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Resumen

Antecedentes: Los AgNORs están ubicados en los satélites de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos. Se ha 
observado aumento de AgNORs en diferentes tipos de cánceres. Objetivo: Analizar el número, tamaño y forma de los AgNORs 
mediante imágenes digitales (DIA) en tejido de pacientes con cáncer de endometrio en diferentes estadios. Material y métodos: Se 
analizaron 42  secciones de bloques de parafina de tejido endometrial: lesiones benignas (proliferativo y secretor) y 
neoplásicas (hiperplasia y adenocarcinoma), teñidas con nitrato de plata. Se tomaron fotografías, se contabilizó el número de 
AgNORs, se midió área y contorno de núcleos por DIA. Resultados: Se observó aumento en número (5.85 ± 4.15 a 13.55 
± 5.9), área (16.4 ± 5.7 a 29 ± 11.1) y contornos nucleares (60.3 ± 4.9 a 79.2 ± 4.9), con p < 0.05, desde lesión benigna 
hasta neoplásica. La forma esférica fue más frecuente en lesiones benignas (73 %) y la no esférica en neoplásicas (61.6 %), 
con p < 0.000. Conclusiones: La técnica de AgNORs y DIA, es una técnica sencilla que en conjunto con otras metodologías 
diagnósticas, podría apoyar el diagnóstico diferencial entre lesiones benignas y neoplásicas de tejido endometrial.

PALABRAS CLAVE: AgNORs. Cáncer de endometrio. Análisis de imágenes digitales. Hiperplasia. Adenocarcinoma.

Digital image analysis of AgNORs in endometrial hyperplasia and adenocarcinoma

Abstract

Background: AgNORs are located on the satellites of the short arms of acrocentric chromosomes. Increased AgNORs have 
been observed in different types of cancer. Objective: To analyze the number, size, and shape of AgNORs using digital imag-
ing (DIA) in tissue from patients with endometrial cancer at different stages. Materials and methods: Forty-two sections of 
paraffin blocks of endometrial tissue were analyzed: benign lesions (proliferative and secretory) and neoplastic lesions (hyper-
plasia and adenocarcinoma), stained with silver nitrate. Photographs were taken, the number of AgNORs was counted, and 
the area and contour of nuclei were measured by DIA. Results: An increase in number (5.85 ± 4.15 to 13.55 ± 5.9), area 
(16.4 ± 5.7 to 29 ± 11.1), and nuclear contours (60.3 ± 4.9 to 79.2 ± 4.9) were observed, with p ≤ 0.05, ranging from benign 
to neoplastic lesions. Spherical shapes were more common in benign lesions (73%) and non-spherical shapes in neoplastic 
lesions (61.6%), with p < 0.000. Conclusions: The AgNORs technique with DIA measurements is a simple technique that, 
when combined with other diagnostic methodologies, could aid in the differential diagnosis between benign and neoplastic 
lesions in endometrial tissue.
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Introducción

Las regiones organizadoras del nucléolo (NOR) son 
asas de ADN ubicadas en la región de los satélites 
de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntri-
cos, es decir, los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22.1 
Las NOR comprenden grupos de genes que codifican 
para ARNr y que están asociados con la actividad 
transcripcional de la célula.2,3 El tejido endometrial 
normal exhibe fases proliferativa y secretora, que son 
afectadas por estrógenos y progesterona, respectiva-
mente.4,5 Los cambios histológicos observados en la 
hiperplasia endometrial pueden ser difíciles de distin-
guir de los cambios iniciales de la fase proliferativa o 
del adenocarcinoma bien diferenciado.4 El proceso 
de transformación de una célula normal a una neo-
plásica se caracteriza por un aumento en la síntesis 
proteica, incrementando así el número de NOR.6,7 En 
este sentido, las NOR pueden considerarse un mar-
cador de proliferación celular, diferenciación y trans-
formación neoplásica. Mediante tinción con plata (Ag) 
de las NOR (AgNOR), estas estructuras se muestran 
como puntos de color negro-marronoso8 y su número, 
tamaño y forma (pleomorfismo) pueden analizarse. 
Se han demostrado diferencias en el tamaño y forma 
de los AgNOR en algunos tumores.9-14 Existen infor-
mes de cáncer cervicouterino con pleomorfismo de 
AgNOR15-24 relacionado con una mayor actividad 
transcripcional.19 El análisis de AgNOR puede reali-
zarse mediante observación directa con microscopía, 
y algunos autores han propuesto el análisis digital de 
imágenes (DIA) de los AgNOR basado en software 
de análisis de imágenes.1,3,25,26 Se han realizado varios 
estudios de lesiones endometriales preneoplásicas y 
neoplásicas y AgNOR;27-41 sin embargo, pocos de 
ellos emplearon un análisis por DIA.42,43 En el pre-
sente trabajo, analizamos el número de AgNOR en 
cortes de tejidos incluidos en parafina provenientes 
de lesiones benignas y neoplásicas del endometrio 
mediante microscopía de campo claro, y medimos el 
área de los AgNOR y los contornos de los núcleos 
usando DIA.

