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Resumen

Benitez, J.S.; Insfran, R.M.; Merlo, W.A.; Brunel, R.A.; Rosciani, A.S.: Valoracion
de caracteristicas nucleares en muestras citologicas de tumores mamarios caninos. Rev.
vet. 27: 2, 117-120, 2016. El presente trabajo tuvo como objetivo comprobar la utilidad y el
valor predictivo de la determinacion de caracteristicas morfologicas nucleares subjetivas y
objetivas, en muestras citologicas de tumores mamarios caninos. Se estudiaron muestras de
34 pacientes, las cuales fueron controladas hasta 18 meses post cirugia, lo que permitio la
confeccion de curvas de supervivencia. Se realizo la estadificacion clinica al momento de
la consulta, el citodiagndstico y la determinacion del grado nuclear de las muestras obteni-
das por puncion y coloreadas con hematoxilina y eosina. Para las mediciones se utilizo el
programa Leica Application Suite 3.4.1., calculandose el diametro nuclear promedio, area
nuclear promedio, perimetro nuclear promedio e indice de redondez, todos ellos parametros
cariométricos de valor prondstico en medicina humana. Los resultados sefialaron un aumen-
to gradual de los valores morfométricos de cada parametro, coincidentes con el aumento de
la graduacion nuclear, del estadio clinico, asi como de los tipos histopatologicos considera-
dos de peor pronostico. Las curvas de supervivencia mostraron diferencias significativas al
comparar los grados nucleares. Los hallazgos efectuados respaldan la cualidad predictiva de
estas herramientas diagnosticas.
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Abstract

Benitez, J.S.; Insfran, R.M.; Merlo, W.A.; Brunel, R.A.; Rosciani, A.S.: Evaluation of
nuclear characteristics in citological samples of canine mammary tumors. Rev. vet. 27:
2, 117-120, 2016. This work aimed to validate the usefulness of subjective and objective de-
termination of nuclear morphological characteristics in cytological samples of canine mam-
mary tumors and check their predictive utility. Samples of 34 patients who were followed up
for 18 months post surgery, were studied, situation that allowed survival curves confection.
Clinical staging at diagnosis was made. The samples were obtained by fine needle punction,
colored with hematoxylin and eosin and cytologic diagnosis and nuclear graduation were
performed. The Leica Application Suite 3.4.1 Program was used for measurements, calculat-
ing the average nuclear diameter, the average nuclear area, the average nuclear perimeter and
roundness index. All of these nuclear morphometric parameters are considered of prognostic
value in human medicine. In this analysis, a gradual increase in morphometric values of each
parameter was observed. In accordance with higher nuclear graduation and clinical stages
and also, in histological types considered of worse prognosis. Survival curves showed statis-
tical differences when comparing nuclear degrees. The findings obtained here, support the
predictive quality of determination of nuclear grade and its morphometric parameters.

Key words: bitch, mammary neoplasias, cytologic diagnosis, nuclear graduation, cariomet-
ric parameters, prognosis value.

INTRODUCCION por su gran diversidad histomorfologica y su compor-
tamiento bioldgico variable, dificil de predecir. Espe-

Las neoplasias mamarias constituyen los tumores cialistas en el tema afirman que el reconocimiento de
mas frecuentes de las hembras caninas y son llamativas  neoplasias verdaderamente malignas es problematico
y que se tiende a sobrediagnosticar estas lesiones. Por
Recibido: 7 abril 2016 / Aceptado: 22 julio 2016 ello recomiendan que al evaluar cortes histopatologi-




118

cos con hematoxilina y eosina, se tenga en cuenta el
tipo histologico, el grado de pleomorfismo celular y nu-
clear, el indice mitdtico, las areas de necrosis dentro del
tumor, la invasion vasculo-linfatica intra y peritumoral
y la presencia de metastasis ganglionar ® .

Basandose en una clasificacion que revelo ido-
neidad en pacientes humanos 7 , se han propuesto va-
rios sistemas de graduacion de malignidad para estas
neoplasias % 5. La disparidad de criterios existentes
en los sistemas de graduacion morfologica del cancer
mamario en caninos, genera una amplia variedad de
conceptos y metodologias al momento de elaborar el
diagnostico y el prondstico de vida para las pacientes.
Ello demuestra la necesidad de investigar nuevos méto-
dos objetivos confiables y reproducibles.

El estudio citoloégico constituye una herramienta
eficaz en la aproximacion diagnostica de numerosos ti-
pos de lesiones, facilitando la apreciacion de las carac-
teristicas nucleares. El grado de diferenciacion nuclear
de las células neoplasicas (grado nuclear), se viene
utilizando desde hace mucho tiempo para diferenciar
entre lesiones benignas y malignas, asi como para de-
terminar el riesgo de progresion de la enfermedad '¢.
Sin embargo, en general, carece de objetividad y de re-
producibilidad debido a las variaciones propias de cada
observador * 4.

