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Abstract

The origin of different mesenchymal components which characterizes the canine mixed mammary
tumours has been controversial since they were first described. Most of the authors have found, through
different methods, important evidence that point out the myoepithelial cells as the responsibles ones. In the
present study, 15 canine mixed mammary tumours were studied using the avidin-biotin-peroxidase complex
method with the 7 primary antibodies: Citokeratine, epithelial membrane antigen, carcinoembrionic anti-
gen, muscle-specific actin, vimentin, S-100 protein and desmin. Commercially produced antibodies were
used, and their specificity was previously determined regarding its reaction on control tissues to correlate
expression of these antigens with the ultraestructural changes. Specificity was reliable for canine tissues
except for $-100 protein. Cytokeratin, muscle-specific actin and vimentin expressed themselves remarkably
on epithelial, myoepithelial and mesenchymal elements, respectively. Ultraestructurally, 6 main cellular
types were identified and characterized; from those, the transitional cells were outstanding (filamentous,
stellate and chondroid cells) and remained characteristic and specific of myoepithelial cell origin with actin
filaments (5 to 8 nm thick), desmosomes and dense bodies. These electron microscopic findings, together
with the expression of the membrane and structural proteins manifested by immunoperoxidase, pointed out
the myoepithelial cell origin of their precursors as responsible for the formation of the heterologous
mesenchymal component, typical of these tumors. The possibility that the epithelial component is originated
from cells capable to have divergent epi-myoepithelial differentiation, as it apparently occurs in the pleomor-
phic adenomas of the human mammary and salivary glands, is also considered.
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Resumen

A partir de su descripcién primaria, el origen de los distintos componentes mesenquimatosos que
caracterizan a los tumores mixtos de la glindula mamaria canina ha sido controvertido. La mayoria de los
autores han encontrado, mediante diferentes métodos, evidencias importantes que sefialan a las células
mioepiteliales como responsables de lo anterior. En el presente trabajo se estudiaron 15 tumores mixtos
caninos por medio de la técnica del complejo avidina-biotina-peroxidasa. Se utilizaron 7 marcadores
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(citoqueratinas, antigeno de membrana epitelial, antigeno carcinoembrionario, actina misculo-especifica,
vimetina, proteina S-100 y desmina) comerciales para humanos, previa determinacién de su reaccién en
tejidos testigos de caninos, con el propésito de correlacionar la expresion de dichos antigenos con los
cambios ultraestructurales que se presentan en los componentes tisulares en transicién. La mayoria de los
anticuerpos resultaron confiables en tejidos caninos, excepto la proteina S-100. Por su parte, la citoqueratina,
actina musculo-especifica y vimetina se expresaron de forma notable en elementos epiteliales, mioepiteliales
y mesenquimatosos, respectivamente. Ultraestructuralmente se identificaron 6 tipos celulares principales, de
éstos las denominadas células de transicién (filamentosas, estelares y condroides) conservaban caracteristicas
especificas de células mioepiteliales como filamentos de actina (5 a 8 nm), desmosomas y cuerpos densos.
Dichos hallazgos por microscopia electrénica aunados a la expresién de antigenos de membrana y proteinas
estructurales, manifiesta por inmunoperoxidasa, senialan a las células mioepiteliales o sus precursoras como
responsables de la formacién del componente mesenquimatoso heterélogo caracteristico de estos tumores.
Se considera también la posibilidad de que el componente epitelial se origine de células con capacidad de
diferenciacién divergente epimioepitelial, como aparentemente ocurre en los adenomas pleomorfos de la

glandula mamaria y salival del humano.

Palabras clave: TUMORES MIXTOS DE GLANDULA MAMARIA, HISTOGENESIS.

Introduccion

Los tumores de glindula mamaria ocupan el segundo
lugar en frecuencia después de los tumores de piel en los
perros de diferente sexo,' aunque en la perra son mds
comunes, en la cual representan del 25% al 30% de todas
las neoplasias.??