Material y métodos

Población de estudio

Se estudiaron un total de 42 muestras de cortes de 
tejido incluido en parafina provenientes de endome-
trio. Las muestras se obtuvieron de biopsias de 

pacientes atendidas en la Unidad Médica de Alta 
Especialidad No. 23 del Instituto Mexicano del Seguro 
Social (IMSS), Monterrey, Nuevo León, México. Se 
obtuvo previamente el consentimiento informado por 
escrito de todos los sujetos. El protocolo de estudio 
fue aprobado por el Comité Nacional de Investigación 
Científica y Ética del IMSS y se realizó de acuerdo 
con los estándares éticos internacionales de la 
Declaración de Helsinki para estudios de investiga-
ción con seres humanos.

A cada paciente se le practicó una evaluación gine-
cológica y las biopsias fueron indicadas a criterio del 
médico tratante. Las muestras se agruparon según el 
diagnóstico histológico: grupo de lesiones benig-
nas:  proliferativa y secretora (n = 20) y grupo de 
lesiones neoplásicas: hiperplasia y carcinoma grado 
I a III (n = 22) Los análisis histopatológicos fueron 
confirmados por el mismo patólogo del Departamento 
de Patología, IMSS No.  23. Este fue un diagnóstico 
de primera vez para todas las pacientes. Ninguna de 
ellas tenía antecedentes de radioterapia, quimiotera-
pia, uso de drogas, tabaquismo o terapia de reem-
plazo hormonal.

Tinción de AgNOR

La técnica de tinción de AgNOR se realizó de 
acuerdo con Ploton et al. (1986),44 con modificacio-
nes. Se utilizaron portaobjetos con cortes de 4 μm de 
espesor de tejido incluido en parafina. Las muestras 
se desparafinaron en xilol 2 veces, 10 minutos cada 
una. Posteriormente se deshidrataron en una serie de 
etanol al 100%, 95%, 80% y 70%, 1 minuto en cada 
una, y se sumergieron en una solución de ácido acé-
tico: etanol (1:3) durante 5 minutos. Los portaobjetos 
se enjuagaron con agua destilada y se sumergieron 
(10 inmersiones) en celuloidina al 1% en etanol:éter 
(1:1), aplicándose 1 gota de nitrato de plata al 50%/
gelatina al 2% en ácido fórmico al 1% (pH 3; 2/1 v/v). 
Luego, se montaron con cubreobjetos, se sellaron con 
silicona y se incubaron a 37 °C en cámara húmeda y 
en oscuridad durante 1 hora. Los cubreobjetos se 
retiraron, los portaobjetos se enjuagaron, se sumer-
gieron en cloruro de oro al 1% durante 5 minutos, se 
enjuagaron nuevamente y se sumergieron (dos veces) 
en tiosulfato de sodio al 5%. Luego se tiñeron con 
Wright al 0,28% durante 15 segundos y se enjuaga-
ron. Finalmente, los portaobjetos se deshidrataron en 
etanol al 70, 90 y 100%, se aclararon en xilol y se 
montaron con resina y cubreobjetos.44
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Análisis microscópico de AgNOR

Las preparaciones se analizaron en un microscopio 
de luz convencional con objetivo de 100× en áreas 
seleccionadas sin cambios inflamatorios o necrosis. 
Los puntos negros intranucleares no refractivos fue-
ron considerados como AgNOR. Se analizaron 100 
células de cada grupo (lesiones benignas y neoplási-
cas), clasificándose según su forma con base en los 
criterios de Cortés-Gutiérrez et al. (2001)19 y evaluán-
dose en porcentajes.

