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RESUMEN

Antecedentes: Un método que puede indicar el grado de malignidad de una lesion es la
cuantificacion de Regiones de Organizadores Nucleolares, ya que ha sido sugerido como un
marcador indirecto de la proliferacién celular; tomando en cuenta lo anterior el objetivo de este
estudio fue evaluar la presencia de Regiones de Organizadores Nucleolares en verruga vulgar,
queratosis friccional, displasia epitelial, liquen plano, carcinoma epidermoide y carcinoma baso-
celular. Métodos: 68 casos fueron analizados histopatolégicamente por medio de la técnica de
Hematoxilina y Eosina y con la técnica de AgNOR utilizando nitrato de plata descrita por Ploton
para la Demostracion de Regiones de Organizadores Nucleolares. Resultados: El promedio de
Regiones de Organizadores Nucleolares fue: Verruga vulgar 9+2,24, queratosis friccional
5,5+1,16, displasia epitelial 8+2,12, liquen plano 6,8+2,13, carcinoma epidermoide 6,96+0,53, y
carcinoma basocelular 3,55+0,25. Existio relacion entre el niumero de AgNORs vy la displasia
(rs=0,9 ) con un nivel de confiabilidad de p=0,05. La relacion entre el promedio de Organizado-
res Nucleolares en liquen plano y carcinoma epidermoide fue de r,=0,99 con un nivel de con-
fiabilidad de p=0,1, Entre el carcinoma basocelular y el epidermoide la correlacion fue de
r=1,35; con un nivel de confiabilidad de p=0,05. Conclusiones: El grado de malignidad del car-
cinoma epidermoide y basocelular y el numero de Organizadores Nucleolares, se correlacionan
estadisticamente de manera positiva, es decir, cuando el numero de Organizadores aumenta, el
grado de malignidad de la lesion también.

Palabras clave: Regiones de organizadores nucleolares, liquen plano, carcinoma epider-
moide, carcinoma basocelular.

Nucleolar organizer regions marker in epithelial lesions of oral cavity
SUMMARY

Background: The quantification of NORs is a method that may indicate the malignance gra-
de of a lesion. It has been suggested as an indirect marker of cellular proliferation. The aim of
the study was to evaluate NORs’ number in: common wart, frictional keratosis, epithelial dyspla-
sia, lichen planus, squamous cell carcinoma and basal cell carcinoma. Methods: 68 cases were
histopathologicaly analyzed by Hematoxilin and Eosin technique and the AQNOR technique des-
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cribed by Ploton, using silver nitrate, for the demonstration of Nucleolar Organizer Regions.
Results: NORs’ average was: common wart 9+2.24, frictional keratosis 5.5+1.16, epithelial dys-
plasia 8+2.12, lichen planus 6.8+2.13, squamous cell carcinoma 6.96+0.53 and basal cell carci-
noma 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 pla-
nus 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. Con-
clusions: The grade of basal cell and squamous cell carcinomas’ malignity and the number of
Nucleolar organizers are positively related, meaning that as organizers’ number increases,
malignity grade does. Therefore, we can state, there is a relation between NORs’ number and
biologic behavior of epithelial lesions, besides this method can be a proliferative activity indica-

tor for the lesions in this study.

Keywords: Nucleolar Organizer Regions, squamous cell carcinoma, basal cell carcinoma,

lichen planus.

INTRODUCCION

El papel de las Regiones de Organizadores
Nucelolares (NORs) para estimar el comporta-
miento de los tumores se ha basado en su capa-
cidad para reflejar la actividad proliferativa de
una neoplasia dada. Los NORs estan tipicamen-
te agregados dentro de uno o dos nucleolos
durante la interfase en la célula normal; los
numeros de NORs visualizados dependen del
nivel de actividad transcripcional de RNA y del
estadio del ciclo celular (1).

