Expresion de los AgNORs en tejidos normales y
patologicos

Carbajo-Pérez, Santiago.

Departamento de Anatomia e Histologfa Humanas.
Universidad de Salamanca.

1.-Introduccion

Las Regiones Organizadoras del Nucleolo u Organizadores Nucleolares
(NORs) son segmentos del ADN gendmico que codifican para el ARN ribosémi-
co (ARNr), responsable a su vez de la produccién de proteinas en los ribosomas.
Recientemente estdn adquiriendo popularidad entre investigadores y pat6logos,
porque suponen una ventana abierta hacia algunos de los procesos mds fntimos de
la fisiologfa celular, y son ficiles de identificar morfoldgicamente, tanto en célu-
las interfasicas como en preparaciones de cromosomas, debido a que ligadas a
ellos existen unas proteinas argiréfilas, demostrables en el laboratorio sin gran
dificultad, denominadas genéricamente AgNORs.

Durante los dltimos afios han sido numerosas las publicaciones acerca de la
posible aplicacién, en histopatologia y citopatologfa, del contaje de las particulas
argirdfilas identificables en el interior del niicleo de las células interfasicas. En casi
todos los casos, los autores refieren la bondad de este procedimiento como asistente
para discriminar entre procesos benignos y malignos, como ndice prondstico en la
evaluacion de neoplasias malignas, o como predictor de la actividad proliferativa. El
objetivo buscado en el momento de escribir este capitulo es un acercamiento a la rea-
lidad de este tema, revisando someramente desde las bases bioquimicas hasta los
dltimos hallazgos y sugerencias en cuanto a interpretacion de resuitados, centrando-
nos en la célula interfdsica, normal o patol6gica, pero sin entrar en posibles alteracio-
nes numéricas de los cromosomas que, como ya comprenderemos al ir avanzando en
el texto, podran manifestarse como modificaciones en la expresion 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 ademds, la célula,
para sobrevivir, y también para poder dividirse, necesita de un ciclo de crecimien-
to celular y preparacién para la division. El crecimiento celular comienza tras la
division celular y se prolonga hasta el comienzo de la siguiente divisién celular,
denomindndose cldsicamente a este periodo interfase, que en una nomenclatura
mads actual serfa 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 més intensamente cuando Ia célula es de mayor tamafo,
se estdn sintetizando ARN y protefnas, entre los cuales estd el ARN ribosémico
(ARNY), un ARN estructural, responsable junto con casi un centenar de proteinas,
de la constitucién de un complejo multienzimético, el ribosoma, estructura esen-
cial como soporte del mecanismo de sintesis proteica.

La “fabricacién” del ribosoma tiene lugar en el nucleolo, una estructura dis-
persa en el interior del niicleo 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 proteinas. Esos bucles de ADN son los Organizadores Nucleo-
lares, 0 Regiones Organizadores del Nucleolo (NORs), aunque por extensién se
consideran NORs “todas aquellas estructuras que contienen genes ADNT asocia-
dos a la maquinaria necesaria para su transcripcién” (Ploton y col., 1990).

En la interfase los cromosomas son filamentos muy extendidos que forman
un entramado difuso en el interior del nicleo, la cromatina. De igual manera los
Organizadores Nucleolares estdn también dispersos por el niicleo, en mayor o
menor grado, seglin el nimero 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 ADNT, tienden a concentrarse en el nucleolo (Underword,
1992). Estos bucles de ADNr se corresponden con los centros fibrilares observa-
dos en los estudios de microscopia electronica de transmisién. En esas zonas, los
NORs adoptan, segtin una descripcién muy plastica 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-
cién en un cromosoma o cromosomas determinados. Los NORs han sido localiza-
dos por hibridacién “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 58S se sitiian en el cromosoma 1. En estas
constricciones secundarias el ADN es un filamento muy extendido (Herndndez-
Verdin y Derenzini, 1983), de manera que la estructura se mantiene gracias a la
ayuda de un rico complejo proteico-enzimético asociado a los NORs, las
NORAPs, que aparecen como granulos a los lados de las estrangulaciones de la
crométide (Figura 2). Las NORAPs se corresponden morfolégicamente, en
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componente fibrilar deng

Fig. 1. Representacion del nucleolo y los Organi-
zadores Nucleolares sugerida por Ploton y col.
(1990). La unién de los distintos NORs por una
linea imaginaria tendria el aspecto de un "'collar
de perlas"'.

