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Resumen

Se utiliza una técnica de coloracion con plata para visualizar las Regiones Organizadoras
Nucleolares (AgNORs). La evaluacion cuantitativa y cualitativa de estas regiones representa en la
actualidad un marcador de actividad proliferativa en células tumorales. El presente estudio tuvo
como objetivo caracterizar las AQNORSs en algunos tipos de tumores cutaneos caninos, para lo cual se
evaluaron 28 mastocitomas, 18 carcinomas espinocelulares y siete epiteliomas basocelulares,
procedentes del archivo de Patologia Animal y del Consultorio Veterinario de la Universidad de
Antioquia, y de otros consultorios de la ciudad de Medellin, Colombia. Las muestras bloqueadas en
parafina se cortaron a cuatro micras, y se colorearon con Hematoxilina-Eosina y Giemsa para
diagnosticar y clasificar los mastocitomas. Se utilizé otra serie de cortes coloreados con plata para
evaluar morfométricamente las AGQNORs utilizando un Sistema Automatico Analizador de Imagenes
(SAAI). Se evaluaron los parametros: area nuclear, area AQNORs/célula, nimero de AQNORs/ célula,

y distribuciéon AgNORs en la célula. Para determinar el nUmero de células a evaluar se utilizo el
estudio de variacion de la inestabilidad de los valores medios, con relacion al tamafio de la muestra;
se obtuvo un minimo representativo de 20 células por caso para los mastocitomas y los carcinomas
espinocelulares, y de 30 células por caso, para los tumores basocelulares. Los datos fueron analizados
estadisticamente mediante el analisis de varianza (ANOVA) y se compararon las medias por el test de
Fischer (F) empleando un nivel de significancia de p<0.05. La coloracion AgQNORSs fue factible en los
tumores evaluados para lo cual se necesitaron de 30 minutos en el periodo de incubacion. El analisis
estadistico mostré que los mastocitomas grado Il poseen un area nuclear menor estadisticamente
significativa (p<0.05). Existe ademas, diferencia estadistica significativa (p<0.05) en el nimero y en
el area de las AgQNORs entre los tres grados histopatoldgicos de este tumor. La coloracion de AQNORs
revelé dos poblaciones celulares en los mastocitomas, que difieren con la clasificacion gradativa
utilizada en la actualidad.

Palabras clave:basocelular, espinocelular, marcador tumoral, mastocitoma, neoplasia.

