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En estecapítulo vamosa recoger,de formasintética,cuatrotrabajosen
losqueel CentrodeMicroscopiaElectrónica«LuisBru» dela UCM ha cola-
boradoo colaboraconel Serviciode Urologíadel HospitalUniversitariode
SanCarlos.

Los dosprimeroshansido realizadostotalmenteen sufase experimental
y lo quese exponeenun resumenescuetode publicacioneso comunicacio-
nesbasadasen los resultados.El terceroesun trabajoqueactualmenteestá
en fase experimentalconresultadoscoherentesy muyprometedores.Final-
menteel cuartotrabajoesun proyectoya elaboradoy queestimamoses de
graninterés.

En lo quesepresentaa continuaciónse ha procuradodestacarel papel
de la microscopiaelectrónicay sus técnicasasociadascontempladascomo
herramientaspara coadyuvaren la soluciónde algunosproblemasque pre-
sentala UrologíaClínica.

CARACTERÍSTICAS ULTRAESTRUCTURALESDEL DETRUSOR-
NORMAL E INSUFICIENTE

Característicasultraestructurales del detrusornormal

Al cicroscopioelectrónico,la célulamuscularlisa del detrusorpresenta
un núcleosuavementeperfiladoy redondeadoensusextremos.El sarcoplas-
ma contienefinas mitocondriasy algunoselementosdel retículo endoplas-
mático granular,así como numerososribosomaslibres. La mayorpartedel
citoplasma se ocupapor miofilamentosparalelos,extremadamentefinos,
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agrupadosen hacesdegrosorvariableque correpondena las miofibrillas vi-
siblesal microscopioóptico.En su mayorparteestánorientadasparalelamen-
te al ejelongitudinal dela célula.Entrelazadasentrelos hacesde miofibrillas
seencuentranlas mitocondriasqueaparecenaisladaso en pequeñosgrupos
de orientaciónpreferentementelongitudinal (Figura. 1). Esparcidasentrela
sustanciacontráctilseencuentranzonasdensasfusiformesu ovaladas.A gran
aumentoestaszonasaparecenatravesadaspor miofilamentosincluidos en
unamatrizamorfaelectrodensa.

El plasmalemasituadoentrelos lugaresde fijación de los miofilamentos,se
encuetranpunteadopor pequeñosembolsamientosvesicularesllamados“caveo-
las”, interpretadoscomúnmentecomo evidenciademicropinocitosis(Figura2).

La superficiede cadacélulade músculoliso estárevestidapor unagruesa
envolturaextracelular.Las célulasadyacentes,por ello, estánseparadaspor
unadistanciade400 a 800A. No seencuentrandesmosomastípicos.Sin em-
bargo. las zonasdensasespecializadasen que terminan los miofilamentos

Fig. 1.— Célula muscularlisa vesicalhumananormal:(a) caveolas,(b} miofllamentos,
(cl áreasdensasquecorrespondenaplacasdeanclajedelos miofilamentos.
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aparecenfrecuentementeenfrentadas.Puedeencontrarseunalíneadensainter-
mediaen lasustanciaintercelularentredos deestaszonasdensasenfrentadas.

La célulacontraídasehaceelípticamostrandoinvaginacionesde superfi-
cieen los puntosde fijación de miofilamentos.La fuerzase transmiteproba-
blementea lascélulasadyacentes,a travésdela vainadetejidoconjuntivore-
ticular. En algunaszonasde la superficiecelulardel músculoliso vesicalno
se observasustanciaintercelular,encontrándoselas membranasadyacentes
en estrechaasociación,reduciéndoseel espaciointercelulara menosde 20
A. Estaszonasde unión recibenel nombrenexos(Figura 2). Se creequeson
puntosdebajaresistenciaeléctrica,quepermitenel libre movimientode iones
y la transmisiónde la excitacióndeunacélulaa otra.