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

microscopia electrénica, con el componente fibrilar denso que rodea al centro
fibrilar del nucleolo, y ahi es donde tiene lugar la transcripcién de ARNr.

Como ya hemos mencionado en un parrafo precedente, en la constitucién de
las NORAPs participan multiples proteinas, algunas de las cuales son detectables
por su argirofilia, cualidad que permite su demostracién, y consecuentemente su
evaluacién, tanto en preparaciones de cromosomas aislados (Howell y Black,
1980) como en secciones de tejido (Ploton y col., 1986) o en niicleos aislados de
células interfasicas (Carbajo y col., 1991). El hecho de que la representacién de
las NORAPs sean masas argiréfilas en el interior del niicleo celular o asociadas a
algunos cromosomas, hace que genéricamente se denomine a estas formaciones
AgNORs. Entre todas las NORAPs, la proteina con mayor responsabilidad en la
argirofilia nuclear es la nucleolina o proteina C23 (Daskal y col., 1980).

3.-Demostracion de los NORs

Los NORs pueden demostrarse por técnicas de hibridacién “in situ”, isotopi-
cas 0 no isotépicas, utilizando ARNr marcado para detectar las secuencias com-
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plementarias de ADNTr; por procedimientos inmunohistoquimicos en los que se
utilizan anticuerpos especificos contra las NORAPs; o por un método histoquimi-
co basado en la argirofilia de algunas de las NORAPs.

Las técnicas de hibridacién “in situ” son las mds precisas, dado que marcan
selectivamente la porcién del genoma que constituye los NORs, y sus resultados
son independientes de la actividad transcripcional, a diferencia de los otros dos
procedimientos (inmunohistoquimico e histoquimico) que pueden sobreestimar la
expresion de los NORs, dado que las dreas reactivas son mds extensas cuando la
transcripcién es més activa (por estar demostrdndose la expresién de las
NORAPs, si hay un incremento de la actividad transcripcional del ADNr, existe
también un incremento de las proteinas no histénicas asociadas a ese proceso, por
lo cual es mayor la extension de la reaccidn).

La hibridacién “in situ” y los estudios inmunohistoquimicos de las NORAPs
son procedimientos costosos, tanto por los materiales utilizados como por el tiem-
po de realizacién. El procedimiento histoquimico, de bajo costo y corto tiempo de
realizacién, es el que ha popularizado la demostracién de los NORs en histopato-
logia y citopatologia, y a él dedicaremos las préximas paginas de este capitulo. Se
han descrito numerosas variaciones del protocolo bdsico publicado por Ploton y
col. (1986). La técnica por nosotros empleada, muy similar a la utilizada por Riis-
choff'y col. (1990) y Mingazzini y col. (1991), ha proporcionado imigenes nitidas
de las particulas tefiidas, con minima tincién de fondo, permitiendo una identifi-
cacién clara de las masas argirdlilas. Las variaciones menores en la metodologia
son muiltiples, por ello expondremos aqui, 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 procederd al lavado en agua corriente. Sobre secciones de tejido parafina-
do, se sigue el procedimiento habitual para la desparafinacién e hidratacién de la
seccidn. La tincién de las proteinas argiréfilas asociadas al nucleolo la realizamos
de acuerdo con la rutina presentada a continuacion:

1.-Lavado profuso en agua corriente.
2.-Lavado durante 15 minutos en agua destilada.

