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CARACTERIZACION DE LASREGIONESORGANIZADORAS
NUCLEOLARESEN LASCELULASDEL TUMOR VENEREO
TRANSMISIBLE EN CANINOS: ESTUDIO HISTOQUIMICO

CHARACTERIZATION OF NucLEOLAR ORGANIZER REGIONS IN CELLSOF
TRrANSMISSIBLE VENEREAL TUMOR IN CANINE: HISTOCHEMICAL STuDY

Luis Rodriguez |.}, Rosa Perales C.12, Alfonso Chavera C.1, César Gavidia Ch.3,
Diego Diaz C.4

El objetivo del presente estudio fue visualizar y caracterizar las Regiones Organiza-
doras Nucleolares Argénticas (AgNORs) en células neopl &sicas del tumor venéreo trans-
misible (TVT) de caninosatravés de laimpregnacion con nitrato de plata. Setraba 6 con
una muestra tomada al azar de tejido parafinado de 30 caninos diagnosticados
histol 6gicamente (con coloracion de Hematoxilinay Eosina) como TVT canino entre el
2000 al 2006. En 100 células por muestra se visualizo la presencia'y ubicacion de los
AgNORs en las células neoplésicas. Se encontrd un nimero medio de AGNORs por
célulade 1.53, por niicleo de 0.91y por nucléolo de 0.62. Ladistribucion delosAgNORs
enel total decélulasevauadasfuede 60.7% (1821/3000) en el niicleo, 34.3% (1029/3000)
en el nucléoloy 5% (150/3000) en ambas estructuras.

Palabrasclave:  regiones organizadoras nucleares, tumor venéreo transmisible, marca-
dor tumoral, neoplasia

ABSTRACT

The objective of the present study was to visualize and characterize the Nucleolar
Organizer Regions (AgNORYs) in Cells of Transmissible Venereal Tumor (TVT) in the
caninethrough theimpregnation with silver nitrate. One sample was collected at random
from paraffin tissue of 30 canine tissue samplesthat were histological diagnosed (using
Hematoxylin and Eosin stain) as TV T during the period of 2000-2006. TheAgNORswere
visualized and localized in 100 cellsper sample. The average number of AQNORs per cell
was 1.53, per cell nucleus was 90.91 and per nucleolus was 0.62. The distribution of
AgNORsinthetotal number of cellswas60.7% (1821/ 3000) in the nucleus, 34.3% (1029/
3000) inthe nucleolus, and 5% (150/3000) in both structures.

Keywords nuclear organizer regions, canine transmissible venereal tumor, tumorlike
marker, neoplasia
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Caracterizacion deregiones organizadoras nucleolaresen célulastumorales

El diagndstico de neoplasias seredliza
mediantelahistopatol ogia, pruebadiagnostica
gueidentifica el tipoy € grado de maligni-
dad; pero se requiere de técnicas adiciona
les que midan parametros bi ol gi cos que apo-
yen enlaevaluacion del tratamientoy en de-
terminar laprobabilidad devidadel paciente
(Lépez Mufiiz et al., 2001). Entre estas, se
hallalatécnicahistoquimicade coloracién de
las Regiones Organizadoras Nucleolares
(NORs) utilizando la impregnacion con ni-
trato de plata, por lacual seledenominaRe-
giones Organizadoras Nucleolares
Argirofilicas (AgNORs). LosNORs son seg-
mentos de ADN que codifican el ARN
ribosomico paralasintesis de proteinas, las
cuales se ubican en las bandas cortas de los
cromosomas acrocéntricos 13, 14, 15, 21y
22 de las células eucaridticas humanas
(Derenzini, 2000; Lopez-Mudiiz et al., 2001;
Yasdi y Taghavi, 2005). Asociado a estos
NORsexisten un conjunto de nucleoproteinas
detipo acidicas no histénicas, que mediante
técnicas el ectroforéticasfueron identificadas
durante la interfase del ciclo celular. La
nucleolina, fosfoproteina de 105 kDa que
interviene en latranscripcién de las mol écu-
las de ARNT, y la nucleofosmina o proteina
B23, fosfoproteinade 38-39 kDa, involucrada
en las fases finales de la organizacion de la
particulapre-ribosomd (Derenzini, 2000; Sirri
et al., 2000; Giraldo et al., 2003b).

Diversosestudiosindican unincremento
en nimero delosAgNORsen célulasmalig-
nas comparadas con células benignas o cé-
lulas normales (Giuffre et al., 1998; Trere,
2000). Existe una relacion con la actividad
transcripcional, ladiferenciacién celulary la
actividad proliferativatumoral, reflejando de
esaformael estadio de activaciony el grado
detransformacion malignade ciertostejidos
(Sirri et al., 2000; Treré, 2000).

