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En este capitulo vamos a recoger, de forma sintética, cuatro trabajos en
los que el Centro de Microscopia Electronica «Luis Bru» de la UCM ha cola-
borado o colabora con el Servicio de Urologia del Hospital Universitario de
San Carlos.

Los dos primeros han sido realizados totalmente en su fase experimental
y lo que se expone en un resumen escueto de publicaciones o comunicacio-
nes basadas en los resultados. El tercero es un trabajo que actualmente estd
en fase experimental con resultados coherentes y muy prometedores. Final-
mente el cuarto trabajo es un proyecto ya elaborado y que estimamos es de
gran interés.

En lo que se presenta a continuacion se ha procurado destacar el papel
de la microscopia electronica y sus técnicas asociadas contempladas como
herramientas para coadyuvar en la solucién de algunos problemas que pre-
senta la Urologia Clinica.

CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DEL DETRUSOR-
NORMAL E INSUFICIENTE

Caracteristicas ultraestructurales del detrusor normal

Al cicroscopio electrénico, la célula muscular lisa del detrusor presenta
un nucleo suavemente perfilado y redondeado en sus extremos. El sarcoplas-
ma contiene finas mitocondrias y algunos elementos del reticulo endoplas-
matico granular, asi como numerosos ribosomas libres. La mayor parte del
citoplasma se ocupa por miofilamentos paralelos, extremadamente finos,
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agrupados en haces de grosor variable que correponden a las miofibrillas vi-
sibles al microscopio éptico. En su mayor parte estan orientadas paralelamen-
te al eje longitudinal de la célula. Entrelazadas entre los haces de miofibrillas
se encuentran las mitocondrias que aparecen aisladas o en pequeifios grupos
de orientacion preferentemente longitudinal (Figura. 1). Esparcidas entre la
sustancia contractil se encuentran zonas densas fusiformes u ovaladas. A gran
aumento estas zonas aparecen atravesadas por miofilamentos incluidos en
una matriz amortfa electrodensa.

Fig. 1.—Célula muscular lisa vesical humana normal: (a) caveolas, (b) miofilamentos,
(c) dreas densas que corresponden a placas de anclaje de los miofilamentos.

El plasmalema situado entre los lugares de fijacion de los miofilamentos, se
encuetran punteado por pequenos embolsamientos vesiculares llamados «caveo-
las», interpretados cominmente como evidencia de micropinocitosis (Figura 2).

La superficie de cada célula de musculo liso esta revestida por una gruesa
envoltura extracelular. Las células adyacentes, por ello, estdn separadas por
una distancia de 400 a 800 A. No se encuentran desmosomas tipicos. Sin em-
bargo. las zonas densas especializadas en que terminan los miofilamentos
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Fig. 2.—Miuisculo detrusor normal: (a) caveolas en proximidad del contacto,
evidencia de micropinocitosis, (b) detalle de contacto intercelular.

aparecen frecuentemente enfrentadas. Puede encontrarse una linea densa inter-
media en la sustancia intercelular entre dos de estas zonas densas enfrentadas.

La célula contraida se hace eliptica mostrando invaginaciones de superfi-
cie en los puntos de fijacién de miofilamentos. La fuerza se transmite proba-
blemente a las células adyacentes, a través de la vaina de tejido conjuntivo re-
ticular. En algunas zonas de la superficie celular del musculo liso vesical no
se observa sustancia intercelular, encontrandose las membranas adyacentes
en estrecha asociacion, reduciéndose el espacio intercelular a menos de 20
A. Estas zonas de unién reciben el nombre nexos (Figura 2). Se cree que son
puntos de baja resistencia eléctrica, que permiten el libre movimiento de iones
y la transmision de la excitacion de una c€lula a otra.

Caracteristicas ultraestructurales del detrusor insuficiente

Hay descritas alteraciones no patoldgicas en el detrusor hipocontractil
(Elvadawi et al, 1990) asociadas al envejecimiento del detrusor, como con la
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aparicion de bandas largas en el sarcolema de la célula muscular lisa, ramifi-
caciones de células musculares con fibroelastosis en la hipertrofia del detru-
sor, protusiones de las uniones intercelulares también en esta misma entidad
y degeneracion profunda de la célula muscular lisa y de los axones, secunda-
ria 0 no a obstruccion del tracto utinario inferior.

En pacientes con insuficiencia contractil, la ultraestructura del masculo
detrusor e intersticio, muestra diversos grados de degeneracion celuar, asi
como una mayor degradacion del intersticio (Figura 3).

Fig. 3.— Detrusor humano insuficiente. Presenta un discreto aumento de (a) coldgeno
en el espacio intersticial, y de (b) lisosomas en las células musculares lisas.