Para compensar estas falencias se ha propuesto la
aplicacion de métodos morfométricos que exigen estan-
darizacion de los procedimientos de obtencion y prepa-
racion de las muestras a valorar, del manejo de muestras
representativas de una determinada lesion o tipo celular
y de la seleccion del area del espécimen a medir 8.

Entre los numerosos parametros estudiados, el mas
comun es el drea nuclear, determinada por el contorno
nuclear a partir del cual pueden calcularse otros para-
metros morfométricos como el diametro, el perimetro
y el indice de redondez nuclear ' . Este ultimo refleja
la forma del nticleo celular, consignandose el valor de
uno (1), cuando la misma se corresponde con un circulo
perfecto °.

En medicina veterinaria diversos estudios en dife-
rentes tipos de neoplasias han recurrido al analisis de
la morfometria nuclear como predictor >°. Se ha pro-
puesto la utilidad diagnoéstica y predictiva que provee
la cuantificacion de estas caracteristicas en las células
de neoplasias mamarias de la mujer, lo cual podria ayu-
dar a discriminar diferentes tipos de lesiones, evaluar
el curso de la enfermedad, la supervivencia, el riesgo
de metastasis e incluso discriminar la posibilidad de
respuesta al tratamiento quimioterapico '.

Aunque el examen histopatologico contintia siendo
el método mas confiable para el diagndstico '?, el po-
tencial, la eficacia y la practicidad clinica que represen-
ta la aplicacion del citodiagnostico, han sido comproba-
dos hace tiempo en medicinas humana y veterinaria ' .
En la evaluacion del carcinoma mamario de la mujer,
la valoracion morfométrica de diferentes parametros
nucleares aporta una valiosa informacion prondstica
adicional '®.
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El presente trabajo tuvo como objetivo comprobar
la utilidad predictiva de la determinacion de las carac-
teristicas morfologicas nucleares medibles en muestras
citologicas de tumores mamarios caninos.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con 34 pacientes caninas con neoplasias
mamarias, cuya evolucion pudo controlarse hasta los
18 meses. En el caso de aquéllas que presentaron mul-
tiples tumoraciones, se estudio la progresion del tumor
de mayor dimension.

Se tomaron muestras citologicas de los tumores
mamarios por el método de “puncioén con aguja fina”,
variante de la “puncidén-aspiraciéon con aguja fina” 3.
Se utilizaron agujas descartables 40 x 8 y jeringas de
10 ml, para expeler el material sobre portaobjetos lim-
pios y desengrasados. Los preparados fueron fijados en
alcohol de 96° durante 5 minutos y coloreados con he-
matoxilina y eosina.

El diagnostico citologico se realizod en base a una
clasificacion y graduacion histologica de tumores ma-
marios del perro ®. Se procedid a la determinacion de
la graduacion nuclear (GN), de acuerdo al item corres-
pondiente a “pleomorfismo nuclear” del “sistema de
graduacion histologica de los carcinomas mamarios
caninos y felinos” '*. En base al mismo, las pacientes
fueron agrupadas en tres categorias (GN I, II y III), te-
niendo en cuenta el pleomorfismo, la condensacion de
la cromatina y la presencia y tamaiio del nucleolo.

Se obtuvieron fotografias digitales utilizando un
microscopio Leica DM500 con camara digital Leica
ICC50 acoplada. Sobre las imagenes se determinaron
los valores de area nuclear promedio, perimetro nuclear
promedio, didmetro nuclear promedio e indice de re-
dondez (perimetro nuclear %4 « . area nuclear). Se re-
gistraron los valores de los recuentos realizados en 50
células de cada caso, utilizando el Leica Application
Suite 3.4.1. Todas las mediciones se hicieron bajo un
aumento de 400X y se expresaron en micrometros.

Se procedi6 a la determinacion del estadio clinico
de las pacientes (Owen, 1980) considerando la clasifi-
cacion “TNM” de la OMS, la cual contempla cinco ca-
tegorias, de menor a mayor gravedad: I, II, III, IVy V.
Los controles post-tratamiento fueron realizados hasta
el afo y medio, luego del tratamiento quirargico.

En base a las mencionadas determinaciones se con-
feccionaron “curvas de sobrevida de Kaplan-Meier”.
Estas curvas muestran en la ordenada, la probabilidad
(que decrece desde 1) que tienen las pacientes con neo-
plasias mamarias de sobrevivir determinada cantidad
de tiempo, representada en meses en la abscisa. Se bus-
caron diferencias entre los grupos considerados para
cada uno de los parametros estudiados, por medio de
pruebas de y* y analisis de la variancia. Las diferentes
variables fueron analizadas mediante el programa In-
foStat Profesional, version 10 (FCA, Universidad Na-
cional de Cérdoba) °.
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RESULTADOS

Las neoplasias estudiadas fueron diagnosticadas
como diferentes variedades malignas de carcinomas
(simples: 10 casos; complejos: 13 casos; mixtos: 8 ca-
$0s) y sarcomas en 3 ocasiones.

