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1.-Introducción 

Las Regiones Organizadoras del Nucleolo u Organizadores Nucleolares 
(NORs) son segmentos del ADN genómico que codifican para el ARN ribosómi­
co (ARNr), responsable a su vez de la producción de proteínas en los ribosomas. 
Recientemente están adquiriendo popularidad entre investigadores y patólogos, 
porque suponen una ventana abierta hacia algunos de los procesos más íntimos de 
la fisiología celular, y son fáciles de identificar morfológicamente, tanto en célu­
las interfásicas como en preparaciones de cromosomas, debido a que ligadas a 
ellos existen unas proteínas argirófilas, demostrables en el laboratorio sin gran 
dificultad, denominadas genéricamente AgNORs. 

Durante los últimos años han sido numerosas las publicaciones acerca de la 
posible aplicación, en histopatología y citopatología, del contaje de las partículas 
argirófilas identificables en el interior del núcleo de las células interfásicas. En casi 
todos los casos, los autores refieren la bondad de este procedimiento como asistente 
para discriminar entre procesos benignos y malignos, como índice pronóstico en la 
evaluación de neoplasias malignas, o como predictor de la actividad proliferativa. El 
objetivo buscado en el momento de escribir este capítulo es un acercamiento a la rea­
lidad de este tema, revisando someramente desde las bases bioquímicas hasta los 
últimos hallazgos y sugerencias en cuanto a interpretación de resultados, centrándo­
nos en la célula interfásica, normal o patológica, pero sin entrar en posibles alteracio­
nes numéricas de los cromosomas que, como ya comprenderemos al ir avanzando en 
el texto, podrán manifestarse como modificaciones en la expresión de los AgNORs. 
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2.-Nucleolo y Organizadores Nucleolares 

Cada célula diploide contiene una copia de las instrucciones celulares heredi­
tarias o genoma, residente en el ADN, que se duplica a lo largo del ciclo celular 
(fase S), para escindirse en dos nuevas unidades de genoma, una para cada una de 
las células hijas. Este es el hecho esencial del ciclo celular, pero además, la célula, 
para sobrevivir, y también para poder dividirse, necesita de un ciclo de crecimien­
to celular y preparación para la división. El crecimiento celular comienza tras la 
división celular y se prolonga hasta el comienzo de la siguiente división celular, 
denominándose clásicamente a este período interfase, que en una nomenclatura 
más actual sería la secuencia sucesiva de las fases G1, S y G2 del ciclo celular. 

Durante todo este proceso, y de una manera continua a lo largo del ciclo 
celular, aunque un poco más intensamente cuando la célula es de mayor tamaño, 
se están sintetizando ARN y proteínas, entre los cuales está el ARN ribosómico 
(ARNr), un ARN estructural, responsable junto con casi un centenar de proteínas, 
de la constitución de un complejo multienzimático, el ribosoma, estructura esen­
cial como soporte del mecanismo de síntesis proteica. 

La "fabricación" del ribosoma tiene lugar en el nucleolo, una estructura dis­
persa en el interior del núcleo celular, en la cual se traducen los bucles de ADN 
(ADNr) donde asientan los genes que codifican el ARNr (45S), y posteriormente 
se liga el ARNr a proteínas. Esos bucles de ADN son los Organizadores Nucleo­
lares, o Regiones Organizadores del Nucleolo (NORs), aunque por extensión se 
consideran NORs "todas aquellas estructuras que contienen genes ADNr asocia­
dos a la maquinaria necesaria para su transcripción" (Ploton y col., 1990). 

En la interfase los cromosomas son filamentos muy extendidos que forman 
un entramado difuso en el interior del núcleo, la cromatina. De igual manera los 
Organizadores Nucleolares están también dispersos por el núcleo, en mayor o 
menor grado, según el número de nucleolos, pero con tendencia a agruparse, 
puesto que aunque las hebras de ADN estén dispersas, los bucles de las mismas 
que contienen los genes ADNr, tienden a concentrarse en el nucleolo (Underword, 
1992). Estos bucles de ADNr se corresponden con los centros fibrilares observa­
dos en los estudios de microscopía electrónica de transmisión. En esas zonas, los 
NORs adoptan, según una descripción muy plástica de Ploton y col. (1990), una 
estructura similar a un "collar de perlas" (Figura 1). 

