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Resumen

Rosciani, A.S.; Merlo, W.A.; Insfran, R.M.; Benitez, J.S.; Ortega, H.H.: Rol de las célu-
las mioepiteliales en el desarrollo de tumores complejos y mixtos de la glandula mamaria

canina. Rev. vet. 21: 1, 19-22, 2010. Las células mioepieliales (CME) proliferan en los tu-
mores de mama complejos y mixtos de la especie canina, por lo cual es importante caracte-
rizarlas y probar su transformacion en tejido mixoide, cartilago y hueso. En tal sentido se ha

descrito que distintos tipos de CME al proliferar sufren transformaciones fenotipicas (hiper-
troficas, fusiformes, estrelladas, redondas, condroblastos) y capacidad de generar abundante

matriz intercelular de caracteristicas dispares. El objetivo de esta comunicacion fue presentar
los resultados obtenidos con la doble inmunomarcacion del antigeno nuclear de proliferacion

celular (PCNA) y alfa actina de musculo liso (AA), lo que ha permitido evidenciar las CME

en proliferacion. Asimismo, reportar la posibilidad de identificar morfologicamente distintas

variedades de estas células en preparados coloreados con hematoxilina y eosina (HyE). Se

estudiaron 54 tumores mamarios caninos diagnosticados como carcinoma complejo (CC),
carcinoma simple (CS) y carcinoma en tumor mixto benigno (CTM). Se realizo el reconoci-
miento de las cinco variedades de CME descriptas por otros autores en los cortes coloreados

con HyE. En los CC se observaron todas las variedades de CME excepto condroblastos y/u

osteocitos, que si se presentaron en los CTM. Los CS mostraron la presencia de CME fusi-
formes e hipertroficas. Se observo marcacion positiva a AA en los citoplasmas de la totalidad

de las células de tipos fusiforme e hipertroficas. Hubo leve marcacion en menos del 50% de

las células estrelladas. No se observaron células redondas marcadas y s6lo en dos oportuni-
dades hubo positividad muy leve en condroblastos/osteocitos. Los recuentos de nucleos de

las CME positivas a PCNA fueron superiores en CC (17,33) y CTM (15,67) sobre CS (12,56),
aunque las diferencias fueron no significativas. Se corrobora que en los carcinomas en tumor
mixto benigno y complejo las CME proliferan, se transforman y dan origen a zonas de tejido

con aspecto fibroso, mixoide y condroide.

Palabras clave: perra, glandula mamaria, células mioepiteliales, carcinomas en tumores
mixto y complejo.

Abstract

Rosciani, A.S.; Merlo, W.A.; Insfran, R.M.; Benitez, J.S.; Ortega, H.H.: Myoepithelial
cells’ role in the development of complex and mixed tumors in canine mammary gland.
Rev. vet. 21: 1, 19-22, 2010. Myoepithelial cells (MEC) proliferate in complex and mixed
canine mammary gland tumors. They usually transform into cells from myxoid, chondroid
and bone tissues. Different attempts to characterize and make them evident have been made,
by using specific markers. Myoepithelial cells suffer phenotypic transformations during pro-
liferation, and different types of such transformations have been described: fusiform, hy-
pertrophic, stellate and rounded myoepithelial cells and chondroblasts. The purpose of this
assay is to present the results from the proliferation cells’ nuclear antigen (PCNA) and alpha
smooth muscle actin (AA) double immunohistochemical technique, which revealed CME
proliferation. In addition, to report the description of morphologically identified MEC’s va-
rieties on hematoxilin and eosine slides. Fifty four canine mammary tumours diagnosed as
simple (SC) and complex carcinomas (CC), and carcinomas in mixed benign tumours (CMT),
were studied. The five MEC’s varieties (previously described by other authors, were recog-
nized. All types, except for chondroblasts and or osteocytes, were observed in CC, whereas
all of them were seen in CTM. SC showed the presence of fusiform and hypertrophic MEC.
Positive AA cytoplasmic staining pattern was seen in the all of fusiform and hypertrophic
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MEC. Less than 50% of stellate MEC was weakly reactive. No positive rounded MEC were
observed. Chondroblasts and osteocytes were observed with a weak stain only in two occa-
sions. CC (17,33) and CTM (15,67) showed the highest PCNA reactive MEC’s nucleus counts
over SC (12,56), although no significant statistics differences were found. These findings are
in agreement with the current presumption that MEC proliferate, transform and give rise to
different tissues such as fibrous, myxoid and chondroid.