Aproximadamente 65% del total de tumores mamarios
son tumores mixtos benignos, de éstos 25% son
carcinomas,**® el resto son adenomas, hiperplasias, tu-
mores mixtos malignos y mioepiteliomas.” Los tumores
mixtos reciben esta denominacién debido a que estin
constituidos por diversos componentes tisulares como:
epitelio glandular, tejido mixoide, cartilago y hueso.”®

La frecuencia de tumores mixtos mamarios en el perro
comienza a ser alta a partir de los 6 anos de edad, de tal
manera que el riesgo de presentacién aumenta con la
edad y es mucho mayor en las perras viejas.>®

El origen del tejido mixoide, cartilaginoso y ésec en
estos tumores, ha sido una controversia desde que fueron
descritos por primera vez. Se ha pensado que estos tejidos
son resultado de la metaplasia de tejido conectivo del
estroma,2!%111213141516 de] epitelio®"18192 o de las células
mioepiteliales que rodean a los alvéolos y conductos
mammios.8,12,2l,22,23,24,25,26,27,28

Actualmente en patologia humana es comun el uso de
técnicas de inmunoperoxidasa cuyo principio es demostrar
la existencia de antigenos estructurales presentes en un
tejido determinado.?**** En el caso de las lesiones
neoplésicas, es de gran ayuda para identificar el origen
tisular de los tumores indiferenciados, su variedad antigénica
o funcional, asi como para clasificar las neoplasias cuyas
células alteradas muestran desdiferenciacién y diferencia-
ci6én hacia otros componentes distintos como es el caso de
los adenomas pleomorfos y carcinomas metaplasicos de
glindula mamaria, entre otros.**'*** Los marcadores ce-
lulares que con frecuencia se han utilizado para el estudio
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de las lesiones antes mencionadas son citoqueratinas (CK),
antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de mem-
brana epitelial (EMA), actina miisculo-especifica (MSA),
proteina S-100 (PS-100), vimentina (VIM) y desmina
(DESM).*2%% ] 0s tres primeros marcan principalmente
antigenos epiteliales, siendo las CK una familia heterogénea
de proteinas que varian en peso molecular y cuya expre-
sién puede ser diferente en epitelios y mesotelios normales,
asf como neopldsicos. El CEA es mds especifico de epitelios
glandulares y mas abundante en superficies luminales. El
EMA es una glicoproteina aislada de la membrana de
glébulos de grasa en la leche, por lo general es comple-
mento del anterior. Actina es una proteina contractil pre-
sente en las células de miisculo liso y estriado, pericitos y
células mioepiteliales de glindula mamaria, salival y
sudoripara. La PS-100 estd presente en tejido nervioso
central y periférico, células de Langerhans y melanocitos
de la piel, células reticulares interdigitantes, condrocitos y
otros elementos como el mioepitelio de la glandula mamaria
y salival. Vimentina es un filamento intermedio no especifi-
co que puede estar presente en una variedad de tejidos
normales y neoplasicos, principalmente de tipo
mesenquimatoso. Esta ultima puede expresarse junto con
otros filamentos intermedios como desmina, presentes en
musculo liso, esquelético y cardiaco, cuya demostracién
establece la naturaleza miogena de cualquier neoplasia. %23
El objetivo del presente estudio fue demostrar la expre-
sién de proteinas estructurales y antigenos de membrana,
que se pueden poner de manifiesto en los distintos com-
ponentes tisulares del tumor mixto de glindula mamaria
canina por medio de técnicas de inmunoperoxidasa, y
correlacionarlos con los hallazgos estructurales.

Material y métodos

Para el presente trabajo se seleccionaron 15 biopsias de
tumores mixtos tipicos de glindula mamaria canina, ob-



Figura 1. Area mixoide, compuesta por la proliferacién de células
fusiformes y estelares separadas por abundante sustancia
intercelular. Notese la presencia de conductos glandulares
colapsados. H&E, 100X.

tenidos del archivo de la seccion de patologia quirtrgica
del Departamento de Patologia, de la Facultad de Medici-
na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, a partir de la revision de 180 casos
diagnosticados, desde 1984 hasta 1991. La seleccién se
realizé con base en la presencia de células que proliferan
a partir de conductos y lobulos mamarios, los cuales
aparentemente reflejan diversos grados de desdiferenciacion
y diferenciacién hacia tejidos mesenquimatosos.