DIA de AgNOR

Los campos microscópicos representativos de las 
lesiones fueron fotografiados utilizando un microsco-
pio Zeiss Axiophot (Carl Zeiss®, Göttingen, Alemania) 
equipado con una cámara Axiocam MRm bajo las 
mismas condiciones de luz y aumento. Los contornos 
de los núcleos y las áreas que contenían AgNOR se 
examinaron con base en los criterios establecidos por 
Stemberger-Papic, 2006 utilizando el software ImageJ 
(NIH ImageJ Versión 1.4.3.67).45 Se analizaron entre 
100 y 300 células de los grupos benignos y neoplá-
sicos del endometrio.

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó empleando el 
software SPSS (IBM Corp. 2017. IBM SPSS Statistics 
para Windows, Versión 25.0. Armonk, NY). Se empleó 
un análisis descriptivo para determinar los valores 
promedio (x̅) y la desviación estándar (DE). Se utilizó 
ANOVA de una vía para comparar el número y el área 
de los AgNOR y los contornos nucleares entre los 
grupos de lesiones benignas y neoplásicas del endo-
metrio. Se consideró significancia estadística un valor 
p ≤ 0.05.

Resultados

Conteo de AgNOR

El rango de edad de las pacientes con lesiones 
neoplásicas fue de 23 a 67 años, mientras que en las 
pacientes con lesiones benignas fue de 23 a 61 años. 
Se analizaron 4.420 núcleos celulares. El número 
total de AgNOR por célula fue: lesiones benignas: 
5.85 ± 4.15; lesiones neoplásicas: 13.55 ± 5.9 (Tabla 1)

(Figura  1). Se observó una diferencia significativa 
entre ambos grupos (p < 0.000).

Formas de AgNOR

Se encontraron varios tipos de AgNOR: esféricos y 
no esféricos, estos últimos incluidas formas agrupa-
das y alargadas. La forma esférica fue la más común 
en las lesiones benignas (73%), pero se redujo en las 
neoplásicas (38.4%). En cambio, los AgNOR no esfé-
ricos  fueron más comunes en las lesiones neoplási-
cas (61.6%) que en las benignas (27%) con p < 0.00. 
La forma alargada solo se observó en el grupo de 
lesiones neoplásicas (Tabla 2).

Área de AgNOR

El área se calculó en píxeles mediante DIA: lesio-
nes benignas:  16.4 ± 5.7 píxeles; lesiones neoplási-
cas:  29 ± 11.1 píxeles. Se observó una diferencia 
significativa entre grupos (p < 0.05) (Tabla 3).

Contorno nuclear

La medición del contorno nuclear por DIA mostró 
un aumento de este parámetro en el grupo de lesio-
nes neoplásicas (79.2 ± 4.9) frente al de lesiones 
benignas (60.3 ± 4.9), con diferencia significativa 
(p < 0.05) (Tabla 4).

Tabla  2. Número de AgNORs (%) según polimorfismos en 
pacientes con lesiones endometriales benignas y neoplásicas

Diagnóstico 
de lesiones 
endometriales

Esféricas No esféricas Total

n (%) n (%) n (%)

Benignas 1.460 (73) 540 (27) 2.000 (100)

Neoplásicas 922 (38.4)* 1.498 (61,6)* 2.420 (100)

*Diferente a lesiones endometriales benignas, p < 0.00.
No esféricos = agrupado y elongado.