La distribucion de las neoplasias en las distintas
categorias contempladas en la graduacion nuclear, se
observa en la Tabla 1.

Los valores promedio obtenidos para los distintos
parametros cariométricos, teniendo en cuenta la esta-
dificacion clinica, el diagnoéstico del tipo histologico
y la graduacion nuclear, se detallan en la Tabla 2. La
comparacion de dichos parametros entre las categorias
de la estadificacion clinica y del tipo histologico, no
arrojo6 diferencias significativas, aunque si las hubo (p:
0,0001) al comparar las tres categorias de la graduacion
nuclear.

Las “curvas de sobrevida” revelaron una disminu-
cion significativa (p: 0,002) del tiempo de superviven-
cia en las categorias de mayor graduacion nuclear, tal
como puede apreciarse en la Figura 1. No se obtuvieron
diferencias significativas al analizar la supervivencia
de las pacientes considerando la estadificacion clinica
o el tipo histologico.

Tabla 1. Distribucion de las pacientes de acuerdo a la
graduacion nuclear.

grado nuclear n %

1 11 32,3
II 16 47,0
I 7 20,6

n: nimero de casos; %: porcentajes sobre el total de casos
analizados.

Tabla 2. Parametros cariométricos segun estadifica-
cion clinica (EC), tipo histolégico (TH) y grado nu-
clear (GN).

tipo grado DMum  AM um? PM pm IR
I 9,53 84,04 29,93 0,95
1I 8,78 78,21 29,41 0,94
EC I 9,96 86,82 30,92 0,95
v 10,89 92,92 34,47 0,97
\% 11,34 103,82 31,47 0,97
CC 9,24 83,04 29,73 0,95
TH CT™M 9,42 87,72 31,28 0,95
CS 10,62 91,72 32,24 0,95
SAR 11,04 94,52 32,27 0,97
1 7,99 60,19 25,7 0,92
GN 2 9,94 87,33 30,44 0,95
3 10,87 102,07 34,37 0,97

DM: diametro nuclear promedio; AM: area nuclear prome-
dio; PM: perimetro nuclear promedio; IR: indice de redon-
dez; I, 11, 111, IV y V: estadificacion clinica; CS: carcinoma
simple; CC: carcinoma complejo; CTM: carcinoma en
tumor mixto; SAR: sarcoma; 1, 2 y 3: grado nuclear en sus
tres categorias.
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Figura 1. Curva de sobrevida de acuerdo con la gra-
duacion nuclear (GN). GN I, GN I y GN III Abscisa:
sobrevida (meses). Ordenada: probabilidad de sobre-
vida.

DISCUSION

Todas las muestras analizadas fueron diagnostica-
das como variedades malignas de neoplasias mamarias.
La citologia demostrd el potencial atribuido en medi-
cina humana como técnica diagndstica complementa-
ria ', siendo aplicable en muestras citologicas de tu-
mores mamarios caninos, acorde a lo demostrado por
otros autores °.

Los valores morfométricos nucleares de todos los
parametros considerados, mostraron un incremento
progresivo en relacion directa al aumento de la gradua-
cion nuclear y de la estadificacion clinica considerada.
Aunque no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos tipos histologicos, los valores mas
elevados se observaron en el grupo de los sarcomas,
considerados por la bibliografia clasica como los de
peor pronodstico. Estos resultados son coincidentes con
los hallazgos efectuados en carcinomas mamarios de la
mujer 7, que indican en forma cuantitativa los cambios
de forma y de tamafo que sufre el niicleo celular duran-
te el proceso de malignizacion.

Si bien el indice de redondez mostr6 pequeiias fluc-
tuaciones, en ningun caso alcanz¢ el valor de 1, lo que
indicaria que el nicleo de las células tumorales del ca-
nino conserva una forma ovoide, tal como sucede en el
carcinoma mamario de la mujer '°. La menor supervi-
vencia de las pacientes con indices proximos a dicho
valor coincide con la premisa de que la aproximacion a
la esfericidad conlleva un mal pronostico " .

Los resultados de la valoracion de las caracte-
risticas morfologicas y morfométricas nucleares en
muestras citologicas y su correlacion con la sobrevi-
da de las pacientes afectadas por neoplasias mamarias,
coinciden con la idea expresada por investigadores que
consideran a estas determinaciones como instrumentos
complementarios eficaces para predecir la evolucion
de las pacientes ! . El uso de programas informaticos
analizadores de imagenes constituye una herramienta
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eficaz en el area, ya que facilita la apreciacion y medi-
cion de ciertas caracteristicas citologicas, permitiendo
obtener resultados cuantificables y reproducibles que
podrian resultar de utilidad para definir parametros es-
tandarizados, aiin inexistentes en medicina veterinaria.

El citodiagnostico de neoplasias mamarias caninas,
teniendo en cuenta la graduacion nuclear subjetiva y la
determinacion de parametros morfométricos nucleares
objetivos, se muestran en estos resultados como herra-
mientas diagnosticas con valor pronostico acerca de la
sobrevida de las pacientes.
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