Lamayor presenciade AgNORsen las
células neopléasicas del cancer de prostata
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humano fue demostrada por Ploton et al.
(1986). Actualmente se cuenta con un proto-
colo estandarizado de impregnacion del ni-
trato de plata (Ofner y Schmid, 1996). El nG-
mero, area ocupada y distribucion de las
NORs depende de laactividad trascripcional
del RNA y del estadio celular, por lo que la
evaluacion de estos pardmetros permite ob-
tener informacion sobre su funcidn
(Warnakulasuriyay Jonson, 1993).

El uso de esta técnica, empleada en
patologia humana desde hace varias déca-
das (Akhtar et al., 2004), ha despertado un
reciente interés en patologia veterinaria de-
bido alasimplicidad y bajo costo. Se hare-
portado un nimero de AgNORs medio por
célulade4.46 en el adenocarcinoma, 3.98 en
el tumor mamario mixto malignoy 3.68 enel
tumor mamario mixto benigno (Giradoetal.,
2003b). L os parametros de cuantificacion de
losAgNORs (nimero, tamarfio y distribucién)
pueden ayudar adiscriminar entre neoplasias
benignas y malignas, tanto en muestras
citol 6gicas como histoldgicas, por o que este
método puede ser un auxiliar como marca-
dor cuantitativo en alteraciones celularesin-
cipientes, antesquelos cambios morfol 6gicos
puedan ser detectados histol6gicamente
(Warnakulasuriya 'y Jonson , 1993; Ofner y
Schmid, 1996).

El tumor venéreo transmisible canino
(TVT canino) esunaneoplasiacomin enlos
caninos. Se caracteriza por presentar células
neoplésicas viables que son transmitidasaun
huésped susceptible a través del coito, con-
tacto o por inoculacion experimental (Scott
et al., 2002). Se ha reportado casos de pa-
cientes que no ceden al tratamiento conven-
cional paraestaneoplasia(R. Perales, Lima,
comunicacion personal), por 1o que se hace
necesario evaluar la respuesta del tejido
neoplésico alaquimioterapia.

El objetivo del presente estudio fue
visualizar losAgNORsenlacélulaneoplasica
del TVT canino utilizando latincion denitra-
to de plataen tejidosincluidos en parafina.
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Se trabaj6 con muestras de tejido
parafinado de 30 caninos de varias edades,
razasy sexos, afectados con €l Tumor Vené-
reo Transmisible (TVT), tanto en lazona ge-
nital como extragenital. Las muestras sediag-
nosticaron microscopicamente utilizando la
coloracion de Hematoxilinay Eosina(HE) en
el Laboratorio de Histologia, Embriologiay
PatologiaVeterinariade laFacultad de M edi-
cina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, entre | os afios 2000 a
2006.

El tamafio muestral (n = 30) se calculo
de acuerdo a Teoremadel Limite Central de
laTeoriaAvanzadade Probabilidades (Spiegel,
1991). De cadatejido parafinado setomo una
muestra al azar y se sometio a la técnica
histoquimica de coloracién de las Regiones
Organizadoras Nucleolares (NORs) a través
de la impregnacién con nitrato de plata, si-
guiendo el protocolo establecido por el “Co-
mité Internacional sobre Cuantificacion delos
AgNORS’ (Treré, 2000).

Los NORs se visualizan a microscopio
Optico (100x y aceite deinmersién) como pun-
tos redondos o elongados negros bien defini-
dos, dentro del niicleo o nucledlo en células
normales y neoplésicas (Plotén et al., 1986;
Sirri et al., 2000; Giraldo et al., 2003a). La
cuantificacion de losAgNORs en las células
atipicasdel TVT canino serealiz6 evaluando
20 células elegidas a azar en cinco campos
por muestra, de modo de observar 100 célu-
laspor animal.

Lacuantificacion delosAgNORsen las
células neoplasicas se hizo con base a nime-
ro de AgNORs por célula, por nucleo celular
y por nucléolo celular. Asimismo, su distribu-
cion en las células neoplasicas se determind
con relacion asu presenciaen el nlcleo, en el
nucléolo y en ambas estructuras.

L osresultados se sometieron aun andli-
sisdetipo descriptivo, donde se utilizé lame-
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dia como medida de tendencia centra y la
desviacion estandar como medidade disper-
sion. Los resultados de los parametros de
distribucion sellevaron aunaval oracion por-
centual.

Lacoloracion deHE permitid visuaizar
las caracteristicas celulares atipicas en los
30 casosde TVT en caninos. LosAgNORs
se observaron, con la coloracion de nitrato
de plata, en € interior de las células como
puntos redondos o elongados tefiidos de ne-
gro ubicadosen €l nucleo o en el nucléolo, y
en algunas células en ambas estructuras,
mientras que €l resto de la célula se tifid de
color amarillo pardo (Figs. 1y 2).