Los tejidos fueron fijados durante 48 horas con formalina
amortiguada (pH 7.4) al 10%, incluidos en parafina, corta-
dos a 4 pm de espesor y tefiidos con hemotoxilina y eosina
(Hy E) parasu observacién por microscopia de luz.

Simultdneamente se procedié a evaluar si existia
inmunorreactividad similar entre los marcadores celula-
res utilizados en tejidos humanos y los correspondientes
tejidos caninos que sirvieron como testigos. De tal mane-
ra que se utilizaron anticuerpos comerciales contra CK,
CEA, EMA, PS-100, VIM, MSA y DESM para ser incubados
con cortes histolégicos de glandula salival, glandula mamaria,
cartilago hialino, musculo esquelético y huesos normales;
ademas de epitelio neoplasico (carcinoma epidermoide),
y hueso con cartilago neopldsico (sarcoma osteogénico)
de cdnidos. Asimismo, se evalué la reactividad de dichos
marcadores en los diferentes componentes del tejido
mamario residual en cada caso (testigos internos),

Por otro lado, se utilizé un testigo negativo para cada
tejido y un testigo positivo para cada anticuerpo. El pri-
mero consistié en sustituir al primer anticuerpo por liqui-
do ascitico normal de ratén; el segundo consistié en
someter a cada anticuerpo con un tejido humano de
reactividad conocida, para lo cual se utilizaron cortes
histolégicos de un melanoma para PS-100 y VIM, un
rabdiomiosarcoma para MSA y DESM, un carcinoma de
colon para CEA y un carcinoma de células renales para
EMA y CK.

Se utilizé la técnica del complejo avidina-biotina (ABC)
de acuerdo con el procedimiento descrito por Hsu # al.*
Una vez evaluados los testigos se procedié a realizar la

Figura 2. Area condroide en la cual se observan células precarti-
laginosas en forma de estrella, separadas por matriz de aspecto
cartilaginoso, H&E, 400X,

técnica de ABC con los mismos marcadores en cortes de 3
0 4 um de grosor, a partir de los tumores mixtos seleccio-
nados con la finalidad de establecer el grado de intensidad
de las reacciones, asi como el patrén de inmunorreac-
tividad celular. Para el grado de intensidad se interpreté
como fuertemente positivo cuando las células presentaban
un citoplasma de color café oscuro, débilmente positivo
cuando las células presentaban citoplasma de color café
claro, dudoso cuando las células tenian citoplasma de
color café claro pero en forma irregular y poco definida; es
decir, cuando no se podia diferenciar entre débilmente
positivo y una reaccién negativa caracterizada por la ausen-
cia de este pigmento. El patrén de inmunorreactividad fue
denominado difuso cuando la reaccién dentro de un drea
era positiva o dudosa en una extension de mas del 30%,
fue intermedio cuando la reaccién se extendia entre 10%
¥ 30%, y focal cuando la reaccién estaba presente en uno o
varios focos dentro del drea en observacién.

Para poder llevar a cabo la correlacién de los resultados
por inmunoperoxidasa con los hallazgos ultraestructurales,
cada tumor se estudi6 en 4 dreas principales: adenomatosa,
mixoide, condroide y osteoide (Figuras 1, 2y 3).

Figura 3. Corte histologico correspondiente a material osteoide, se
aprecia cartilago maduro (C) y trabéculas de matriz osteoide (H) que
rodean fragmentos de médula dsea. (MO) H&E, 100X.
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Las dreas seleccionadas a partir de las muestras previa-
mente evaluadas por inmunoperoxidasa fueron desparafi-
nadas con xilol, hidratadas en concentracion descendente
de alcoholesal 100%, 96%, 80%, 70%, 60% y 50%; posfijadas
en tetraoxido de osmio al 1% durante 2 horas, lavadas en
una solucién amortiguadora de cacodilatos al 0.1M,
deshidratadas en concentracién ascendente de alcoholes
al 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100% para ser
incluidas en cdpsulas de gelatina con resina epoxica (EPON-
812) e incubadas durante 18 horas a 70°C para su
polimerizacion, Posteriormente se realizaron los cortes
semifinos en un ultramicrotomo,* fueron tenidos con
paragén y observados en un microscopio de luz para
escoger los campos que se llevaron a cortes finos, utilizan-
do soluciones acuosas de acetato de uranilo y citrato de
plomo como medios de contraste. Estos cortes finos fue-
ron observados en un microscopio electrénico de trans-
mision** y fotografiados a 12 000, 7 000 y 4 400 aumentos
y amplificados X 4.