3.-Incubacién (10 minutos a 37°C, en cdmara de humedad, y en la oscuridad,
en la solucién de revelado preparada segun Ploton y col. (1986): dos partes
de solucién A (gelatina al 1% -peso/volumen-en dcido férmico) y una parte
de solucién B (solucién acuosa de nitrato de plata al 50% -peso/volumen-).

Esta etapa del proceso es critica, y de su adecuada ejecucién depende en
gran parte la calidad de la tincién. El problema més serio que puede pre-
sentarse es la concentracién (por evaporacién del agua) de la solucién de
plata. En este caso, aparecerd un precipitado inespecifico sobre la seccién
de tejido con intensidad variable que impedird, o al menos entorpecerd, la
evaluacién de la reaccién. Para solventar este problema, en nuestro labora-
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torio procedemos al revelado con una pequefia cantidad de coloide (aproxi-
madamente 100 _1), aislando el area expuesta del coloide de plata del
medio externo (ambiente de la cdmara de humedad) con un cubreobjetos.

Esta artimafia, ademds de dificultar la evaporacion de la solucién de revela-
do (por disminucién de la superficie susceptible de evaporacién), facilita la
observacién de la muestra durante los Gltimos minutos del proceso de reve-
lado, permitiendo la modificacién del tiempo de reaccién a fin de conse-
guir el contraste ideal.

4.-Lavado profuso en agua destilada.

5.-Inmersién durante 5 minutos en una solucién acuosa de tiosulfato sédico
(5% -peso/volumen-). Este paso puede evitarse, aunque es aconsejable su
inclusién en la rutina dado que la solucién aplicada tiene dos funciones
importantes: eliminacién de la plata no fijada especificamente a proteinas,
y fijacién de la reaccién especifica.

6.-Lavado en agua corriente.

7.-Tincién de contraste con verde metilo (solucién al 1%, durante 3 a 5 minu-
tos). Es posible la contratincién con cualquier otro colorante, no obstante,
en nuestra experiencia, el més adecuado es el verde de metilo, pues es el
que mejor contraste aporta, tanto para la observacién directa al microsco-
pio como en estudios instrumentales con técnicas de proceso digital de
imagen.

8.-Deshidratacién y montaje con DPX. (Hay que recordar que la tincién con
verde de metilo desaparece cuando la deshidratacién se hace progresiva-
mente en alcoholes de concentracién creciente, por ello debe hacerse direc-
tamente con alcohol etilico absoluto).

4.-Relacion entre los AgNORs y el ciclo celular

Quiz4 las referencias bibliogréaficas a propésito de los AgNORs que llaman
mds la atencidén del investigador sean aquellas que tratan de relacionar su exten-
sién o ndimero, a fin de cuentas su expresién, con la proliferacién celular. Como
muestra de este hecho han de citarse articulos 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, estdn descritas variaciones en el patrén
de argirofilia de las estructuras nucleolares (Field y col. 1984).

La evolucién histérica del estudio de la relacién entre la expresion de los
NORs y el ciclo celular refleja un cierto empirismo, ya que generalmente se ha
llevado a cabo sobre muestras de tejidos patolégicos en los que se apreciaba un
incremento de la actividad proliferativa. En este sentido, se observé un aumento
del ndmero de AgNORs en tumores que presentaban una mayor fraccién 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 relacién directa entre el
incremento de la expresion 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 expresién de los
NORs puede estar influenciada por el grado de diferenciacién o desdiferenciacién
de las células tumorales. Adema4s, se trata de aproximaciones estadisticas a la rea-
lidad, ya que no son las mismas células las utilizadas para la evaluacién de los
AgNORs que las empleadas para el estudio de Ia reactividad al suero Ki-67 o del
contenido nuclear en ADN.

