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SUMMARY

The ongm of the dlfferent mesenchymal components that charactenzes the canme muxed
mammary tum } as been a controversy since they were frrst d'scovered ~Most of the

!n the present study,~: 15 canine: mlxed -

myoeplthehal cells:-as esponsvbles onces

the 7,, pr
antigerj',‘ :

reaction-
ultrastruc

manrfested
precursors

‘gland, is also consrdered



, nN'TRopuccch -

Los tumores de glandula mamaraa ocupan el egundo Iugar en frecuencxa despues de.
los tumores de ple en los’ perros de’ ambos éxos (35),ﬁy son en Ia perra los mas

comunesr en la cuial representan del 25 al 30% dé todas las neoplas»as 713,

ocurren ca exc u

mayoria de las vece estan ¢ asocvados a tumores testlculares productores de estrogenos )
como son. Ios de celulas de Sertoll (30) o : ‘




En el caso de los. ‘tumbres'mixtos se ha pensado que los traumatismos seguidos de
necrosis, hemorrag:a e mﬂamacnon constituyen, una serie de factores lmportantes para la’
formacuon de camlago y hueso que los caractenza ya que se sabe que cualquter tumor
mamario, mcluyendo a Ios mlxtos aparece con mucha mas frecuencia en las g|andulas

Por otro lado los tepdos conectivo: y adtposo c yas




tipo de nec")plasias' la >matriz mucoide se transforma en matriz condroide, tal como ocurre
durante la vrhé;d‘u’ra'cién del cartilago hialino normal. Karelina y Golubeva®®4), identificaron
a Iaskc‘é’lulévs_v mioebiteliales como un componente celular importante en un estudio en
donde - sé" ’utilizcﬂ: “el 'método indirecto de Coons, para el cual se utilizd suero
monoeépééifiéb para miosina de musculo liso. En este mismo estudio se observé que la
intensidad de la fluorescencia, es decir, el grado de positividad, disminuy6 a medida que .

las celulas neoplasncas infiltraban al estroma, o crecian hacia fa fuz de los conductos En s

otro trabajo reahzado por Kaldrymidou y Cols(?® por medio de microscopia electromca,; : 

se descrlben tres dlferentes areas, asi como tres estadios metaplasicos en tumoresf ;

mixtos mamarlos que a consnderacnon de los autores, constituyen los prmmpales ni\
de evolucnon en el desarrollo de este tipo- de neoplasias, ademas se |dentaf|can en na'A

les

de Ias areas descntas' algunas estructuras con base en las cuales, Ios autores.las 5

demostrarori‘la pre ne ia de colagena de los tlpos Ity X, bloqmmlcaménte

los adenomas_pleomorfos y carcinomas metaplasicos:de glandula mamaria, -entre otros



(12.33,5354), Los marcadores celulares que con frecuencia se han utilizado para el estud:o
de las lesnones antes mencwnadas son citoqueratinas (CK), antigeno carcnnoembnonano
(CEA), antlgeno de membrana epitelial (EMA), actina musculo especnflca (MSA). ' ‘
protema S 100 (PS 100) ~vimentina (VIM) y desmina (DESM) (12,28.35, 54) Los tres'f

salival y sudoripara: La PS 100 esta >

células - de. Langerhans y.- melanocnos de la: plel ceulas re c'lar' ,erdlgntantes S
condrocitos y otros elementos como el muoeputeho de Ia glandula mamaria y 'sallval

' 'star presente en una’-

Vimentina es un filamento lntermed|o 0 especmco que pued
gran variedad de tejldOS normales Y. neoplasncos pnncnpalmente de tlpO mesenqunmatoso
Esta dltima puede coexpresarse Junto con: otros fllamentos intermedios como desmina,

presentes en musculo liso, esquelet:co y cardiaco, cuya demostracuon establece la
naturaleza muogena de cualqu|er neoplasua (43383) -

De lo anterlor se desprende que eX| te ewdencxa lmportante en favor de Ia teorla de que :

técnicas de nnmunoperoxldasa ‘con’ eI objeto de.

estudios mtados y correlac:onarlos con Ios hallazgos ultraestructurales



MATERIAL Y Marobbs .