Característicasultraestructuralesdel detrusor insuficiente

Hay descritasalteracionesno patológicasen el detrusorhipocontráctil
(Elvadawi et al., 1990) asociadasal envejecimientodel detrusor,como conla

Fig. 2.—Músculodetrusornormal:(a) caveolasenproximidaddetcontacto,
evidenciademicropinocitosis,(b) detalledecontacrointercelular.
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apariciónde bandaslargasen el sarcolemade la célula muscularlisa, ramifi-
cacionesde célulasmuscularesconfibroelastosisen la hipertrofiadel detru-
sor,protusionesde las unionesintercelularestambiénen estamismaentidad
y degeneraciónprofundadela célulamuscularlisay delos axones,secunda-
ria o no a obstruccióndel tractoutinario inferior.

En pacientescon insuficienciacontráctil, la ultraestructuradel músculo
detrusore intersticio, muestradiversosgradosde degeneraciónceluar,así
comounamayordegradacióndel intersticio (Figura3).

A nivel celular,el plasmalemade la célula muscularlisa del detrusorin-
suficienteno presentaalteracionesgroserassignificativasrespectode las de
detrusornormal,aunqueno seapreciancon igual frecuenciala apariciónde
caveolas.Las uniones intercelularestipo nexo se observancon menor fre-
cuencia,si bien su aparienciaultraestructurales normal.Una observación
quellama la atenciónes la presenciade depósitoslipídicosintracelulares,de

Fig. 3.—Derrusorhumanoinsuficiente.Presentaun discretoaumentode(a)colágeno
enelespaciointersticial,y de(b) lisosomasen lascélulasmusculareslisas.
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lisosomasdegenerados,cuerpos«cebra»y acúmulosde lipofuesina,queestán
asociadosadegeneracióncelular.

En lo que se refiere al sistemade microtúbulosy mecanismocontráctil,
seha demostradola apariciónde signosde desestructuraciónde los miofila-
mentos,lo que confiereun aspectomenoshomogéneoa la célulay unadis-
minuciónde las zonasdensaso placasde anclaje.El acúmulode glucógeno,
perinuclearo no, esunacaracterísticanormaldela célulamuscularlisa.En el
detrusorinsuficienteaparececonvariacionesrespetodel patrónnormal ten-
diendoa la dispersiónen la célula.

No se han podido demostrarsignosde cromatolisisaxonal, si bien hay
queteneren cuentalo difícil queresultaen el detrusorinsuficientelocalizar
azoneso terminacionesnervtosas.

Característicasmorfoestructurales del detrusoren respuesta
a la obstrucción del tracto urinario inferior

Se hademostrado(Dixon et al., 1983) marcadoscambioshistológicosa
nivel del detrusoren respuestaa la obstruccióndel tractourinario inferior,
estoscambiosincluyen infiltración del detrusorpor bandasde colágenoe hi-
pertrofiadela célulamuscularlisa. Estudiosposterioresen animalesdeestos
mismos autoresdemostraronen presenciade obstrucciónal flujo urinario
afectaciónnerviosade] control de la actividadvesical (Gosling et al., 1968),
sinembargo,la alteraciónde la inervaciónenla obstrucciónno hasido estu-
diada. Estosautoresdemostraronunareducciónde fibras nerviosascolinérgí-
casen el detrusorcon obstrucciónal flujo de salida (comprobadamediante
morfometríacuantitativaconmicroscopiaópticay electrónica).

La conduccióncélula a célula es lo quecontribuyeagenerarla fuerza
contráctil vía eléctricaen el entramadomuscular.Morfológicamenteesta
vía de bajaresistenciaha sido asociadaa contactosintercelularescuando
tienelugar la fusión demembranasa nivel de unionesespecializadas,tipo
nexo(Barr et al., 1968). Un puenteintercelularde estetipo ha sido descri-
to en el músculoliso vesical,con aposiciónde célulassin fusión de mem-
branas,siendo denominado«puntosde contactointermedio”. Despuésde
una distensiónvesicalprolongada,estospuntosde contactointermedios
permaneceninalterados(Shen, 1979)(Figura 4), en cuantoaestructuray
distribución,comparándolosa gruposcontrol de ratasy conejos.Después
de distensiónprolongada,los axonesdemuestranunareaccióndegenerati-
va transitoriacaracterizadapor hinchazóny cromatolisísdel contenido
nervioso.En este periodo se observala aparición de numerososcuerpos
densosque bien caracterizados,sonlísosomasquecontribuyenal proceso
de cromatolisis.Los axoneshinchadosde fibras amielínicasfueron descri-
tos por Tuckett en 1895 y reenfatizadopor Cajal en 1928, siendo esto
apreciadocon el advenimientode la microscopiaelectrónicade transmi-
sión.



