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RESUMEN

La muerte celular programada o apoptosis, es un proceso activo que involucra gasto energético y control génico desencadenado tanto 

por agentes internos como producto de señales externas a la célula,  las cuales inducen a desviar el transcurso normal de desarrollo me-

diante la ejecución de un nuevo programa genético optando por  el suicidio celular. Células normales de epitelio mamario de ratas HC11 

GM en proceso de proliferación fueron transfectadas con el oncogén ras generando el tipo celular transformado Q6 y produciendo múlti-

ples modificaciones cuanti y cualitativas de sus componentes celulares. Esta transformación  generada por el ras determina finalmente 

la aparición de un fenotipo  neoplásico, sin embargo, algunas células, producto de estas profundas modificaciones provenientes del on-

cogén, derivan al proceso apoptótico las cuales son evidenciadas y caracterizadas en este trabajo con ayuda de la microscopía óptica. 
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SUMMARY

The programmed cellular death, is an active process that involves energy and genic control, triggered so much by inter-

nal agents as well as by external cell signals which induce to turn aside the normal course of development by means of the 

execution of a new genetic program and entering the cellular suicide. Normal HC11GM cells of mammary ephitelium of rats 

in proliferation process were transfected with ras oncogen generating the cellular Q6 transformed type and producing multiple 

qualitative and cuantitative modifications of their cellular components. This transformation generated by ras, finally determi-

nes the appearance of a neoplasic phenotype, nevertheless, some cells produced by these deep modifications from the on-

cogen, enter the apoptotic process which are demonstrated and characterized in this work with the help of optical microscopy. 
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INTRODUCCION

 HC11 corresponde al tipo celular de epitelio mamario nor-

mal en mitad de la preñez que cuando es mantenido en cultivo 

retiene características del desarrollo normal de la glándula sinte-

tizando y secretando ß caseína (1). Estas células son estimula-
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das a proliferar mediante el factor de crecimiento epidérmico (2).

 La  transfección de dichas células con el onco-

gén ras genera un fenotipo celular transformado Q6, el 

cual sufre profundas y numerosas modificaciones tanto 

en lo relativo a la cantidad y cualidad de sus componen-

tes,  como en lo referente a su función, destacando la 

inhibición en la síntesis y secreción de ß caseína (3-5).

 Los cambios generados por el potencial transformador del 

ras transfectado,  fundamentalmente a nivel del DNA es tal, que 

Q6 adquiere propiedades de malignidad traducido finalmente en 

actividades mitóticas incontroladas, características de la célula 

neoplásica (6), y por ende incentiva vías de transducción de 

señales involucradas en etapas de transformación maligna (7).

 Tanto en estas células mamarias como en otros ti-

pos celulares la expresión del ras es capaz de introducirlas 

en el camino de la apoptosis (8-11), mecanismo activo de-

pendiente de control génico a cargo del gen Bcl-2 (12) que 

desemboca en la muerte celular programada de células da-

ñadas, superfluas o defectuosas que representen un even-

tual peligro para las demás células de un tejido (13,14).

 El objetivo del presente trabajo es demostrar mediante 

micrografías ópticas, evidenciar células mamarias en curso 

normal de proliferación y desarrollo, comparadas con aquellas 

cuyo DNA ha sido dañado por expresión del oncogén, actuan-

do como inductor a la opción celular del proceso apoptótico

MATERIAL Y MÉTODO

 Para el estudio con la microscopía óptica las células 

normales-proliferantes y transformadas con el oncogén fueron 

fijadas en paraformaldehido al 4% disuelto en PBS para ense-

guida proceder a la deshidratación en acetona 100% por dos 

días con un cambio diario. Luego las células fueron colocadas 

en una mezcla de resina Tecnovit y acetona en proporción 

1:1 durante dos horas. Transcurrido este lapso la muestra se 

transfirió a impregnación con resina pura permaneciendo en 

agitación por 18 horas para finalmente adicionar el polimeriza-

dor Tecnovit en proporción 0,43 ml por ml de resina pura. Una 

vez incluidas las muestras fueron seccionadas con un espesor 

de 2 µm  con ayuda de un piramitomo 11800 LKB-BROMMA 

y teñidos con azul de toluidina. Las láminas se montaron con 

medio de adhesión Permount. Estas células fueron obser-

vadas y fotografiadas en  un microscopio Carl Zeiss modelo 

Axioskop 40 acondicionado con cámara digital incorporada.