1891, La: ele
de conductos y lobulos mamarios,
desdrferenccacron yd erencracron hacua te)ldos mesenqurmatosos

(os cuales aparentemente reflejan drversos grados de ;

costo del materlal para
llevar a cabo el estudlo de microscopia electronica e mmunohlstoquumlca es muy elevado e

Ei numero d ] casos seleccronados es limitado debido a que el

sobre todo si‘se toma en cuenta que en la ultrma se utlhzaron toda una sene de
marcadores celulares y sus correspondientes testngos negatrvos y posmvos para cada
caso, de tal manera que ésto incrementa conssderab ente Ia cantldad de matenal por

utilizar, la informacian para analizar y el’ trempo para llevar a cabo un trabajo que debe -
ser concluido en un lapso preestablecrdo - L : g

HISTOPA TOLOGIA

Los tejidos para Ia rev»swn' ntes mencronados fueron fuados con formalrna amortnguada R

hueso con cartﬂago neoplasrco (sarcorna osteogemco) de 'canldeos Asrmrsmov se evaluo




la reactividad de dichos’ marcadores en los dlferentes componentes del teudo mamano .
residual en cada caso (controles lnternos) ' ; ; '

tejido o de una téénfca
anticuerpo con un teydo u
histolégicos de un m
DESM, un carcmom

Se utilizé la técnica del

Postenormente se, |ncubaron _,otros

obscuro, débilmente positivo cuando las celul : presentaban catoplasma de co|or cafe



claro, dudoso cuando las celulas tenian cntoplasma de color café claro. pero en forma
|rregu|ar y poco’ deflnlda es decnr. ‘cuando no se podia diferenciar entre débilmente
posmvo y una reaccuon negatlva caractenzada por la ausencia de este pigmento. El
patrén de mmu r orreacuwdad fue denommado como difuso cuando la reaccnon dentro de
un drea era posmva o dudosa en una extensnon de mas del 30%, fue intermedio cuando
ia reaccnon se extendla entre un 410} y 30% y focal cuando la reaccion estaba presente en
uno o vanos focos anslados dentro del area en observacion. .

ion de los resultados por mmunoperoxldasa con los,

Para poder lléva‘rfa cabo la corr

a):separadas por. abundante matnz extracelular de aspecto muconde

con dlferente afmldades tmtoreales o} escasamente colagenlzada(Flgura 2) EI area‘

eV matnz oste '"'de ocasnonalmente

con xnol h_ ratadas en concentracmnv,'

y observados en un mlcroscoplo de luz para escoger Ios campos que se llevaron a cortes -




finos, utili’zando ”soliJcion'es ‘acuosas de acetato de uranilo 'y citratd de pibmo como
medios de contraste Estos cortes finos fueron observadaos en un mlcroscoplo electrénico
de transm lon Zetss 900 ‘fotografiades a 12000, 7000 y 4400 aumentos y amplmcados x
: blanco y-negro en papel Kodak tamario carta. :

TRA TAM’(ENTO ESTADISTICO

y sus’ hanazgo‘ ultraestructurales Los resultados obtemdos se mforman en cuadros
preferentemente de' contmgencia v e e

10



- RESULTADOS'

TEST/G'OS' :

En Ia evaluacnon de Ios ntlcue o

(conductos)
mamarlo re

tisulares, - ‘
fuertemente‘ mt sculo. |so v'scu ar. y e na o en forma mtermedla y fue negatlvo para :
el resto de los tejndo N b : I :

11



La especd‘tcudad de los anticuerpos pnmanos se corrobord mdlrectameme por medio de
su susmucxon con anucuerpos mespecmcos presentes en hquldo ascmco de raton al ser
negativa la reacaon € N ada tejldo Con e!lo se descana la posmmdaa de una
lnespecmmdad por. parte de ios ’ "

{tejidos’ humanos conflrmaron :

ultumos en Ia form

/NMUNQAREACTIV/DAD EN TUMORES MIXTOS. -

debﬂmentew pO}S)I

marcador para VI!

resultaron debllmente posmvos aVIM.En el.caso’ de PS:10 unlcamente las ce!ulas de
las zonas precartllagmosa y condroude marcaron debllmente

n_dnstnbumon intermedia;
en el drea mlxmde hubo algunos focos e celulas en ransncxon debllmente positivas. El
resto de los consmuyentes resultaron negatlvos Para DESM ‘Unicamente algunas

12



celulas alargadas en Ias denomlnadas areas "mlcldes" resultaron posmvas asi como en
el musculo liso vascular Los demas elementos del tumor mlxto fueron negatlvos para
este antlcuerpo