Introduccién del organismo. Los tumores benignos mas frecuentes
son los papilomas y lipomas y el maligno de mayor
Los tumores de piel y el tejido subcutdneo son lafsecuencia es el carcinoma espinocelular (22).
neoplasias de mayor frecuencia en los animales
domésticos. La proporcion entre los tumores malignos El mastocitoma es uno de los tumores de piel mas
y benignos en la piel es menor que para otras arefascuente en los caninos; se ha estimado que representa
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el 6% de todos los tumores en esta especie (11) yddtos con los hallazgos histopatolégicos obtenidos a
13% de los tumores de la piel (16). EI mastocitom&ravés de la coloracion de Hematoxilina-Eosina, con
es un tumor originado a partir de células mastociticasgspecto a la diferenciacion o atipia celular.
las cuales son componentes normales del tejidadicionalmente, establecer pardmetros histoquimicos
conectivo que poseen granulos citoplamaticos ricage benignidad y malignidad que permitan al patélogo
en heparina, histamina y factor quimiotacticoestablecer diagndésticos y prondsticos mas precisos.
eosinofilico (15). Por la dificultad para diferenciar
histopatolégicamente la benignidad de la malignidad Materiales y métodos
en este neoplasma se ha determinado un sistema de
clasificacién por grados de | a lll, segun el grado de Para este estudio se seleccionaron 28
diferenciacion, siendo el tumor de menor grado ehastocitomas, 18 carcinomas espinocelulares y siete
mas diferenciado (15). tumores basocelulares de caninos, recopilados desde
el afio de 1984 hasta febrero de 2000, procedentes del
El carcinoma espinocelular es uno de los tumorearchivo de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias
mas comunes entre las especies animales, sienddAlgrarias, de la Universidad de Antioquia, y de
especie canina la mas afectada. Las razas Scottisluestras frescas obtenidas en el Consultorio
Terrier, Pequinés, Poodle, Boxer y Bull Terriers, soWeterinario de la misma Universidad y en otros
las méas predispuestas (18). Este tumor se originacansultorios de la ciudad de Medellin.
partir de las células escamosas de la epidermis, aunque
puede invadir la dermis y tejido subcutaneo (22) (véaseoloracion Hematoxilina-Eosina y Giemsa
Figura 1). Los bloques fueron cortados a cuatro micras de
espesor y coloreados por el método de Hematoxilina
El tumor basocelular se caracteriza porque lag Eosina (12) para establecer su diagndstico. El
células tienen nucleo ovoide y un citoplasmaliagnostico diferencial de los mastocitomas se realizé
relativamente pequefio. Ocasionalmente pueduediante la técnica de coloracién Giemsa (12).
contener células esparcidas y con nucleo alargado.
Los patrones histologicos incluyen: solido, acintadoColoracion Argéntica
quistico y medusoide (18). La raza Cocker Spaniel Lostumores fueron coloreados con plata mediante
tiene alta predisposicion a desarrollar este tipo de tumtar técnica descrita por Plotehal (17), y modificada
(13). Entre machos y hembras, los primeros sufren gror Aubeleet al (1). Para estos tipos de tumores se
mayor proporcion el tumor (7). estandarizaron algunos pasos de la coloracion ya que
de acuerdo con algunos autores (5), dichos pasos
Las Regiones Organizadoras Nucleolares (NORs)eben ser definidos para cada tipo de tumor. Con el
son definidas como secciones de cromosomanbjetivo de mejorar la fijacion y la preservacién de la
metafasicos, donde se localizan copias organizadasmerfologia tisular, se utilizé un tiempo de 3 segundos
genes rRNA, necesarias para la produccion final den un microondas comercial (p.e. Samsung electronics,
ribosomas (2). A través de la coloracion con la platiorea) sin control de temperatura (9). Ademas para
una serie de proteinas acidas asociadas a las NORa jncubacidn las placas fueron llevadas a bafio maria
correlacionadas directamente con actividadindulab, Bogotd) que sirvié de camara hUmeda a una
transicional y proliferativa de las células, se hacetemperatura de 3.
evidentes al microscopio éptico como puntos oscuros
distribuidos por el nacleo y nucléolo en muestrafkecuento y analisis morfométrico
histolégicas y citologicas (4). Las proteinas argirdfilas En la determinacion de la muestra minima de las
incluyen: RNA polimerasa I, una proteina C23células para evaluar en el SAAI, definido asi previamente
(nucleolina) y la proteina B23 (3). en la pagina 1, se utiliz6 la técnica de estudio de variacion
de inestabilidad de valores medios con relacion al tamafio
Las NORs coloreadas con la plata (AgNORs}le la muestra que los originé (6).
representan un marcador histoquimico econémico,
sencillo y eficiente de la proliferacion celular y de Los pardmetros evaluados en la totalidad de las
malignidad (4). muestras coloreadas con la plata fueron: 1) nimero
de AgNORs/célula (muestra minima 20 células/placa
El propésito de esta investigacion fue evaluafcaso) en total distribuidas en cinco campos para los
cualitativa y cuantitativamente las AQNORs en emastocitomas y carcinomas espinocelulares (14) y de
mastocitoma, el carcinoma espinocelular y el tumoBO0 células/placa (caso) en cinco campos para el tumor
basocelular de la piel en los caninos y comparar estbasocelular), 2) area nuclear/célula 3) area AQNORs
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total/célula. Estos andlisis se realizaron usando el Pardmetros cualitativos
programa Image-Pro plus version 4.0, Media Para todos los tipos tumorales, la coloraciéon
Cybernetics. Las imagenes se capturaron a través ai@éntica necesité un tiempo total de incubacion de
un microscopio Optico Leica DMLB con objetivo de 30 minutos, observandose las AgNORSs como puntos
100x con aceite de inmersion, conectado a una camaiégros bien definidos que contrastaron con el resto de
Sony SCC-C374 color video y enviadas a laa célula (véase Figura 4).
computadora (Real Tech computer Pentium Il series).
La distribucion Q en la que las AQNORs aparecen

El conteo y la medicion de las areas AGNORs sgifundidas por todo el nticleo predominé en los carcinomas

realiz6 en forma semiautomatica, manipulando elspinocelulares y basocelulares; en los mastocitomas se

nucleares fue totalmente manual, delimitand@n ngcleo y nucléolo (véase Tabla 1).

directamente los bordes o limites de los nucleos.