Tabla 1. Número medio de AgNORs en pacientes con lesiones 
endometriales benignas y neoplásicas

Diagnóstico de lesiones 
endometriales

n de células 
estudiadas

n de AgNORs 
(X
_

 ± DE)

Benignas 2.000 5.85 ± 4.15

Neoplásicas 2.420 13,55 ± 5,9*

*Diferente a lesión endometrial benigna, p < 0.00.
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Discusión

Nuestros resultados mostraron una diferencia sig-
nificativa en el número de AgNORs observada al com-
parar los grupos de lesiones benignas y neoplásicas. 
En base a estos resultados, podemos deducir que el 
número de AgNORs aumenta conforme progresa la 

lesión neoplásica, tal y como se ha demostrado en 
investigaciones previas en otros tipos de cáncer.4,26–30 
El número de AgNORs refleja la actividad transcrip-
cional de la célula desencadenada por una demanda 
en la biogénesis ribosomal; además, proporciona 
información sobre el comportamiento tumoral y podría 
ayudar a distinguir lesiones benignas de neoplásicas.3 

Figura 1. Número y forma de AgNORs en pacientes con lesiones endometriales benignas (proliferativa y secretora) y neoplásicas (hiperplasia y 
adenocarcinoma). A-C: proyección endometrial proliferativa incluida en parafina y teñida con AgNO3, aumento 100× (≈1000×), que muestra el 
núcleo con un AgNOR esférico. Tejido secretor con 1, 2 y 3 AgNORs esféricos (A, B y C, respectivamente). A: núcleo de tejido con hiperplasia 
con 2 AgNORs esféricos. B: AgNORs agrupados múltiples. C: núcleo con AgNORs alargados. A-C: núcleos de tejido con adenocarcinoma con 
múltiples AgNORs agrupados.
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Stemberg-Papic et al. (2006) hallaron diferencias sig-
nificativas en el número de AgNORs, lo cual permitió 
distinguir entre lesiones benignas y neoplásicas en 
los 3 grupos de tumores de tejido ovárico estudiados 
por los autores.3 Mahovlic et al. (1999) examinaron 
muestras endometriales y reportaron que las diferen-
cias en el número de AgNORs podían diferenciar 
adenocarcinoma grado 1 de hiperplasia y de tejidos 
normales.43

La forma esférica de los AgNORs fue la más fre-
cuente en los grupos de lesiones benignas y neoplá-
sicas del endometrio, seguida de los AgNORs 
agrupados; en cambio, los alargados solo se obser-
varon en muestras neoplásicas. Estos resultados son 
similares a los descritos por Cortés-Gutiérrez en cito-
logías cervicales.16 Los AgNORs varían en tamaño y 
forma de acuerdo con la fase del ciclo celular, la 
transcripción nucleolar o la ploidía de la célula.1,27 Los 
AgNORs se utilizan con frecuencia en el estudio de 
la proliferación celular en diversos tipos de tumores, 
cuyos resultados sugieren que pueden emplearse 
como marcadores de proliferación celular y pronóstico 
en varios tipos de lesiones.28–37

La medición del área de los AgNORs mediante DIA 
reveló un aumento significativo de este parámetro 
conforme iban avanzando las lesiones neoplásicas. 
Stemberger-Papic et al. (2006) describieron AgNORs 
simples en muestras normales, grupos de AgNORs 
con bordes regulares en lesiones limítrofes y grupos 
de AgNORs con bordes irregulares en tumores neo-
plásicos. Asimismo, la medición del área de los 
AgNORs mediante DIA en ese estudio mostró un 
incremento progresivo del área a medida que iba 
aumentando la malignidad tumoral.3 Mahovlic et al. 
(1999) hallaron diferentes tamaños de AgNORs 
(extra-grandes, grandes, medianos, pequeños y dimi-
nutos) en muestras citológicas endometriales. Las 
áreas promedio medidas mediante DIA también mos-
traron diferencias significativas entre el grupo de ade-
nocarcinoma y el de hiperplasia compleja.43

Las mediciones del contorno nuclear mediante DIA 
revelaron un aumento progresivo de este parámetro 
conforme iban avanzando las lesiones neoplásicas. 
Se halló una diferencia significativa en el tamaño del 
contorno nuclear al comparar lesiones benignas con 
neoplásicas. Mahovlic et al.42 hallaron un aumento del 
perímetro (contorno) del núcleo, medido mediante 
DIA, en muestras de tejidos proliferativos, hiperplasia 
simple, hiperplasia compleja, hiperplasia atípica, ade-
nocarcinoma grado I, adenocarcinoma grado II y ade-
nocarcinoma grado III. Este parámetro aumentó con 

el avance hacia carcinoma.42 Stemberg-Papic et al.7 
describieron diferencias significativas en el contorno 
nuclear, medido mediante DIA, entre grupos de teji-
dos ováricos con distintos grados de malignidad.3 Las 
células en propensas a mostrar atipia con un incre-
mento en el tamaño del núcleo durante el proceso de 
transformación neoplásica, probablemente debido al 
aumento en la ploidía celular.7