Cuando se estudia el material genético, es costumbre referirlo a su localiza­
ción en un cromosoma o cromosomas determinados. Los NORs han sido localiza­
dos por hibridación "in situ" en las constricciones secundarias de los brazos cor­
tos de los cromosomas acrocéntricos -13, 14, 15, 21 y 22- (Morton y col., 1983). 
Los genes que codifican por el ARNr SS se sitúan en el cromosoma l. En estas 
constricciones secundarias el ADN es un filamento muy extendido (Hemández­
Verdún y Derenzini, 1983), de manera que la estructura se mantiene gracias a la 
ayuda de un rico complejo proteico-enzimático asociado a los NORs, las 
NORAPs, que aparecen como gránulos a los lados de las estrangulaciones de la 
cromátide (Figura 2). Las NORAPs se corresponden morfológicamente, en 
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Fig. l. Representación del nucleolo y los Organi­
zadores Nucleolares sugerida por Plotón y col. 
(1990). La unión de los distintos NORs por una 
línea imaginaria tendria el aspecto de un "collar 
de perlas". 

Fig. 2. Disposición de las NORAPs a los lados de 
las constricciones secundarias de los brazos cortos 
de los cromosomas acrocéntricos 

microscopía electrónica, con el componente fibrilar denso que rodea al centro 
fibrilar del nucleolo, y ahí es donde tiene lugar la transcripción de ARNr. 

Como ya hemos mencionado en un párrafo precedente, en la constitución de 
las NORAPs participan múltiples proteínas, algunas de las cuales son detectables 
por su argirofilia, cualidad que permite su demostración, y consecuentemente su 
evaluación, tanto en preparaciones de cromosomas aislados (Howell y Black, 
1980) como en secciones de tejido (Ploton y col., 1986) o en núcleos aislados de 
células interfásicas (Carbajo y col., 1991). El hecho de que la representación de 
las NORAPs sean masas argirófilas en el interior del núcleo celular o asociadas a 
algunos cromosomas, hace que genéricamente se denomine a estas formaciones 
AgNORs. Entre todas las NORAPs, la proteína con mayor responsabilidad en la 
argirofilia nuclear es la nucleolina o proteína C23 (Daskal y col., 1980). 

J.-Demostración de los NORs 

Los NORs pueden demostrarse por técnicas de hibridación "in situ", isotópi­
cas o no isotópicas, utilizando ARNr marcado para detectar las secuencias com-
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plementarias de ADNr; por procedimientos inmunohistoquímicos en los que se 
utilizan anticuerpos específicos contra las NORAPs; o por un método histoquími­
co basado en la argirofilia de algunas de las NORAPs. 

Las técnicas de hibridación "in situ" son las más precisas, dado que marcan 
selectivamente la porción del genoma que constituye los NORs, y sus resultados 
son independientes de la actividad transcripcional, a diferencia de los otros dos 
procedimientos (inmunohistoquímico e histoquímico) que pueden sobreestimar la 
expresión de los NORs, dado que las áreas reactivas son más extensas cuando la 
transcripción es más activa (por estar demostrándose la expresión de las 
NORAPs, si hay un incremento de la actividad transcripcional del ADNr, existe 
también un incremento de las proteínas no histónicas asociadas a ese proceso, por 
lo cual es mayor la extensión de la reacción). 

La hibridación "in situ" y los estudios inmunohistoquímicos de las NORAPs 
son procedimientos costosos, tanto por los materiales utilizados como por el tiem­
po de realización. El procedimiento histoquímico, de bajo costo y corto tiempo de 
realización, es el que ha popularizado la demostración de los NORs en histopato­
logía y citopatología, y a él dedicaremo~ las próximas páginas de este capítulo. Se 
han descrito numerosas variaciones del protocolo básico publicado por Ploton y 
col. (1986). La técnica por nosotros empleada, muy similar a la utilizada por Rüs­
choff y col. (1990) y Mingazzini y col. (1991), ha proporcionado imágenes nítidas 
de las partículas teñidas, con mínima tinción de fondo, permitiendo una identifi­
cación clara de las masas argirólilas. Las variaciones menores en la metodología 
son múltiples, por ello expondremos aquí, como muestra, el método que seguimos 
en nuestro laboratorio. 

