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Resumen

Objetivo: Evaluar la presencia de regiones de organizadores
nucleolares (NORs) en verruga vulgar, queratosis friccional, dis-
plasia epitelial, liquen plano, carcinoma epidermoide y carcino-
ma basocelular. Material y métodos: Fueron analizados histo-
patoldgicamente 68 casos por medio de la técnica de
hematoxilina y eosina, asi como con la técnica descrita por Plo-
ton, utilizando nitrato de plata (AgNOR). Resultados: El pro-
medio de NORs fue: Verruga vulgar 9 = 2.24, queratosis fric-
cional 5.5 + 1.16, displasia epitelial 8 = 2.12, liquen plano 6.8 +
2.13, carcinoma epidermoide 6.96 + 0.53 y carcinoma basoce-
lular 3.55 +0.25. Existié relacion entre el nimero de AQNORs
y ladisplasia (r, = 0.9) con un nivel de confiabilidad de p = 0.05.
La relacion entre el promedio de NORs en liquen plano y carci-
noma epidermoide fue de r, = 0.99 con un nivel de confiabili-
dad de p = 0.1. Entre el carcinoma bhasocelular y el epidermoi-
de la correlacion fue de r, = 1.35 con un nivel de confiabilidad
de p = 0.05. Conclusiones: El nimero de NORs y el grado de
malignidad del carcinoma epidermoide y basocelular se corre-
lacionan estadisticamente de manera positiva, es decir, cuando
el nimero de NORs aumenta, el grado de malignidad de la le-
sién también se incrementa.

Summary

Objective: The aim of the study was to evaluate NORs’
number in: common wart, frictional keratosis, epithelial dys-
plasia, lichen planus, squamous cell carcinoma and basal cell
carcinoma. Methods: 68 cases were histopathologically an-
alyzed by hematoxylin and eosin technique and the AQNOR
technique described by Ploton, using silver nitrate. Results:
NORs average was: common wart 9 = 2.24, frictional kera-
tosis 5.5 & 1.16, epithelial dysplasia 8 = 2.12, lichen planus
6.8 + 2.13, squamous cell carcinoma 6.96 = 0.53 and basal
cell carcinoma 3.55 =+ 0.25. There was a relation between
AgNORs’ number and dysplasia r,.= 0.9, with a reliable level
of p = 0.05. The relation between the average of nucleolar
organizers in lichen planus and in squamous cell carcinoma
was r.= 0.99 with a reliable level of p = 0.1. Between basal
cell'and squamous cell carcinomas, the relation was r,= 1.35
with a reliable level of p = 0.05. Conclusions: The grade of
basal cell and squamous cell carcinomas’ malignity and the
number of nucleolar organizers are positively related, mean-
ing that as organizers’ number increases, malignity grade does.
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Introduccioén

| papel de las regiones de organizadores nu-
cleolares (NORs) para estimar el comporta-
miento de los tumores se ha basado en su capaci-
dad para reflejar la actividad proliferativa de una
neoplasia dada. Los NORs estan tipicamente agre-
gados dentro de uno o dos nucléolos durante la
interfase en la célula normal; los numeros de NORs
visualizados dependen del nivel de actividad trans-
cripcional de ARN y del estadio del ciclo celular.!
El mecanismo mediante el cual se controlan los
indices de proliferacion de los diferentes tipos de
células es uno de los aspectos menos compren-
didos de la biologia celular.2 Aunque la funcién
exacta de las proteinas NORs es incierta, se ha
demostrado su relacién con la proliferacion celu-
lar y se ha sugerido que, en un ndcleo en interfa-
se, el nimero de AgNORs (regiones de organi-
zadores nucleolares tefiidos con plata) puede
reflejar el estadio de activacion y el grado de trans-
formacion maligna de ciertos tejidos; ademas, los
AgNORs reflejan el grado de proliferacion y dife-
renciacién celular.®*Se ha considerado que el con-
teo de AgNORs puede contribuir al diagnéstico
histoldgico, estableciendo el grado de transforma-
cion maligna de una lesion, por lo que este méto-
do puede ser un auxiliar como marcador cuantita-
tivo en alteraciones celulares incipientes antes de
que los cambios puedan ser detectados histologi-
camente. Por ello, se le considera un pardmetro
de gran valor en la patologia tumoral, ya que el
incremento en el nimero de ellos esta asociado
con aumento en la agresividad de un tumor.**¢ Los
criterios de Jackobsson han sido descritos como el
mejor sistema de gradificacion para evaluar la in-
vasion, el potencial metastasico y para predecir la
conducta bioldgica del carcinoma epidermoide de
laringe y boca.” En un estudio post mortem realiza-
do por nosotros, obtuvimos que el carcinoma epi-
dermoide de boca se comporta como una enfer-
medad agresiva, independientemente del grado de
diferenciacion de los tumores, al clasificarlos de
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acuerdo a los criterios de Jackobsson; con base en
ésta, un carcinoma epidermoide con alto conteni-
do de AgNORs puede tener un caracter agresivo,
donde a mayor nimero de AGQNORs més pobre
sera el prondstico, independientemente del grado
de diferenciacion del tumor.®