La literatura cientifica recoge multiples fendmenos biol6gicos que pueden con-
dicionar en alguna manera, o tal vez definir, la existencia de modificaciones en la
expresién de los AgNORs. A Io largo de la tltima década se ha tratado de estable-
cer una relacién entre las modificaciones en el nimero de los AgNORs y diferentes
aspectos de la actividad celular, bien relaciondndolas con funciones metabdlicas
(De Capoa y col., 1985; Peebles y McNicol, 1989; Rodriguez, 1992) o con diferen-
tes estadios de diferenciacién (Smetana y Likovsky, 1984; Herndndez, 1992; Carba-
jo'y col,, 1993b). Asimismo se ha tratado de establecer una relacién entre las modi-
ficaciones en el nimero 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 relacién entre
la expresion de los AgNORs y el grado de malignidad. Se ha descrito que la
expresion de los AgNORs, que estd aumentada en lesiones neoplésicas de diferen-
tes tejidos, puede ser til para el diagndstico de malignidad en lesiones hepéticas
(Crocker y McGovern, 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; Riischoff y col., 1992), en meningio-
mas y astrocitomas (Martin y col., 1992), en neoplasias escamosas de la piel
(Balasubramaniam col., 1992) y lesiones meldnicas (Crocker y Skilbeck, 1987),
en tejido linfoide (Hall y col., 1988; Boldy y col., 1989) y, desde un punto de
vista experimental, en lesiones preneopldsicas y neoplésicas inducidas en el higa-
do de 1a rata (Tanaka y col., 1989).

A pesar de que existen numerosas evidencias que apoyan la existencia de una
estrecha relacién entre la expresién de los AgNORs y el grado de malignidad, no
puede decirse que esta relacion sea universal, dado que en algunos tejidos esta
relacién no puede demostrarse. Asi, Colecchia y col. (1992) no encuentran rela-
cién alguna entre la expresion de los AgNORs y el grado de malignidad o la evo-
Iucién clinica de lesiones neopldsicas de las glandulas paratiroides. A conclusio-
nes similares llegan McNicol y col. (1989) tras estudiar la expresién de los
AgNORs en adenomas hipofisarios.

Hay divergencia en las opiniones de distintos grupos de investigadores en
relacién con la “utitidad diagnéstica” de la cuantificacién de la expresién de los
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AgNORs. Mientras que Grigolato y col. (1992), sobre una serie de 55 casos de
lesiones mamarias de distintas caracteristicas histolégicas, describen una clara
relacién entre la expresién de los AgNORs y el grado de malignidad; en una serie
previa, mucho mds amplia (214 casos), Giri y col. (1989) conclufan que el método
de la tincién argiréfila de los NORs no proporciona datos que permitan “per se”
discriminar entre lesiones benignas y malignas en la mama.

Si bien el gran niimero de referencias parece indicar una difusién amplia de
la técnica de los AgNORSs en los laboratorios de Anatomia Patologica, es preciso
tener en cuenta que trabajos realizados con gran rigor metodolégico discuten la
utilidad de la misma. Muestra de ello es el articulo de Cibull y col. (1989), en el
cual, tras analizar la relacién entre la expresion de los AgNORs en muestras biép-
sicas de pacientes con linfomas foliculares, y la evolucién clinica de los mismos,
los autores sefialaban que, aunque la expresion de los AgNORSs podria identificar
un grupo de pacientes con peor prondstico a corto plazo, se podia obtener una
relaci6n similar tras analizar las muestras bidpsicas utilizando el procedimiento de
la Working Formulation of Non Hodgkin Lymphomas o la clasificacion de
Berard. Estos mismos autores reconocen que el contaje de los AgNORs puede
proporcionar informacién suplementaria a la que ofrecen las técnicas de andlisis
del ciclo celular por citometria de flujo, en lo que al prondstico de la lesién se
refiere.