Key words: bitch, mammary gland, myoepithelial cells, carcinomas in mixed and complex

tumours.

INTRODUCCION

La especie canina se caracteriza por la ocurrencia
de tumores de mama complejos y mixtos '*, llamativos
por su frecuencia y su heterogeneidad histomorfologica
414 Existen varias hipotesis sobre la histogénesis de
estos tumores, a saber: un origen comun a partir de una
célula madre * ', metaplasia a partir de células epitelia-
les 7, metaplasia del tejido conectivo !¢ y finalmente la
teoria que ha dado mayores evidencias de ser probable:
metaplasia a partir de las células mioepiteliales (CME)
2. Dentro de esta Gltima concepcion, se han realizado
diversos trabajos intentando caracterizar a las CME
(que aparentemente proliferan en tales neoplasias) y
probar su transformacion en tejido mixoide, cartilago
y hueso.

Para evidenciar las CME se han empleado diversos
marcadores tales como alfa actina de musculo liso, cal-
ponina, caldesmona, desmina, miosina de cadena pesa-
da de musculo liso, proteina fibrilar glial acida, S—100,
citoqueratina 14 y vimentina %> % 516 Basandose en
la identificacion por medio de calponina, se describen
distintos tipos de CME que van sufriendo transforma-
ciones fenotipicas a medida que proliferan: hipertrofi-
cas, fusiformes, estrelladas y redondas, las cuales pue-
den ademas generar abundante matriz intercelular de
caracteristicas dispares * .

Esta comunicacion tiene como objetivo presentar
los resultados obtenidos con la doble inmunomarcacion
del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA,
clon PC10 de Novocastra) y alfa actina de musculo liso
(AA, clon sml, de Novocastra), los cuales permiten re-
velar las CME en proliferacion. Asimismo, reportar la
posibilidad de identificar morfolégicamente en prepa-
rados coloreados con hematoxilina y eosina (HyE) las
distintas variedades de estas células.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 54 tumores mamarios caninos diag-
nosticados como carcinoma complejo (CC), carcino-
ma simple (CS) y carcinoma en tumor mixto benig-
no (CTM), de acuerdo a la actual clasificacion de la
OMS . Las piezas quirurgicas fueron procesadas de
acuerdo con la técnica histologica clasica y coloreadas
con HyE.

Se practicd la doble inmunomarcacion de cortes
para mostrar AA de musculo liso en los citoplasmas de
las células mioepiteliales y PCNA, proteina asociada a
la polimerasa delta que se hace visible en los nucleos
de las células en division, desde el estadio G1 hasta
el inicio de la mitosis. Se empleo el kit de Biotina—es-
treptavidina—peroxidasa (“supersensitive immunode-
tection system”, LP000—UL, Biogenex, CA, USA). Se
siguieron los lineamientos generales de los laboratorios
proveedores de los distintos anticuerpos. Se realiz6 in-
activacion de la peroxidasa enddgena y bloqueo con
suero normal de cabra (ya que el anticuerpo secundario
empleado fue desarrollado en esta especie).

Finalmente los distintos cortes se incubaron con
el anticuerpo primario PCNA: anticuerpos primarios
monoclonales de ratén, clon PC10 de Novocastra, con
incubacion de 40 min a temperatura ambiente. Se rea-
liz6 primero esta técnica con revelado de DAB y poste-
riormente se inicié la marcacion del segundo antigeno
AA: anticuerpo de ratén clon sml, de laboratorios No-
vocastra, durante 30 a 60 min, revelado por medio de
estreptavidina— peroxidasa (HK 330 Biogenex) y solu-
cion AEC (HK139 de Biogenex).