A nivel celular, el plasmalema de la célula muscular lisa del detrusor in-
suficiente no presenta alteraciones groseras significativas respecto de las de
detrusor normal, aunque no se aprecian con igual frecuencia la aparicion de
caveolas. Las uniones intercelulares tipo nexo se observan con menor fre-
cuencia, si bien su apariencia ultraestructural es normal. Una observacion
que llama la atencion es la presencia de depositos lipidicos intracelulares, de
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lisosomas degenerados, cuerpos «cebra» y acimulos de lipofucsina, que estan
asociados a degeneracion celular.

En lo que se refiere al sistema de microtibulos y mecanismo contractil,
se ha demostrado la aparicion de signos de desestructuracion de los miofila-
mentos, lo que confiere un aspecto menos homogéneo a la célula y una dis-
minucion de las zonas densas o placas de anclaje. El acimulo de glucdgeno,
perinuclear o no, es una caracteristica normal de la célula muscular lisa. En el
detrusor insuficiente aparece con variaciones respeto del patrén normal ten-
diendo a la dispersion en la célula.

No se han podido demostrar signos de cromatolisis axonal, si bien hay
que tener en cuenta lo dificil que resulta en el detrusor insuficiente localizar
azones O terminaciones nerviosas.

Caracteristicas morfoestructurales del detrusor en respuesta
a la obstruccion del tracto urinario inferior

Se ha demostrado (Dixon er al, 1983) marcados cambios histoldgicos a
nivel del detrusor en respuesta a la obstruccion del tracto urinario inferior,
estos cambios incluyen infiltracion del detrusor por bandas de colageno e hi-
pertrofia de la célula muscular lisa. Estudios posteriores en animales de estos
mismos autores demostraron en presencia de obstruccion al flujo urinario
afectacion nerviosa del control de la actividad vesical (Gosling ef al, 1968),
sin embargo, la alteracion de la inervacion en la obstruccidn no ha sido estu-
diada. Estos autores demostraron una reduccion de fibras nerviosas colinérgi-
cas en el detrusor con obstruccidn al flujo de salida (comprobada mediante
morfometria cuantitativa con microscopia optica y electrénica).

La conduccion célula a célula es lo que contribuye a generar la fuerza
contractil via eléctrica en el entramado muscular. Morfoldgicamente esta
via de baja resistencia ha sido asociada a contactos intercelulares cuando
tiene lugar la fusién de membranas a nivel de uniones especializadas, tipo
nexo (Barr ef al, 1968). Un puente intercelular de este tipo ha sido descri-
to en el musculo liso vesical, con aposicion de células sin fusion de mem-
branas, siendo denominado «puntos de contacto intermedio». Después de
una distension vesical prolongada, estos puntos de contacto intermedios
permanecen inalterados (Shen, 1979) (Figura 4), en cuanto a estructura y
distribucion, comparandolos a grupos control de ratas y conejos. Después
de distension prolongada, los axones demuestran una reaccion degenerati-
va transitoria caracterizada por hinchazon y cromatolisis del contenido
nervioso. En este periodo se observa la aparicion de numerosos cuerpos
densos que bien caracterizados, son lisosomas que contribuyen al proceso
de cromatolisis. Los axones hinchados de fibras amielinicas fueron descri-
tos por Tuckett en 1895 y reenfatizado por Cajal en 1928, siendo esto
apreciado con el advenimiento de la microscopia electrénica de transmi-
sion.
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Fig. 4.—Ultraestructura del detrusor con obstruccion del tracto urinario inferior:
(a) union intercelular sin alteraciones.

CORRELACION EXISTENTE ENTRE SEDIMENTO URINARIO
DE ENFERMOS LITIASICOS Y FRAGMENTOS DE CALCULOS
OBTENIDOS POR LITOFRAGMENTACION

El material empleado para el estudio fue:

— La orina de los pacientes prelitotricia.
— Fragmentos expulsados de cédlculos tras la aplicacion a estos enfermos
del proceso ESWL.

Las muestras se procesan del modo que se expone a continuacion:

a) Estudio de la orina por andlisis rutinario DRAS (microscopia éptica
a 40 x).

b) El sedimento se tratd ademads filtradolo con «micropore» de 0,2 mi-
cras, y deshidratindolo con una bateria de alcoholes de concentracidn cre-
ciente hasta alcohol absoluto.
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Este filtro sobre el que se habian retenido los elementos suspendidos en
la orina se le hizo un punto critico y una posterior metalizacion para poder
estudiar los sedimentos por microscopia electronica de barrido.

¢) Los fragmentos de célculos expulsados tras aplicar la litofragmenta-
cién una vez secos y metalizados fueron estudiados por microscopia electro-
nica de barrido.

