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RESUMEN

Introduccion: Las Regiones Organizadoras Nucleolares (NOR) son segmentos de DNA que
codifican el RNA ribosémico, el cual esta directamente relacionado con la sintesis proteica y la
proliferacion celular. Mediante técnicas de impregnacion argéntica se pueden detectar las pro-
teinas asociadas a los NORs (AgNORs), siendo su cantidad proporcional a la actividad prolife-
rativa. Esto parece tener importancia para distinguir entre tumores benignos y malignos.El obje-
tivo de este trabajo es determinar la utilidad de la expresion de AgQNORs en el diagndstico dife-
rencial de neoplasias foliculares tiroideas.

Material y métodos: La técnica se realizé sobre piezas quirdrgicas correspondientes a 10
adenomas y 7 carcinomas foliculares tiroideos. La técnica de plata fue la original de Ploton (1986)
con viraje con cloruro de oro, fijaciéon con tiosulfato sddico y contraste con rojo nuclear extra. Se
evaluaron mediante microscopia optica en 100 células tumorales por caso: nimero de puntos
AgNOR por nucleo, localizacién, distribucion y nimero de nucleos con 5 o mas puntos AgNOR.

Resultados: El numero de puntos AgNOR por nucleo resulto significativamente mayor en los car-
cinomas que en los adenomas foliculares, asi como el numero de nucleos con 5 0 mas puntos
AgNOR por cada 100 células. El numero de nucleos con puntos AQNOR agrupados (versus disper-
sos) fue mayor en los carcinomas que en los adenomas, mostrando los carcinomas mayor cantidad
de puntos localizados en el centro del nucleo y menor proporcion de casos con un punto AGNOR uni-
co. La antigliedad de los casos de archivo no afecté negativamente los resultados de la técnica.

Conclusiones: En las neoplasias foliculares tiroideas el nimero medio de puntos AGNOR
por nucleo, el nimero de nucleos con 5 o mas puntos AgNOR vy la disposicidon agrupada de los
mismos pueden ser Utiles en la distincidon entre adenomas y carcinomas tiroideos.

Palabras clave: Regiones Organizadoras Nucleolares; AQNOR; Neoplasias foliculares tiroi-
deas; Impregnacién argéntica.

EVALUATION OF ARGIROPHILIC NUCLEOLAR ORGANIZER REGIONS
(AgNORs) IN THYROID FOLLICULAR NEOPLASIAS

SUMMARY

Background: The Nucleolar Organizer Regions (NOR) are segments of DNA that encode
ribosomal RNA which is directly related to protein synthesis and cellular proliferation. Silver-stai-
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ning methods allow detection of AQNOR proteins with the amount of silver-stained proteins pro-
portional to cell proliferative activity. This seems to be important in distinguishing between benign
and malignant tumors. The aim of this study is to determine the utility of the expresion of
AgNORs in the differential diagnosis of follicular thyroid neoplasms.

Material and Methods: 17 surgical specimens of follicular thyroid neoplasms (10 adenomas
and 7 carcinomas) were studied. Ploton’s original silver technique (1986) with gold toning, fixa-
tion with sodiumthiosulfate and counterstaining with nuclear red extra was carried out. One hun-
dred cells per case were evaluated, taking into account the mean number of Agnor dots per
nucleus, their location, distribution and the number of cells with five or more dots.

Results: The total mean number of AQNOR dots per nucleus was significantly higher in car-
cinomas than in adenomas as was the number of nuclei with 5 or more AQNOR dots. Carcino-
mas were frequently found to present AGQNOR dots grouped in a central cluster. Adenomas sho-
wed small, dispersed and peripheral dots which were often unique. The technique applied did not

appear to have been adversely affected by the time elapsed in the older cases.

Conclusions: The mean total number of AQNOR dots per nucleus, the number of nuclei with
5 or more AgNOR dots and the grouped distribution of them may be useful in the differential diag-
nosis of follicular adenoma and carcinoma of thyroid.