RESULTADOS

Se realizo el reconocimiento de las cinco varieda-
des descriptas en los cortes coloreados con HyE. En
los CC se observaron todas las variedades de CME
(fusiformes, hipertroficas, estrelladas y redondeadas)
excepto condroblastos y/u osteocitos, que si se presen-
taron en los CTM (Figuras 1 a 3). Los CS mostraron la
presencia de CME fusiformes e hipertroficas, forman-
do una hilera simple o doble como maximo, sobre la
membrana basal.

Las CME, aumentadas en nimero, en los tres ti-
pos tumorales estudiados manifestaron positividad a
AA. Las variedades morfologicas de CME fusiformes
e hipertroficas mostraron mayor intensidad de inmuno-
marcacion en la totalidad de las células (Figura 4). Las
CME con cambios de aspecto mas marcados como las
variedades estrelladas, redondas y condrocitos, eviden-
ciaron menos positividad. El 50 % de las células estre-
lladas fue levemente positivo, los condrocitos se mar-
caron escasamente y las CME redondas no lo hicieron.

En cuanto a los recuentos de nticleos de los dis-
tintos tipos de CME positivos a PCNA (Figura 4), se
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observaron promedios superiores en los CC (17,33) y
CTM (15,67) sobre los CS (12,56), aunque entre las va-
riedades no se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas.

DISCUSION

En los preparados coloreados con HyE fue posible
identificar las distintas variedades de CME descriptas
previamente en base a la inmunomarcacion con calpo-
nina ®, tanto en los carcinomas en tumor mixto como
en los carcinomas complejos. Inclusive, se observo pro-
liferacion e hipertrofia de estas células en los carcino-
mas simples.

Se observo marcacion positiva a AA de los citoplas-
mas de la totalidad de las CME de los tipos fusiformes
e hipertroficos. Hubo leve marcacion en menos del 50%
de las células de variedad estrellada. No se observaron
células redondas marcadas y s6lo en dos oportunidades
hubo positividad muy leve en condroblastos y osteoci-
tos. Otros autores refieren, también en neoplasias ma-
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marias caninas, pérdida de inmunomarcacion de AA
en las CME de areas con material amorfo mucinoso,
cartilaginoso u osificado '> . Por su parte, otro grupo
de investigadores explica que las células mioepiteliales
proliferantes de tumores mixtos de glandula mamaria
canina van perdiendo expresion de marcadores especi-
ficos como AA, mientras se va acentuando la expresion
de beta—tubulina de clase II y producen colageno espe-
cifico de cartilago !

El origen de las distintas variedades de neoplasias
mamarias en la especie canina ha sido ampliamente dis-
cutido >>7"'. Se considera que los resultados aqui obte-
nidos, tanto la identificacion de las distintas variedades
de CME con HyE, asi como su inmunomarcacion con
AA y los recuentos de nucleos de CME en proliferacion
se encuadrarian en la hipotesis mas aceptada actual-
mente, que establece que las células mioepiteliales en
los carcinomas complejos y carcinomas tumor mixto
proliferan, se transforman y dan origen a zonas de teji-
do de aspecto fibroso, mixoide o condroide.

Flgura 1. Carcmoma complejo Ala derecha de la
imagen se observan células carcinomatosas formando
estructuras tubulares, células mioepiteliales fusifor-
mes rodeando estas estructuras (flecha) y en el centro
células mioepiteliales hipertréficas (cabezas de fle-
chas). HyE, 400x.

Figura 2. Carcinoma complejo. Celulas mioepiteliales
estrelladas, en un area de tejido mixoide. HyE, 200x.

Figura 3. Carcinoma en tumor mixto benigno. Célu-
las carcinomatosas en distribucion difusa y tubular,
entre células mioepiteliales, areas de cartilago (flecha)
y sustancia osteoide (cabeza de flecha). Grado tumoral
1. HyE, 100x.

Figura 4. CME fusiformes (flecha) ¢ hipertroficas
(cabezas de flechas) de coloracion eosinofila, postivas
a AA y nucleos marrones positivos a PCNA. Doble
inmunomarcacion, 400x.
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