Los resultados obtenidos son muy reveladores. Se ha realizado el estudio
de 47 muestras y las conclusiones se sintetizan en los puntos que se exponen
a continuacion:

1. Los enfermos litidsicos tienen una concentracion patologica de pro-
teinas en su orina (>30 mg/dl). Sélo un porcentaje muy pequeiio presenta va-
lores mas bajos (aprox. 10 %).

2. Las proteinas en orina no son valorables por microscopia optica.
Sélo el estudio por microscopia electronica de barrido puede informar de su
capacidad agregante y promotora de gérmenes de nucleacion.

3. Son raros los hallazgos de cilindros proteicos y relativamente fre-
cuentes los de filamentos proteicos.

4. No s6lo las proteinas tales como mucoproteinas y uromucoides atra-
pan cristales, también debe existir un cambio de potencial en las membranas
de células excretadas en la orina, sobre todo leucocitos y globulos rojos, que
emiten desmosomas sobre los cristales, atrapandolos y aglutinandolos, pro-
duciendo nicleos promotores para la formacion de calculos o nucleaciones
secundarias de alta velocidad de crecimiento.

5. Cuanto mayor es la concentracion proteica en el sedimento y cuan-
to mayor capacidad tienen estas proteinas de aglutinarse con los cristales, la
compactacion del calculo es menor y por lo tanto la aplicacion de litofrag-
mentacién mas favorable al ser menos traumatica y con mas probabilidades
de éxito.

6. El componente proteico del cdlculo no solamente actia como ger-
men de nucleacién originario, sino que los filamentos, células, leucocitos y
glébulos rojos formarian un esqueleto que potencia el crecimiento del calculo.

7. En enfermos litidsicos, con infecciones de orina, se ha visto la in-
fluencia que tiene esta infeccion por el hallazgo de piocitos atrapando crista-
les y el incremento de la velocidad de crecimientos de los calculos.

8. El hallazgo de filamentos proteicos sobre fragmentos confirma que
éstos originan zonas fragiles que facilitan enormemente la fractura del calcu-
lo aunque éste sea de oxalato calcico monohidrato.

9. Las lineas de fractura facilitadas por el cambio de composicion de
una época a otra de crecimiento estarian influidos por hdbitos alimenticios,
cantidad de liquidos ingeridos y variaciones del pH, ya que estos factores son
los principalmente implicados en la variacién de composicion.

10. Deben existir algunos factores que promueven algiin cambio eléc-
trico en proteinas y membranas pasando a ser auténticos promotores que ini-
cian la enfermedad litidsica.
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Los promotores estan relacionados con los componentes organicos exis-
tentes en la orina y pueden por tanto promover la formacién de calculos
(Hallson & Rose, 1979, Rose & Sulaiman, 1984).

Estas proteinas promotoras pueden aparecer secundariamente a una irri-
tacion de la mucosa (Kitamura er al, 1982) provocada, por ejemplo, por la
existencia de un calculo primario o una infeccién urinaria.

Las Figuras 5, 6 y 7 corroboran algunos de los datos recogidos en los 10
puntos precedentes.

Fig. 5.—Microscopia electrénica de barrido. Ejemplo de la capacidad agregante y promotora
de gérmenes de nucleacion de las proteinas excretadas en la orina (punto 2).

ULTRAESTRUCTURA CELULAR Y COMPORTAMIENTO
FISIOPATOLOGICO EN LA GLANDULA PROSTATICA HUMANA

Este trabajo tiene su antecedente en el desarrollo por Wang ef al, 1991,
y col. en los que se demuestra la necesidad de inervacion para mantener la
integridad estructural y funcional de la préstata en ratas macho Sprague-
Dawley.

En la prdstara de animales con denervacion completa del complejo prosta-
tico la microscopia Optica, muestra una disminucion de la altura de las célu-
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Fig. 7.—Filamentos proteicos sobre la superficie de fractura (a).
Fragmento de cdlculo, obtenido post-litotricia.
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las, un incremento de las vacuolas y la aparicion de espacios vacios en las
prostatas de animales denervados.

El estudio ultraestructural hecho sobre las mismas muestras con microscopia
electrénica de trasmision, las células epiteliales prostaticas normales presentan
un nucleo basal rodeado por un reticulo endoplasmico, una zona supranuclear
con abundantes mitocondrias, aparato de Golgi bien desarrollado y frecuentes
vesiculas y una zona apical extensa caracterizada por su reticulo endoplasmatico,
vesiculas secretoras y abundantes microvillis en la region luminal. En las prostatas
denervadas lazona apical aparece deprimida y disminuyen las vesiculas secreto-
ras y las microvillis. La region supranuclear también esta reducida.

Estudiando la relacién longitud/anchura de las células epiteliales prosta-
ticas, estadisticamente, se observa una reduccién del 25 % en las células de
las prostatas denervadas.