Key words: Nucleolar Organizer Regions; AgNOR; Follicular Thyroid Neoplasms; Silver

Techniques.

INTRODUCCION

Las Regiones Organizadoras Nucleolares
(NOR) son segmentos de ADN que codifican el
ARN ribosémico, y fueron descritas por primera
vez por Heitz (1931) y Mc Clintock (1934) (1).
Estas regiones se encuentran asociadas intima-
mente a un conjunto de nucleoproteinas acidas
especificas que pueden ser detectadas median-
te técnicas de impregnacion argéntica, denomi-
nandose entonces Regiones Organizadoras
Nucleolares Argirofilicas (AgNOR). Estas técni-
cas fueron llevadas a cabo inicialmente por
Howel y Black (1980) y por Ploton y col. (1982).
Posteriormente, con técnicas electroforéticas,
estas proteinas han sido identificadas tanto en
interfase (nucleolina y proteina B23), como en
mitosis (subunidades de ARN polimerasa | y fac-
tor transcripcional UBF) (2). Los AgNOR se
visualizan en forma de puntos localizados en el
nucleo. Su numero, localizacién, disposicion,
intensidad de tincion y morfologia, han demos-
trado en numerosos estudios tener relacion con
la actividad transcripcional de la célula, y por tan-
to con la ploidia, asi como con la actividad proli-
ferativa tumoral (2).

Diferentes parametros de cuantificacion de
AgNOR (numero, tamafo, y distribucion) han
sido objeto de estudio con la finalidad de discri-
minar entre neoplasias benignas y malignas, tan-
to en muestras bidpsicas como citoldgicas (3,5).

La técnica original de Ploton (1986) que con-
sistia en impregnacién argéntica en un tiempo
(4), ha sufrido algunas modificaciones para
incrementar la calidad de la tincion y disminuir a
la vez los depdsitos inespecificos de plata meta-
lica que dificultan la correcta evaluacién de la
técnica, destacando las siguientes: viraje con
Cloruro de Oro (6), fijacion de la coloracién con
Tiosulfato Sédico (7), pretratamiento con Auto-
clave (8), e incubacion en Microondas (9).

Las neoplasias foliculares tiroideas son lesiones
de diagndstico dificil. Por este motivo han sido obje-
to de numerosos estudios en los que los AQNOR se
han utilizado para discriminar entre tumores benig-
nos y malignos, habiéndose encontrado diferencias
significativas en el nimero de puntos y su disposi-
cién dentro del nucleo entre adenomas y carcino-
mas, tanto en biopsias (3,10) como en citologias
(11,12,13); si bien es en las muestras citolégicas
donde algunos autores han encontrado mayor can-
tidad de resultados no concluyentes (14,15).
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MATERIAL Y METODOS
MUESTRAS

Se estudiaron 17 neoplasias foliculares tiroi-
deas pertenecientes a biopsias de archivo del
Hospital Puerta del Mar de Cadiz, entre los afos
1984 y 2000. Se realizaron cortes de tres micras
con un microtomo tipo Minot, y se montaron
sobre portas pretratados (silanizados), que
incluian cada uno de ellos tejido linfoide amigda-
lar como control de la técnica.

PROCEDIMIENTO TECNICO

Tras desparafinacion en xilol, los portaobjetos
se hidrataron a través de alcoholes en serie
decreciente (Absoluto, 96% y 70%) y se dejaron
en agua desionizada.

Posteriormente se incubaron en una solucién
argéntica que consistia en una mezcla de dos par-
tes de Nitrato de Plata al 50% mas una parte de
Gelatina al 2% en una solucién de Acido Férmico
al 1%. La solucién de trabajo se elabor6 en el
momento de su uso, filtrandose a través de papel
de filtro doble (el de uso normal del laboratorio).
La incubacion se llevo a cabo en jarras verticales
de Coplin en oscuridad durante 45 minutos a tem-
peratura ambiente. A continuacion, los portas se
lavaron varias veces en agua desionizada (aproxi-
madamente 10 minutos) y se viraron en Cloruro
de Oro al 0,05% durante 15 segundos. Después
se lavé en agua desionizada (5 minutos), se fij6 la
coloracion con Tiosulfato Sédico al 5% (4 minutos)
y se lavé en agua corriente (5 minutos). La con-
tratincion se realizé con Rojo Nuclear Extra duran-
te 1 minuto, lavado con agua corriente, deshidra-
tacion, xilol y montaje con D.P.X.