El mecanismo por medio del cual se contro-
lan los indices de proliferacion de los diferentes
tipos de células es uno de los aspectos menos
comprendidos dentro de la biologia celular (2).
Aunque la funcién exacta de las proteinas NORs
es incierta, se ha demostrado su relacién con la
proliferacion celular y se ha sugerido que el
numero de AgNORs (Regiones de Organizado-
res Nucleolares tefiidos con plata), en un nucleo
en interfase puede reflejar el estadio de activa-
cion y el grado de transformacion maligna de
ciertos tejidos, asi mismo los AgNORs reflejan
el grado de proliferacion y diferenciacion celular
(3,4): Se ha considerado que el conteo de
AgNORs puede contribuir al diagndstico histolo-
gico, estableciendo el grado de transformacién
maligna de una lesion, por lo cual éste método
puede ser un auxiliar como marcador cuantitati-
vo en alteraciones celulares incipientes antes de

que los cambios puedan ser detectados histolo-
gicamente considerandose un parametro de
gran valor en la patologia tumoral, ya que un
incremento en el numero de ellos, esta asociado
con un incremento en la agresividad de un tumor
(1,5,6) . Los criterios de Jacobsson, se han des-
crito como el mejor sistema de gradificacion
para evaluar la invasion, potencial metastasico y
predecir la conducta biolégica del carcinoma
epidermoide de laringe y boca (7). En un estudio
postmorten realizado por nosotros , obtuvimos
que el carcinoma epidermoide de boca se com-
porta como una enfermedad agresiva indepen-
dientemente del grado de diferenciacion de los
tumores al clasificarlos de acuerdo a los criterios
de Jacobsson donde un carcinoma epidermoide
con alto contenido de AgNORs puede tener un
caracter agresivo, donde a mayor nuimero de
AgNORs mas pobre sera el prondstico indepen-
dientemente del grado de diferenciacion del
tumor (8).

Estas regiones pueden identificarse por
medio de microscopia de luz con tinciones de
plata coloidal debido a la argirofilia de las protei-
nas asociadas a NOR (1,4,6,8,9-12).

En base a lo anterior, el objetivo de este estu-
dio fue determinar la presencia de Organizado-
res Nucleolares utilizando nitrato de plata y cuan-
tificar el numero de ellos en seis lesiones de la
misma estirpe celular que presentan diferente
patron histolégico y comportamiento clinico.

— 288 -



2004; Vol. 37, n.° 3

Marcador de regiones de organizadores nucleolares en lesiones epiteliales de cavidad bucal

MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo este estudio se selecciona-
ron 68 casos del archivo del Laboratorio de Pato-
logia Clinica y Experimental de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facul-
tad de Odontologia de la Universidad Nacional
Autéonoma de México y del Departamento de Der-
matologia del Hospital Manuel Gea Gonzdalez de
la Secretaria de Salud.; los cuales fueron: 10
verrugas vulgares, 11 queratosis friccionales, 11
displasias epiteliales, 14 liquen planos, 11 carci-
nomas epidermoides y 11 carcinomas basocelu-
lares. Se realizaron 4 cortes histoldgicos a 4 1 de
espesor en tejidos embebidos en parafina; 2 de
las laminillas se tifieron con la técnica convencio-
nal de Hematoxilina y Eosina, para el diagndstico
histopatoldgico. El diagnéstico de las lesiones
benignas se realizd6 de forma morfologica des-
criptiva de acuerdo al patron histoldgico y en el
caso de las 2 neoplasias malignas se utilizé la
gradificacion histologica de Jacobsson descrita
en 1973, que consiste en dividir los criterios en:
Factores intrinsecos del tumor (grado de querati-
nizacién, pleomorfismo nuclear y niumero de mito-
sis) y Factores relacionados al huésped y al
tumor (Patrén de invasion, estado de invasion
tumoral e infiltrado linfoplasmocitario).