Analisis Cualitativo

El parametro de distribuciéon de AgNORs en las . o
células se determiné asi;-BgNOR en nucléolo, R
AgNORs en nlcleo y nucléolo y;DAgNORS en @

nucleo. Estas observaciones fueron hechas a trave
del monitor del SAAI (véase Figura 2).
Anélisis Estadistico D, D, D,

Analisis cuantitativo. Los resultados obtenidos Figura 1. Distribucién de las AGQNORs en las células
en él (SAAI) de los tres tipos tumorales se sometieroreoplasicas segun localizacion nuclear y/o nucleolar.
inicialmente a un andlisis estadistico de tipo descriptivo,
en el que se utiliz6 la media como medida de tendencia o
central y como medida de dispersion la desviacion Parametros cuantitativos
estandar (SD). La comparacién de los parametros Las mediciones cuantitativas (area nuclear, area y
AgNORs para los mastocitomas se hizo mediante 8fimero de AgNORs) para las células de tumores
ANOVA, para lo cual se tuvo en cuenta el nivel deutaneos basocelulary espinocelular se presentan como
significancia estadistica con un p<0.05, evaluado pétatos no transformados (véase Tabla 2). Las
el test de Fischer (F). Como los datos obtenidos romparaciones estadisticas entre los grados
presentaron una distribucion normal fue necesariaistopatologicos de los mastocitomas se llevaron a cabo
realizar una transformacioén logaritmica, que permitiertuego de la transformacion logaritmica (véase Tabla 3).
la comparacion de las medias mediante el ANOVA
(21). El programa estadistico utilizado fue el

Statgraphics version 3.1 plus. Tabla 1. Distribucion de AQNORs en tumores
cutaneos caninos
Los resultados de los parametros de distribucio tipo de tumor Ntmero  Total Distribucién %
se llevaron a una valoracidon porcentual para s casos  células 4 5 3
respectivo analisis (3). Mastoctomas
Grado | 10 200 32.5C 44.00 23.50
Resultados rado
Grado I 9 180 26.67 51.67 21.67
La coloracion de Hematoxilina-Eosina (HE) Grado Il 9 180 16.11 56.67 27.22
permitié establecer el diagndstico de los tumorec.E.c. 18 360 551 28.65 65.84
analizados, estos fueron en total 28 mastocitomas, 1 gasocelular 7 210 905 3524 5571

carcinomas espinocelulares y siete tumoreCEC.C , ————
basocelulares de caninos (véase Tabla 1). =G Larcinoma Espinoceluiar

La coloracion de Giemsa hizo posible clasificar los
mastocitomas, encontrando: Diez tumores grado |, nueye,
grado Il y nueve grado Il (véanse Tabla 1y Figura 3)s,e

Los mastocitomas grado Il poseen una area nuclear
nor estadisticamente significativa (p<0.05), cuando
comparan con los mastocitomas grado | y Ill.
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(véase Tabla 3). La transformacion logaritmica de Ic
datos correspondientes al area nuclear mostré d-
poblaciones celulares al momento de utilizar €
histograma de frecuencia (véase Figura 5). Los tre
grados histologicos de mastocitomas se diferencic
estadisticamente (p<0.05) en el area y el nimero «
AgNORs/célula (véase Tabla 3).

Tabla 2. Parametros nucleares y de AgNORs para
tumores cutaneos caninos (Datos no transformados)

Tipo de tumor  Area nuclear Area AQNORs  Numero
(um?) (um? AgNORs

Figura 2. Carcinoma espinocelular bien diferenciado.
Obsérvese el inicio de una formacion de un centro de
queratina (flecha). H-E, 400X.

Media SD Media SD Media SD
Mastocitoma$ 36.57 76.07 2.36 5.56 3.23 201

Grado | 4478 7849 220 484 282 @8

Grado Il 11.08 391 130 071 318 178 | 5pruebade variacién de inestabilidad de valores
Grado Il 52.94 101.05 3.8 811 375 228 medios para este trabajo, estimé como apropiado el
CEC. 1460 6.02 146 1.07 395 201 conteode 20 a 30 células segun el tipo de tumor. Varios
Tumor 1291 362 1.00 055 376 175 autores reportan un conteo de 20 a 200 células, y
Basocelular aunque la mayoria de ellos utilizan 100, este nUmero
aIncluye los tres tipos tumorales es inutil segin Simoe=t al (20). Para estos autores

la evaluacion de 100 y 200 células esta altamente
correlacionadas (r=0.96), lo que indica una baja
variacion entre las observaciones (20). Los métodos
estadisticos demuestran que en el nimero establecido
de células a contar, las mediciones alcanzan su
estabilidad estadistica, por lo cual no se justifica realizar

: : un numero mayor de mediciones, ya que el dato
La totalidad de las muestras analizadas C°|°rear%tenido no se va a modificar

adecuadamente de acuerdo con el protocolo
determinado para este estudio, teniendo en cuenta que
se hicieron ajustes al protocolo general descrito p