HALLAZGOS ULTRAESTRUCTURALES

Como. se" mencmno anterlormente los tumores uero ‘d|v1d|dos ‘en. ua‘tro‘ a’re'asv

rugoso blen desarrol a o (Flgura 14)

13



Las células filamentosas, :consideradas como-un estadio transicional, constituian ‘el

pnncnpal tlpo celular en Ias areas mnxondes aunque tamblen se podlan encontrar en las

adéhom'atosa'per : IS_uniones tlpo' desmosoma y hemldesmosoma El nicleo de

estas células era ovoide o Vegular en ocasmnes con uno o dos nucleolos prominentes.
El cntoplasma era po Io regular electrodenso deb|do a la-gran cantidad de filamentos
orientados en dlstlntas dlreccmnes en ocasiones paralelos al eje longitudinal de la célula
o bien alrededor del nucleo Dichos filamentos median por lo regular de 8 a10 nm de
dlametro sm embargo' enalgunos: casos ‘el grosor que predominaba era de 5 a 8 nm.
Ocas:onalmente se bsérvaron cuerpos densos similares a los descritos en las células
mloepltellales (Flgura 15)

mtoplasma presentab ab ndantes fllamentos gruesos y delgados de diametros similares
alos descrltos en. Ias celulas mloepltellales y filamentosas con aparente predominio de
fllamentos de 5:a 8 nm. Aslmlsmo.:se.observaron cuerpos densos asi como gotas de
lipidos dentro del citoplasma y era-mas dificil observar algun tipo de unién intercelular
(Figura 16).

Las células condroides |ncluyen formas precartuagmosas y celulas parecudas ‘a
condrocitos. Las primeras eran mas abundantes sobre todo en las zonas de’ camlago
inmaduro y en las areas penfer ca de cartllago maduro Se caracterizaban pov pyesentar
grandes gotas' de: Ilpldos en s' S observabahA fﬂamentos
pnncuplamente de 8 a 10 nm de grosor Lo ’cnsternas de retlculo endoplasmlco

14



comenzaban a dilatarse para formar grandes espaclos dentro’ del cntoplasma y
ocasionalmente se aprecnaban granulos de glucogeno dispersos asi como algunos :
lisosomas (Figura.17). Las celulas que se asemejaban a condrocitos eran de forma;
lrregular con abundantes p ce cnoplasmucos alslados e inmersas en matnz ;

degenerativos'y algunas células estelare

TRA TAMIENTO ESTADISTIC

Como se descnblo en: el ‘procedimiento, para. Ilevar a cabo un ana|1515 estadlstlco se, -

medio de‘la prueba‘refenda en estos casos. Al anallzar las tablas de contingencia se
observé’ que dos casos presentaron una asociacion del 100% (p<0 01) ya que las quince
muestras tuv:eron una reaccion fuertemente posmva y con dlstnbucmn difusa para CK y



MSA en -las celulas epllehales y mloepltehales respectlvamente dentro del area
adenomatosa :

Unlcamente en 6 casos fue pcsnble Ilevar a cabo Ia prueba de X2 para medir asociacién
entre mtensndad y dlstnbucwn de la reaccion’ de los marcadores por inmunoperoxidasa,
:los cuales se observé un grado de asouamon significativa desde la
perspectlva estadlstléa (p>0.05), (Cuadro 1) Asumlsmo fue factlble desarrollar la misma
prueba en 2 /"casos para medir asociacion entrevlnt’enSId d’ y dlstnbucmn de la reaccion
de los marcadores por inmunoperoxidasa con l éantudad de células de cada area por
mlcroscopla‘eleétromca En dichos casos: ta/ poc bservo un grado de asociacion
agmﬂcahv desde el punto de vista estadlstl p=0. 05) (Cu' dros 2 y 3). Lo anterior se
atnbuye ' s
prueba as

16



DISCUSION *

De acuerdo a los hallazgos lnfomados por otros autores la mayona de los marcadores
utnllzados por |nmunoperox|dasa en el presente trabajo’ fueron consmierados como v
conﬂables durante su: eva|uacuon en os testlgos correspondlentes mcluyendo a Ios !

que‘las células que proliferaron, . se
en Iasiareas de cartllago maduro

sin embargof
alejaban - de 3 ‘ : I
probablemente debld a:la pér ade. protemas contracmes durante el proceso de
desdlferenmacton mioepitelial y. dlferenmacnon hacia carhlago

