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ABSTRACT

The Nucleolar Organizer Regions (NORs) are segments of DNA that encode ribosomal RNA, which is directly related to
protein synthesis and cell proliferation. Using silver impregnation techniques proteins associated with NORs can be
detected, being its amount proportional to the proliferative activity. This paper aims to analyze the AgNOR (argyrophilic
nucleolar organizer regions) in the progression of cervical intraepithelial neoplasia (CIN I, II, III) and cervical cancer
through silver-staining technique to the prognosis of these injuries. In order to do so, the silver-staining technique was
applied in 20 histological cuts from biopsies of cervix included in paraffin ( 4 cases of squamous metaplasia with VPH, of 6
of NIC I, 3 of NIC II and 3 of NIC III and 7 of squamous cell carcinoma). The average number of AgNORs was determined
for cell for each case, obtaining significant differences (P <0.05) in the averages of the AgNORs among the control groups,
NIC I, NIC II y NIC I with the squamous cell carcinoma and among the control groups and NIC I with the NIC III. We
determined the average number of AgNORs per cell for each case, obtaining significant differences (P <0.05) in the
averages of AgNORs between the control groups, CIN I, I and III squamous cell carcinomas and between control and CIN
I to CIN III. It was concluded that AgNORs can be used as a method of prognosis in cervical lesions and serve as a
complement to morphological diagnosis.
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RESUMEN

Las Regiones Organizadoras Nucleolares (NORs) son segmentos de ADN que codifican el ARN ribosémico, el cual estd
directamente relacionado con la sintesis protéica y la proliferacion celular. Mediante las técnicas de impregnacion argéntica
se pueden detectar las proteinas asociadas a los NORs, siendo su cantidad proporcional a la actividad proliferativa. El
presente trabajo tiene como objetivo analizar los AgNORs (Regiones organizadoras nucleolares argiréfilicas) en la
progresion de la neoplasia intraepitelial cervical (NIC I, II, III) y el cancer de cuello uterino a través de la técnica de
impregnacion argéntica para el pronostico de estas lesiones. Para ello, se aplico la técnica de impregnacion argéntica en 20
cortes histologicos provenientes de biopsias de cuello uterino incluidas en parafina (4 controles, 6 de NIC I, 3 de NIC 11, 3
de NIC IIl y 7 de carcinoma epidermoide). Se determind el nimero promedio de AgNORs por célula para cada caso,
obteniéndose diferencias significativas (P <0,05) en las medias de los AgNORs entre los grupos control, NIC I, II y IIT con
los carcinomas epidermoides y entre los grupos control y NIC I con el NIC III. Se concluyo que los AgNORs pueden ser
utilizados como un método prondstico en las lesiones del cuello uterino y que sirven de complemento al diagndstico
morfoldgico.

Palabras claves: Regiones organizadoras nucleolares (NORs), neoplasia intraepitelial, cancer de cuello uterino.

INTRODUCCION

En el mundo, el carcinoma de cuello uterino es el tipo de desproporcionada a los paises menos desarrollados, donde
cancer que afecta con mayor frecuencia a la mujer y a los programas para la prevencion y el diagndstico precoz
pesar de ser una enfermedad que puede prevenirse, sigue de cancer de cuello uterino no han tenido un adecuado
siendo un problema de salud publica, afectando de manera impacto en la reduccion de la mortalidad por dicha
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patologia [1]. En Venezuela, desde la década de los afios
cuarenta, el cancer de cuello uterino es la primera causa

de muerte por cancer en la mujer [2].

La mayoria de los carcinomas del cuello uterino se inician
como alteraciones intraepiteliales, por lo que

frecuentemente  existen  lesiones  sincrOnicas y
metacronicas en el epitelio cervical displasico y
neoplasico, que son provocadas por la expansion clonal de
células epiteliales transformadas. [2]. A finales de los afios
60 y comienzos de los 70 los estudios epidemioldgicos
aportaron abundante informacién acerca del cancer
cérvico-uterino, poniendo énfasis en un posible agente
infeccioso relacionado con la etiologia de la enfermedad.
Desde el inicio de los afios 80 la atencién se fue
enfocando en el virus del papiloma humano (VPH),
basado en evidencias acumuladas a través de estudios

epidemioldgicos, clinicos y de biologia molecular [3].

Ahora se sabe que en la transformacién de las células del
cancer cervical siempre han mediado eventos genéticos
previos y se conoce que los mismos estan asociados a la
presencia del VPH [2]. Los virus oncogénicos
desempefan un papel etiolégico de extrema importancia
en varios de los tumores malignos que afectan al hombre
[4]. En el 80-90% de los casos diagnosticados con cancer
cérvico-uterino, se ha identificado DNA transcrito y los
productos proteicos del VPH [5]. En la actualidad, la
infeccion por VPH oncogénico es un prerrequisito para el

desarrollo del cancer cérvico-uterino [3].