Basandonos en estos estudios y en otros trabajos que recoge la biliogra-
fia, Baugarten er al, 1968; Vaalasti ef al, 1980, y Martinez-Pifieiro ef al,
1993, se esta realizando un trabajo de tesis doctoral (A. Paez) en tejido epite-

Fig. 8.—Célula epitelial prostdtica humana normal: (a) nicleo, (b) mitocondrias,
(c} microvillis, (d) vesiculas secretoras.
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lial prostatico humano procedente de biopsias en el que se recoge un estudio
morfométrico y una correlacién con hallazgos clinicos.

La Figura 8 correspondiente a dicha tesis, muestra la estructura tipica de
una célula epitelial prostatica humana normal, andloga a la que muestra la
prostata de las ratas macho en los estudios antes mencionados. En ella se ob-
serva el niicleo basal, la zona supranuclear con abundantes mitocondrias y la
zona apical con algunos microvillis.

La Figura 9 muestra un detalle de la zona apical de la célula recogida en
la Figura 8.

Fig. 9.—Detalle de figura 8: (a) microvillis, (b) vesiculas secretoras.

DETECCION DE ONCOGENESIS CON TECNICAS
DE INMUNOMARCADO EN UROONCOLOGIA (Proyecto)

Un cierto nimero de genes denominados proto-oncogenes (c-onc) modifican
diferentes aspectos de la actividad celular que incluyen la produccion de facto-
res de crecimiento, transductores de sefial y factores de transcripcion nuclear.



130 C. Barba

Los proto-oncogenes (c-onc) se pueden activar por diversos mecanismos
pasando a oncogenes (c*-onc). Estos oncogenes pueden perturbar los meca-
nismos del crecimiento celular y de la diferenciacién normal conduciendo al
primer estadio de un proceso neoplésico. Los multiples estadios de los pro-
cesos neoplasicos pueden necesitar la intervencién de varios oncogenes. Sin
embargo, no todos los factores que son criticos para la proliferacion y la dife-
renciacion celular estan asociados a oncogenes conocidos.

Los proto-oncogenes pueden ser activados por mutaciones puntuales
(cambio en una sola base) amplificacion (el gen estd copiado varias veces),
traslocacion (el gen estd situado en una secuencia diferente a la normal) e in-
sercion en un virus (insercion en un elemento genético movil),

Actualmente, las técnicas de deteccidn bioquimicas de estos oncogenes son:
RFLP (Restriction Fragments Length Polimorfism) (Barbacid, 1987), prueba de
oligonucledtidos (Bos, 1988), desajuste en el emparejamiento del RNA (Lopez-
Galindez, 1988) y PCR (Polimerasa Chain Reaction) (Saiki, 1988).

El inmunomarcado de oncogenes o del m-RNA inducido por ellos y su
observacion con microscopia electrénica de trasmision puede ser una pruecba
alternativa, siendo éste el objetivo del presente proyecto. El inmunomarcado
con oro coloidal se basa en un descubrimiento relativamente antiguo. Por
Forsgren ez al en 1966, fue aislado un polipéptido de superficie en el S. au-
reus, denominado proteina A, que presentaba una afinidad especifica por la
region Fe de diversas especies de inmunoglobulinas G (Ig G). La proteina A,
marcada con oro coloidal, ha demostrado ser una herramienta sensible y
muy especifica para detectar anticuerpos o complejos antigeno-anticuerpo,
con la de resolucion espacial de la microscopia electrénica de trasmision
(Roth ez al, 1978). Actualmente para algunas inmunoglobulinas G (IgG) que
no reconoce la proteina A se emplea la proteina G, aislada del grupo G de
streptococos humanos o la proteina AG obtenida por ingenieria genética y
que presenta un espectro mas amplio (Ghitescu e al, 1991).

En muchos casos los efectos de la activacién del oncogen se puede detec-
tar midiendo los niveles de m-RNA inducidos, los cuales se pueden detectar
por tecnicas de radio inmunomarcado o por marcado con oro coloidal.,

En la primera opcién las muestras de tejido tumoral serdn criofijadas y
cortadas con un criomicrotomo, postfijadas con formaldehido al 4 % y segui-
damente hibridadas «in situ» con un RNA complementario marcado con *5S
y procesadas para autorradiografia,

En la segunda opcidn la hibridacion se hace también «in situ» en este
caso con una sonda biotinilada y se conjuga, de manera directa o con una
etapa intermedia, con un sistema marcado con particulas de oro coloidal.

Estas técnicas presentan la ventaja de ser especificas y muy sensibles. Asi-
mismo muestran la situacion del m-RNA dentro de la estructura celular con
una precision analoga a la que presenta la técnica de radio inmunomarcado.

En uro-oncologia clinica, dadas sus caracteristicas y accesibilidad, en
muchos casos, para la toma de muestras estas prucbas pueden jugar, en el fu-
turo, un papel de gran interés.
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