Vnmentma s uno.de los. Ilamados filamentos intermedios que conforman al c1toesqueleto -
al lgual que CK DESM se’ denomlnan intermedios debido a que su tamano se ubica
entre el ;dve los'm rofllam ntos (4 a 6 nm) y los microtubulos (25 nm). E! primero, no es
esente en una gran variedad de células y tejidos, como es el caso del

especifiéd"j/
musculo liso va: Y rien la mayoria de sarcomas, en melanomas, linfomas y en algunas
neopla5|as de estirpe __pltehal De hecho, algunos laboratorios, utilizan a VIM como un
control de tmcuon bllgado con el fin de verificar la preservaciéon de antigenos en el tejido

en estuduo ¢

n nuestro trabajo el anticuerpo para VIM reacciond conforme a lo
eaccnonar lntensamente y en forma difusa en la mayoria de los tejidos
testigos 'y n_ estudio: De gual forma a lo informado por Morinaga y Cols(@® en la
glandula mamari ‘

esperado ”al

_no,mal,’.noi h,ubo reaccion en las células mioepiteliales, - tal como

17



sucedlo en: CK En el caso de’ los tumores mlxtos umcamente Ios elementos epiteliales
mtentras que las; celulas mloepltellales asn como las

resultaron negatwos o dudoso‘
celulas en transncuon la condrondes y osteotdes eran fuertemente posmvas a VIM esto

Tateyama y Kaldrymldou en::sus respectwas nvestugacuones(235°) Basncamente se

relacion - con membrana basal la presencua ic




mlofllamenlos de achna (5 a 7 nm) cuerpos densos y vesnculas plnocutotlcas En nuestro




y cuya lmagen hlstologlca es notablemente similar a los tumores mlxtos de glandu!a
mamaria canma (12, i : '

De todo lo- anterior, se conciuye que, 10s resultados obt'nldos en

mmunoperoxudasa y microscopia electromca e,

20



la patologna neoplasxca de la"glandula mamaria y. salival del humano ya que excsten
lesiones con caracterisiticas morfologlcas muy sum«lares en el Uitimo.

21
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CUADRO 1. ASOCIACION ENTRE lNTENSIDAD Y DISTRIBUCION DE LA REACCION POR
INMUNOPEROXIDASA MEDIANTE LA PRUEBA DE CHI CUADRADA

m CUADRADA|. P
CALCULADA L
EMA -
EMA. -
CK s INTENSIDAD-DISTRIBUCION
CEA ADENOMATOSA [ INTENSIDAD-DISTRIBUCION
CEA ~[mixolDE: INTENSIDAD:DISTRIBUCION
MSA - INTENSIDAD-DISTRIBUCION

CUADRO 2. ASOCIACION ENTRE INTENSIDAD DE LA REACCION POR INMUNOPEROXIDASA
Y CANTIDAD DEL TIPO CELULAR EN UN AREA DETERMINADA POR MICROSCOPIA
5 [ELECTRONICA, MEDIANTE LA PRUEBA DE CHI CUADRADA"

ANTICUERPO -VARIABLES EVALUADAS

EMA™ ADENOMATOSA

EMA

EMA -

CEA INTENSIDAD-EPITELIALES

PS-100

PS§-100 - © INTENSIDAD-MIOEPITELIALES

PS-100

PS-100 .

IMIXOIDE ~ 7 [INTENSIDAD-ESTELARES
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CUADRO 3. ASOCIACION ENTRE DISTRIBUCION DE LA REACCION POR
INMUNOPEROXIDASA Y. CANTIDAD DEL TIPO CELULAR EN UN AREA
DETERMINADA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA, MEDIANTE LA

: VARIABLES EVALUADAS P

ANTICUERPO

EMA DISTRIBUCION MIOEPITELIALES 00
, EMA e DISTRIBUCION FILAMENTOSAS T |>0.05
: QEA., DIS‘TR_IBUCION-EPITELlAL»E,S . [>005
' C‘EA_V " — DISTRIBUCION-MIOEPITEL}ALES >0.05
: CEA ; bISTRIBUCION-FILAMENTOSAS 005
CEA CONDROiD:E , DISTRIBUCION-CONDROIDES >0.05
évK, : . MIXO!DE‘ DISTRIBUCION-MICEPITELIALES >0.05
;ﬁx MIXOIDE DISTRIBUCION-FILAMENTOSAS >0.05
CK M_;);OIDE DlSTRIBUClON-ESfELAIéES 7008
CK = vééuoéploé DISTRIBUCION-CONDéOIDES k