Las regiones organizadoras nucleolares (NORs) como su
nombre indica, estan capacitadas para organizar los
nucléolos y por tanto poseen el componente genético
(ADNr) implicado en la biosintesis de la maquinaria para
transcribir diversos componentes del ARN ribosomico
(ARNr) [6]. En la especie humana, estas regiones se
encuentran ubicadas a nivel de las constricciones

secundarias de los cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15,
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21y 22), observandose en las células en interfase [7]. El
numero de AgNORs por nucleo se ha correlacionado con
la tasa de transcripcion del RNA ribosomal, proliferacion

celular y ploidia del DNA [8].

Las regiones organizadoras nucleolares son el resultado de
la concentracion de ARNr (ARN 28S, 18S, 58S), de tal
forma que la cantidad de NORs aumenta en células donde
la tasa de mitosis se encuentra incrementada, tal seria el
caso de las células neoplasicas, las cuales al presentar
mayor indice mitotico, tendrian una mayor cantidad de
ARNTr, y por ende, una mayor cantidad de NORs [9].

Un método establecido para cuantificar los NORs es
mediante técnicas de impregnacion argéntica [9]. Durante
la mitosis, los genes ribosémicos estan asociados con un
conjunto de proteinas nucleolares acidicas (C23, B23 y
posiblemente la ARN polimerasa 1), las que contienen
abundantes grupos sulfihidrilo y carboxilo que precipitan
los iones de plata; de este modo, los tejidos tefiidos con
plata coloidal permiten observar en el microscopio de luz
las NORs argirofilicas (AgNORs), como puntos negros
dentro del nucleo [10]. La cantidad de proteina de
AgNOR, estimada durante la interfase, puede ser utilizada
como marcador de proliferacion celular con un valor

prondstico para varios canceres humanos [11].

El presente trabajo tiene como objetivo analizar las
regiones organizadoras nucleolares en la progresion de la
neoplasia intraepitelial cervical y el cancer de cuello

uterino.

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron los archivos del afio 2007 y 2010 del
Laboratorio de Patologia Molecular de la ciudad de
Maracaibo y del Laboratorio de Patologia BIMECA de la
ciudad de Mérida. A partir de 70 biopsias se seleccionaron
20 muestras de pacientes, las cuales fueron clasificadas
siguiendo los criterios de diagndstico anatomopatologico

de estas lesiones: NIC I (Se encuentra afectado el tercio
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inferior del epitelio exocervical), NIC II (se encuentra
afectado dos tercios del epitelio exocervical), NIC III (las
células se tornan anaplasicas ocupan todo el espesor del
epitelio sin traspasar la membrana basal) y carcinoma
epidermoide (las células anaplasicas traspasan la
membrana basal e invaden el estroma). La seleccion de los
casos a estudiar se realiz6 en funcion de la disponibilidad
del material (bloques de parafina) y la preservacion del

mismo.

El material a estudiar fue previamente fijado en formol
tamponado al 10% e incluido en parafina. Se obtuvieron
varios cortes de dos micras de espesor de cada uno de los
casos seleccionados utilizando un microtomo de rotacion,
dichos cortes fueron trasladados a un bafio de flotacion
para tejido, se colocaron en laminas portaobjetos y luego
fueron desparafinados en el microondas durante un
minuto. Los cortes primeramente fueron coloreados con
hematoxilina eosina para categorizarlos segiin fuese el
diagnostico (NIC I, II, III y carcinoma epidermoide),
luego se les realizo la tincion de impregnacion argéntica

segun la técnica de Smith y Crocker (1988).

Las laminas fueron desparafinadas en xilol y pasadas por
tres bafios en alcohol al 95%, los dos primeros baflos por
dos minutos y el ultimo por 5 minutos. Luego se pasaron
por un bafio con agua corriente durante 2 6 3 minutos
agitando suavemente. Se colocaron en hematoxilina por 5
minutos y luego en un baflo en agua corriente por 2
minutos. Las laminas fueron tefiidas con eosina durante 1
minuto y tres bafios en alcohol isopropilico al 95%
durante 2 minutos cada uno. Por tltimo se realiz6 un bafio
de las muestras en la solucion de xilol/ alcohol y dos

bafios rapidos en xilol durante dos minutos cada uno.

