales presentan de 2 (flechas cerradas) hasta 5 RON por núcleo 

(asterisco), tan1bién se observan en algunos núcleos la zona de agrupamiento de pequeñas 

RON que se consideran como 1 unidad (U). El te.iido coino en la figura anterior, ~stá 11I1.1y 

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



a) Análisis Ultraestructura\ 

- Tumores del tejido neuroepitelial 

En este grupo entre los tumores que mostraron diferencias estadísticamente significativas se 

observó lo siguiente: 

- Tumores astrocíticos 

El glioblastoma multiforme (Figura 5) mostró nucléolos redondos bien delimitados, 

pequeños con respecto a su área nuclear, localizados hacia la periferia del núcleo, con un 

aspecto compacto, muy electrondenso, con pocas zonas claras y sin cromatina asociada al 

nucléolo. El astrocitoma microquístico (Figura 6) al igual que el glioblastoma multiforme 

presenta nucléolos pequeños con respecto a su área nuclear y se encuentran localizados 

hacia la periferia de este, son menos electrondensos y hay mas áreas claras que en el 

glioblastoma. También muestran un aspecto más disgregado comparados con los del 

glioblastoma multiforme, no están bien delimitados y no hay cromatina asociada al 

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

- Tu1nores ependimarios 

En el grupo de los tumores ependimarios el ependimoma mixopapilar, no pudo ser 

analizado ultraestructuralmente por las malas condiciones de fijación del material. El 

subependímoma (Figura 7) por su parte, muestra nucléolos redondos y de tamaño normal de 

acuerdo al área nuclear, se observan muy electrondensos encontrándose pocas zonas claras 

en él. La localizacíón 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 estadísticamente significativas 

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

- Meningioma maligno vs meningioma. 

El meníngioma maligno (Figura 8) muestra en la mayoría de sus núcleos, nucléolos 

redondos y en algunos otros núcleos, nucléolos alargados, son de tamaño prominente con 

respecto a su área nuclear y se localizan hacía la periferia del núcleo, observándose 

electrondensos pero con varias zonas claras, están bien delimitados y de aspecto no 

disgregado, similares al meningioma (Figura 9), en donde los nucléolos son redondos y 

ligeramente de menor tamaño con respecto a su área nuclear, también en los nucléolos de 

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

localizándose centralmente. 

- Meningioma maligno vs meningioma fibroblástico 

El meningioma fibroblástico (Figura l O) muestra nucléolos pequeños con respecto a su área 

nuclear, redondos y con menos zonas claras que el meningioma maligno. notándose 

también más electrondensos y de localización excéntrica, los nucléolos se observan bien 

delimitados y de aspecto no disgregado. 

- Tumores de origen mesenquimal y epitelial maligno. 

Finalmente tenemos al condrosarcoma mesenquimal y al carcinoma metastásico. este 

últin10 no pudo ser descrito por las malas condiciones del material. En el condrosarcoma 

mesenquimal (Figura 11) se observaron nucléolos de tamaño pequeño con respecto a su 

área nuclear, están localizados en la periferia del núcleo y aparecen bien delimitados. hay 

varias zonas claras en el nucléolo, y se notan poco electrondensos. No se observa cron1atina 

asociada al nucléolo, 
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Figura 5. Núcleo de glioblastoma multiforme, tumor maligno clasificado como grado 4: En 

la periferia del núcleo (N) se observa el 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. Núcleo de astrocitoma microquístico, tumor clasificado como grado 1. se vé al 

nucléolo (Nu) alargado y localizado hacia la periferia del núcleo (N). El nucléolo es menos 

electrondenso y presenta mas áreas claras que el glioblastoma, no se observa cro1natina 

asociada al nucléolo pero si la cromatina nuclear (Cr). 
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Figura 7. Núcleo de un subependimoma, tumor de bajo grado de malignidad considerado 

histológicamente grado 1. Se observa al nucléolo (Nu) en la periferia del núcleo (N). en 

donde no es muy evidente la cromatina (Cr), el nucléolo presenta pocas zonas claras. n1uy 

electrondenso, no hay cromatina asociada al nucléolo. Citoplasma (C ). 
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Figura 8. El núcleo del meningioma maligno muestra al nucléolo (Nu) localizado hacia la 

periferia del núcleo (N), no se observa cromatina asociada al nucléolo, el cual n1uestra 

vanas zonas claras como en la figura anterior, este tumor es considerado histológicamente 

como grado 4. Se aprecia muy bien la cromatina (Cr) y parte del citoplasma (C). 
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Figura 9. En esta figura se observa el núcleo de un meningioma, tumor de bajo grado 

histológico de malignidad: grado 1, El nucléolo (Nu) en este tumor se localiza en el centro 

del núcleo (N), no se observa cromatina asociada al nucléolo pero si la cromatina nuclear 