Estas regiones pueden identificarse mediante
microscopia de luz con tinciones de plata coloidal
debido a la argirofilia de las proteinas asociadas a
NOR5.1,4,6,8,9-12

Con base en lo anterior, fue realizado el pre-
sente estudio cuyo objetivo fue determinar la pre-
sencia de NORs, utilizando nitrato de plata, y cuan-
tificar el numero de ellos en seis lesiones de la
misma estirpe celular gue presentan diferente pa-
trén histoldgico y comportamiento clinico.

Material y métodos

Para llevar a cabo este estudio fueron selecciona-
dos 68 casos del archivo del Laboratorio de Pa-
tologia Clinica y Experimental de la Divisién de
Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facul-
tad de Odontologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México y del Departamento de
Dermatologia del Hospital “Manuel Gea Gonza-
lez” de la Secretaria de Salud. Estos casos fue-
ron: 10 verrugas vulgares, 11 queratosis friccio-
nales, 11 displasias epiteliales, 14 liquenes planos,
11 carcinomas epidermoides y 11 carcinomas
basocelulares. Se realizaron cuatro cortes histo-
I6gicos a cuatro micras de espesor en tejidos
embebidos en parafina; dos de las laminillas fue-
ron tefiidas con la técnica convencional de hema-
toxilina y eosina para el diagnéstico histopatolé-
gico. El diagndstico de las lesiones benignas se
realizé de forma morfoldgica descriptiva de acuer-
do al patrén histoldgico; en el caso de las dos
neoplasias malignas, se utilizé la gradificacion his-
toldgica de Jackobsson descrita en 1973, que con-
siste en dividir los criterios en: Factores intrinse-
cos del tumor (grado de queratinizacion,
pleomorfismo nuclear y nimero de mitosis) y fac-
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tores relacionados al huésped y al tumor (patrén
de invasion, estado de invasion tumoral e infiltra-
do linfoplasmocitario).

Para la demostracion de NORs, se utiliz6 la
técnica AGNOR descrita por Ploton en 1986. Fue-
ron utilizados dos cortes histologicos de tejidos
embebidos en parafina a cuatro micras; se des-
parafinaron en xilol e hidrataron las laminillas en
agua destilada, colocandose los tejidos en vasos
de Coplin, los cuales se hidrataron durante un
minuto. Al mismo tiempo, se preparod la solucion
de trabajo, que constd de 2% de gelatina en un
litro de &cido férmico acuoso al 1%; después se
mezcl6 una parte de la anterior solucion con dos
partes de nitrato de plata acuosa al 50%, la cual
fue la solucién de trabajo. Esta solucion se pre-
paré justo antes de tefiir en cuarto oscuro a tem-
peratura de 20 a 25° C. Se colocé la solucién de
trabajo en vasos de Coplin y se sumergieron las
laminillas durante 45 minutos en reposo; después
se lavaron con agua bidestilada, se deshidrataron
y montaron.