Al extraer el portaobjetos del ultimo bafio con xilol, se
colocé una gota de medio Martex sobre un extremo del
corte 'y se dejo caer suavemente el cubre-objeto,

limpiando luego cualquier exceso para finalmente
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observar al microscopio. Se evalud cada uno de los casos
y se categorizaron segun la presencia de NIC I, I, IIT y

carcinoma epidermoide.

A los cortes de las biopsias se les realizo la técnica de
AgNOR segin Smith y Crocker (1988). Para ello dos
gramos de gelatina se disolvieron en una soluciéon de
acido formico al 1% y de esta solucion se disolvio 1 ml en
2 ml de nitrato de plata al 50% diluida en agua destilada.
Los cortes desparafinados fueron sometidos a cambios de
xilol e hidratados en alcoholes de concentraciones
decrecientes  hasta lavar con agua destilada,
posteriormente se les colocd una gota de la solucion
argéntica durante 30 minutos en una camara humeda
oscura y a temperatura ambiente. Los cortes fueron
lavados en agua destilada, deshidratados en alcoholes a
concentraciones crecientes y montados en medio sintético
(Martex) para su observacion. La presencia de NORs fue
reconocida por los granulos de plata en el nucleo, los
cuales fueron observados con un microscopio de luz
adaptado a un televisor de 18 pulgadas empleando un

aumento de 400X.

Para el conteo de NORs presentes en las células del
epitelio exocervical se aplicd la metodologia utilizada por
Prasad y Ray (1993), donde cada AgNORs fue contado
como una unidad independiente, en aquellos casos donde
los AgNORs se agrupaban para formar masas, se intentd
individualizarlos, contando cada una de las unidades
constituyentes. Se anotd el numero de AgNORs

encontrado en 100 células para cada caso.

Para establecer una comparacion entre los diferentes
grados de neoplasia intraepitelial cervical y el cancer de
cuello uterino, se les aplicé una estadistica descriptiva
para obtener el promedio y la desviacion estandar de cada
uno de los casos y un ANOVA de una via para determinar
diferencias estadisticas significativas entre las medias;

cuando resultd significativo, se buscaron los grupos
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diferentes utilizando la prueba de rangos multiples. En
todos los casos se tomaron como significativos los
contrastes con p-valores < 0,05. El analisis se realizo

mediante el paquete estadistico Statgraphics centurion X.

RESULTADOS

Se estudiaron 20 biopsias de cuello uterino cuyo
diagndstico anatomopatologico mediante la tincion de
hematoxilina-eosina fue el siguiente: 4 casos controles
correspondientes a pacientes con atipias coilociticas, 6
casos de neoplasia intraepitelial cervical de tipo I, 3 casos
de neoplasia intraepitelial cervical de tipo II, 3 casos de
neoplasia intraepitelial cervical de tipo III y 7 casos de

carcinoma epidermoide (figuras 1, 2, 3,4y 5).
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Fig. 5. Carcinoma epidermoide H-E. 400x
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Tincion de los AgNORs
Tabla 1. Media y desviacion estandar de los AgNORs en

la progresion de la neoplasia intraepitelial cervical y
cancer de cuello uterino.

Diagnostico

histopatologico Media + DS
Control 2,03+0,20°
NIC I 2,07+0.22°
NIC II 2,34+ 0,41 ab
NIC III 2,9340,65"

CE 4,05+ 0,45

a, b, c: Superindices indican diferencias significativas
entre los grupos p<0,05.

Fig. 6. Control (atipias coilociticas). 400x
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Fig. 7. NIC I AgNORs. 400x
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Como resultado del estudio de los AgNORs, se observo
un incremento progresivo de los mismos desde las células
benignas hasta las malignas (figuras 6, 7, 8,5, 9 y 10). En
el grupo control el contaje de AgNORs fue bajo, con una
media de 2,03 + 0,20. Para el NIC I la media fue de 2,0 +
0,22. EI NIC II tuvo una media de 2,34 + 0,41. En el NIC
IIT la media fue de 2,93 + 0,65. Se observd un aumento
considerable de la media de los AgNORs en los casos de
carcinoma epidermoide con respecto a los anteriores,

siendo ésta de 4,05 + 0,45.

Fig. 8. NIC I AgNORSs. 200x

Fig. 9. NIC III AgNORs. 200x
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Fig. 10. Carcinoma epidermoide AgNORs. 400x

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre
los grupos: control, NIC I, NIC II y NIC II con los
carcinomas epidermoides y entre los grupos: control y

NIC I con el NIC III (figura 11).