ViM

MiXoIDE

DISTRIBUCION MIOEF’ITELIALES

ViM o

i DISTRIBUCION FILAMENTOSAS

MIXOIDE‘

VIM o : DISTRIBUCION ESTELARES ; >0.05
PS§-100.: . MIXOIDE L DISTRIBUCION ESTELARE >0.05
PS-1QO CONDROIDE >0.05

. DISTRIBUCION-CONDRO!DES S
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Figura 1. Area adenomatosa en un Tumor Mixto de glandula mamaria canina, caracterizada
por la formacion de papilas intraductales (P) sostenidas por un estroma con proliferacion
mioepitelial. H&E, 100x

cea LAY
RERCYE s

LY "-‘(’"\""

AW

Figura 2. Area mixoide, compuesta por la proliferacion de células fusiformes y estelares
separadas por abundante sustancia intercelular. Nétese la presencia de conductos
glandulares colapsados (C). H&E, 100x.
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Figura 3. Area condroide en la cual se observan células precartilaginosas con forma de
estrella, separadas por matriz de aspecto cartilaginoso. H&E, 400x.

Figura 4. Area de cartilago maduro en un Tumor Mixto de glindula mamaria de perra.
H&E, 400x.
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Figura 5. Corte histolégico correspondiente a un area osteoide en el cual se aprecia cartilago
maduro (C) y trabéculas de matriz osteoide (H) que rodean fragmentos de médula ésea
(MO). H&E, 100x.

Figura 6. Corte histolégico que ejemplifica una reaccién fuertemente positiva para
Citoqueratina (café obscuro) en las células epiteliales que revisten conductos. 400x.
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Figura 7. Seccién de un area adenomatosa con reaccion debilmente positiva para el

{flechas). Entre

io que reviste a los conductos

éstos se observan células transicionales con la m

Antigeno Carcinoembrionario en el epitel

i6n. 400x.

1Sma reacc

6n de conductos cuyas células

Area adenomatosa que muestra una proliferaci

Figura 8

tivas (café obscuro) para

i

epiteliales unidas a la membrana basal, son fuertemente pos

Miisculo Especifica. 400x.

Actina
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Figura 9. Seccién de un area precartilaginosa en la cual se aprecian células transicionales
con reaccién debilmente positiva para Actina Musculo Especifica. 400x.

FRTTT = S AN
[ Y g Fa gl O G A RS T IR W Tty
XL R N R NN W

A0 T ORI LY

Figura 10. Seccién histolégica correspondiente a un drea mixoide en la cual se observa que
las células fusiformes (F) que proliferan, son débil y fuertemente positivas para Vimentina,
mientras que el epitelio que reviste a los conductos es dudoso (E). 400x.
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Figura 11. Seccién de un drea precartilaginosa formada por células alargadas y estelares
fuertemente positivas a Vimentina (café obscuro). 400x.

Figura 12. Cartilage maduro cuyas células expresan fuertemente a Vimentina (café
obscuro). 400x.
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Figura 13. Electromicrografia de una célula epitelial en la cual se observan desmosomas {flechas) y una luz
intracelular (L) con microvellosidades proyectadas hacia la misma. 48000x.
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Figura 14. Célula mioepitelial que muestra filamentos delgados de 5 a 8 nm (F), cuerpos densos {flechas) y
fragmentos de membrana basal (MB) unida por hemidesmosomas (HD). 28000x.



Figura 15. 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 5 'a 8 nm orientados
predominantemente alrededor del niicleo (flechas). También pueden observarse algunos. cuerpos densos
(CD). 28000x. ’ IR
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Figura 16. Electromicrografia que muestra una célula estelar inmersa en una matriz intercelular escasamente
colagenizada. Nétese la persistencia de filamentos (F) y grinulos electrodensos (flechas) . Estas celulas se
caracterizan por su contorno irregular. 28000x.



Figura 17. Célula precartilaginosa en la que comienzan a observarse grandes vacuolas en su citoplasma y ain
presenta filamentos de diferente grosor (flechas), asi como, cuerpos densos (CD). 28000x.



Figura 18. Célula condroide aislada dentro de una matriz cartilaginosa caracterizada por la presencia de
fibras de coligena irregulares (C). Dicha célula muestra cambios degenerativos imporantes que consisten en
Ia dilatacion de cisternas de reticulo endoplismico {RE) y un ndcleo electrodenso ligeramente contraido (N).
28000x.
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