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Resumen

La técnica de coloracion de las Regiones Organizadoras Nucleolares con plata, conocida como
coloracion de AgNORs, se ha utilizado frecuentemente como un marcador tumoral eficiente en patologia
humana y con menor frecuencia en la patologia veterinaria. En este trabajo se utilizé la coloracion de
AgNORs como una técnica para el diagnéstico de la neoplasia mamaria canina, considerada como
una de las mas frecuentes en esta especie. En el estudio se evaluaron 55 muestras que se obtuvieron de
los archivos del laboratorio de Patologia Animal y del Consultorio Veterinario de la Universidad de
Antioquia; asi como de otros consultorios de la ciudad de Medellin, Colombia. Las 55 muestras se
colorearon con Hematoxilina -Eosina (H-E), y se clasificaron histolégicamente de acuerdo con las
recomendaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (O.M.S.), asi: Adenocarcinoma Tubular
(12), Adenocarcinoma Solido (13), Adenocarcinoma Papilar (9), Tumor Mixto Mamario benigno (6) y
Tumor Mixto Mamario maligno (15). Un segundo corte de cada muestra se coloreo con plata para
marcar las AQNORs y luego se realizé su andlisis morfométrico por medio de un Sistema Automético
Analizador de Imagenes (SAAI). Los resultados obtenidos fueron comparados utilizando el andlisis de
varianza (ANOVA), con una significancia de p<0.05, y mediante el test de Fischer (F). El andlisis
estadistico mostré que los adenocarcinomas tubulares poseen un area nuclear estadisticamente mayor
(p<0.05) al compararlos con los papilares y los solidos, a su vez los papilares poseen un area de AQNORs
menor que los otros dos tipos. Los tumores mixtos mamarios benignos poseen areas nucleares y de
AgNOR significativamente menores (p<0.05), que los tumores mamarios mixtos malignos. Ambos
tumores, no presentaron diferencia estadistica significativa con relacién al nimero de AQNORs.
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Introduccién La O.M.S propone una clasificacion que ayuda a
predecir el comportamiento biolégico de los tumores
Los tumores de la glandula mamaria son lason base a los tipos histoldgicos asi: adenocarcinoma
neoplasias mas comunes en las hembras caninagyular, papilar, y cistico papilar; carcinoma sélido;
representando del 25% al 50% de todas las neoplas@scinoma de células espinosas; carcinoma anaplasico;
en esta especie (22). carcinoma de células escamosas y carcinoma
mucinoso (11).
Estos tumores se originan de las células epiteliales
gue tapizan los conductos o los alvéolos, de las células La evaluacion histolégica de muestras tumorales
mioepiteliales periféricas adyacentes a los conductespresenta un porcentaje importante de los
o del tejido conectivo intersticial (22). diagnésticos patolégicos en Medicina Veterinaria (2).
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Por esto es necesario la busqueda permanente ldecoloracién. Para la incubacién, las placas fueron
técnicas rapidas, econémicas y seguras que permitdevadas a bafio maria (Indulab, Bogota) que sirvié de
al pat6logo establecer diagnésticos y prondésticos cadadmara himeda, a una temperatura de 390 °C.
vez mas precisos y confiables.

El andlisis morfométrico se llevé a cabo mediante

Los marcadores tumorales se han utilizado en laicroscopio 6ptico (Leica DLMB) con objetivo 100x

caracterizacion de las neoplasias, en la clasificacignaceite de inmersion, el microscopio se adapté a una
de su malignidad y especialmente en etémara de video (Sony SCC-C 374 color video) la
establecimiento de un prondéstico acertado. Entre estosal enviaba las imagenes a un SAAI, definido asi
marcadores estan las Regiones Organizadorgseviamente (Image-Pro plus version 4.0 Media
Nucleolares (NORSs); dichas regiones correspondenGybernetics) donde se realizé el conteo de seis células
conglomerados proteicos, compuestos de subunidades campo para un total de 30 células por tumor. El
de RNA polimerasa I, una proteina designada C230mero de la muestra se determiné mediante la técnica
(nucleolina) y la proteina B23 (6). Las NORs se hacete estudio de variacion de inestabilidad de valores
evidentes a través de coloraciones argénticas, motimeedios con relacion al tamafio de la muestra de la
por el cual son conocidas como AgNORs. Swélula que los originé (10).
coloracion se ha utilizado en las tres Gltimas décadas
como un marcador tumoral eficiente en la patologia Para realizar el conteo y las mediciones de areas
humana. En tanto en la patologia veterinaria sAgNORs el procedimiento fue semiautomatico, y la
utilizacién ha sido escasa (2, 3, 8). medicion del area nuclear fue totalmente manual.