La media de AgNORs por célula fue
de 1.53 + 0.87, mientras que la media de
AgNORs en € nucleo de la célula fue de
0.91+0.85y en €l nucléolo de 0.62 + 0.87.
Asimismo, el porcentaje de ubicacion delos
AgNORs del total de células evaluadas con
TVT canino fue de 60.7% (1821/3000) en €l
nucleo (Fig. 1), 34.3% (1029/3000) en €l
nucléolo (Fig. 2) y 5% (150/3000) en ambas
estructuras (Fig. 2).

No se encontro una relacion estadisti-
caentre el sexo del animal o la procedencia
delaneoplasia(genital o extragenital) conla
ubicacion de los AQNOR en €l nicleo o en
€l nucléolo. El reducido nimero de casos por
grupo etareo y raza no permitio evaluar su
relacion con el nimero de AGQNORs en las
célulasneoplésicasdel TVT canino.

Las muestras archivadas desde el afio
2000 no presentaron problema con la colo-
racion argéntica ni con la coloracion de
hematoxilinay eosina; confirmando laviabi-
lidad de latincién del nitrato de plata sobre
tejidos parafinados archivados (Linder, 1993;
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A

Figural. HistologiadelosAgNORsen el nicleo celular del Tumor Venéreo Transmisible cani-

no. A: 40x; B: 100x

A

B

Figura2. HistologiadelosAgNORsen el nucléolo celular (A) (100x) y en € nlcleoy nucléolo
celular (B) del Tumor Venéreo Transmisible canino (100x)

Giraldo et al., 2003); sin embargo, durantela
cuantificacion de AQNOR por célula se
visualizé, en un minimo grupo, imégenes de
algunos agregados i nespecificos como pun-
tos pequefios dispersosen lazonanuclear que
no presentaban las caracteristicas propias del

AgNOR, debido a fijador empleado, formol

bufferado a 10% (Treré, 2000).

Ladistribucion de 60.7% de AQNORs

en el nlcleo delacéulaneoplasicadel TVT
canino confirmalarelacion entre el grado de
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malignidad y el grado de dispersion de los
AgNORsen lacélula, dondelaubicacion de
losAgNORs en el nucleo es comun en célu-
lasadtamentemalignas (Giraldo et al., 2003).
También se confirmaque el TVT canino es
histol 6gicamente una neoplasia maligna
(Moulton, 1978).

El 1.53 de AgNORs por célula
neoplasicadel TV T canino podriaser consi-
derado como de unamalignidad de bajo gra-
do, si seconsideralosresultados de estudios
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en otras neoplasias como los linfomas de
Hodgkin’s, donde se encontré una media de
AgNORs de 1.66 y de 5.19 para neoplasias
debajoy alto grado, respectivamente (Yasdi
y Taghavi, 2005). Esto esimportante cuando
se pretenda hacer un seguimiento del trata-
miento enel TVT canino.

El nimero deAgNORs por niicleo (0.91
+ 0.85) encontrado en el presente estudio
coincide con €l valor de 1.6 reportado por
Harmelin et al. (1995) en un grupo de ani-
males tratados con vincristina. En ese estu-
dio, en e caso de animales con metéstasis
agresiva se encontro 2.2 AgNORs por nu-
cleo celular, indicando que el nimero se
incrementacon el nivel demalignidad.

Aroraet al. (1996) indican quelatincién
AgNOR puede ser usada como método para
estimar la proliferacion celular de una neo-
plasia, pudiendo diferenciar el tejido normal
del crecimiento proliferativo no neoplasico,
neoplasico benigno y neoplésico maligno en
tejidos blandos; por lo tanto, se deberiaeva
luar la presencia de AQNORs en histiocitos
yaque de acuerdo con estudiosinmunohisto-
quimicos existen reportes que avalan € ori-
genhistiocitariodel TVT canino (Scott et al .,
2002). La caracterizacion en base a
pardmetros de ubicacion y cuantificacion de
los AQNORs en la célula del TVT canino
puede establecer pautas para que, en estu-
dios posteriores, se puedaevaluar € pronds-
tico y evolucion del TVT canino, como se
realiza en otras neoplasias (Orellana et al.,
2004).

Losresultados de la técnica de impreg-
nacion de nitrato de plata se afectan por fac-
tores tales como fijador, temperaturay dura-
cion de la reaccion de latincion, y pueden
variar paracadaneoplasia(Derenzini, 2000;
Treré, 2000). Sin embargo, con el adecuado
control y estandarizacion, latécnicaAgNOR
esun parametro accesible, reproducible, eco-
némico y comparable que se puede utilizar
en forma rutinaria de manera paralela a la
técnica histopatol 6gica.
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A través de la técnica de impregnacion
de nitrato de plata en la coloracion de
las Regiones Organizadoras Nucleolares
Argénticas (AgNORs), se comprobd su
presencia en las células neoplésicas del
Tumor Venéreo Transmisible canino.
Los AgNORs en las células del TVT
canino se presentaron mayormente en
el nucleo (60.7%) y, en menor grado, en
el nucléolo o en ambas estructuras.

El nimero medio de AQNORs por célu-
lafue de 1.53.
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