C.E.C.: Carcinoma Espinocelular
SD: Desviacion estandar

Discusion

Yabla 3. Parametros nucleares y de AgNORs para

Plotonet d (17). mastocitomas (Datos transformados a logaritmo)
. . o . - Tipo de t A I Area AgNOR NU
Eltiempo de incubacion éptimo para identificar las o N Cmy ) AgNORS

AgNORs en todos los tumores del presente estud Media SD Media SD Media SD
fue de 30 minutos; tiempo que se determiné luego (vastocitomas 2.7 103 009 111 323 201
analizar en qué momento se visualizaban las AgQNOF ;. | 285 118  -008 110 282 186
como puntos individuales y oscuros; iguales resultad(g, 4, |, 234 033 023 078 318 178
fueron reportados por Derenzini y Ploton (4), qutgago 290 122 020 133 375 228

consideran necesario 30 minutos como tiempo ¢
incubacién para obtener una coloracion satisfactorii®incluye los tres tipos tumorales
Sin embargo para Queiroz (19), y Aubetal(1) un  sD: Desviacion estandar
tiempo de 15 minutos es suficiente para colorear las

AgNORs.

En los tres grados tumorales de los mastocitomas
En el procesamiento de las muestras no se presefidnayor distribucién de las AGQNORSs se encontrd en
ningln problema con la coloracion al utilizar tejidosel nticleo y el nucléolo (f, de los cudles el grado IlI
archivados desde 1984 y muestras frescas de 2000plotuvo el porcentaje mas alto, correspondiente al
que confirma lo reportado por otros autores (2,5,10pastocitoma de mayor indiferenciacion celular segin
quienes resaltan la viabilidad de la coloracion AQNORS| sistema de grados definido por Patresiétl, citado
al ser utilizada en material de archivo. por O’keefe (15). Lo que esta de acuerdo con lo
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Figura 3. Mastocitoma canino grado |. Giemsa 400X.

reportado por Derenziniy Treré (5) quienes observar
gue algunos tumores malignos tenian mayor cantid
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mediciones es muy evidente. Lo anterior, podria
explicar las dos poblaciones celulares que aparecen
en el histograma de frecuencia para el area nuclear
(véase Figura 5), donde de acuerdo con los hallazgos
obtenidos a través de la coloracién de AQNORs, los
mastocitomas grado | y lll corresponden a un mismo
grupo neoplasico, mientras que los grados Il
representan un grupo independiente. La clasificacion
gradativa de los mastocitomas segun su diferenciacion
mediante la coloracion Giemsa presenta dificultades
debido a que las células neoplasicas exhiben
caracteristicas de los diversos grados tumorales en
forma simultanea (18). La coloracion AgNORs, se
presenta en este trabajo como una nueva propuesta
para ayudar al patélogo a definir claramente el

Pronostico de este tumor; especialmente si se piensa
‘”éﬂje el aumento en el &rea nuclear esta relacionado

de AgNORs distribuidos en el nicleo y el nucléolo. §irectamente con una mayor sintesis de RNA

ribosomal para mantener la demanda proteica del

El tumor basocelular y el carcinoma espinocelulag,mor, Esta relacion se hace evidente con la evaluacion
obtuvieron una distribucion jue corresponde a las gg |as AGNORS (2,5,17).

AgNORs presentes en el nacleo. De acuerdo con
Crocker (1992) existe una importante relacion entre

el grado de malignidad y el grado de dispersion de las
AgNORs en la célula, y sugiere que la ubicacion de 200
éstas solo en el nicleo es comuan en células altamente

malignas.
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Figura 4. Mastocitoma canino grado I. Las AQNORs aparecen
dispersas en el nlcleo como puntos oscuros bien definidos
e individuales (flecha). Coloracion de AQNORs, 1000X.
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Figura 5. Histograma de frecuencia de Distribucion del

area nuclear transformada estadisticamente en
mastocitomas caninos.