El presente trabajo tuvo como proposito cualificaAndlisis cualitativo
y cuantificar las AQNORs en tumores mamarios La evaluacion de la distribucion AgNORs en la
caninos, como una nueva herramienta diagnoéstica eglula se expres6 como, DD, y D;, donde D
nuestro medio, para establecer pardametromrresponde a AgNORs distribuidos en el nucléolo,
histopatolégicos que permitan un diagnoéstico y ul,: AQNORs distribuidos en el nucleo y nucléolg, D

prondstico mas oportuno. AgNORs distribuidos en el ndcleo de acuerdo con
Crockeret al (4) (véase Figura 1). Este pardmetro se
Materiales y métodos calific en el SAAI.

Para este estudio se seleccionaron en total 55
muestras de tumores mamarios caninos proceden
del laboratorio de Patologia de la Facultad de Cienci
Agrarias de la Universidad de Antioquia, entre 198
y febrero de 2000; asi como muestras frescas obtenic
en el Consultorio Veterinario de la misma Universidad
y en otros consultorios de la ciudad de Medellin.

D,

Figura 1. Distribucion de las AQNORs en las células

Las muestras se incluyeron en parafina y St(g’,eoplasicas segun la localizacién nuclear y/o
nucleolar.

cortaron a cuatro micras. Se realizaron dos cortes para

cada tumor, uno fue coloreado con H-E (4) para

confirmar el diagnéstico, y realizar la clasificacionAndlisis Estadistico

histopatoldgica. Esta se hizo con base en los criterios Andlisis cuantitativoEl andlisis estadistico se
enunciados por la O.M.S.; el otro corte se colorefealizdé bajo el programa para computadora
con nitrato de plata mediante la técnica descrita p@&tatgraphics version 3.1 Plus. Los adenocarcinomas
Plotonet al (18) y modificada por Aubelet al (1). se dividieron en tres grandes grupos dependiendo
En los diversos tipos de tumores la coloracion see su clasificacion histopatologica en: 1) tubular,
estandariz6 con relacion al tiempo de incubacion. L&) sélido, 3) papilar; y el tumor mixto mamario en
muestras fueron llevadas al microondas (Samsurgenigno y maligno. Los valores cuantitativos de
electronics, Korea) durante tres segundos a 360 WgNORs se expresaron en medias y desviacion
sin control de temperatura para mejorar la fijacion gstandar (SD), como medida de tendencia central y
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de dispersién, respectivamente. El ANOVA seTabla 2. Parametros nucleares y de AgNORs para
utilizé para comparar los valores medios de logumores mamarios caninos (Datos no transformados)

diferentes parametros y se consideré el nivel diigs demmor
significancia estadistica con un p<0.05, evaluad
por el test de Fischer (F). Cuando los parametrc
presentaron una distribucion no simétrica, fu¢tdermeanimms
necesario aplicar la transformacion logaritmica (#uls

de raiz cuadrada (SQRT) para obtener un#
distribucion simétrica y poder comparar los datofapilis

mediante el ANOVA (21).
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Los resultados obtenidos para la distribucién déncluye los tres tipos tumorales

AgNORs se presentaron en valores porcentualef

(véase Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de AgNORs en el nicleo para
tumores mamarios caninos.

Tipn de twmor Wiamern  Total Distribuscian
casns  oilulas (%)
1 1 3

e isancindnma

Tubsu 12 Sl 11.34 75 1361
Salida 13 3 0] 2,82 To.49 7469
Pagpilar i | 1148 6444 2400
I8 M. maligno 15 1540 {h.& Gidd 2T H9
[.M.M, benigno i | & 2203 531467 2429

Incluye los tres tipos tumorales
T.M.M.: Tumor Mixto Mamario

Resultados

Coloraciéon Hematoxilina-Eosina
Utilizando la coloracién de rutina H-E se confirmécon las areas AQNORs (véase Tabla 2).
el diagndstico histopatolégico para 55 neoplasias

.M.: Tumor Mixto Mamario
. Desviacién estandar

minutos luego de probar tiempos desde 20 minutos
(véase Figura 3).

La técnica estadistica que estudia la variacién de
inestabilidad de valores medios permitié establecer que
el conteo de 30 células es suficiente para las mediciones
AgNORs en los tumores mamarios caninos.