La informacién obtenida fue ordenada en una base de
datos (d-Base 3 plus) y dividida en las cuatro dreas princi-
pales, presentes en cada tumor, Los datos se vaciaron en
tablas de contingencia para poder realizar pruebas de Ji
cuadrada con el propésito de determinar una asociacién
estadisticamente significativa, entre el grado de intensi-
dad de la reaccién por inmunoperoxidasa y su correspon-
diente pawrén de distribucién en cada drea, asi como
entre cada una de las variables antes mencionadas y sus
hallazgos ultraestructurales,

Resultados

En la evaluacién de los anticuerpos comerciales usados
para tejidos humanos en los tejidos testigo, provenientes
de cdnidos, se observo que la inmunorreactividad fue la
esperada excepto para PS-100 cuya reaccién para cartilago
normal resulté débilmente positiva y focal. Para el caso de
nervios, melanocitos, glandulas sudoriparas y mioepitelio
de glindula salival, resulté dudoso; en el resto de los
constituyentes tisulares fue negativa. Asimismo, los testi-
gos positivos (tejidos humanos) confirmaron la especificidad
de los anticuerpos, al reaccionar estos tltimos en la forma
esperada (Figuras 1, 2, 3).

El anticuerpo para CK resulté fuertemente positivo con
distribucién difusa en las células epiteliales que revisten a
los conductos y papilas intraductales, localizadas en el drea
adenomatosa; las células mioepiteliales ubicadas junto a la
membrana basal y la mayoria de los elementos que prolife-
ran en el drea mixoide, fueron negativos o dudosos (Figura
4). En torno al drea cartilaginosa se observaron focos de
células estelares débilmente positivas, siendo negativa la
reaccion en cartilago maduro y hueso. Los marcadores
para CEA y EMA fueron débilmente positivos en forma

* Parter Blume MT-2.
**Zeiss 900,
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Figura 4. Corte histolégico que ejemplifica una reaccion fuertemen-
te positiva para citoqueratina (café oscuro) en las células epiteliales
que revisten conductos. 400X.

difusa para las células epiteliales, mientras que CEA resulté
débilmente positivo para algunos grupos de células
transicionales, estelares y condroides en las dreas mixoide y
cartilaginosa, asi como EMA fue dudosa y focal en las
células transicionales. Para el caso de MSA, el anticuerpo
marcé fuertemente positivo con distribucién difusa en las
c€lulas mioepiteliales junto a la membrana basal de los
conductos y papilas intraductales; sin embargo, a medida
que las células proliferaban en el drea mixoide y en las
zonas precartilaginosas (células estelares y condroides), se
tornaban débilmente positivas (Figura 5). En algunos casos
se apreciaron zonas de tejido con apariencia de musculo
liso (mioides) de escasa celularidad y matriz colagenizada,
en donde MSA era débilmente positiva. Tanto el cartilago
maduro como el hueso fueron negativos. El marcador para
VIM fue fuertemente positivo y difuso en las células
mioepiteliales de los conductos, en las células que ocupa-
ban el drea mixoide, y en las células estelares y condroides,
aun en las dreas de cartilago maduro (Figura 6). Los
osteoblastos resultaron débilmente positivos a VIM. Para el
caso de PS-100, tinicamente las células de las zonas
precartilaginosa y condroide marcaron débilmente con
distribucién intermedia; en el drea mixoide, hubo algunos
focos de células en transicion, débilmente positivas. El resto
de los constituyentes, resultaron negativos. Para DESM,
unicamente algunas células alargadas en las denominadas
areas “mioides” resultaron positivas, asi como en el miscu-
lo liso vascular. Los demds elementos de tumor mixto
fueron negativos para este anticuerpo.

Como se menciond anteriormente, los tumores fueron
estudiados en cuatro dreas principales (adenomatosa,
mixoide, condroide y osteoide), en cada una de las cuales
se observaron 6 diferentes tipos celulares, que fueron
clasificados con base en sus caracteristicas ultraestructurales.