En esta investigacion el nimero de AgQNORs por
célula para los mastocitomas en general fue de 3.23,
presentandose un nimero mayor 3.75 en los tumores
grado Ill. De acuerdo con Simoesal (20), quienes
relacionaron el namero de AgNORs en los

Los mastocitomas grado Il, presentan tanto un@astocitomas caninos con el prondstico clinico del
area nuclear como area AgNORs/célula menor gumor, un nimero menor a 2.25 AgNORs por célula
los grados | y IIl. EIl ANOVA mostré diferencia Significa un periodo mayor de supervivencia, aunque
estadistica significativa con relacion al area y nimer®s autores no establecieron este parametro para cada
de AgNORSs para los tres grados; sin embargo Ig#ado tumoral.
grados | y [l mantienen una relacion proporcional entre
area nuclear y area AgNORs. Ademas de que ambos De acuerdo con el Committee on AgNORs

grados presentan diferencia estadistica significativ@antification de European Society of Pathology (1)
con el grado I, la diferencia numérica de lass€ considera que el parametro area total de AGQNORs



Rev Col Cienc Pec Vol. 16: 2, 2003 137

por célula es el mas importante en el momento dee llevé a cabo en el SAAI, mientras que las
utilizar la técnica AQNORs para definir un pronésticoobservaciones realizadas por Queiroz (19) fueron
utilizando microscopio optico. El programa Image-Pro
La media del area encontrada para los carcinomatus version 4.0, Media Cybernetics, utilizado en este
espinocelulares en este estudio fue de 1.48 untrabajo facilité la manipulacion de las imagenes lo cual
correspondiente al promedio de los reportados p@n su momento permitié la separacion de los puntos
Hirsch et al (8), donde la media del &rea AQNORsen forma individual lo que a su vez favorecié un conteo
estuvo entre 1 y 3 uingquienencontraron que las mas preciso.
AgNORs en células de tejido maligno son poco
uniformes en tamafio y forma. El nimero de AQNORs En el presente trabajo no fue posible confrontar
por célula en esta investigacion fue de 3.95; autorestadisticamente los parametros AGNORs de los
como Crockeret al (3), encontraron de 1.7 a 4.0tumores espinocelulares de acuerdo con su grado de
dependiendo del grado de diferenciacion. diferenciacién y los epiteliomas basocelulares de
acuerdo con su clasificacion morfologica, por que el
La media del numero de AgNORs por célulaamafio muestral en ambos casos no lo permitio.
encontrada en los tumores basocelulares de este
estudio fue de 3.76 que es comparativamente mayor Esta investigacion demostré que la coloracion
a la hallada por Queiroz (19), donde se observé uRgNORS es una técnica util en la evaluacion de la
media de 2.63, el autor también reporta un tamaraxctividad proliferativa de algunos tumores cutaneos
relativamente uniforme, de las AgNORs, formandaaninos. La coloracién permite ademas establecer una
uno, dos o tres nucléolos. Es de anotar que kasificacién de los mastocitomas diferente a la
cuantificacién de las AQNORs en el presente trabajactualmente utilizada, o que a su vez establece pautas
para nuevas investigaciones.
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Summary
Nucleolar organized regions in canine cutaneos tumors

A silver stain technique is used to identify the Nucleolar Organizer Regions (AgNORS).
Nowadays, the quantitative and qualitative evaluation of these regions is a marker to the
proliferative activity in tumor cells. The purpose of this study was to characterize AGQNORs in some
kind of canine skin tumors. There where evaluated 28 mast cells tumors, 18 squamous cells tumors
and seven basal cells tumors from the animal pathology archive and from the veterinarian clinic
of the University of Antioquia as well as other locals clinic in the city of Medellin, Colombia. The
samples were embedded in paraffin and cutted to four microns and stained with Hematoxylin-
Eosin to check the diagnostic and Giemsa stained to classify the mast cells tumors. To evaluate
morphometrically the AQNORs in the automatic image analyzer (AlA) other series of these samples
were stained with silver nitrate. The following parameters were evaluated: nuclear area, AQNORs
area/cell, AgQNORs number/cell, and AQNORs distribution in the cell. The study of the variation
from the innestability of the average values was used in direct relation with sample size in order to
determinate the number of cells to be evaluated; yielding a total of 20 cells in each case for the
mast cell tumors and for the squamous cell tumors, moreover a total of 30 cells in each case for the
basal cell tumors. The data was statistically anallyzed using the variance analysis and by comparing
the medians by the Fischer (F) test, revealing significant level of p<0.05 value. The AgNORs stain
is viable in the evaluated tumors for what 30 minutes were needed for the incubation period. The
statistical significant analysis (p<0.05) shows that the grade Il mast cell tumors have a smaller
nuclear area. Furthermore it shows significant difference (p>0.05) in the number and the area of
the AgNORs between the three histopathological levels of this tumor. The stained AQNORs revealed
two cellular layers in the mast cell tumors that differ from the grade classification that is used
today.

Key words: basal cell tumor, mast cell tumor, neoplasia, squamous cell carcinoma, tumoral marker.
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