La relacidn existente entre modificaciones en la expresion de los AgNORs y
la malignidad y mayor agresividad de las lesiones neoplésicas, se ha basado,
generalmente, en la relacién que existe entre la proliferacién celular y la expre-
si6n de los AgNORs, considerando que cuando aumenta el nimero de particulas
AgNOR por célula, también aumenta la actividad proliferativa (Boldy y col.,
1989; Niwa y col., 1991). Como punto de partida acerca de la relacion entre acti-
vidad proliferativa y ndmero de particulas AgNOR se han citado, en numerosas
ocasiones, los datos obtenidos por Crocker y col. (1988) y Hall y col. (1988) quie-
nes demostraron, estudiando linfomas no hodgkinianos, que exist{a una correla-
cién estadisticamente significativa entre la fraccién de fase S obtenida por cito-
metria de flujo (los primeros), o la reactividad al suero Ki67 (los segundos), con
el niimero medio de particulas AgNOR por célula. Recientemente se ha demostra-
do una correlacién similar en neoplasias escamosas de la piel enfrentando el
nimero de AgNORs y la expresién de PCNAs (Balasubramaniam y col., 1992).

Sin embargo, como sefialaban 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 existian 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 niimero de particulas AgNOR por célula (cuando
en el cédlculo de ésta, la proporcién de células tumorales y normales puede ser
muy diferente en linfomas de alto y bajo grado) con la proporcién 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 indice de ADN -ploidia- (Hubbel y Hsu, 1977; Trent y col.,
1981), la actividad celular (Reeves y col., 1982) e incluso la diferenciacién celu-
lar (Smetana y Likovsky, 1984), pueden modificarse en gran medida en las pobla-
ciones tumorales, y pueden estar también relacionadas con la expresién de los
AgNORs.

La relaci6n de las modificaciones en la expresién de los AgNORs con la acti-
vidad proliferativa ha quedado recientemente demostrada de forma directa al
identificarse un incremento sostenido en la expresién de los AgNORs con la pro-
gresién de las células a lo largo del ciclo celular (desde la fase GO/G1 a la fase
G2/M, cuando se utiliza la némina propia de las técnicas de citometria para el
andlisis del ciclo celular). A esta conclusién se ha llegado mediante dos aproxi-
maciones técnicas diferentes.

Por una parte, se ha procedido al andlisis cuantitativo de los AgNORs por
técnicas de citometria de imagen en citodispersados de células timicas de ratas
normales, previamente separadas en diferentes fases del ciclo celular en funcién
del contenido de ADN (Carbajo y col., 1991; Orfao y col., 1992; Carbajo y col.,
1993a). En estos trabajos se describe un aumento del nimero medio y drea media
de las particulas AgNOR por célula desde 1a 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 relacién entre la expre-
si6én de los AgNORs y la actividad proliferativa, procediendo, sobre la misma pre-
paracién celular, al andlisis simultdneo del contenido de ADN y a la cuantifica-
cién de los AgNORs por medio de técnicas de andlisis de imagen (Guillaud y col.,
1992). En este estudio se demuestra un aumento progresivo del drea media de los
AgNORs por célula desde la fase GO/G1 a la fase G2/M analizando muestras de
extensiones celulares de linfomas no hodgkinianos y de la linea celular MCF-7.

En el momento actual existen evidencias experimentales suficientes para
afirmar que, de forma directa o indirecta, la expresién de los AgNORs est4 rela-
cionada con la sintesis de ADN y, por tanto, puede ser considerada como un mar-
cador de proliferacién celular (Carbajo y Carbajo-Pérez, 1993).

Se sabe que el ndmero de centros fibrilares del nucleolo no est4 en relacién
con el nimero de cromosomas que tienen NORs (Mirre y Knibiehler, 1982), y
también que el ndmero de centros fibrilares, y por tanto de AgNORs, no tiene una
relacién numérica con el ADN (Cataldo y col., 1985), por tanto, es légico pensar
que el incremento en la expresién de los NORs durante la fase S, sea debido a un
mecanismo indirecto, mds en relacién con el crecimiento celular que con la sinte-
sis de ADN, atribuible al esfuerzo transcripcional que realiza la célula a fin de
producir todos los ribosomas necesarios para llegar a la divisién celular.