Para los diferentes tipos tumorales mamarios las
AgNORs evaluadas por medio del SAAI, mostraron
un alto predominio de distribucion ,Dque
corresponde a la presencia de las NORs en nucleo y
en nucléolo (véase Tabla 1).

Parametros cuantitativos

Areas Se midieron las areas nucleares de las células
tumorales de los adenocarcinomas y de los tumores
mixtos mamarios para obtener una mejor clasificacion
histopatol6gica del tumor y relacionar este parametro

mamarias, las cuales se clasificaron con base enlos =~ | = g = : .
criterios de la O.M.S. como: Adenocarcinomas tipo: . = & L ® L ey
tubular 12, solido 13 y papilar nueve, y seis tumores, & & -, k- Td
mixtos mamarios benignos y 15 mixtos mamarioss . = 0, e o
malignos (véanse Tabla 1y Figura 2). R L ; S

) J_r1 'r:. L] - -
Coloracion AgNORs - .

En este estudio, tanto las muestras frescas como Jas. =" : ' "

de archivo de los tumores mamarios caninos permitieron: = = & . =
la evaluacion de las NORs a través de la coloracion com - # = & 5 £ - g .
plata debido a su alta especificidad (13, 18). ¥ }E‘\_- #¥ U s g ‘

B e - gL i s . I

Parametros cualitativos

Bl £l S-FIE

Figura 2. Adenocarcinoma Papilar canino. La

Las AgNORs en los diferentes tumores mamariogojiteracion neoplasica muestra predominantemente
caninos se observan nitidamente, como puntos oscuiulas de tipo epitelial que mantienen una tendencia
bien definidos, con un tiempo de coloracion de 3@de organizacién papilar. H-E, 400X.
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y & D 1:"‘- 2.5 #y - Tw, Los tumores mamarios evaluados en el presente
H & .ﬂ« &8 5 _."" - - , [rabajo necesitaron de 30 minutos como periodo de
. .,”_.ni‘n- e .l mcubacmn_, para ser wsugllz_a_das como puntos
f\h =. e ~oscuros, bien definidos e individualizados. Este
{? LTﬂ) : 'I"L__'; 4. I._.._:I_-".: f'ﬂ- I - tlempo. co_lnude con el repo_rtado por otros autores

e e N e PR (7, 13); Sin embargo, Bratulet al (3) evaluando el

- - "J'-f "f%'.n-"'rﬂ A '.. valor pronéstico de las AQNORs en tumores mamarios

2 ™ B S £a wa “s | caninos encontraron que se requerian 20 minutos para
-, - FYERL I il A . - una 6ptima coloracion; es de anotar que los autores
-y 2 ol & o ."':} i, reportaron cortes de 1 a 3 micras lo cual facilita la
Fe. (vl S b marcacion de las proteinas propias de la NORs (3).

Figura 3. Tumor Mixto Mamario canino maligno. Se Por otro lado, E%os.tocxkt al(2), evaluando igualmente
observan las AgNORs como puntos negros €l valor prondstico de las AGNORs en tumores
individuales, bien definidos en el ntcleo (flecha ~Mamarios caninos, reportaron un tiempo de
delgada) y en el nicleo y nucléolo (flecha gruesa).  incubacion de 35 minutos, para cortes a 4 micras (2).
Coloracion de AgNORs. 1000X. En este trabajo, un periodo de incubacién superior a
los 30 minutos provocoé la unién de varios puntos
El adenocarcinoma tubular mamario presenta unf®NORSs, perdiendo de esta manera su individualidad.
mayor area nuclear estadisticamente significativBe acuerdo con Derenzini y Theré (7), el tiempo de
(p<0.05), cuando se compara con las formas papilarcploracion se debe definir para cada muestra, con el
solida, mientras que estos dos tipos poseen areas similgregpdsito de obtener una lectura satisfactoria de las
estadisticamente (p>0.05) (véanse Tablas 2y 3).  AgNORs, es decir que estas se presenten como puntos
individuales.
Con relacion al area AQNORSs, el adenocarcinoma
papilar presenta un area menor estadisticamente El estudio de variacion de la inestabilidad de
significativa (p<0.05); los tipos sélido y tubular valores medios permitié establecer que el conteo
poseen areas AgNORs similares estadisticamerde 30 células es suficiente para las mediciones
(p>0.05) (véanse Tablas 2 y 3). AgNORs en los tumores mamarios caninos. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Orrel
Los tumores mixtos mamarios presentarort al (16) y Evanset al (9), quienes para obtener
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)na muestra minima representativa utilizaron la
para las mediciones del area nuclear y del aremedia acumulada como herramienta estadistica,
AgNORs, siendo menores en los tumores dencontrando que 30 células es el numero
comportamiento benigno (véanse Tablas 2y 3). apropiado.