Las células epiteliales luminales, localizadas en el borde
apical de conductos y acinos, principalmente en el drea
adenomatosa, se caracterizaron por ser poliédricas y pre-
sentar desmosomas y uniones estrechas con otras células
epiteliales. El nicleo era ovoide, redondo o de forma
irregular, las mitocondrias eran relativamente grandes; sin



Figura 5. Area adenomatosa que muestra una proliferacion de con-
ductos cuyas células epiteliales unidas a la membrana basal, son
fuertemente positivas (café oscuro) para actina musculo-especifica,
400X.

embargo, la mayoria estaban crenadas, posiblemente debi-
do al proceso de desparafinaciéon del tejido. También
presentaban un reticulo endoplasmico bien desarrollado
con cisternas dilatadas, ademads de filamentos de 8 a 10 nm
de grosor orientados al azar y un segundo tipo de filamen-
tos de 5 a 8 nm orientados hacia las zonas apicales del
citoplasma. En algunos casos se apreciaban luces
intracitoplasmicas con microvellosidades que se proyec-
tan, asi como luces formadas por la unién de varias células.

Las células mioepiteliales presentes principalmente en
las dreas adenomatosas y con menos frecuencia en las
areas mixoides, generalmente se hallaban en contacto
con una membrana basal, unidas a ella por hemidesmo-
somas o bien unidas a otras células epiteliales y mio-
epiteliales por desmosomas. Su forma era alargada o
irregular, el nicleo, redondo, ovoide o irregular con
heterocromatina y en ocasiones un nucleolo aparente.
En estas células también fueron identificados dos tipos
de filamentos, los mas delgados cuyo didmetro era de 5
a 8 nm, esparcidos en el citoplasma, o bien distribuidos
en paquetes compactos. Los filamentos mds gruesos
cuyo diametro oscilaba entre 8 y 10 nm, eran mds
electrodensos y estaban distribuidos entre los filamentos
delgados. Ademas algunas células mioepiteliales presen-
taban cuerpos densos de contornos irregulares, distri-
buidos de igual forma en el citoplasma, y un reticulo
endoplasmico rugoso bien desarrollado.

Las células filamentosas, consideradas como un estadio
transicional, constituian el principal tipo celular en las
areas mixoides, aunque también se podian encontrar en
las areas condroides y adenomatosas. En estas titimas, se
localizaban entre las células epiteliales luminales y las
células mioepiteliales o la membrana basal. En la medida
en que las células filamentosas se hacian mas numerosas,
aumentaba el espacio entre ellas, el cual estaba ocupado
por matriz intercelular mucoide o condroide de las zonas
correspondientes. Asimismo, las células mas alejadas de
la zona adenomatosa perdian sus uniones tipo desmosoma
y hemidesmosoma. El niicleo de estas células era ovoide o

Figura 6. Seccién de una édrea precartilaginosa formada por células
alargadas y estelares fuertemente positivas a vimetina (café oscuro),
400X.

irregular, en ocasiones con uno o dos nucleolos promi-
nentes. El citoplasma era por lo regular electrodenso
debido a la gran cantidad de filamentos orientados en
distintas direcciones, en ocasiones paralelos al eje
longitudinal de la célula, o bien alrededor del niicleo.
Dichos filamentos median por lo regular de 8 a 10 nm de
didmetro; sin embargo, en algunos casos el grosor que
predominaba era de 5 a 8 nm. Ocasionalmente se obser-
varon cuerpos densos similares a los descritos en las célu-
las mioepiteliales (Figura 7).

Las células estelares, denominadas de esta manera por su
forma de estrella, se caracterizaban por presentar prolon-
gaciones citopldsmicas pronunciadas. Dichas células eran