En observaciones realizadas recientemente en nuestro laboratorio (Carbajo-
Pérez y col., 1993) y en estrecha relacién con los estudios anteriormente citados,
se describe como caracteristico de las células en fase S del ciclo celular la presen-
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cia de agregados de material argiréfilo en los que no es ficil identificar el nimero
de elementos que los constituyen. Este dato condiciona el que el drea media de los
AgNOR por célula sea el pardmetro mds fiable para la cuantificacién de la expre-
sién de estas estructuras, por ser medido con facilidad y estar libre de interpreta-
ciones subjetivas. Estos hallazgos estdn intimamente ligados a las descripciones
de Field y col. (1984) de diferentes patrones de tincién argiréfila en linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina analizados en distintas fases del ciclo celular y
con la descripcién de la existencia de tres patrones diferentes de la configuracién
de los AgNORs en células de tejido linfoide (Crocker y col., 1989). Estos autores
consideran un patrén de AgNORs propio de linfocitos en reposo, en los que apa-
recen una o dos pequeifias masas argiréfilas. Por otra parte, describen un patrén
que se caracteriza por la presencia de mayor nimero de particulas argirdfilas,
algunas formando agregados dentro del nucleolo, que es muy frecuente en células
que estan proliferando de forma activa. Finalmente, describen un tercer patrén en
el que aparecen numerosas particulas argiréfilas dispersas en el niicleo que podria
identificarse como el patrén propio de células malignas.

5.-Evaluacién de la reaccion AgNOR

En relacién con los estudios de los AgNORs se han planteado dos problemas
fundamentales: la estandarizacién para el procesado de las muestras y la estrate-
gia a seguir para la cuantificacién de las masas argiréfilas. De los procedimientos
tintoriales ya hicimos mencién en un apartado anterior, por lo cual nos queda
ahora referirnos a la evaluacién de la reaccion.

En lo que al proceso de cuantificacion se refiere, es importante sefialar que,
fundamentalmente en los estudios pioneros en este campo, se ha utilizado la cuanti-
ficacién del nimero de AgNORs, y su expresién como niimero medio por célula,
como el pardmetro fundamental para la valoracién de esta técnica (Crocker y Nar,
1987; Hall y col., 1988; Crocker vy col., 1988; McNicol y col., 1988; Boldy y col.,
1989; Niwa y col., 1991; Kindermann y Ketter, 1992, entre otros). Sin embargo, el
nimero total de particulas AgNOR por célula es dificil de valorar. Por una parte
requiere de un gran esfuerzo por parte del observador, cuando el anélisis se hace de
forma directa al microscopio, siendo un trabajo laborioso por la necesidad de com-
probar mediante enfoque cuidadoso Ia presencia de una o mds particulas en peque-
flos agregados (Figura 3). A pesar del laborioso proceso de contaje, el esfuerzo para
Ia identificacién exacta del nimero total de masas argiréfilas puede resuitar infruc-
tuoso debido a la superposicion de particulas que se presentan como una masa tnica
en los estudios convencionales con microscopia de luz transmitida pero que resultan
evidentes si se analizan con técnicas de microscopia confocal (Rodriguez, 1992).
Por otra parte, es evidente que cuando se analizan secciones de tejido el niimero
total de particulas, al igual que cualquier otro pardmetro derivado del estudio de las
masas argiréfilas no es sino un estudio aproximativo, dado que lo que se analizan
son casquetes nucleares y no la masa nuclear integra. Por ser imposible en la pricti-
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Fig. 3. En los cinco ejemplos presentados no hay

modificaciones ni en el niimero de particulas ni Fig. 4. Las diferencias entre los niicleos de las
en el drea total de las mismas (elementos células tipo I (a) y los de las células tipo I1 (b y
negros), no obstante, da la impresion de que exis- ¢) es notoria. El patrén de distribucién de la
ten diferencias en la expresion del color negro argirofilia en la células tipo II puede ser dis-
entre los distintos cuadros. Se excluyen posibles perso (b) o agrupado (c)