Numero de AgNORSEI nimero de AgNORs por Tabla 3. Parametros nucleares y de AQNORs para

célula (véase Tabla 2); es menor_eStad'Sticamemﬁnores mamarios caninos (datos transformados a
(p<0.05) en el adenocarcinoma papilar al compararggyaritmo)

con los tipos tubu!ar y sql!do;_ para estos dos tlpos_n_q - rr— Arcamuclear  Area AgNOBs T—
presenta diferencia significativa (p>0.05). La medicior {um’) (um’) v R
del nimero de AgNORs por célula no mostro diferenci Melia  SD Media 5D Modia 50
significativa entre los tumores mixtos mamarios malignC., j.scumcineea® 166 i BE5 LA A6 300

y benignos (p>0.05) (véanse Tablas 2 y 3).

|'ukvasar L 16 1533 L.5V .4 a8 152
. L. Salido ). 4 a2 |.5E L5 106
Discusion 1 i T
Papilar ]| 1.2 [T L 1G5 LAR

T %5, malsgno 15 93% 44T Tkl 112 15 LIR

De acuerdo con lo reportado por otros ]
investigadores, los tumores mamarios caninos s Mrer T S LA e e A
susceptibles de ser coloreados con plata para visualiZ@fluye los tres tipos tumorales

las proteinas formadoras de las NORs, definidas agfanstormacion a raiz cuadrada

- 8%M.M.: Tumor Mixto Mamario
previamente (2, 3, 8). SD: Desviacion estandar
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Los resultados de este trabajo demuestran quepdsar de que no existe diferencia significativa de
patron de distribucién de las AgNORs, para loslichos parametros, los resultados con relacion al
diferentes tumores evaluados, es del tipo en el que ladmero de AgNORs en los diferentes grupos
regiones se encuentran dispersas por el nacleo ytamorales pueden ayudar a la clasificacién de las
nucléolo de las células neoplasicas. De acuerdo coeoplasias mamarias caninas.

Shiro et al (20), este tipo de distribucion es la més
frecuente en los tumores de menor diferenciacion. Por En el presente estudio la medicién de las areas
lo tanto en esta investigacion los adenocarcinomamsucleares, permiti6 establecer que los
sélidos, fueron los tumores con un mayor porcentajdenocarcinomas tubulares poseen nucleos mucho
de células con este tipo de distribucién (80%), a smas grandes que los solidos y papilares, los cuales
vez que de los tumores evaluados son los qunque no presentan diferencia estadistica
presentan una menor diferenciacion histolégica. Dsignificativa con relacién al mismo parametro, poseen
igual forma Giraldo (10), encontr6 que este patron dena diferencia numérica notoria. La evaluacion de las
distribucion es el de mayor presentacion en lodreas AQNORs mostré que los adenocarcinomas
linfosarcomas bovinos de los diferentes tipopapilares, presentaban una menor area con relacion a
celulares, siendo aun mayor su presentacion en ltss otros tipos analizados. En el momento de relacionar
del tipo linfoblastico (93.2%), cuando se compararoambas areas se observa que una mayor area nuclear
con los linfociticos (61%). implica una mayor area de AgNORs, y a su vez un
mayor nimero de éstas (véase Tabla 2). Estos datos

El nimero medio de AgNORs por célula de 4.4&oncuerdan con los resultados obtenidos por otros
en los adenocarcinomas mamarios caninos, coincidievestigadores en diversos tipos de tumores
con lo reportado por otros autores; quienes haglandulares (5, 15, 19). De esta forma, la evaluacion
encontrado entre 4.41 y 5.22 AgNORs/célula (2, 3je las alteraciones nucleares que ocurren en las células
8). La medicién numérica de las AgNOR por célulaneoplasicas, se pueden cuantificar a través de su
tanto en los adenocarcinomas como en los tumoregpresion AQNORs, como un indicador de su actividad
mixtos mamarios fue posible a través del SAAI simproteica, evento que caracteriza a las células tumorales
grandes dificultades, a diferencia de lo sugerido pdi, 17, 18).