124 C Barba

CORRELACIÓNEXISTENTE ENTRE SEDIMENTOURINARIO
DE ENFERMOSLITIÁSICOS Y FRAGMENTOSDE CÁLCULOS
OBTENIDOS PORLITOFRAGMENTACIc5N

El materialempleadoparael estudiofue:

— La orinadelospacientesprelitotricia.
— Fragmentosexpulsadosdecálculostrasla aplicacióna estosenfermos

del procesoESWL.

Lasmuestrasse procesandel modoquese exponeacontinuacion:

a) Estudiode laorinapor análisisrutinarioDRAS (microscopiaóptica
a4Ox).

b) El sedimentose trató ademásfiltrádolo con«micropore><de 0,2 mi-
cras,y deshidratándolocon unabateríade alcoholesde concentracióncre-
cientehastaalcoholabsoluto.

Fig. 4.—Ultraestructuradeldetrusorconobstruccióndeltracto urinario inferior:
(a,) unión intercelularsin alteraciones.
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Estefiltro sobreel quesehabíanretenidolos elementossuspendidosen
la orina se le hizo un punto critico y unaposteriormetalizaciónparapoder
estudiarlossedimentospormicroscopiaelectrónicadebarrido.

e) Los fragmentosde cálculosexpulsadostrasaplicarla litofragmenta-
ciónunavez secosy metalizadosfueronestudiadospormicroscopiaelectró-
nicadebarrido.

Los resultadosobtenidossonmuy reveladores.Se harealizadoelestudio
de 47 muestrasy las conclusionesse sintetizanen los puntosquese exponen
acontinuación:

1. Los enfermos litiásicos tienen una concentraciónpatológica de pro-
teínasen suorina(>30 mg/dl). Sóloun porcentajemuy pequeñopresentava-
loresmásbajos(aprox.10 %).

2. Las proteínasen orina no son valorablespor microscopiaóptica.
Sólo el estudiopor microscopiaelectrónicadebarridopuedeinformarde su
capacidadagregantey promotoradegérmenesdenucleación.

3. Son raroslos hallazgosde cilindros proteicosy relativamentefre-
cuenteslos defilamentosproteicos.

4. No sólo las proteínastalescomo mucoproteinasy uromucoidesatra-
pancristales,tambiéndebeexistir un cambiode potencialenlas membranas
de célulasexcretadasenla orina,sobretodoleucocitosy glóbulosrojos, que
emiten desmosomassobrelos cristales,atrapándolosy aglutinándolos,pro-
duciendonúcleospromotoresparala formación de cálculoso nucleaciones
secundariasdealtavelocidaddecrecimiento.

5. Cuantomayores la concentraciónproteicaen el sedimentoy cuan-
to mayorcapacidadtienenestasproteínasde aglutinarseconlos cristales,la
compactacióndel cálculo es menory por lo tanto la aplicación de litofrag-
mentaciónmásfavorableal sermenostraumáticay con másprobabilidades
deéxito.

6. El componenteproteico del cálculo no solamenteactúacomoger-
men de nucleaciónoriginario, sino que los filamentos,células, leucocitosy
glóbulosrojos formaríanun esqueletoquepotenciael crecimientodel cálculo.

7. En enfermoslitiásicos, con infeccionesde orina, se ha visto la in-
fluenciaquetieneestainfección por el hallazgode piocitosatrapandocrista-
lesy el incrementodela velocidaddecrecimientosde loscálculos.

8. El hallazgode filamentosproteicossobrefragmentosconfirma que
éstosoriginan zonasfrágilesquefacilitan enormementela fracturadel cálcu-
lo aunqueésteseadeoxalato cálcicomonohidrato.

