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Resumen

Rosciani, A.S.; Merlo, W.A.; Guaimas Moya, L.E.; Baez, A.; Lopez, J.E.; Maccio, O.A.:
Graduacion nucleary determinacion de regiones organizadoras de nucléolos en muestras
citolégicas de tumores mamarios caninos. Rev. vet. 16: 2, 65—68, 2005. Los tumores ma-
marios son las neoplasias mas frecuentes en las hembras caninas y aproximadamente el 50%
son malignos. Su comportamiento biologico es variable y dificil de predecir. La presente
comunicacion tiene como objetivo reafirmar la posibilidad de realizar tipificacion de mues-
tras citologicas de tumores mamarios mediante la determinacion de grado nuclear y de mar-
cadores de regiones organizadoras de nucléolos (AgNOR). Para ello fueron analizados 45
tumores mamarios, hallandose un 9% de neoplasias benignas y una relacion clara entre los
citodiagnosticos de neoplasias malignas y las determinaciones de grado nuclear y AgNOR.
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Abstract

Rosciani, A.S.; Merlo, W.A.; Guaimas Moya, L.E.; Baez, A.; Lopez, J.E.; Maccié,
O.A.: Nuclear grade and nucleolus organizing regions determination in canine mamma-
ry tumor cytological samples. Rev. vet. 16: 2, 65—68, 2005. Mammary tumors are the most
frequent neoplasms in bitches; about 50% of them are malignant. Its biological behavior is
difficult to predict. This communication aims to reaffirm cytological classification possibili-
ties by means of nuclear grade and nucleolar organizing region marker (AgNOR) determina-
tions. For this reason, 45 canine mammary tumors were analyzed, finding only 9% of benign
neoplasms. There is a clear relationship between malignant neoplasms cytodiagnostic and

nuclear grade and AgNOR determinations.
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INTRODUCCION

Los tumores mamarios son las neoplasias mas fre-
cuentes en las hembras caninas y aproximadamente el
50% de ellos son malignos . Se manifiestan habitual-
mente como nddulos tinicos o multiples, en una o en mas
glandulas, pudiendo pertenecer al mismo o a diferentes
tipos morfologicos, presentando estructura y compor-
tamiento biologico variables . Raramente ocurren en
hembras caninas menores de 2 afios, pero a partir de
los 67 afios de edad su incidencia se incrementa consi-
derablemente. Los machos son infrecuentemente afec-
tados, en la mayoria de los casos por formas malignas
2. El tiempo de sobrevida de los pacientes tratados por
tumores malignos es significativamente menor (4 a 17
meses) que el de los tratados por tumores benignos .

Los tumores mamarios caninos histéricamente se
han agrupado de acuerdo a criterios histogénicos, mor-
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fologicos, descriptivos y prondsticos, resultando en
clasificaciones innecesariamente complejas y de dificil
aplicacion. La clasificacion actual de la Organizacion
Mundial de la Salud (1999) se ha simplificado y rela-
ciona los diferentes tipos histologicos con el grado de
malignidad.

Se han realizado diversos trabajos en busca de indi-
cadores objetivos del comportamiento bioloégico tumo-
ral, considerandose como tales: tipo histologico, forma
de crecimiento, estadificacion clinica, tamafo, grado
de diferenciacion nuclear, ploidia ', indice mitotico y
angiogénesis tumoral '>?'. Se han establecido diferen-
tes pruebas estadisticas multivariadas para la identifi-
cacion de factores independientes, siendo el tipo histo-
logico del blastoma, uno de los mas destacados. Estas
determinaciones confirmaron una relacion directa entre
el alto grado de anaplasia y el prondstico desfavorable.
De todas maneras, a pesar de la identificacion de estos
factores, el comportamiento bioldgico de los tumores
mamarios caninos, es aun dificil de predecir. Por ello,
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es imprescindible la identificacion de otras herramien-
tas que permitan reconocer pacientes con alto riesgo de
recurrencia y muerte '8,

De acuerdo a algunos autores, el examen histopato-
logico constituye el método diagnostico mas confiable,
ya que permite ademas de la tipificacion y graduacion,
la valoracién de factores como infiltracion vascular, cu-
tanea y de tejidos blandos. Ademas, brinda datos como
grado de diferenciacion, indice mitotico, necrosis y
compromiso de los bordes de la pieza quirtrgica .