Si se desea aplicar la técnica sobre secciones de tejido congelado, tras el 
desecado de las secciones, éstas se fijan durante 5 minutos en etanol 70%, tras lo 
cual se procederá al lavado en agua corriente. Sobre secciones de tejido parafina­
do, se sigue el procedimiento habitual para la desparafinación e hidratación de la 
sección. La tinción de las proteínas argirófilas asociadas al nucleolo la realizamos 
de acuerdo con la rutina presentada a continuación: 
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l.-Lavado profuso en agua corriente. 

2.-Lavado durante 15 minutos en agua destilada. 

3.-Incubación (10 minutos a 37°C, en cámara de humedad, y en la oscuridad, 
en la solución de revelado preparada según Ploton y col. (1986): dos partes 
de solución A (gelatina al 1% -peso/volumen-en ácido fórmico) y una parte 
de solución B (solución acuosa de nitrato de plata al 50% -peso/volumen-). 

Esta etapa del proceso es crítica, y de su adecuada ejecución depende en 
gran parte la calidad de la tinción. El problema más serio que puede pre­
sentarse es la concentración (por evaporación del agua) de la solución de 
plata. En este caso, aparecerá un precipitado inespecífico sobre la sección 
de tejido con intensidad variable que impedirá, o al menos entorpecerá, la 
evaluación de la reacción. Para solventar este problema, en nuestro labora-



torio' procedemos al revelado con una pequeña cantidad de coloide (aproxi­
madamente 100 _1), aislando el área expuesta del coloide de plata del 
medio externo (ambiente de la cámara de humedad) con un cubreobjetos. 

Esta artimaña, además de dificultar la evaporación de la solución de revela­
do (por disminución de la superficie susceptible de evaporación), facilita la 
observación de la muestra durante los últimos minutos del proceso de reve­
lado, permitiendo la modificación del tiempo de reacción a fin de conse­
guir el contraste ideal. 

4.-Lavado profuso en agua destilada. 

S.-Inmersión durante 5 minutos en una solución acuosa de tiosulfato sódico 
(5% -peso/volumen-). Este paso puede evitarse, aunque es aconsejable su 
inclusión en la rutina dado que la solución aplicada tiene dos funciones 
importantes: eliminación de la plata no fijada específicamente a proteínas, 
y fijación de la reacción específica. 

6.-Lavado en agua corriente. 

7.-Tinción de contraste con verde metilo (solución al1 %, durante 3 a 5 minu­
tos). Es posible la contratinción con cualquier otro colorante, no obstante, 
en nuestra experiencia, el más adecuado es el verde de metilo, pues es el 
que mejor contraste aporta, tanto para la observación directa al microsco­
pio como en estudios instrumentales con técnicas de proceso digital de 
imagen. 

S.-Deshidratación y montaje con DPX. (Hay que recordar que la tinción con 
verde de metilo desaparece cuando la deshidratación se hace progresiva­
mente en alcoholes de concentración creciente, por ello debe hacerse direc­
tamente con alcohol eti1ico absoluto). 

4.-Relación entre los AgNORs y el ciclo celular 

Quizá las referencias bibliográficas a propósito de los AgNORs que llaman 
más la atención del investigador sean aquellas que tratan de relacionar su exten­
sión o número, a fin de cuentas su expresión, con la proliferación celular. Como 
muestra de este hecho han de citarse artículos como los de Crocker y col. (1988), 
Hall y col. (1988) y Giri y col. (1989), entre otros muchos. 

Durante el ciclo celular, como es de todos conocido, existen variaciones en la 
estructura nucleolar. De la misma forma, están descritas variaciones en el patrón 
de argirofilia de las estructuras nucleolares (Field y col. 1984). 

La evolución histórica del estudio de la relación entre la expresión de los 
NORs y el ciclo celular refleja un cierto empirismo, ya que generalmente se ha 
llevado a cabo sobre muestras de tejidos patológicos en los que se apreciaba un 
incremento de la actividad proliferativa. En este sentido, se observó un aumento 
del número de AgNORs en tumores que presentaban una mayor fracción de fase 
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S (Crocker y col., 1988) o en casos de linfomas (Cibull y col., 1989) o lesiones 
malignas de mama (Giri y col., 1989) en los que es mayor la reactividad al suero 
Ki-67. Son referencias muy sugestivas en favor de la relación directa entre el 
incremento de la expresión de los NORs y el incremento de la actividad prolifera­
tiva, sin embargo es necesario hacer algunas consideraciones. Se trata de estudios 
realizados sobre tejidos tumorales, lo cual lleva a pensar que la expresión de los 
NORs puede estar influenciada por el grado de diferenciación o desdiferenciación 
de las células tumorales. Además, se trata de aproximaciones estadísticas a la rea­
lidad, ya que no son las mismas células las utilizadas para la evaluación de los 
AgNORs que las empleadas para el estudio de la reactividad al suero Ki-67 o del 
contenido nuclear en ADN. 