Por otro lado, marcadores inmunohistoquímicos 
tales como el Ki-67 se utilizan para evaluar la prolife-
ración celular en ciertos tipos de cáncer, como el 
cáncer de mama. Estos marcadores están bien esta-
blecidos por el International Ki-67 Working Group in 
Breast Cancer. No obstante, en el cáncer endometrial, 
el valor pronóstico de Ki-67 sigue siendo incierto 
debido a la falta de guías bien definidas para estan-
darizar su medición y relevancia clínica. No obstante, 
varios estudios han demostrado una correlación posi-
tiva entre Ki-67 y el desarrollo tumoral.46

En la actualidad, el riesgo de cáncer endometrial 
se analiza utilizando biomarcadores moleculares que 
combinan secuenciación de nueva generación y mar-
cadores inmunohistoquímicos sustitutos: deficiencia 
de reparación de errores de apareamiento (MMRd), 
p53 anormal (p53abn), perfil molecular no dirigido 
(NSMP) y mutaciones en POLE (POLEmut). Estos 
marcadores proporcionan información sobre el com-
portamiento biológico del cáncer endometrial y tienen 
importantes implicaciones clínicas y pronósticas. Sin 

Tabla 4. Valores del contorno de AgNORs en píxeles obtenidos 
con ImageJ en pacientes con lesiones endometriales benignas 
y neoplásicas

Diagnóstico de lesiones 
endometriales

n de células 
estudiadas

X
_

 ± DE

Benignas 2.000 60,3 ± 4,9

Neoplásicas 2.420 79,2 ± 4,9*

*Diferente a lesión endometrial benigna, p < 0.05.

Tabla 3. Valores del área de AgNORs en píxeles obtenidos con 
ImageJ en pacientes con lesiones endometriales benignas y 
neoplásicas

Diagnóstico de lesiones 
endometriales

N.º de células 
estudiadas

X
_

 ± DE

Benignas 2.000 16.4 ± 5.7

Neoplásicas 2.420 29 ± 11.1*

*Diferente a lesión endometrial benigna, p < 0.05.
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embargo, pocos laboratorios de patología o diagnós-
tico pueden implementar estas técnicas, ya que 
requieren equipos caros y personal capacitado.47

La técnica de AgNOR, por el contrario, es fácil de 
implementar, requiere un equipamiento básico 
de laboratorio y permite cuantificar un gran número 
de células en un corto tiempo. Además, el uso de DIA 
para cuantificar el tamaño nuclear y el contorno per-
mite evaluar la proliferación celular, la actividad ribo-
somal y la actividad transcripcional, proporcionando 
información adicional sobre el comportamiento bioló-
gico del tumor,1 lo cual podría ser importante para 
predecir la respuesta a ciertos tratamientos y aborda-
jes terapéuticos. Futuros estudios para evaluar la uti-
lidad de los AgNORs como biomarcadores pronósticos 
son importantes y deberán considerar tanto el resul-
tado histopatológico de la muestra como los síntomas 
clínicos del paciente.48,49

Conclusiones

El uso de DIA para AgNORs en tejido endometrial 
podría ayudar a distinguir entre lesiones benignas y 
neoplásicas y, cuando se complementa con otros bio-
marcadores, el resultado histopatológico de la mues-
tra y la presentación clínica de la paciente, contribuirá 
a una mayor precisión en el diagnóstico diferencial 
del cáncer endometrial.

Limitaciones y perspectivas

En el presente estudio se hallaron diferencias sig-
nificativas entre los grupos de lesiones benignas y 
neoplásicas en el número, forma y contorno de los 
AgNORs. No obstante, el tamaño de muestra fue limi-
tado. Se requieren estudios futuros con muestras más 
grandes y validación cruzada con otras técnicas diag-
nósticas o modelos predictivos para considerar a los 
AgNORs como biomarcador predictivo en cáncer 
endometrial.
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