La observacion y cuantificacién de las manchas
nucleolares fue realizada por dos examinadores;
no hubo diferencia significativa (p < 0.05) entre
sus cuantificaciones. Se utiliz un objetivo de 100x
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Figura 1. Distribucion del promedio de la cuantificacion
de regiones de organizadores nucleolares tefiidos con pla-
ta (AgNORs) por caso de las seis lesiones epiteliales: 1) ve-
rruga vulgar, 2) queratosis, 3) displasia, 4) liquen plano, 5) car-
cinoma epidermoide, 6) carcinoma basocelular.

y aceite de inmersion, estableciendo la observa-
cion de 25 campos con un area de 230 micras cada
uno, con un aumento de 4,000x (cctv con un mo-
nitor de 20"), obteniendo los siguientes datos por
caso: nimero de células por campo, nimero de
AgNORs y promedio de AgNORs.

De los resultados por lesion, se obtuvo el pro-
medio total de AQNORs por caso y por lesion, asi
como la desviacion estandar y el coeficiente de
correlacion de Spearman.

Resultados

Los NORs se observaron como puntos redondos
o elongados tefiidos de negro dentro del nucléolo
de la célula, el resto de ella se tifié de color amari-
llo parduzco. La tincién de plata coloidal mostré la
presencia de puntos nucleolares que variaron en
cuanto a tamafio y nimero. Algunos nucléolos pre-
sentaron pequefios y numerosos puntos nucleola-
res (se contaron de dos a 13 puntos nucleolares),
siendo variables en cuanto a nimero y forma en
las diferentes lesiones; los linfocitos de la 1amina
propia sirvieron como control interno, ya que con
frecuencia presentaron uno o dos AgNORs por
célula. La distribucién del promedio de AgNORs
de cada uno de los casos de las lesiones epiteliales
estudiadas se muestra en la figura 1.

En verruga vulgar, los AJQNORs se observaron fi-
Nos y humerosos, si los comparamos con la quera-
tosis friccional, en la que se observaron gruesos y
escasos. En la displasia epitelial presentaron una dis-
tribucién més regular (figura 2 A, B, C, D, E, F) El
liquen plano y el carcinoma epidermoide presenta-
ron puntos negros finos y abundantes, distribuidos
de manera irregular, siendo mas abundantes en el
carcinoma epidermoide; sin embargo, en el carci-
noma basocelular, su disposicion fue mas regular y
fueron mas gruesos (figura 3 A, B, C, D, E, F).

El promedio de AgNORs fue de 9 + 2.24 en
verruga vulgar; de 5.55 = 1.16 en queratosis fric-
cional; de 8 == 2.12 en displasia epitelial, de 6.8 %
2.13 en liquen plano, de 6.96 = 0.53 en carcino-
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ma epidermoide y de 3.55 =+ 0.25 en carcinoma
basocelular. En el caso de las neoplasias malignas,
registramos cuatro carcinomas epidermoides de
bajo grado con promedio de 7.55 AgNORs, cua-
tro de grado intermedio con 6.13 AQNORs y tres
de alto grado de malignidad con 7.27 AQNOR. En
carcinoma basocelular, obtuvimos seis de bajo
grado con promedio de 3.42 AgNORs, cuatro de
grado intermedio con 3.63 AJNORs y un caso de
alto grado de malignidad con 4.49 AgNOR:s. El
cuadro | muestra el promedio de la cuantificacion
del nimero de AgNORs en los cuales se inclu-
yen: nimero de células contadas, limites minimo
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y méximo de AgNORs, promedio y desviacion
estandar.

El nimero de AgNORs obtenido fue directa-
mente proporcional con el grado de displasia r, =
0.9 (p = 0.05), el liquen plano y el carcinoma epi-
dermoide tuvieron semejanza numérica con res-
pecto a la cuantificacion de AgNORs, las diferen-
cias estadisticamente fueron significativas (r, =
0.99) con un nivel de confiabilidad de p = 0.1. En
carcinoma basocelular y carcinoma epidermoide
también se encontro diferencias estadisticamente
significativas (r, = 1.35 p = 0.05), en ambas lesio-
nes fue directamente proporcional el nimero de

Figura 2. Fotomicrografias
correspondientes a las si-
guientes lesiones: A) Verru-
ga vulgar, C) displasia epite-
lial y E) queratosis friccional
con tincion de hematoxilina
y eosina. B) Verruga vulgar,
D) queratosis friccional y F)
displasia epitelial tefiidas con
plata coloidal, se aprecian los
puntos nucleolares (100 X).
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Figura 3. Fotomicrografia
de liquen plano, carcinoma
epidermoide y carcinoma
basocelular. A, Cy E corres-
ponden a latincion de hema-
toxilina y eosina; mientras
que B, Dy F corresponden
a la tincién de plata coloidal,
se aprecian los puntos nu-

Abreviaturas: AJNORs = Regiones de organizadores nucleolares tefiidos con plata. DE = Desviacién estandar.

cleolares (100 X).