La literatura científica recoge múltiples fenómenos biológicos que pueden con­
dicionar en alguna manera, o tal vez definir, la existencia de modificaciones en la 
expresión de los AgNORs. A lo largo de la última década se ha tratado de estable­
cer una relación entre las modificaciones en el número de los AgNORs y diferentes 
aspectos de la actividad celular, bien relacionándolas con funciones metabólicas 
(De Capoa y col., 1985; Peebles y McNicol, 1989; Rodríguez, 1992) o con diferen­
tes estadios de diferenciación (Smetana y Likovsky, 1984; Hemández, 1992; Carba­
jo·y col., 1993b). Asimismo se ha tratado de establecer una relación entre las modi­
ficaciones en el número de los AgNORs y la actividad proliferativa de la muestra 
objeto de estudio (Crocker y col., 1988; Giri y col., 1989; Hall y col. 1988). 

También son numerosos los estudios que tratan de definir una relación entre 
la expresión de los AgNORs y el grado de malignidad. Se ha descrito que la 
expresión de los AgNORs, que está aumentada en lesiones neoplásicas de diferen­
tes tejidos, puede ser útil para el diagnóstico de malignidad en lesiones hepáticas 
(Crocker y McGovem, 1988), en tumores de cervix (Rowlands , 1988), de endo­
metrio (Coumbe y col., 1990; Wilkinson y col., 1990, Niwa y col., 1991), en 
tumores de vejiga (Karakitsos y col., 1992; Rüschoff y col., 1992), en meningio­
mas y astrocitomas (Martin y col., 1992), en neoplasias escamosas de la piel 
(Balasubramaniam col., 1992) y lesiones melánicas (Crocker y Skilbeck, 1987), 
en tejido linfoide (Hall y col., 1988; Boldy y col., 1989) y, desde un punto de 
vista experimental, en lesiones preneoplásicas y neoplásicas inducidas en el híga­
do de la rata (Tanaka y col., 1989). 

A pesar de que existen numerosas evidencias que apoyan la existencia de una 
estrecha relación entre la expresión de los AgNORs y el grado de malignidad, no 
puede decirse que esta relación sea universal, dado que en algunos tejidos esta 
relación no puede demostrarse. Así, Colecchia y col. (1992) no encuentran rela­
ción alguna entre la expresión de los AgNORs y el grado de malignidad o la evo-

• lución clínica de lesiones neoplásicas de las glándulas paratiroides. A conclusio­
nes similares llegan McNicol y col. (1989) tras estudiar la expresión de los 
AgNORs en adenomas hipofisarios. 

Hay divergencia en las opiniones de distintos grupos de investigadores en 
relación con la "utilidad diagnóstica" de la cuantificación de la expresión de los 
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AgNORs. Mientras que Grigolato y col. (1992), sobre una serie de 55 casos de 
lesiones mamarias de distintas características histológicas, describen una clara 
relación entre la expresión de los AgNORs y el grado de malignidad; en una serie 
previa, mucho más amplia (214 casos), Giri y col. (1989) concluían que el método 
de la tinción argirófila de los NORs no proporciona datos que permitan "per se" 
discriminar entre lesiones benignas y malignas en la mama. 

Si bien el gran número de referencias parece indicar una difusión amplia de 
la técnica de los AgNORs en los laboratorios de Anatomía Patologica, es preciso 
tener en cuenta que trabajos realizados con gran rigor metodológico discuten la 
utilidad de la misma. Muestra de ello es el artículo de Cibull y col. (1989), en el 
cual, tras analizar la relación entre la expresión de los AgNORs en muestras bióp­
sicas de pacientes con linfomas foliculares, y la evolución clínica de los mismos, 
los autores señalaban que, aunque la expresión de los AgNORs podría identificar 
un grupo de pacientes con peor pronóstico a corto plazo, se podía obtener una 
relación similar tras analizar las muestras biópsicas utilizando el procedimiento de 
la Working Formulation of Non Hodgkin Lymphomas o la clasificación de 
Berard. Estos mismos autores reconocen que el contaje de los AgNORs puede 
proporcionar información suplementaria a la que ofrecen las técnicas de análisis 
del ciclo celular por citometría de flujo, en lo que al pronóstico de la lesión se 
refiere. 