Figura 7. Células filamentosas de contornos irregulares que tienden
a aislarse en una matriz mucoide. El citoplasma es electrodenso
debido a la gran cantidad de filamentos de S a 8 nm orientados
predominantemente alrededor del nicleo (flechas). También pueden
observarse algunos cuerpos densos (CD), 28000X.
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mucho menos numerosas que las filamentosas y se halla-
ban por lo general separadas por la formacién de grandes
espacios intercelulares o bien aisladas por abundante
sustancia intercelular, en las zonas mixoide y condroide.
Su micleo era oval o irregular con nucleolos aparentes y
heterocromatina reativamente abundante. El citoplasma
presentaba abundantes filamentos gruesos y delgados de
didmetros similares a los descritos en las células mioepiteliales
y filamentosas con aparente predominio de 5 a 8 nm.
Asimismo, se observaron cuerpos densos, asi como gotas
de lipidos dentro del citoplasma y era mds dificil observar
algin tipo de unién intercelular,

Las células condroides incluyeron formas precartilaginosas
y células parecidas a condrocitos. Las primeras eran mas
abundantes, sobre todo en las zonas de cartilago inmaduro
y en las areas periféricas de cartilago maduro. Se caracte-
rizaban por presentar grandes gotas de lipidos en su
citoplasma y atin se observaban filamentos principalmen-
te de 5 a 10 nm de grosor. Los cisternas de reticulo
endoplismico comenzaban a dilatarse para formar gran-
des espacios dentro del citoplasma y ocasionalmente se
apreciaban granulos de glucogeno dispersos, asi como
algunos lisosomas (Figura 8). Las células que se asemeja-
ban a condrocitos eran de forma irregular con abundan-
tes procesos citoplasmicos aislados e inmersas en matriz
condroide. Dichas células presentaban ademds cambios
degenerativos avanzados caracterizados por la dilatacién
de cisternas de reticulo endoplasmico y micleo con abun-
dante heterocromatina de contornos irregulares. Era difi-
cil apreciar cambios en otros organitos como mitocondrias,
aparato de Golgi y lisosomas debido al proceso de
desparafinacién al que fueron sometidos los tejidos. Por

Figura 8. Célula precartilaginosa en la que se observan grandes
vacuolas en su citoplasma y aun presenta filamentos de diferente
grosor (flechas), asi como cuerpos densos (CD), 28000X.
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otro lado, se apreciaban abundantes cuerpos densos ge-
neralmente redondos de caracteristicas diferentes a las
mencionadas en las células mioepiteliales.

Finalmente las células osteoides localizadas exclusivamente
en los bordes de las trabéculas de matriz osteoide, eran
escasas y presentaban las caracteristicas tipicas en los
osteoblastos como son: forma oval con prolongaciones
citopldsmicas, niicleo oval o redondo, excéntrico con
cromatina concentrada en la periferia o formando nucleolos
y reticulo endoplismico bien desarrollado; en ocasiones
con dilatacién de sus cisternas. En torno a estas dreas,
podian observarse células condroides con cambios
degenerativos y algunas células estelares.

Debido al limitado nimero de casos en estudio, asi
como a la imposibilidad de aglutinar renglones o colum-
nas en las tablas de contingencia, no se observé asociacién
significativa desde la perspectiva estadistica (P > 0.05). Sin
embargo, el ordenamiento de los resultados y la revisién
de los mismos en tablas de contingencia, permiti6 realizar
la descripcién que a continuacion se discute.

Discusion

De acuerdo con los hallazgos informados por otros
autores, la mayoria de los marcadores utilizados por
inmunoperoxidasa en el presente trabajo fueron conside-
rados como confiables, durante su evaluacion en los testi-
gos correspondientes, incluyendo a los tumores mixtos;
ya que por lo regular se obtuvo la inmunorreactividad
esperada, excepto en el caso de PS-100,%52.33:54.3657

Como se describié en los resultados, EMA, CEA y CK
reaccionaron de acuerdo con lo esperado, como marcado-
res de elementos epiteliales; de hecho la reaccién para CK,
fue casi siempre intensa en tejidos normales y neoplasicos;
sin embargo, las células mioepiteliales no neoplasicas resul-
taron negativas en los testigos normales y testigos internos,
similar a lo informado por Morinaga et al* En las dreas
adenomatosas y mixoides de los tumores mixtos, las células
mioepiteliales y en transicién eran débilmente positivas a
CK, lo cual concuerda con algunos trabajos.