Cuadro |. Cuantificacion de AgNORs en seis lesiones epiteliales.
Diagnéstico Numero Promedio de AgNORs AgNORs
histopatolégico de casos células contadas Rango Promedio + DE
Verruga vulgar 10 512.83 3.66 - 9.40 9.00 + 2.24
Queratosis friccional 11 606.00 2.16 - 4.74 5.55 + 1.16
Displasia epitelial 11 429.00 5.58 - 10.34 8.00 + 2.12
Liquen plano 14 481.10 4,58 - 7.70 6.80 + 2.13
Carcinoma epidermoide 11 357.27 6.32 - 12.03 6.96 + 0.53
Carcinoma basocelular 11 693.82 2.05 - 10.19 355+ 0.25
P =0.05
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AgNORs encontrados con la gradificacion histol6-
gica de las neoplasias.

Discusion

Un método empleado para cuantificar los NORs
por célula es utilizar una tincion con nitrato de pla-
ta en tejidos embebidos en parafina y su posterior
observacién en microscopio de campo claro a un
aumento de 100x. Este método es relativamente
simple y se requiere s6lo de un microscopio; pero
presenta inconvenientes durante el método de
conteo debido a la variacion interobservadores.
Estos inconvenientes son eliminados si la evalua-
cion morfométrica se realiza con la ayuda de una
computadora con imagen digitalizada, en la cual se
hace un analisis sin que existan influencias de los
observadores.*°

El tamafio, numero y distribucién de AgNOR
ha sido analizado en tumores benignos y malignos.
Un decremento en el tamafio, un incremento en
el nimero y una distribucion irregular han sido
reportados en lesiones malignas contrario a las
benignas, siendo propuesto como un marcador de
la replicacion celular.® Arora y colaboradores® in-
dican que la tincion de AgNOR es simple y que
puede ser usada como método para la estimacion
de la proliferacion celular de un tumor, haciendo
diferenciacion del tejido normal del crecimiento
proliferativo no neoplasico, neoplasico benigno y
neoplasico maligno de tejidos blandos. Xin Xie y
Su grupo® mencionan que, cuando en la cuantifica-
cion de AgNORs existe una cantidad mayor a 1,
puede ser una herramienta util para distinguir en-
tre epitelio normal, displasia y carcinoma epider-
moide de cavidad bucal.

Chattopadhyay y asociados'* demostraron que
existe un incremento en el promedio de conteo
de AgNORs en leucoplasias y carcinoma epider-
moide de cavidad bucal comparado con el epitelio
normal, sugiriendo que entre mas displasico es el
epitelio la cantidad de AGQNOR se incrementa y el
tamafo de los puntos nucleolares decrece (epite-
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lio normal 2.26 == 0.32, leucoplasia 2.69 = 0.49y
carcinoma epidermoide 3.48 % 0.42). Schwint y
colaboradores'® registraron cifras de 6.56 en car-
cinoma, 4.81 en adyacente y 2.95 en el epitelio
normal; Warnakulasuriya y asociados® cuantifica-
ron el nimero de AgNORs, el cual fue 4.51 & 2.57
en queratosis, 5.61 * 4.63 en displasia epitelial y
8.37 £ 6.11 en carcinoma. Nosotros obtuvimos
5.5 + 1.16 en queratosis 8 = 2.12 en displasia
epitelial y 6.96 % 0.53 en carcinoma epidermoi-
de. Consideramos que esta diferencia de resulta-
dos puede deberse al nimero de casos observa-
dos y/o a que la técnica de tincion es diferente en
cada uno de los trabajos revisados sobre los NORs.
Contrario a lo que esperabamos, obtuvimos un
promedio de 9 == 2.24 AgNORs en la verruga vul-
gar; este resultado es contrario al observado por
Cabrini y su grupo,tlos cuales reportan que el pa-
piloma tiene un promedio de 4.53 & 2.37; esto se
debe a la etiologia viral de la lesion, ya que, al estar
alterado el ADN nuclear por la informacion viral
agregada, también existe mayor produccion de
ARNr con un numero elevado de NORs. Cabe
mencionar que nosotros no buscamos asociacién
entre el numero de NORs y la presencia del virus
papiloma humano (VPH); sin embargo, Chartteje y
colaboradores® buscaron asociacion entre los Ag-
NORsy el VPH en carcinomas de cavidad bucal con
o sininfeccién; el nimero de AgNORs en las mues-
tras positivas al VPH fue de 7.15 = 2.13 y en las
negativas al VPH fue de 6.16 = 1.89; diferencias
significativas fueron observadas entre los conteos
de carcinomas pobremente, moderadamente y
bien diferenciados (10.5 = 0.54, 7.31 = 1.07 y
5.12 + 0.85, en forma respectiva).