Algunos especialistas consideran que el citodiag-
nostico es inadecuado para diferenciar entre lesiones
benignas y malignas en glandula mamaria canina . Sin
embargo, varios trabajos demostraron la notable corres-
pondencia existente entre los resultados de los analisis
citopatoldgico e histopatoldgico, resaltando la confiabi-
lidad del primero y su utilidad como método comple-
mentario "% 1326, Otros investigadores confirmaron sus
cualidades mediante la observacion del comportamien-
to evolutivo de las lesiones diagnosticadas **%. Para las
patologias mamarias se ha establecido un sistema de
diferenciacion de tumores benignos de malignos ? y se
han clasificado citologicamente, presentandose una ti-
pificacion de los tumores mamarios . Algunos autores
otorgan valor pronoéstico a la determinacion del diame-
tro nuclear en las muestras citologicas de carcinomas
mamarios *.

En medicina humana la graduacion histopatologica
tumoral es considerada como un importante indicador
pronodstico, aunque no se incluye como parametro en
la estadificacion de las neoplasias . A lo largo de los
aflos, diversos autores propusieron distintos sistemas de
graduacion, entre ellos un sistema de scores basado en
la formacion de tubulos, pleomorfismo nuclear, hiper-
cromasia y actividad mitética ®. Se realizaron diversos
intentos para tornar este sistema mas objetivo, hasta
que en 1993 se propone '' una version modificada del
método clasico precitado *. En medicina veterinaria se
encuentran escasos trabajos que apliquen graduaciones
histopatologicas estandarizadas **; en general, cada in-
vestigador utiliza distintos sistemas, lo que no permite
comparar resultados entre una serie de tumores y otra.

Las regiones organizadoras de nucléolos (NORs)
son segmentos de los cromosomas que contienen genes
ribosomales. Estos segmentos se hallan relacionados a
proteinas no histonicas, acidicas (AgNORs), evidencia-
bles por medio de impregnacion argéntica como puntos
negros en las muestras cito e histopatologicas '°. En los
ultimos tiempos esta técnica ha despertado interés cre-
ciente en medicina veterinaria debido a su simplicidad y
bajo costo, como asi también por ser considerada como
método valido en la emision de prondsticos en lesiones
neoplasicas, debido a su capacidad de mostrar el estado
de proliferacion de las células tumorales '* 8. Especifi-
camente su aplicacion en neoplasias de glandula mama-
ria en perras mostré diferencias entre tumores benignos
y malignos '. En otros casos se hall6 correlacion entre
el tipo histopatologico, la determinacion de AgNORs
como pronodstico y la ocurrencia de muerte relacionada

con la neoplasia mamaria dentro del afio post—cirugia
43 Su difusion entre los patologos ha sido muy amplia y
ha generado reportes escasamente comparables entre si.
Esta divergencia se debe a diferencias en la técnica de
impregnacion y al procedimiento utilizado para cuanti-
ficar e interpretar las AgNOR 7.

El presente estudio tuvo por objetivo constatar la
eficacia de las técnicas de determinacion del grado nu-
clear y marcacion de AgNOR en la tipificacion de tumo-
res mamarios a partir de muestras citologicas de cani-
nos. El trabajo forma parte de un proyecto amplio que
investiga distintos indicadores pronosticos del compor-
tamiento biologico de las neoplasias mamarias caninas.

MATERIAL Y METODOS

Fueron analizados 45 tumores correspondientes a
32 hembras caninas (15% castradas) cuyas edades os-
cilaron entre los 5 y 16 afios. Los animales provenian
del Hospital de Clinicas de la Facultad de Ciencias Ve-
terinarias (UNNE) y de diversas clinicas privadas de la
region. El 65 % de los pacientes fue de raza indefinida;
los restantes fueron de razas puras, hallandose una ma-
yor incidencia en la raza Cocker. La presentacion mas
frecuente fue la de tumores multiples (72%), predomi-
nando en los dos ultimos pares de mamas (64%).

Para la realizacion del citodiagnodstico se tomaron
muestras por puncion con aguja fina de los diferentes
tumores mamarios presentados por cada paciente. Tal
metodologia constituye una variante de la puncion—as-
piracion % 22y es 1til para obtener muestras de distin-
tos tipos de lesiones. Para su realizacion se emplearon
agujas descartables de 40x8. Los especimenes fueron
fijados en alcohol de 96° y coloreados con Wright y con
la técnica de Hematoxilina y Eosina. Se reservaron 2
vidrios para la determinacion de AgNOR. La tipifica-
cion del tumor se realizé de acuerdo a la Clasificacion
Histopatologica de la OMS (1999).

Se determind el grado nuclear, de acuerdo al item
correspondiente a “pleomorfismo nuclear” del método
de graduacion de tumores de Elston & Ellis ', estable-
ciéndose las categorias I (nucleos pequefios, regulares y
con leve variacion), II (moderada variacion en el tama-
flo y forma nuclear; ocasionales nucléolos) y III (mar-
cada variacion en el tamafio nuclear, nicleos bizarros y
frecuentes nucléolos prominentes).