El marcador para MSA resulté ser un excelente indicador
de células mioepiteliales en tejidos normales y neoplasicos,
asi como para musculo liso vascular de los tejidos residuales.
Sin embargo, la intensidad disminuia a medida que las
células que proliferaron se alejaban del drea adenomatosa,
y era nula en las dreas de cartilago maduro, probable-
mente debido a la pérdida de proteinas contrictiles du-
rante el proceso de desdiferenciacion mioepitelial y dife-
renciacion hacia cartilago.

Vimetina es uno de los llamados filamentos intermedios
que conforman al citoesqueleto al igual que CK y DESM, se
denominan intermedios debido a que su tamano se ubica
entre el de los microfilamentos (4a 6 nm) y los microtiibulos
(25 nm). El primero no es especifico y esta presente en una
gran variedad de células y tejidos, como es el caso del
miusculo liso vascular, en la mayoria de sarcomas, en
melanomas, linfomas y en algunas neoplasias de estirpe



epitelial. De hecho, algunos laboratorios utilizan a VIM
como un testigo de tincién obligado con el fin de verificar
la preservaciéon de antigenos en el tejido en estudio 2303
En el presente trabajo, el anticuerpo para VIM respondié
conforme a lo esperado al reaccionar intensamente y en
forma difusa en la mayoria de los tejidos testigos y en
estudio, denotando la presencia de filamentos mesen-
quimales. De igual forma a lo informado por Morinaga e
al.* en las glandulas salivales normales no hubo reaccién en
las células mioepiteliales, tal como sucedié en CK. Para el
caso de los tumores mixtos, inicamente los elementos
epiteliales resultaron negativos o dudosos, mientras que las
células mioepiteliales, asi como las células en transicién, las
condroides y osteoides, eran fuertemente positivas a VIM.
Esto dltimo probablemente se debe a que la expresién de
VIM aumentaba a medida que las células perdian cohe-
sién, contrario a lo observado con CK cuya intensidad esta
influida por el grado de contacto entre célula y célula. Lo
anterior puede constituir una caracteristica de las células
mioepiteliales normales y neoplasicas.*

Asimismo, se puede afirmar con base en la expresién
de VIM, que la conservacién de los tejidos utilizados es lo
suficientemente confiable para la interpretacién de los
demads marcadores, tomando en cuenta también los resul-
tados en los testigos negativos y positivos.

Como se mencioné, DESM es otro filamento interme-
dio, presente en todo tipo de tejido muscular, a nivel de
las lineas “Z” que sirven para interconectar filamentos en
este tipo de células. Si bien el anticuerpo para DESM
reaccioné en el misculo liso vascular en los controles
internos, asi como en algunas células aisladas de las 4reas
mioides; las células mioepiteliales y las células de transi-
cién resultaron negativas, a diferencia de lo encontrado
por otros autores.* Por otro lado, la reaccién para PS-100
fue negativa en la mayoria de los elementos que normal-
mente la manifiestan, como en el mioepitelio normal y
neoplasico de glindula mamaria y salival; en glandulas
sudoriparas, nervios periféricos, melanocitos, etc. Unica-
mente se observaron algunos focos débilmente positivos
en las dreas de transicion mixoides, precondroides y
cartilago. Tomando en cuenta que la expresién de PS-100
en el testigo positivo (melanoma) resulté intensa y difusa,
se puede pensar que la especificidad de especie de
anticuerpo explica los resultados en tejidos heterélogos.

Los hallazgos ultraestructurales en el presente trabajo
son similares a los descritos por Kaldrimidou et al.,* y
Tateyama y Cotchin® en sus respectivas investigaciones.
Basicamente se describen 6 tipos celulares que permiten
seguir una secuela légica de transformacién a partir de
las células mioepiteliales que empiezan a proliferar en las
dreas adenomatosas, hasta la formacién de cartilago ma-
duro. Se ha considerado que algunos de los principales
marcadores ultraestructurales de las células mioepiteliales
son: su relacién con membrana basal, la presencia de
desmosomas y hemidesmosomas, miofilamentos de actina
(5 a 7 nm), cuerpos densos y vesiculas pinocitéticas. En
este trabajo, las iltimas no se observaron, probablemente