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Fig. 11. Media y desviaciéon estaindar de AgNORs por tipo
de neoplasia intraepitelial cervical y cancer de cuello

uterino

DISCUSION

Las regiones organizadoras nucleolares son porciones de
ADN localizadas en los cromosomas acrocéntricos 13,14,
15, 21 y 22 [8]. Estas regiones cumplen un papel esencial
en la transcripcion del ARN [14], y se encuentran
asociadas a proteinas no histonicas con afinidad por la

plata [8]. Las regiones organizadoras nucleolares se
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visualizan como puntos negros al emplear técnicas
argirdfilicas, denominandose AgNORs [14].

El nimero de AgNORs se ha correlacionado con la tasa de
transcripcion de ARN ribosomal, proliferacion celular y
ploidia [8]. Un incremento aparente de los NORs en una
poblacion de células, refleja un incremento de la actividad

transcripcional [14].

Este estudio aporta datos respecto al nimero AgNOR en
la progresion de las lesiones del cuello uterino, las cuales
han sido objeto de innumerables investigaciones con el fin
de entender mejor su comportamiento bioldgico y su
utilidad como marcador prondstico. En este trabajo el
contaje de los AgNORs mostré que las medias de los
casos controles y de neoplasia intraepitelial cervical I y II
resultaron muy similares: los casos controles 2,03 + 0,20,
NIC T 2,07 £ 0,22 y NIC II 2,34 + 0,41; indicando un
posible solapamiento entre algunos de los datos obtenidos
para estos grupos, dificultando asi el uso de esta técnica
como método diagnéstico. Por otro lado, las medias
obtenidas en los casos diagnosticados como NIC IIT y
carcinoma epidermoide fueron diferentes entre ellas: NIC
11T 2,93 £+ 0,64 y carcinoma epidermoide 4,05 + 0,45. Esto
permite considerar la posibilidad de utilizar esta técnica
como un marcador pronostico auxiliar en la evaluacion de
las lesiones intraepiteliales cervicales y el carcinoma

epidermoide del cuello uterino.

Los primeros trabajos en relacion a las lesiones del cuello
uterino fueron publicados a finales de la década de los
ochenta con resultados controversiales. El primero de
ellos fue publicado por Egan y col. en 1988, donde
analizaron 50 casos que abarcaron desde el epitelio
escamoso cervical normal hasta el NIC III, observando un
incremento progresivo en el nimero de los AgNORs y
concluyendo que esta técnica representa una herramienta
util para el diagndstico y para predecir el comportamiento
clinicopatoldgico en las lesiones del cuello uterino. Sin

embargo, Rowlands en ese mismo afio, no encontrd
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diferencias significativas entre el nimero de AgNORs del
epitelio normal, NIC I, II, III en 24 casos estudiados.

Thickett y col. en el afio 1989 publicaron resultados
similares a los obtenidos por Egan y col. (1988). En ese
mismo afio Marbaix y col. publicaron su estudio de 48
casos donde concluyeron que a pesar de observar un
incremento progresivo en el contaje de AgNORs en los
diferentes grupos de estudio, este factor no deberia
representar un factor prondstico en la evaluacion de las

lesiones premalignas y malignas del cuello uterino.

Alcantara y col. en el afio 1992 estudiaron 35 biopsias del
cérvix y encontraron diferencias significativas entre los
casos de cérvix normal y aquellos con infeccion por VPH
y carcinoma cervicouterino, siendo éste el primer trabajo
publicado en Latinoamerica acerca del comportamiento de
los NORs en las lesiones del cuello uterino. Mas adelante
autores como Crisan y col. (1996), Terlikowski y col.
(1998) y Singh y col. (2006) confirman el valor pronostico
de los AgNORs en las lesiones del cuello uterino. Desde
entonces, este método ha sido utilizado ampliamente para

evaluar diferentes patologias.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a
los descritos en los numerosos estudios mencionados
anteriormente sobre neoplasias intraepiteliales cervicales
y el cancer de cuello uterino, independientemente que
éstos efectuaran la evaluacion de los AgNOR por analisis
microscopico 6 con ayuda de técnicas de analisis de
imagen. Igualmente el fijador utilizado, el grosor del
corte, el método de impregnacion argéntica, el tiempo de
la exposicién a la misma, asi mismo las metodologias de
contajes varian de un autor a otro, sin embargo, esta

variacion no impidié comparar los resultados.

CONCLUSIONES
Se considera la posibilidad de utilizar la técnica de
AgNORs como un marcador pronostico auxiliar en la

evaluacion de las lesiones intraepiteliales cervicales y el
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carcinoma epidermoide del cuello uterino, ya que es un
parametro accesible, reproducible y econémico que se
podria utilizar de manera paralela a la técnica histologica
de rutina en lesiones sospechosas de malignidad,

complementando asi el diagnostico morfologico.
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