(Cr). El nucléolo muestra varias zonas claras y distribuidas. Citoplasma (C). 
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Figura 1 O. Meningioma fibroblástico, tumor que histológicamente pertenece al grado l, su 

núcleo (N) muestra al nucléolo localizado excéntricamente, muy electrondenso con escasas 

zonas claras, no se observa cromatina asociada al nucléolo. Se aprecia todo el citoplasma de 

ta célula (C) y la cromatina (Cr). 
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Figura 11. El núcleo del condrosarcoma mesenquimal, grado 4, presenta un nucléolo (Nu) 

totahnente localizado hacia la periferia del núcleo (N), no se observa cromatina asociada al 

nucléolo, solo la cromatina nuclear, se observan varias zonas claras en el nucléolo y se 

n1uestra poco electrondenso. Se aprecia todo el citoplasma de la célula. 
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VII. DISClJSION 

De acuerdo a los resultados de este estudio, se observó que en general el número de RON se 

incrementa cuando el tejido tumoral corresponde a un grado de malignidad mayor, como se 

observa en la gráfica 1. Estos resultados concuerdan con los reportados por Shiraishi en 

1991 quien aplicó la técnica de AgNOR en un grupo de diferentes tumores cerebrales 

obteniendo una 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 más alto de 

acuerdo a lo esperado en relación al grado histológico de malignidad que se les asignó, 

como sucedió en el grupo de los astrocitomas, en donde los dos tumores anaplásicos 

pertenecientes al grado 3 mostraron promedios de AgNOR similares a los del astrocitoma y 

astrocitoma protoplásmico ambos de grado 1. En la gráfica 1 se observa que sí 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 apoyen la eficacia de la 

técnica se tiene que aumentar el número de tumores a estudiar ya que existen varios tipos de 

gliomas y esto nos podría 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, (gráfica l) éstos muestran el comportamiento 

esperado, ya que se puede observar como el promedio de AgNOR se incrementó al igual 

que el grado de malignidad histológica. Entre los meningiomas de grado 1, se puede notar 

que aparte de que no tener una diferencia estadísticamente significativa, dicha diferencia 

numérica es mínima, ocurriendo lo contrario con el meningioma atípico, el cual 

histológicarnente presenta signos de alta malignidad, a pesar de ser considerado como grado 

2. Además de observarse en este grupo la diferencia entre promedios de AgNOR entre el 

meningioma maligno (grado 4) y el meningioma atípico (grado 2). 

Esto vá de acuerdo con los resultados obtenidos en un estudio hecho por Plate y col. en 

l 990, quienes aplicaron la técnica de AgNOR a una serie de meningiomas clasificados 

histológicamente 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 

observó ninguna diferencia estadísticamente significativa, ellos en su trabajo, utilizaron 

además 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 metastásicos y 6 más de otro orígen; a todos los tejidos se les 

realizó inmunocitoquímica usando los anticuerpos monoclonales Ki~67 y 

bromodeoxiuridina, así como la técnica de AgNOR. Ellos encontraron que el promedio de 

AgNOR no correlaciona con los índices de proliferación y el grado de tumor en gliomas de 

bajo y alto grado. Sin embargo, en los gliomas recurrentes de alto grado mostraron una 

tendencia a promedios de AgNOR más altos que los tumores pñmarios, 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 correlación 

significativa entre el promedio de AgNOR, índice de marcaje con la bromodeoxiuridina y 

1nalignidad, aún así el autor recomienda analizar un mayor número 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 excepción 

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 correlación entre promedios de 

AgNOR y malignidad haciendo por lo tanto que esta técnica no sea tomada en cuenta como 

un nlétodo auxiliar para evaluar la malignidad celular así como también porque se acerca 

n1ucho al tipo de tmnores que fueron manejados en esta investigación. También en este 

estudio se tuvo el mismo problema que el mencionado por Maier, ya que a medida que se 

incrementa la malignidad, el tamaño 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 sí se tomaba en cuenta para 

38 



el conteo como AgNOR independientes sin importar su tamaño. Las AgNOR observadas en 

alguna otra parte que no estuvieran dentro del nucléolo no fueron tomadas en cuenta para la 

cuantificación, además de que el grosor del corte como ya se mencionó en la n1etodología 

(2-3µ) ayuda a evitar confusiones en el conteo. Estos dos aspectos técnicos son muy 

importantes porque influyen de manera muy directa en los resultados y análisis del trabajo. 

En mi opinión también es importante el contrateñir las muestras con el colorante rojo 

neutro debido a que las RON toman un color café parduzco, 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 

Kemohan que si bien toma en cuenta factores como la edad del paciente, grado del tumor y 

sobrevida postoperatoria, su clasificación pierde un tanto su mérito por su agrupamiento de 

astrocitomas como el fibrilar o pilocítico así como también en el manejo del término 

"glioblastoma" para tumores del grado 3 o 4. Esta escala se considera como un esquema de 

sobrevida de cuatro grados, sin embargo, los tumores tienden a ser agrupados como 

tumores de bajo (l-2) o alto grado (3-4) (Kleihues, 1993). 