9. Las líneasde fractura facilitadaspor el cambiode composiciónde
una época a otra de crecimiento estarían influidos por hábitos alimenticios,
cantidaddelíquidosingeridosy variacionesdel pH, yaqueestosfactoresson
losprincipalmenteimplicadosenla variacióndecomposición.

10. Deben existir algunosfactoresque promuevenalgún cambioeléc-
trico en proteínasy membranaspasandoa serauténticospromotoresque ini-
cianla enfermedadlitiásica.
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Los promotoresestánrelacionadosconlos componentesorgánicosexis-
tentes en la orina y puedenpor tanto promoverla formación de cálculos
(Hailson& Rose,1979,Rose& Sulaiman,1984).

Estasproteínaspromotoraspuedenaparecersecundariamenteaunairri-
tación de la mucosa(Kitamura et al., 1982) provocada,por ejemplo,por la
existenciadeun cálculoprimarioo unainfecciónurinaria.

Las Figuras5, 6 y 7 corroboranalgunosde losdatosrecogidosen los 10
puntosprecedentes.

ULTRAESTRUCTURA CELULAR Y COMPORTAMIENTO
FISIOPATOLÓGICOEN LA GLANDULAPROSTATICAHUMANA

Estetrabajotienesuantecedenteenel desarrolloporWang eta!, 1991,
y col. en los quese demuestrala necesidadde inervaciónparamantenerla
integridadestructuraly funcional de la próstataen ratas machoSprague-
Dawley.

En la próstatade animalescon denervacióncompletadel complejoprostá-
tico la microscopiaóptica,muestraunadisminucióndela altura de las célu-

Fig. 5.—Microscopiaelectrónicadebarrido.Ejemplodela capacidadagregantey promotora
degérmenesdenucleacióndelasproteínasexcretadasen la orino (punto2).
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Fig. 6.—(a,lLeucocitoetniriendo<‘b,J desmosomas(punto4).

Fig. 7.—Filamentosproteicossobrela superficiedefracturo (a).
Fragmentodecálculo, obtenidopost-litotricia.
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las, un incrementode las vacuolasy la apariciónde espaciosvacíosen las
próstatasde animalesdenervados.

El estudioultraestructuralhechosobrelasmismasmuestrasconmicroscopia
electrónicade trasmisión,las célulasepitelialesprostáticasnormalespresentan
un núcleobasalrodeadopor un retículoendoplásmico,unazonasupranuclear
conabundantesmitocondrias,aparatode Golgi biendesarrolladoy frecuentes
vesículasy unazonaapicalextensacaracterizadapor suretículoendoplasmático,
vesículassecretorasy abundantesmicrovillis enlaregiónluminal. Enlasprostatas
denervadaslazonaapicalaparecedeprimiday disminuyenlasvesículassecreto-
rasy las microvillis. La regiónsupranucleartambiénestáreducida.

Estudiandola relaciónlongitud/anchurade lascélulasepitelialesprostá-
ticas, estadísticamente,se observaunareduccióndel 25 % en las célulasde
las próstatasdenervadas.

Basándonosen estosestudiosy en otros trabajosquerecogela biliogra-
fía, Baugartenet al., 1968; Vaalasti et al., 1980, y Martínez-Piñeiroet al.,
1993,se estárealizandoun trabajodetesisdoctoral(A. Páez)entejido epite-

~.‘. c

Fig. 8.—Célulaepitelialprostáticahumananormal:(a) núcleo,(b,> initocondrias,
(ejmicrotillis, (d) vesículassecretoras.
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lial prostáticohumanoprocedentede biopsiasen el que serecogeun estudio
morfométricoy unacorrelaciónconhallazgosclínicos.

La Figura8 correspondientea dichatesis,muestrala estructuratípica de
una célula epitelial prostáticahumananormal, análogaa la que muestrala
próstatade las ratasmachoenlos estudiosantesmencionados.En ellaseob-
servael núcleobasal,la zonasupranuclearconabundantesmitocondriasy la
zonaapicalconalgunosmicrovillis.