En el presente estudio, nosotros intentamos
categorizar los carcinomas basocelulares bajo los
criterios establecidos por Jackobsson utilizados
para la gradificaciéon de carcinoma epidermoide
de bocay laringe, pero modificados de acuerdo a
las caracteristicas propias de esta neoplasia. Cabe
mencionar que esta modificacién se hizo de ma-
nera arbitraria (ya que no encontramos en la lite-
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ratura ningun reporte en el que se establezca la
aplicacién de estos criterios para aquellos carci-
nomas), se realiz6 con el fin de poder comparar-
los bajo las mismas circunstancias. De Rosa y
asociados®® dividieron al carcinoma basocelular en
dos grupos: agresivo y no agresivo. Al observar
los AQNORs presentes en esta lesion, contaron
en el primero 9.48 y en el segundo 6.56. Noso-
tros, debido a que no contabamos con los ante-
cedentes clinicos de los pacientes, no pudimos
hacer uso de esta clasificacién, por lo cual inten-
tamos categorizar a los tumores de acuerdo al
comportamiento bioldgico local, dividiéndolos en
bajo, intermedio y alto grado de malignidad. Cabe
mencionar que el promedio total de células con-
tadas en el carcinoma basocelular fue mayor que
en el epidermoide, pero éstas tuvieron una dife-
renciacion celular mayor que las del epidermoi-
de, ya que en pocos casos perdieron su uniformi-
dad; el rango en el promedio de AJNORs fue de
3.42 a 4.49, no alcanzando las cifras que aquellos
autores sefialan. Al comparar nuestros resulta-
dos entre el carcinoma basocelular y el carcino-
ma epidermoide, encontramos que el promedio
de AgNORs fue 3.55 =+ 0.25 para el basocelular y
6.96 & 0.53 para el epidermoide, lo que, al apli-
car el coeficiente de correlacion de Spearman,
mostro diferencia significativa con rs = 1.35 por
lo cual el resultado fue que ambas variables, la
gradificacién de Jackobsson y la cuantificacion de
organizadores nucleolares, se correlacionan de
manera positiva .

Bajo esta consideracion, los estudios indican que
existen diferencias significativas entre neoplasias
benignas y malignas, y establecen que después de
un conteo amplio es posible determinar el valor
de este método para la determinacion del com-
portamiento biolégico en los tumores limitrofes
(“borderline”). Sin embargo, es necesario unificar
criterios en la realizacion de la técnica con tincién
de plata, sobre todo porgue no se pueden obte-
ner los resultados mas confiables posibles si no hay
un estandar a seguir.

Consideramos que los NORs pueden ser em-
pleados como marcadores cuantitativos auxiliares
en alteraciones celulares incipientes antes de que
los cambios histoldgicos de malignidad puedan ser
detectados. Ademas, la técnica AQNOR es un para-
metro accesible, reproducible, econémico y com-
parable que se podria utilizar en forma rutinaria de
manera paralela a la técnica histoldgica de rutina en
lesiones sospechosas de malignidad. El conteo de
AgNORs en una poblacion altamente especializada
con un alto nivel de recambio de salud como es el
epitelio bucal hace mas complejo y variable el estu-
dio, si se compara con estudios en una poblacion
celular més estable.
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