Bratulic et al (3), quienes concluyeron que el SAAI
no permite el conteo de las NORs en el nucléolo, En los tumores mixtos mamarios no se encontré
procedimiento que se pudo realizar sin grandediferencia estadistica significativa con relacion al
dificultades en el presente trabajo. Por lo tanto seimero de AgNORs por célula, que permita
puede concluir que el SAAI es un método objetivodiferenciar las neoplasias benignas de las malignas.
gue supera la subjetividad generada con |&stos resultados no coinciden con los reportados por
microscopia Optica, permitiendo que los resultadoBestexheet al (8), quienes establecen un nimero
pueden reproducirse. medio de AgNORs/célula de 3.94 para tumores
benignos y de 7.28 para tumores malignos. Es de

Un ndmero menor de AgNORs por célulaanotar que el numero de AgNORs encontrado para
estadisticamente significativo en los adenocarcinomags tumores mixtos malignos en la presente
papilares (3.95) al compararlo con los adenocarcinomas/estigacion (3.98), es similar al reportado por los
tubular y sélido, coincide con los datos de Bostetck citados autores, para la forma benigna del mencionado
al (2), que reportan 3.4, 5.1, 7.3 para los tumoresimor. Es posible suponer que estas diferencias puedan
papilares, tubulares y sélidos respectivamente. Dexplicarse por el tamafio muestral; ya que la presente
acuerdo con estos autores el conteo de las AgNORsigeestigacién evalué 15 tumores mamarios mixtos
aumenta con el grado de malignidad, excepto en losalignos y seis benignos, en tanto que Destekhke
tumores diagnosticados como adenocarcinomg8) evaluaron un mixto maligno y siete benignos.
papilares, evento que también fue evidenciado en el
presente trabajo. Aunque el nimero de AgNORs no ofrecié

diferencias estadisticas significativas entre los tumores

Juntes y Pogacnik (12) evaluando los parametraramarios mixtos maligno y benigno, las areas
AgNORs entre las diferentes partes estructurales aeicleares y de AgNORSs por célula si permitieron
los tumores mamarios caninos concluyeron que diferenciar estadisticamente estos tipos tumorales.
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Los tumores mixtos mamarios malignos tienen De todo lo anterior se concluye que la

areas nucleares y de AQNORs mayores, cuando stvansformaciéon tumoral maligna esta asociada con
comparados con los tumores mixtos mamariosambios nucleares relacionados con el tamafio de los
benignos que poseen areas menores. Estos hallazgasametros AgNORs, por lo tanto la evaluaciéon
coinciden con los reportes de otros autores, caimultdnea de estos cambios, se convierte en una
relacion al comportamiento de las AgNORs erherramienta util en el estudio de la patologia tumoral
tumores glandulares (6, 8, 15). mamaria.
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Summary
Nucleolar Organizer Regions in canine mammary tumors

The staining technique for the Nucleolar Organizer Regions using silver nitrate known as AQNORs
stain is frequently used as a highly efficient tumor marker in human pathology and with less frequency
in veterinarian pathology.The purpose of this study is to use AQNORs stain as a new technique to
diagnosticate canine breast neoplasias which are consider to be highly frequent in this species. There
were a total of 55 samples used in this study. These samples were obtained from the animal pathology
laboratory archives and from the veterinarian center of the University of Antioquia as well as other
local clinics in the city of Medellin, Colombia. The 55 samples were analyzed using the Hematoxylin-
Eosin stain technique and further classified histopathologically in accordance with guidelines
recommended by the World Health Organization (W.H.O.) thus: Tubular Adenocarcinoma (12), Solid
Adenocarcinoma (13), Papillary Adenocarcinoma (9), Mixed Benign Breast tumors (6) and malignant
(15) were diagnosed. A second cut (4 um) from each sample was stained with silver nitrate to label the
AgNORs. The morphometric posterior analysis was performed using the automatic image analyzer
(AIA). The results were statistically analyzed using the variance analysis (ANOVA) with statistically
p<0.05 value aditionally Fischer (F) test was used. The statistics analysis showed that tubulars
adenocarcinoma have a nuclear area bigger significant statistically (p<0.05) compared with papilars
and solid, while the papilars have AgNORs area smaller than the others types. The benign breast
mixed tumors have nuclear area and AgQNORs area smaller significant statistically (p<0.05) than
malignant breast mixed tumors. Both tumors malignant and benign mixed did not present statistics
difference significant with relation to AQNORs numbers.

Key Words: diagnosis, neoplasia, tumoral marker.
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