En el grupo de los ependirr~omas observamos que estadísticamente existe una diferencia 

significativa entre el subependimoma y el ependimoma mixopapilar, aún perteneciendo al 

mismo grado histológico (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 limitación, pero su pronóstico puede ser malo debido a su 

iocalización anatómica que hace dificil su total resección, lo anterior sin contar las 

combinaciones de los diferentes tipos de este tumor. Ahora bien, las RON como fragn1entos 

de ADNr los cuales tienen un papel esencial en la regulación de la síntesis proteica celular, 

pueden estar afectadas por el estado fisiológico aparte de la actividad proliferativa en 

algunos tipos celulares (Shibuya, 1993), lo cual explicaría la diferencia significativa entre 

los tumores arriba mencionados. 
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Gráfica 1. Agrupamiento de los diferentes tumores por grado de malignidad histológica. 

40 



Con respecto al condrosarcoma mesenquimal y el carcinoma metastásico encontramos que 

a pesar de que ambos son altamente malignos existe entre ellos una diferencia significativa,. 

estos tejidos son considerados histológicamente como grado 4 pero sus promedios son muy 

diferentes entre sí debido a que tienen un orígen celular diferente. El condrosarcoma 

mesenquimal es un tumor maligno descrito inicialmente en huesos, el primer caso 

meníngeo fué reportado por Dahlin y Henderson en 1962, seguido de otros reportes los 

cuales lo ubican en las meninges íntracraneales y espinales. Se han descrito áreas de 

cartílago en escasos meningiomas lo cual ilustra el potencial de desdiferenciación 

mesenquimal. El carcinoma metastásico a diferencia del condrosarcoma, es un tumor 

secundario, existen diferentes cánceres sistémicos que pueden involucrar al SNC. La 

compresión del cordón espinal por tumores malignos, por ejemplo, es mas frecuentemente 

causada por carcinomas de origen pulmonar, prostático y mamario que se han diseminado a 

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

De acuerdo a Jordan y McGovem (1981), el número de los centros fibrilares en los 

nucléolos puede reflejar la actividad biosintética nucleolar. En el material procesado para 

microscopía electrónica encontramos diferencias entre los tumores en cuanto a la 

disgregación de los nucléolos, ya que en los tumores que presentan un grado menor de 

malignidad como el astrocitoma microquístico, meningioma o meningioma fibroblástico, 

los nucléolos se observan más disgregados que en los tejidos con mayor grado de 

malignidad, como el astrocitoma anaplásico, el glioblastoma multiforme, o el menigioma 

maligno en donde aparecen con un aspecto más compacto. 

Corno ya se mencionó en la introducción, a nivel de microscopia electrónica el nucléolo se 

encuentra dividido en los componentes fibrilar, fibrilar denso y granular. En este trabajo el 

componente que más se observa en los nucléolos de los tumores de menor malignidad es el 

componente granular, que estructuralmente corresponde a las unidades prerribosómicas, 

mientras que en los nucléolos de tejido con un mayor grado de malignidad el componente 

fibrilar denso es el que más frecuentemente se observa, correspondiendo éste al lugar en 

donde se lleva a cabo la transcripción de genes de ADNr. 
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Nuestras observaciones hechas mediante el microscopio electrónico están de acuerdo, de 

manera general, a lo evaluado estadísticamente en el material para microscopía de luz, es 

decir, cuando nosotros observamos que los números de las RON se incrementan en el tejido 

con mayor malignidad también notamos cualitativamente que a un nivel ultraestructural 

existe un incremento del componente fibrilar denso, mientras que en el tejido benigno no 

hubo un incremento notorio de las RON, así como el componente predominante a nivel de 

microscopía electrónica fué el componente granular, lo que nos puede indicar que existe 

una menor síntesis de ARNr permitiendo que los tres componentes del nucléolo aparezcan 

de manera más regular de acuerdo a los parámetros de normalidad 
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VIII. CONCLUSIONES 

Se concluye de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo y evaluados estadística y 

ultraestructuralmente que: 

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

tipos de tumores. 

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

ayuda a determinar la malignidad tumoral. 

3) La correlación de promedios de AgNORs con el grado de malignidad debe ser evaluado 

para cada tipo celular, ya que se observó un comportamiento diferente para cada grupo 

estudiado, independientemente de la malignidad expresada pero si dependiente de la línea u 

origen celular. 

4) La presencia del componente fibrilar denso es más evidente a medida que se incrementa 

la malignidad en el tejido nervioso, lo que nos puede indicar una mayor actividad de 

transcripción de ADN ribosomal teniendo como consecuencia la proliferación celular. 
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