Para la demostracion de Regiones de Organi-
zadores Nucleolares se utilizé la técnica AQNOR
descrita por Ploton en 1986; usando 2 cortes his-
tolégicos de tejidos embebidos en parafina a
4 um; se desparafinaron en xilol e hidrataron las
laminillas en agua destilada, colocandose los
tejidos en vasos de Coplin, los cuales se hidrata-
ron durante 1 minuto, al mismo tiempo se prepa-
ré la solucion de trabajo, que constd de 2% de
gelatina en un litro de acido férmico acuoso al
1%; después se mezclé una parte de la anterior
solucién con dos partes de Nitrato de Plata acuo-
sa al 50%, la cual fue la solucién de trabajo; esta
solucidn se prepard justo antes de tefir en cuar-
to oscuro a temperatura de 20 a 25°C; se coloco
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 observacién y cuantificacion de las man-
chas nucleolares fue realizada por dos examina-

dores no existiendo diferencia significativa (p<0,05)
entre sus cuantificaciones, se utilizé un objetivo de
100x y aceite de inmersion, estableciendo la
observacion de 25 campos con un area de 230
micras cada uno, con un aumento de 4.000x (cctv
con un monitor de 20”) obteniendo los siguientes
datos por caso: numero de células por campo,
numero de AgNORSs y promedio de AQNORs.

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

RESULTADOS

Los NORs se observaron como puntos redon-
dos o elongados tefidos de negro dentro del
nucleolo de la célula, el resto de ella se tifid de
color amarillo parduzco. La tincion de plata coloi-
dal mostro la presencia de puntos nucleolares que
variaron en cuanto a tamafo y numero, algunos
nucleolos presentaron pequefios y numerosos
puntos nucleolares, se contaron de 2 a 13 puntos
nucleolares siendo variables en cuanto a nimero
y forma en las diferentes lesiones; los linfocitos de
la lamina propia sirvieron como control interno, ya
que ellos frecuentemente presentaron uno o dos
AgNORs por célula. La distribucion del promedio
de AgNORs de cada uno de los casos de las
lesiones estudiadas se muestran en la grafica 1.
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Gréfica 1: Distribucion del promedio de la cuantificacion
de AgNORs por caso de las seis lesiones: 1) Verruga vul-
gar, 2) Queratosis, 3) Displasia, 4) Liquen plano, 5) Car-
cinoma epidermoide, 6) Carcinoma basocelular.
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Fig. 1: Fotomicrografia correspondiente a: a) Verruga
vulgar, c) Queratosis friccional, e) Displasia epitelial con
tincion de H y E, en los incisos b), d) y f) tefidos con pla-
ta coloidal se aprecian los puntos nucleolares en las res-
pectivas lesiones a 100X.

Fig. 2: Fotomicrografia de Liquen plano, Carcinoma epi-
dermoide y Carcinoma basocelular los incisos a), c) y e)
corresponden a la tincion de H y E , en b), d), f) con tin-
cion de plata coloidal se aprecian los puntos nucleolares,
todos a 100x.

Los AgNORs en la verruga vulgar se observa-
ron finos y numerosos si los comparamos con la
queratosis friccional, donde se observaron gruesos
y escasos y en la displasia epitelial presentaron una
distribucion mas regular (figs. 1a, b, ¢, d, e y 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 carcino-
ma basocelular, su disposicion fue mas regular y
fueron mas gruesos (fig. 2a, b, c, d, g, f).

El promedio de AgNORs en verruga vulgar
fue de 9+2,24; en queratosis friccional de
5,55+1,16 en displasia epitelial de 8+2,12, en
liquen plano 6,8+2,13, en carcinoma epidermoi-
de de 6,96+0,53 y en carcinoma basocelular de
3,55+0,25. En el caso de las neoplasias malig-
nas tuvimos 4 carcinomas epidermoides de bajo
grado con promedio de 7,55 AgNORs, 4 de gra-
do intermedio con 6,13 AgNORs y 3 de alto gra-
do de malignidad con promedio de 7,27 AgNOR
y en el carcinoma basocelular obtuvimos 6 de
bajo grado con 3,42 AgNORs, 4 de grado Inter-
medio con un promedio de AQNORs de 3,63 y
uno de alto grado de malignidad con promedio
de 4,49 AgNORs En la tabla 1 se muestra el pro-
medio de la cuantificacion del numero de
AgNORs en los cuales se incluyen: numero de
células contadas, rango minimo y maximo de
AgNORs, promedio y desviacion estandar.