La relación existente entre modificaciones en la expresión de los AgNORs y 
la malignidad y mayor agresividad de las lesiones neoplásicas, se ha basado, 
generalmente, en la relación que existe entre la proliferación celular y la expre­
sión de los AgNORs, considerando que cuando aumenta el número de partículas 
AgNOR por célula, también aumenta la actividad proliferativa (Boldy y col., 
1989; Niwa y col., 1991). Como punto de partida acerca de la relación entre acti­
vidad proliferativa y número de partículas AgNOR se han citado, en numerosas 
ocasiones, los datos obtenidos por Cracker y col. (1988) y Hall y col. (1988) quie­
nes demostraron, estudiando linfomas no hodgkinianos, que existía una correla­
ción estadísticamente significativa entre la fracción de fase S obtenida por cito­
metría de flujo (los primeros), o la reactividad al suero Ki67 (los segundos), con 
el número medio de partículas AgNOR por célula. Recientemente se ha demostra­
do una correlación similar en neoplasias escamosas de la piel enfrentando el 
número de AgNORs y la expresión de PCNAs (Balasubramaniam y col., 1992). 

Sin embargo, como señalaban Hall y col. (1988) estos estudios proporcionan 
solo evidencia indirecta sobre el significado funcional de los AgNORs. Por una 
parte, debe tenerse en cuenta que en los estudios anteriormente citados, se anali­
zaron muestras de tejido en las que existían dos poblaciones celulares diferentes, 
células tumorales y células no tumorales, presumiblemente con diferente activi­
dad proliferativa. Este hecho conlleva una dificultad para comparar de forma 
directa una media estimada del número de partículas AgNOR por célula (cuando 
en el cálculo de ésta, la proporción de células tumorales y normales puede ser 
muy diferente en linfomas de alto y bajo grado) con la proporción de células en 
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fase S del ciclo celular, o células reactivas al suero Ki67. Por otra parte, otras 
variables como el índice de ADN -ploidía- (Hubbel y Hsu, 1977; Trent y col., 
1981), la actividad celular (Reeves y col., 1982) e incluso la diferenciación celu­
lar (Smetana y Likovsky, 1984 ), pueden modificarse en gran medida en las pobla­
ciones tumorales, y pueden estar también relacionadas con la expresión de los 
AgNORs. 

La relación de las modificaciones en la expresión de los AgNORs con la acti­
vidad proliferativa ha quedado recientemente demostrada de forma directa al 
identificarse un incremento sostenido en la expresión de los AgNORs con la pro­
gresión de las células a lo largo del ciclo celular (desde la fase GO/G 1 a la fase 
G2/M, cuando se utiliza la nómina propia de las técnicas de citometría para el 
análisis del ciclo celular). A esta conclusión se ha llegado mediante dos aproxi­
maciones técnicas diferentes. 

Por una parte, se ha procedido al análisis cuantitativo de los AgNORs por 
técnicas de citometría de imagen en citodispersados de células tímicas de ratas 
normales, previamente separadas en diferentes fases del ciclo celular en función 
del contenido de ADN (Carbajo y col., 1991; Orfao y col., 1992; Carbajo y col., 
1993a). En estos trabajos se describe un aumento del número medio y área media 
de las partículas AgNOR por célula desde la fase GO/G1 hacia la fase S (Carbajo 
y col., 1991), incremento que persiste a lo largo de la fase S, desde el inicio al 
final de la misma (Orfao y col., 1992). 

También se ha podido constatar de forma directa la relación entre la expre­
sión de los AgNORs y la actividad proliferativa, procediendo, sobre la misma pre­
paración celular, al análisis simultáneo del contenido de ADN y a la cuantifica­
ción de los AgNORs por medio de técnicas de análisis de imagen (Guillaud y col., 
1992). En este estudio se demuestra un aumento progresivo del área media de los 
AgNORs por célula desde la fase GO/G 1 a la fase G2/M analizando muestras de 
extensiones celulares de linfomas no hodgkinianos y de la línea celular MCF-7. 

En el momento actual existen evidencias experimentales suficientes para 
afirmar que, de forma directa o indirecta, la expresión de los AgNORs está rela­
cionada con la síntesis de ADN y, por tanto, puede ser considerada como un mar­
cador de proliferación celular (Carbajo y Carbajo-Pérez, 1993). 