METODO DE EVALUACION

La cuantificacion de los AQNOR se realizé me-
diante microscopia optica con objetivo de inmer-
sion de 1000 aumentos, sin conocimiento previo
del diagnostico histopatoldgico de cada caso. Se
evaluaron los siguientes parametros en 100
nucleos de células tumorales elegidas al azar:
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Fig. 1: Imagen correspondiente a tincion de AgNOR en
un adenoma folicular tiroideo. Los puntos AgNOR son
escasos y no se disponen agrupados (1.000 aumentos).

1) Numero de puntos AgNOR por nucleo
(contabilizandose cada punto reconocible como
individual).
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Fig. 2: Tincion de AgNOR en un carcinoma folicular tiroi-
deo. Se aprecian ntcleos con mdltiples puntos AGNOR..
Destaca la presencia de puntos agrupados constituyen-
do aglomerados irregulares (1.000 aumentos).
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Fig. 3: Microfotografia del tejido linfoide amigdalar usado
como control de la técnica. Los linfocitos presentan un
unico punto AgNOR (muy ocasionalmente dos) nitida-

mente delimitado (1.000 aumentos).

2) Numero de nucleos con 5 6 mas puntos
AgNOR.

3) Localizacion de los puntos AQNOR: Cen-
tral, Periférica y Mixta; considerandose centrales
los localizados aproximadamente en el centro
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Gréfico 1. Comparacion del nimero promedio de puntos
AgNOR por ndcleo en adenomas y carcinomas folicula-
res tiroideos.
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Fig. 4: El tejido que habia sufrido prewamente congela-
cion lenta en criostato no mostro tincion de AQNOR. Este
caso correspondia a un carcinoma de células de Hlirtle
(1.000 aumentos).

del nucleo, periféricos aquellos que contactaban
con la membrana nuclear, y mixtos en los casos
en que coexistian puntos centrales y periféricos.

4) Distribucion, estableciendo dos categori-
as: Agrupados y Dispersos. Los agrupados pre-
sentaban puntos AgNOR en contacto y los dis-
persos no.

RESULTADOS

Las lesiones foliculares benignas y malignas
mostraron diferencias en el nimero de puntos
AgNOR por nucleo, en su localizacion y en la dis-
tribucion de los mismos. El numero de puntos
AgNOR por nucleo resulté significativamente
mayor en los carcinomas (2,51+0,53) que en los
adenomas foliculares (1,97+0,43) (analisis de la
varianza, p<0,05).También existi6é diferencia sig-
nificativa entre el numero de nucleos con 5 6 mas
puntos AgNOR entre carcinomas (3,6+0,02) y
adenomas foliculares (0,4+0,01), siendo marca-
damente superior entre los carcinomas (test de
Mann-Whitney, p<0,005). EI numero de nucleos
en los que los puntos AgNOR se presentaban
agrupados fue mayor en los carcinomas (7+0,05)
que en los adenomas (2,9+0,03), si bien, este
dato se hallaba en el limite de la significacion
estadistica (analisis de la varianza, p=0,08).

Los carcinomas presentaron un punto Unico
de AgNOR en el 24,6% de los nucleos frente al
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37,2% de los nucleos con punto unico que mos-
traron los adenomas (andlisis de la varianza,
p>0,05). En el 52,9% de los nucleos de los car-
cinomas, los AgNOR contactaban con la mem-
brana nuclear (localizacién periférica), mientras
que en los adenomas presentaron este patron el
62,2% de los nucleos. Los carcinomas mostra-
ron, de manera inversa, un 38,3% de nucleos
con AgNOR centrales y un 8,9% con patrén mix-
to frente a los 29,3% y 7,4% respectivos encon-
trados en los adenomas (andlisis de la varianza,
p>0,05).