RESULTADOS

 Del correspondiente análisis de las micrografías óp-

ticas  que contenían  los tipos celulares descritos, queda en 

evidencia como puede apreciarse en la Figura 1 que el tipo 

HC11 GM se caracteriza por presentar un núcleo volumino-

so, de ubicación central y de forma regular, característico 

de células indiferenciadas, en donde la mayor parte de su 

cromatina se encuentra en forma de eucromatina mientras 

que existe heterocromatina solamente en pequeños acú-

mulos pegados al envoltorio nuclear. Uno o más nucleolos 

son también característicos. Su citoplasma es escaso y 

presenta un granulado basófilo que corresponde a la repre-

sentación de ribosomas libres presentes en gran cantidad.

Figura 1. Micrografía óptica evidenciando la morfología correspondiente 

a células epiteliales mamarias HC11 GM en estadio proliferativo. 1.000X

 Por otra parte, en las Figuras 2 y 3, se observa clara-

mente la morfología correspondiente a la célula transformada 

Q6 destacándose en ella la presencia de un núcleo igualmente 

voluminoso pero en donde existe mayor cantidad de hetero-

cromatina. Es posible también evidenciar un único nucleolo. El 

citoplasma también basófilo debido a la presencia de cisternas 

de retículo endoplasmático rugoso. Sin embargo, algunas de 

estas células producto de la transformación con el oncogén 

ras, adquieren la morfología característica de la apoptosis 

(cabeza de flechas), tales como la fragmentación nuclear y 

una acentuada condensación de la cromatina,  producto de la 

acción de endonucleasas que originan fragmentos definitivos 
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Figura 2. Micrografía óptica de células pertenecientes al epitelio mama-

rio  transfectadas con el oncogen ras. (Q6). Son claramente observa-

bles aquellas en proceso de transformación y entre ellas indicándose 

(con cabeza de flecha) célula con características  apoptóticas. 1.000X

Figura 3. Micrografía óptica de células pertenecientes al epitelio 

mamario  transfectadas con el oncogen ras. (Q6), observándose la 

morfología de las células transformadas e indicándose (con cabe-

za de flecha) célula en mecanismo de muerte programada. 1.000X

de  DNA mas cortos de 180 a 200 pares de nucleótidos, aún 

rodeados de envoltura nuclear persistente. La desintegración 

nucleolar es también observada corrientemente en el proceso 

apoptótico. A nivel de la membrana plasmática se observa una 

acentuada deformación a modo de evaginaciones, hecho que 

pudiese estar involucrado en una drástica pérdida de adhe-

sión célula-célula, característica del mecanismo tumorigénico, 

debido básicamente a una disminución en la expresión de 

E-caderinas. Citoplasmáticamente es claramente observable 

un número importante de elementos vacuolizados que acom-

paña a una notable condensación del citosol resultado de 

una activa pérdida de agua. Finalmente se advierte con pre-

cisión un aumento considerable en lo relativo al volumen de 

las células en apoptosis comparadas con las transformadas.

DISCUSIÓN

 A partir de las correspondientes observaciones de las mi-

crografías ópticas, queda en evidencia que las características 

morfológicas descritas en estas células pertenecientes al epite-

lio mamario, ya sea aquellas en estadio de proliferación (HC11 

GM), evidencian células manteniendo interacciones estrechas 

dispuestas a modo de epitelio simple, situación descrita ya en 

1980 (15). De igual modo, la información disponible en lo relati-

vo a las transfectadas con el oncogén ras que siguen la trayec-

toria de la neoplasia y sobre todo, aquellas en las que se centra 

este estudio, donde el mecanismo apoptótico se encuentra en 

desarrollo, es coincidente tanto con los eventos celulares como 

con los aspectos morfológicos característicos del proceso de 

muerte programada, producto de los hallazgos de investiga-

ciones e investigadores relativos al tema apoptótico (16,17).

 En este contexto, relacionado al rol del oncogén ras 

como gatillador y responsable de generar tanto  los aspec-

tos neoplásicos como modulando y/o regulando la entrada 

celular al proceso apoptótico, existen informaciones se-

mejantes a las planteadas en el presente  trabajo (18-20).

 Mediante esta comunicación, entonces, queda en eviden-

cia el camino apoptótico que ciertas células, las drásticamente 

dañadas, pertenecientes al epitelio mamario de la estirpe HC11 

transfectadas con el ras, y producto de las profundas e irreversi-

bles modificaciones experimentadas por la expresión del onco-

gén, se introducen en el camino de la muerte celular programada. 
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