Se sabe que el número de centros fibrilares del nucleolo no está en relación 
con el número de cromosomas que tienen NORs (Mirre y Knibiehler, 1982), y 
también que el número de centros fibrilares, y por tanto de AgNORs, no tiene una 
relación numérica con el ADN (Cataldo y col., 1985), por tanto, es lógico pensar 
que el incremento en la expresión de los NORs durante la fase S, sea debido a un 
mecanismo indirecto, más en relación con el crecimiento celular que con la sínte­
sis de ADN, atribuible al esfuerzo transcripcional que realiza la célula a fin de 
producir todos los ribosomas necesarios para llegar a la división celular. 

En observaciones realizadas recientemente en nuestro laboratorio (Carbajo­
Pérez y col., 1993) y en estrecha relación con los estudios anteriormente citados, 
se describe como característico de las células en fase S del ciclo celular la presen-
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cia de agregados de material argirófilo en los que no es fácil identificar el número 
de elementos que los constituyen. Este dato condiciona el que el área media de los 
AgNOR por célula sea el parámetro más fiable para la cuantificación de la expre­
sión de estas estructuras, por ser medido con facilidad y estar libre de interpreta­
ciones subjetivas. Estos hallazgos están íntimamente ligados a las descripciones 
de Field y col. (1984) de diferentes patrones de tinción argirófila en linfocitos 
estimulados con fitohemaglutinina analizados en distintas fases del ciclo celular y 
con la descripción de la existencia de tres patrones diferentes de la configuración 
de los AgNORs en células de tejido linfoide (Cracker y col., 1989). Estos autores 
consideran un patrón de AgNORs propio de linfocitos en reposo, en los que apa­
recen una o dos pequeñas masas argirófilas. Por otra parte, describen un patrón 
que se caracteriza por la presencia de mayor número de partículas argirófilas, 
algunas formando agregados dentro del nucleolo, que es muy frecuente en células 
que están proliferando de forma activa. Finalmente, describen un tercer patrón en 
el que aparecen numerosas partículas argirófilas dispersas en el núcleo que podría 
identificarse como el patrón propio de células malignas. 

S.-Evaluación de la reacción AgNOR 

En relación con los estudios de los AgNORs se han planteado dos problemas 
fundamentales: la estandarización para el procesado de las muestras y la estrate­
gia a seguir para la cuantificación de las masas argirófilas. De los procedimientos 
tintoriales ya hicimos mención en un apartado anterior, por lo cual nos queda 
ahora referimos a la evaluación de la reacción. 

En lo que al proceso de cuantificación se refiere, es importante señalar que, 
fundamentalmente en los estudios pioneros en este campo, se ha utilizado la cuanti­
ficación del número de AgNORs, y su expresión como número medio por célula, 
como el parámetro fundamental para la valoración de esta técnica (Cracker y Nar, 
1987; Hall y col., 1988; Cracker y col., 1988; McNicol y col., 1988; Boldy y col., 
1989; Niwa y col., 1991; Kindermann y Ketter, 1992, entre otros). Sin embargo, el 
número total de partículas AgNOR por célula es difícil de valorar. Por una parte 
requiere de un gran esfuerzo por parte del observador, cuando el análisis se hace de 
forma directa al microscopio, siendo un trabajo laborioso por la necesidad de com­
probar mediante enfoque cuidadoso la presencia de una o más partículas en peque­
ños agregados (Figura 3). A pesar del laborioso proceso de contaje, el esfuerzo para 
la identificación exacta del número total de masas argirófilas puede resultar infruc­
tuoso debido a la superposición de partículas que se presentan como una masa única 
en los estudios convencionales con microscopía de luz transmitida pero que resultan 
evidentes si se analizan con técnicas de microscopía confocal (Rodríguez, 1992). 
Por otra parte, es evidente que cuando se analizan secciones de tejido el número 
total de partículas, al igual que cualquier otro parámetro derivado del estudio de las 
masas argirófilas no es sino un estudio aproximativo, dado que lo que se analizan 
son casquetes nucleares y no la masa nuclear íntegra. Por ser imposible en la prácti-
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Fig. 3. En los cinco ejemplos presentados no hay 
modificaciones ni en el número de partículas ni 
en el área total de las mismas (elementos 
negros), no obstante, da la impresión de que exis­
ten diferencias en la expresión del color negro 
entre los distintos cuadros. Se excluyen posibles 
fenómenos de solapamiento). 