No encontramos diferencias apreciables en la
calidad de la técnica entre los casos recientes y
los mas antiguos. Asimismo, no observamos tin-
cion de puntos AgNOR en tres casos (que fueron
desechados) cuyo material habia sido utilizado
en su totalidad para estudio intraoperatorio
mediante congelacion lenta en criostato.

DISCUSION

Nuestro trabajo aporta datos respecto al
numero y distribucion de puntos AGNOR en los
nucleos de las células tumorales, que pueden
ayudar a discriminar entre adenomas y carci-
nomas foliculares tiroideos, a pesar de existir
cierto solapamiento de valores, similar al
detectado por distintos autores (13,14). Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo son
superponibles a los descritos en numerosos
estudios previos (3,10,11,12,13) sobre neopla-
sias foliculares tiroideas; si bien, éstos son mas
parecidos a los obtenidos cuando los AQNOR
se estudiaron sobre material histolégico que
sobre citolégico, siendo solamente en citologia
(PAAF e improntas), donde existen trabajos
que no encuentran relacién significativa entre
los AgNOR y malignidad (15,16). La significa-
cién estadistica de los parametros estudiados
en nuestro trabajo resulté similar a la de otros
autores, independientemente que éstos efec-
tuaran la evaluacién de los AQNOR por analisis
microscoépico 6 con ayuda de técnicas de ana-
lisis de imagen (3,10,11,12,13).

En cuanto a las modificaciones que hemos
introducido en la técnica original, cabe mencio-
nar que el viraje con Cloruro de Oro al 0,05%

contribuyd a resaltar la tincion de plata, delimi-
tando las estructuras argirofilicas. El reemplazo
de la plata metalica por oro en este paso con-
siste en una reaccion de oxidacion-reduccion,
en la cual el oro metdlico sustituye a la plata
metalica en los mismos sitios donde ésta se
depositd (6). Con el viraje con Cloruro de Oro
conseguimos una notable reduccion de la tin-
cion de fondo no especifica de la cromatina
nuclear, lo que hizo que los AQNOR fueran mas
claramente definidos.

El tratamiento de los cortes con Tiosulfato
Sddico al 5% contribuye a conseguir una tincion
permanente de la plata (fijacién de la impregna-
cion argéntica) (7). El paso por esta solucion eli-
mind en gran parte la tincién no especifica de
fondo. También se observé que si el tiempo de
permanencia en esta solucidn excedia de los 4
minutos, resultaba perjudicial para la técnica por-
que atenuaba e incluso eliminaba la tincion de
AgNOR.

Si bien existen autores que propugnan el uso
de material previamente congelado (de intraope-
ratoria), con el objeto de reducir al maximo el
tiempo de fijacion formdlica (3), en nuestro tra-
bajo, los casos que habian sufrido congelacion
previa no presentaron tincion de AQNOR vy tuvie-
ron que ser eliminados del estudio. Considera-
mos que este artefacto tan severo podria ser
debido a su congelacion lenta en el criostato.

A pesar de que otros trabajos afirman que las
muestras de archivo muy antiguas y fijadas con
formol dificultan la tincidon y evaluacion de
AgNOR, debido a los precipitados de pigmento
formdlico (5), no hemos observado dicho pig-
mento granular en nuestros casos de archivo.
Creemos que esto probablemente sea debido a
que el formol utilizado en la fijacién estaba tam-
ponado al 10%.

En conclusién pensamos, a la luz de los
resultados de nuestro trabajo, que el estudio de
los AgNORs utilizando las modificaciones des-
critas para la técnica de impregnacién argéntica,
podra ser de utilidad en el diagnéstico diferen-
cial de neoplasias foliculares tiroideas, funda-
mentalmente en aquellos casos en los que no
fuera posible llegar al diagndstico mediante el
estudio de los parametros histopatolégicos tradi-
cionales.
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