debido a que los tejidos en estudio fueron sometidos a
desparafinacién para su evaluacién ultraestructural, o bien
a que la preservacién de las muestras no fue idénea. Las
células filamentosas, estelares y condroides, mantienen
algunas caracteristicas en. comin con las mioepiteliales,
como la presencia de filamentos de actina, desmosomas,
cuerpos densos y fragmentos de membrana basal, que
tenden a desaparecer en las zonas de cartilago bien
diferenciado. Los denominados cuerpos densos, frecuen-
tes en muchas de las células neopldsicas, probablemente
correspondan a agregados de tonofilamentos (filamentos
intermedios) de 8 a 10 nm de grosor.* Por otro lado, los
granulos electrodensos irregulares, presentes en las célu-
las y matriz condroide, pueden corresponder a la sintesis
de glicoproteinas caracteristicas de este tejido.»

La conservacién de miofilamentos de actina y de fila-
mentos intermedios (8 a 10 nm) como CKy VIM, en la
mayoria de los componentes neoplisicos mesenquimatosos,
apoya la teorfa de que los mismos se originan de una
célula en comiin con caracteristicas mioepiteliales. Asi-
mismo, es bien conocida la capacidad que las células
mioepiteliales tienen para diferenciarse en distintos ele-
mentos mesenquimales, y producir mucopolisacaridos
acidos, matriz mixoide, coldgena y matriz cartilaginosa,
particularmente bajo condiciones patolégicas.!”*

De manera similar a lo informado por Von Bomhard e
al.,* no se encontré evidencia que indique que las células
miopiteliales o transicionales den lugar a la formacién de
hueso en forma directa. Al parecer este vltimo es formado
por osificacién endocondral, y las células que participan en
la osificacién endocondral de los tumores mixtos son indis-
tinguibles de céh/J.las normalmente encontradas en dicha
transformacion, esto estd apoyado por la observacién de que
Unicamente fue factible encontrar focos de tejido osteoide,
en torno o dentro de cartilago generalmente maduro.

En cuanto al componente epitelial neoplésico que pro-
lifera casi en forma paralela con las células mioepiteliales
para formar conductos, acinos, papilas o nidos, aun en las
dreas mixoides, éste posiblemente deriva de las células
localizadas en la membrana basal con capacidad de desa-
rrollar una diferenciacién divergente, epitelial y mioepitelial,
como parece ocurrir en los adenomas pleomorfos de la
glindula salival y mamaria del humano, y cuya imagen
histolégica es notablemente similar a los tumores mixtos
de glandula mamaria canina.*

De lo anterior, se concluye que los resultados obtenidos
en el anilisis por inmunoperoxidasa y microscopia electré-
nica, dan continuidad a las observaciones realizadas por
otros autores, para confirmar que las células mioepiteliales
son las responsables de la formacién de tejido mixoide,
cartilago e indirectamente tejido éseo, en los denominados
tumores mixtos de glindula mamaria canina. Por otro
lado, la mayoria de los marcadores comerciales utilizados
para la técnica del complejo avidina-biotina peroxidasa,
fueron de utilidad para llevar a cabo este estudio. De éstos
destaca la reaccién para CK, MSA y VIM, los cuales propor-
cionaron datos importantes para correlacionar ultra-
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estructuralmente. De tal manera que es recomendable el
manejo de técnicas de inmunoperoxidasa para realizar
trabajos similares en canidos, aun utilizando marcadores
para humanos; siempre y cuando se utilicen los testigos
apropiados para cada uno y se verifique previamente si son
confiables en tejidos heterélogos.

El presente trabajo proporciona conocimientos basicos
en torno a la patologia neoplasica de la glandula mamaria
de Ia perra. En este caso el conocimiento de la histogénesis
en un tumor de aspecto histolégico tan variable y comple-
jo, es determinante para su clasificacién y denominacién
correcta; ya que una vez establecido lo anterior, se creala
necesidad de investigar respecto de su etiologia, compor-
tamiento biolégico y prondéstico; estos ultimos mediante
estudios de correlacion clinico-patolégica, fundamenta-
les para crear medidas profilicticas, terapéuticas, o am-
bas. Por otro lado, este tipo de trabajos, llevados a cabo en
cdnidos, puede proporcionar informacién de utilidad en
la patologia neoplasica de la glandula mamaria y salival
del humano, ya que existen lesiones con caracteristicas
morfolégicas muy similares en este tltimo.
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