Para la determinacion de las regiones organizadoras
de nucléolos (AgNOR) se utilizo la Técnica de Howell
y Black (1980) para muestras citologicas '*. Sobre un
portaobjetos con el material fijado, se coloco una gota
de solucion acuosa de gelatina al 2% (con acido formico
al 1%). Tras adicionar a la gota anterior, 2 gotas de solu-
cion acuosa de nitrato de plata al 50%, se cubri6 con un
cubreobjetos y se incubd en estufa a 60°C por un perio-
do de 10 minutos aproximadamente, hasta que la lamina
adquirié una coloracion marron dorada. Se retiré de la
estufa y se lavo con agua destilada, realizandose final-
mente una coloracion de contraste con Giemsa al 1%.
Como método de cuantificacion se utilizo el recuento a
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maximo aumento (1000 X) de puntos nucleares impreg-
nados con plata, por nicleo, expresandose el promedio
de los recuentos realizados por dos operadores.

Estadisticamente se efectuaron célculos de tenden-
cia central y dispersion (media aritmética y desvio es-
tandar) y se realiz6 analisis de la varianza de los resulta-
dos obtenidos de la marcacion de AgNOR/nucleo entre
los distintos tipos tumorales. Se buscaron diferencias
significativas entre medias utilizando el test de Tuckey
(p <0,05) *.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se observan los distintos tipos tumora-
les hallados, diagnosticados por citologia de acuerdo a
la Clasificacion Histopatologica de la OMS (1999). Los
mismos se presentan de acuerdo a un orden creciente de
malignidad.

En esta serie se encontraron 4 neoplasias benignas
(9%) y los casos restantes (91%) correspondieron a va-
riedades malignas, como las que se muestran en las Fi-
guras 1y 2.

Los resultados de graduacion nuclear y cuantifi-
cacion de AgNOR en los distintos tipos de neoplasias
malignas estudiadas, se muestran respectivamente en
Tablas 2 y 3.

Figura 1. Carcinoma anaplasico, células grado nu-
clear III. Hy E, 250 X.

S

Figura 2. Carcinoma complejo, X = 3,2 AgNOR/nu-
cleo. Técnica de Howell, 1000 X.
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Tabla 1. Tipos tumorales diagnosticados por citologia.

tipo n
adenoma complejo 2
tumor mixto 2
carcinoma complejo 17
carcinoma en tumor mixto 15
carcinoma simple 5
carcinoma anaplasico

total 45

Tabla 2. Relacion entre el tipo tumoral (diagnosticado
por citologia) y el grado de pleomorfismo nuclear.

grado nuclear

fipo I I 11T
carcinoma complejo 4 11 2
carcinoma en tumor mixto 3 10 2
carcinoma simple 1 2 2
carcinoma anaplasico — — 4

Tabla 3. Relacion entre el tipo tumoral (diagnosticado
por citologia) y el recuento de AgNOR por nucleo.

tipo AgNOR (X + DE)
carcinoma complejo 3,2+£0,7917*
carcinoma en tumor mixto 4,0+ 1,4268*
carcinoma simple 6,0+2,3184"
carcinoma anaplasico 7,0+ 1,0801°

X: media aritmética, DE: desvio estandar. En cada columna,
letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

DISCUSION

Las neoplasias aqui analizadas fueron evaluadas ci-
tologicamente, arribandose al diagnostico en todos los
casos. Ello implica que dicha técnica es eficaz y aplica-
ble a los tumores mamarios caninos. El bajo porcentaje
de tumores benignos hallados difiere en forma llamativa
con las altas tasas comunicadas por otros autores '*2°,

En cuanto a la aplicacion de la graduacion nuclear, se
observa una clara correspondencia entre los grados nu-
cleares Il y I y los tipos tumorales de peor prondstico,
en concordancia con algunos estudios anteriores 3°. Con
respecto al método de cuantificacion de AgNOR/nucleo,
se corroboran las dificultades técnicas consignadas en
otros estudios 7. En efecto, el recuento objetivo de cada
AgNOR resulté engorroso, ya que a veces se observaron
pequeiios puntos dispersos en la zona nucleolar, otras
veces se encontraron juntos, superpuestos y formando
uno o mas grandes nucléolos.

El analisis estadistico de los resultados de la marca-
cion de AgNOR/nucleo mostré diferencias significati-
vas (p < 0,05) entre dos grupos de tumores. Estos datos
coinciden con aseveraciones de otros autores * %1%,

Se concluye que la graduacion nuclear y la marca-
cion de regiones organizadoras de nucléolos constituyen
un complemento valido del citodiagnostico de tumores
mamarios caninos.
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