Jfenémenos de solapamiento).

ca valorar de forma precisa y fiable el mimero de particulas AgNOR en un agrega-
do, se ha sugerido, en un intento de estandarizar el contaje, que los pequefios agre-
gados sean valorados como unidades, tanto si se procede al andlisis directo al
microscopio (Giri y col., 1989), como si se analiza la muestra por medio de técnicas
de andlisis automético o semiautomdtico de imagen (Carbajo y col., 1991).

La utilizacién de técnicas de procesado automadtico y semiautomatico para el
andlisis de imagen digitalizada, ha permitido 1a cuantificacién de otros pardmetros
de las particulas AgNOR, tales como el tamafio medio de particula, el drea total
de los AgNORs por célula y la relacion de ésta con el drea nuclear (Riischoff 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 expresién de los AgNORs y la fase del ciclo celular (4rea media de
los AgNORs por célula; mayor en células en fase S que en células en fase GO/G1
del ciclo celular -Carbajo y col., 1991; Guillaud y col., 1992- ), y la presencia de
patrones de AgNORs que podrian ser considerados como caracteristicos de las
células en fase S del ciclo celular (Crocker y col., 1989; Carbajo y col., 1993b), se
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llegd a plantear la posibilidad de que la expresién de los AgNORs pudiera ser uti-
lizada como criterio de identificacion de diferentes poblaciones celulares, asu-
miendo que las células con una mayor expresién de los mismos deberfan corres-
ponderse con células en fase S.

Segiin nuestra experiencia, el examen directo al microscopio dptico de sec-
ciones de timo de rata, permite la diferenciacién de dos tipos celulares de acuerdo
con la expresién de los AgNORs (Figura 4): células tipo I, caracterizadas por una
baja expresién de los AgNORs, y células tipo II, definidas por una amplia masa
argiréfila en el interior de su niicleo (Carbajo-Pérez y col., 1993). La gran diferen-
cia existente en los valores medios del area total de AgNORS por nicleo, tras la
evaluacién instrumental de los dos tipos celulares (el drea total de los AgNORs es
al menos 4 veces mayor en las células tipo II que en las células tipo I -resultados
atin no publicados- ), soporta la viabilidad de la identificacién de los dos tipos
celulares en el examen directo de las muestras al microscopio (Figura 5).

Por otra parte, hemos observado una correlacién altamente significativa entre
la proporcién de céluias tipo II y el IM 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 dfas, en los que es intensa la actividad proliferativa, que en
timos de rata de 30 dias de edad, en los que se aprecia una considerable disminu-
cién de la proliferacién celular.
Estos datos refuerzan la idea de
que la expresion de los AgNORSs,
considerada en este caso como
porcentaje de células tipo II
(células con alta expresién de los
AgNORs), puede ser considera-
do como un indice de la activi-
dad proliferativa, de una manera
similar, en cuanto a interpreta-
cidn se refiere, al IM con BrdU.

La conclusién final es que
dado que existe una relacién entre
la expresién de los NORs y el
ciclo celular, la técnica de andlisis
de los AgNORs, podria utilizarse
en un futuro préximo como mar-
cador de la proliferacién celular,
de la misma forma que hoy se
aplican en la clinica la reaccién al
suero Ki-67 (Gerdes y col., 1983),

Fi t;g. 5. En esta repre{antactof esquﬁmatlca de los . la evaluacién de PCNA (Waseem
niicleos de una seccion de tejido tefiidos con una técni- d e
ca de plata, se identifican claramente las células proli- y col,, 1990), o de la captacion de

Jerantes (células tipo II), que suponen un 55% del total BrdU (Carbajo y col., 1992)
de células del campo
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