Fig. 4. Las diferencias entre los núcleos de las 
células tipo 1 (a) y los de las células tipo II (by 
e) es notoria. El patrón de distribución de la 
argirojilia en la células tipo II puede ser dis­
perso (b) o agrupado (e) 

ca valorar de forma precisa y fiable el número de partículas AgNOR en un agrega­
do, se ha sugerido, en un intento de estandarizar el contaje, que los pequeños agre­
gados sean valorados como unidades, tanto si se procede al análisis directo al 
microscopio (Giri y col., 1989), como si se analiza la muestra por medio de técnicas 
de análisis automático o semiautomático de imagen (Carbajo y col., 1991). 

La utilización de técnicas de procesado automático y semiautomático para el 
análisis de imagen digitalizada, ha permitido la cuantificación de otros parámetros 
de las partículas AgNOR, tales como el tamaño medio de partícula, el área total 
de los AgNORs por célula y la relación de ésta con el área nuclear (Rüschoff y 
col., 1990; Bravencova y col., 1991; Carbajo y col., 1991; Mingazzini y col., 
1991; Grigolato y col., 1992, entre otros). 

Teniendo en cuenta las relaciones descritas previamente entre las modifica­
ciones en la expresión de los AgNORs y la fase del ciclo celular (área media de 
los AgNORs por célula; mayor en células en fase S que en células en fase GO/G 1 
del ciclo celular -Carbajo y col., 1991; Guillaud y col., 1992- ), y la presencia de 
patrones de AgNORs que podrían ser considerados como característicos de las 
células en fase S del ciclo celular (Crocker y col., 1989; Carbajo y col., 1993b), se 

166 



llegó a plantear la posibilidad de que la expresión de los AgNORs pudiera ser uti­
lizada como criterio de identificación de diferentes poblaciones celulares, asu­
miendo que las células con una mayor expresión de los mismos deberían corres­
ponderse con células en fase S. 

Según nuestra experiencia, el examen directo al microscopio óptico de sec­
ciones de timo de rata, permite la diferenciación de dos tipos celulares de acuerdo 
con la expresión de los AgNORs (Figura 4): células tipo 1, caracterizadas por una 
baja expresión de los AgNORs, y células tipo 11, definidas por una amplia masa 
argirófila en el interior de su núcleo (Carbajo-Pérez y col., 1993). La gran diferen­
cia existente en los valores medios del area total de AgNORs por núcleo, tras la 
evaluación instrumental de los dos tipos celulares (el área total de los AgNORs es 
al menos 4 veces mayor en las células tipo 11 que en las células tipo 1 -resultados 
aún no publicados- ), soporta la viabilidad de la identificación de los dos tipos 
celulares en el examen directo de las muestras al microscopio (Figura 5). 

Por otra parte, hemos observado una correlación altamente significativa entre 
la proporción de células tipo 11 y el 1M con BrdU en muestras de timo de rata de 
diferentes edades, siendo mayores los valores de ambas variables en muestras de 
timo de ratas de 4 días, en los que es intensa la actividad proliferativa, que en 
timos de rata de 30 días de edad, en los que se aprecia una considerable disminu-

Fig. S. En esta representación esquemática de los 
núcleos de una sección de tejido teñidos con una técni­
ca de plata, se identifican claramente las células proli­
ferantes (células tipo II), que suponen un 55% del total 
de células del campo 

ción de la proliferación celular. 
Estos datos refuerzan la idea de 
que la expresión de los AgNORs, 
considerada en este caso como 
porcentaje de células tipo 11 
(células con alta expresión de los 
AgNORs), puede ser considera­
do como un índice de la activi­
dad proliferativa, de una manera 
similar, en cuanto a interpreta­
ción se refiere, al IM con BrdU. 

La conclusión final es que 
dado que existe una relación entre 
la expresión de los NORs y el 
ciclo celular, la técnica de análisis 
de los AgNORs, podría utilizarse 
en un futuro próximo como mar­
cador de la proliferación celular, 
de la misma forma que hoy se 
aplican en la clínica la reacción al 
suero Ki-67 (Gerdes y col., 1983), 
la evaluación de PCNA (Waseem 
y col., 1990), o de la captación de 
BrdU (Carbajo y col., 1992) 
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