El nimero de AgNORs obteniendo fue directa-
mente proporcional con el grado de displasia r;=0,9
(p=0,05), el liquen plano y el carcinoma epidermoi-
de tuvieron semejanza numérica con respecto a la
cuantificacién de AgNORs, las diferencias estadis-
ticamente fueron significativas (r;=0,99) con un
nivel de confiabilidad de p=0,1. En el carcinoma
basocelular y carcinoma epidermoide se encontro
diferencias estadisticamente significativas (r;=1,35,
p=0,05) , en ambas lesiones fue directamente pro-
porcional el numero de AQNORs encontrados con
la gradificacion histoldgica de las neoplasias.

DISCUSION

Un método empleado para cuantificar los
NORs por célula, es utilizando una tincién con
nitrato de plata en tejidos embebidos en parafina
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Tabla 1. Rango y promedio de la cuantificacion de AgNORs en los seis grupos de lesiones

Diagnostico Promedio de Rango Promedio
Histopatoldgico n/c células - + y Sd

V.VULGAR 10 512,83 3,66 - 9,40 9+2,24
Q.FRICCIONAL 11 606 2,16 - 4,74 5,565+1,16
D.EPITELIAL 11 429 5,58 - 10,34 8+2,12
LIQUEN PLANO 14 481,1 4,58 - 7,70 6,8+2,13
C.EPIDERMOIDE 11 357,27 6,32 - 12,03 6,96+0,53
C.BASOCELULAR 11 693,82 2,05-10,19 3,565+0,25

*p=0.05.

y su posterior observacidon microscopica en cam-
po claro a un aumento de 100x, éste método es
relativamente simple y se requiere sélo de un
microscopio; pero presenta inconvenientes
durante el método de conteo debido a la varia-
cion inter-observadores; estos inconvenientes
son eliminados realizando la evualucién morfo-
métrica ayudados por una computadora con ima-
gen digitalizada, en la que se hace un analisis sin
que existan influencias de los observadores (10)
El tamafio, numero y distribucion de AgNOR
ha sido analizado en tumores benignos y malig-
nos, un decremento en el tamafo, un incremen-
to en el numero y una distribucion irregular han
sido reportadas en lesiones malignas contrario a
las benignas, siendo propuesto como un marca-
dor de la replicacion celular (8) -Arora et al (13)
indican que la tincion de AgNOR es simple y
puede ser usada como método para la estima-
cion de la proliferacion celular de un tumor,
haciendo diferenciacion del tejido normal del cre-
cimiento proliferativo no neoplasico, neoplasico
benigno y neoplasico maligno de tejidos blandos.
Xin Xie et al (5) mencionan que cuando en la
cuantificacion de AgNORs existe una cantidad
mayor a 1, puede ser una herramienta util para
distinguir entre epitelio normal, displasia y carci-
noma epidermoide de cavidad bucal.
Chattopadhyay et al (14) demostraron que
existe un incremento en el promedio de conteo
de AgNORs en leucoplasias y carcinoma epider-
moide de cavidad bucal comparado con el epite-
lio normal, sugiriendo que entre mas displasico
es el epitelio la cantidad de AgNOR se incre-
menta y el tamano de los puntos nucleolares
decrece (epitelio normal 2,26+0,32, leucoplasia
2,69+0,49 y carcinoma epidermoide 3,48+0,42).