La Figura 9 muestraun detallede la zonaapicalde la célularecogidaen
laFigura8.

a

DETECCIÓN DE ONCOGENESISCON TÉCNICAS
DE INMUNOMARCADO EN UROONCOLOGIA(Proyecto)

Un cierto númerodegenesdenominadosproto-oncogenes(c-onc)modifican
diferentesaspectosde la actividadcelularque incluyenla produccióndefacto-
resdecrecimiento,transductoresdeseñaly factoresdetranscripciónnuclear.

Fig. 9.—Detalledefigura 8: (a)microvillis, (b) vesículassecretoras.
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Los proto-oncogenes(c-onc) sepuedenactivarpor diversosmecanismos
pasandoa oncogenes(c*~onc).Estosoncogenespuedenperturbarlos meca-
nismosdel crecimientocelular y de la diferenciaciónnormalconduciendoal
primer estadiode un procesoneoplásico.Los múltiples estadiosde los pro-
cesosneoplásicospuedennecesitarla intervenciónde varios oncogenes.Sin
embargo,no todoslos factoresquesoncríticosparala proliferacióny la dife-
renciacióncelularestánasociadosa oncogenesconocidos.

Los proto-oncogenespuedenser activadospor mutacionespuntuales
(cambioen una sola base)amplificación (el gen estácopiadovariasveces),
traslocación(el genestásituadoen unasecuenciadiferentea la normal)e in-
serciónenunvirus (inserciónenun elementogenéticomóvil).

Actualmente,las técnicasde detecciónbioquímicasde estosoncogenesson:
RFLP(RestrictionFragmentsLength Polimorfism)(Barbacid,1987),pruebade
oligonucleótidos(Bos, 1988),desajusteen el emparejamientodel RNA (López-
Galíndez,1988) y PCR(PolimerasaChainReaction)(Saiki, 1988).

El inmunomarcadode oncogeneso del m-RNA inducido por ellosy su
observacióncon microscopiaelectrónicadetrasmisiónpuedeserunaprueba
alternativa,siendoésteel objetivodel presenteproyecto.El inmunomarcado
con oro coloidal se basaen un descubrimientorelativamenteantiguo.Por
Forsgrenel al. en 1966,fue aisladoun polipéptidode superficieen el 5. au-
reus, denominadoproteínaA, quepresentabaunaafinidad específicapor la
regiónFc de diversasespeciesde inmunoglobulinasG (Ig G). La proteínaA.
marcadacon oro coloidal, ha demostradoser una herramientasensibley
muy específicapara detectaranticuerposo complejos antígeno-anticuerpo,
con la de resoluciónespacialde la microscopiaelectrónicade trasmisión
(Roth eí al., 1978).ActualmenteparaalgunasinmunoglobulinasG (IgG) que
no reconocela proteínaA se empleala proteínaG, aisladadel grupo G de
streptococoshumanoso la proteínaAG obtenidapor ingenieríagenéticay
quepresentaun espectromásamplio (Ghitescueta!, 1991).

En muchoscasoslosefectosdela activacióndel oncogensepuededetec-
tar midiendolos niveles de m-RNA inducidos,los cualessepuedendetectar
por técnicasderadio inmunomarcadoo pormarcadoconoro coloidal.

En la primeraopción las muestrasde tejido tumoral seráncriofijadasy
cortadascon un criomicrotomo,postfijadascon formaldehidoal 4 % y segui-
damentehibridadas“in situ<’ con un RNA complementariomarcadocon
y procesadasparaautorradiografia.

En la segundaopción la hibridación se hacetambién“in situ” en este
casocon unasondabiotinilada y se conjuga,de maneradirecta o con una
etapaintermedia,con un sistemamarcadoconpartículasdeoro coloidal.

Estastécnicaspresentanla ventajade serespecíficasy muy sensibles.Asi-
mismo muestranla situacióndel m-RNA dentrode la estructuracelular con
unaprecisiónanálogaa la quepresentala técnicaderadioinmunomarcado.

En uro-oncologíaclínica, dadassus característicasy accesibilidad,en
muchoscasos,parala tomade muestrasestaspruebaspuedenjugar, enel fu-
turo,un papeldegraninterés.
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