Schwint et al (10) (6,56 en carcinoma; 4,81 en
adyacente y 2,95 en el epitelio normal),
Warnakulasuriya et al (1) cuantificaron el nume-
ro de AQNORs en queratosis 4,51+2,57, displasia
epitelial 5,61+4,63 carcinoma 8,37+6,11, y noso-
tros obtuvimos en queratosis 5,5+1,16 en displasia
epitelial 8+2,12 y en carcinoma epidermoide de
6,96+0,53, consideramos que esta diferencia de
resultados puede deberse al nimero de casos
observados y/o a que la técnica de la tincién 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 vulgar, considerando que éste resultado
contrario al observado por Cabrini et al (6), donde
reportan que el papiloma tiene un promedio de
4,53+2,37; se debe la etiologia viral de la lesion, ya
que al estar alterado el DNA nuclear por la infor-
macion viral agregada, también existe una mayor
produccion de RNAr con un nimero elevado de
NORs. Cabe mencionar que nosotros no busca-
mos asociacion entre el numero de NORs y la pre-
sencia del VPH sin embargo Chartteje et al (15)
buscaron asociacion entre los AgQNORs y el VPH
en carcinomas de cavidad bucal con o sin infeccion;
el numero de AgNORs en las muestras VPH+ fue
de 7,15+2,13 y en las VPH- 6,16+1,89; diferencias
significativas fueron observadas entre los conteos
de carcinomas pobremente 10,5+0,54, moderada-
mente 7,31+1,07 y bien 5,12+0,85 diferenciados.
En este estudio nosotros intentamos clasificar
los carcinomas basocelulares bajo los criterios
establecidos por Jacobsson utilizados para la gra-
dificacién de carcinoma epidermoide de boca y
laringe, pero modificados de acuerdo a las carac-
teristicas propias de esta neoplasia; cabe mencio-
nar que esta modificacién se hizo de manera arbi-
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traria ya que no encontramos en la literatura
reporte que establezcan la aplicacion de estos cri-
terios a ellos, se realizé con el fin de poder com-
pararlos bajo las mismas circunstancias. De la
Rosa et al (16) dividieron al carcinoma basocelu-
lar en dos grupos: Agresivo y no agresivo; al
observar los AgNORs presentes en esta lesion,
contaron en el primero 9,48 y en el segundo 6,56;
nosotros como no contabamos con los antece-
dentes clinicos de los pacientes no pudimos hacer
esta clasificacion por lo cual intentamos clasificar
los tumores de acuerdo al comportamiento biolé-
gico local; dividiéndolos en bajo, intermedio y alto
grado de malignidad; cabe mencionar que el pro-
medio total de células contadas en el carcinoma
basocelular fue mayor que el carcinoma epider-
moide, pero estas tuvieron una diferenciacion
celular mayor que la del epidermoide, ya que en
pocos casos perdieron su uniformidad, el rango
en el promedio de AgNORs fue de 3,42 a 4,49 no
alcanzando las cifras que ellos mencionan. Al
comparar nuestros resultados entre el carcinoma
basocelular y el carcinoma epidermoide, encon-
tramos que el promedio de AgNORs para el baso-
celular fue 3,55+0,25 y para el epidermoide fue de
6,96 Sd=+0,53 lo cual al analizarlo estadisticamen-
te aplicando el coeficiente de correlacion de Spe-
arman tuvimos una significancia de rs=1,35 por lo
cual el resultado fue que ambas variables; la Gra-
dificacion de Jacobsson y la Cuantificacion de
Organizadores Nucleolares, se correlacionan de
manera positiva.

Bajo esta consideracion los estudios condu-
cen a que existen diferencias significativas entre
neoplasias benignas y malignas estableciendo
que después de un conteo amplio es posible
determinar el valor de este método en la deter-
minacion del comportamiento bioldgico en los
tumores «borderline»; pero es necesario unificar
criterios en la realizacion de la técnica con la tin-
cion de plata, ya que no se pueden obtener
resultados lo mas confiables posibles si no hay
un estandar a seguir.

En relacion a lo anteriormente expuesto, con-
sideramos que los NORs pueden ser un marca-
dor cuantitativo auxiliar en alteraciones celulares
incipientes antes de que los cambios histolégicos
de malignidad puedan ser detectados, aunado a
esto, la técnica AQNOR es un parametro accesi-

ble reproducible econdémico y comparable que se
podria utilizar en forma rutinaria de manera para-
lela a la técnica histoldgica de rutina en lesiones
sospechosas de malignidad. El conteo de
AgNORs en una poblacion altamente especiali-
zada con un alto nivel de recambio de salud
como es el epitelio bucal hace mas complejo y
variable el estudio si se comparara con estudios
en una poblacién celular mas estable.
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