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I. INTRODUCCION

A. SUMARIO

Las glandulas salivales juegan un papel muy importante en la
salud bucal de cada individuo. Especificamente mantienen lubri-
cada la mucosa oral por medio de la saliva, permitiendo asi una
buena digestién y autoclisis de la boca.

La manifestacién de diversas lesiones, tumorales o reactivas
de las glandulas salivales trae consigo alteraciones locales y en
algunas circunstancias, alteraciones sistémicas.

Las neoplasias benignas o malignas de las glandulas sali-
vales presentan hasta la fecha, una gran controversia respecto a
su histogénesis. El desarrollo de técnicas inmunohistoquimicas
ha ayudado a observar y determinar con més precisidén estructuras
celulares y antigenos en secciones de tejido glandular normal y
tumoral. Dependiendo del antigeno de interés, estas técnicas se
pueden utilizar para marcar lineas celulares en tejidos normales
y neoplédsicos fijados en formalina y embebidos en parafina. Esto
ha resultado en métodos experimentales con gran valor en el
diagnéstico, prondéstico y tratamiento de tumores. A pesar de
ésto, muy poco esfuerzo se ha dirigido ha utilizar éstas técnicas
en relacidén con tumores de las glandulas salivales.

La expresidén de antigenos de la membrana del gldbulo de
grasa de la leche humana (HMFG) por las glandulas salivales puede
servir como marcador en el comportamiento de las gléandulas
salivales normales y anormales, esto en forma andloga con los
estudios de la glandula mamaria.



B. GLANDULAS SALIVALES NORMALES

La cavidad oral esta constantemente ocupada y humedecida por
un fluido conocido como saliva o fluido oral. Este fluido estéa
formado por saliva, fluido crevicular, leucocitos y células
epiteliales descamadas (Seifert et al., 1986; Mandel, 1987;
Martinez-Madrigal y Micheau,1989; Ten Cate, 1989).

La saliva es un fluido complejo producido por las glandu-
lasalivales. En los seres humanos existen tres pares de glandu-
las salivales mayores; pardtida, submandibular y sublingual.
La posicién de numerosas glandulas salivales menores incluyen:
paladar, mucosa bucal, labios, regidén retromolar, glandula de Von
Ebner y glandulas de la base y bordes laterales de la lengua
(Mason y Chisholm, 1975; Seifert et al., 1986; Martinez-Madrigal
y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

1l.- Caracteristicas histolégicas

Las glandulas salivales son glandulas tubulo-acinares de
secrecidén exocrina, caracterizadas por numerosas unidades secre-
torias. Estas unidades secretorias estan formadas por acinos
(donde se produce la secrecidén) y un sistema de conductos, encar-
gados del acarreo de la secrecidén hacia la cavidad oral y que
regula la concentracidén de agua y electrolitos (Martinez-Madrigal
y Micheau, 1989; Fig. 1).

Las unidades secretorias de las glandulas salivales son de
tres tipos: unidades serosas, las cuales contienen amilasa,
lactoperoxidasa (Mandel y Wotman, 1976; Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989), lisozima lactoferrina, antiquimiotripsina,
antitripsina (Aroni et. al., 1988); unidades mucosas, que secre-
tan sialomucina y por UGltimo las unidades mixtas, formadas por
células mucosas y serosas (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).
En general secretan enzimas como la fosfatasa alcalina, esterasas



no especificas, ribonucleasas, calicreina y la enzima deshidroge-
nasa del &cido lactico, que fué determinada en la glédndula paré-
tida (Mandel y Wotman, 1976).

Conductos excretores

Conductos estriado

Conductos intercalare

Acinos glandulares

Fig. 1 Diagrama esquematico del Nt
sistema de  conductos y &acinos de una oo ;
glandula salival (adaptado de Ten Cate ‘*’%%&f“J
A.R. Oral Histology. 1989). v

Por su tipo de secrecidén, las glandulas salivales se cla-
sifican en: Serosas (glandula pardétida y gladndula de Von Ebner) ;
Mucosas (glandulas del paladar y de los bordes laterales y base
de la lengua) y Mixtas (glandula submandibular con predominio
seroso; glédndula sublingual, predominantemente mucosa y las
glandulas salivales menores de labios, mucosa bucal y apicales de
la lengua) (Seifert et al., 1986; Martinez-Madrigal y Micheau,
1989; Ten Cate, 1989) (Fig. 2).
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Fig. 2 Esquema de una glindula salival. A) Acino seromucoso, B) Media luna de
un dcino seromucoso, C) Acino mucoso. D) Conducto intercalar, E) Conducto
estriado y F) Conducto excretor (Adaptado de : Ten Cate A.R. Oral histology.
1989).

Acinos

Dependiendo del tipo de secrecidén de la glandula, los acinos
se componen de: &acinos serosos, constituidos por un grupo de
células epiteliales con forma piramidal rodeadas por una membrana
basal. Las células epiteliales tienen un nicleo basal grande y
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esférico, citoplasma denso con granulos de zimbdgeno baséfilos,
P.A.S. positivos (Acido Peryddico de Schiff). La enzima primaria
en los granulos de zimdégeno es la amilasa o la tialina
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989). También contiene un ergas-
toplasma rico en Acido Ribonucleico (ARN), en la parte basal de
la célula, enzimas como la fosfatasa acida, esterasas, glucuroni-
dasas, glucosidasas y galactosidasa (Seifert et al., 1986) vy
otras enzimas antibacterianas no especificas como son la lisozima
y la lactoferrina (Martinez-Madrigal y Micheau,1989).

En contraste, el acino mucoso contiene un limen glandular
claro. La célula que lo constituye es de forma piramidal, de
nicleo basal pequefio, con abundante citoplasma, ocupado por
vacuolas mucosas que contienen mucinas Acidas y neutras en con-
centraciones variables (Seifert et al., 1986; Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

Los acinos mucosos son caracterizados por la concentracidén
de células mucosas cerca del conducto intercalar y son rodeados
por formaciones de células serosas (Fig. 3).

Células mucosas

\\\\\\\\\\\\\\\\ Células del conducto intercalar

Células mioepiteliales

Células serosa

Fig. 3 Diagrama de un acino
glandular (adaptado de Seifert G.
et al. Disease of the salivary
glands. 1986) .
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Célula mioepitelial

El término de célula mioepitelial fué usado por primera vez
en 1897 por Renault. Este nombre describe las caracteristicas
similares de esta célula, con las células del misculo liso y con
las células epiteliales. Esto ha provocado especulaciones
respecto a su origen epitelial o mesenquimatoso (Palmer, 1986),
ectodérmico o endodérmico, pero esta célula posee funciones y
estructuras de célula epitelial y de célula mesenquimatosa
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

La célula mioepitelial se localiza entre la célula epitelial
y la lamina basal del acino y del conducto intercalar (Garret y
Emmelin, 1979; Dardick et al., 1982; Palmer, 1986; Seifert et
al., 1986; Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989) y
probablemente también se encuentra en la unidén de los conductos
estriados e intercalares. Esta célula tiene forma estrellada o
de cesta, con prolongaciones citoplédsmicas que se extienden sobre
la superficie epitelial, formando una malla contractil

(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Figs. 4 y 5).

Célula mucosa\\\\\\

Filamento

Célula mioepitelial

Fig. 4 Diagrama de una célula miocepitelial con dos aspectos
(adaptado de Ten Cate A.R. Oral Histology. 1989)
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Las células mioepiteliales muestran una separacién de su
citoplasma en dos partes principales, una parte no filamentosa y
la otra filamentosa (Garret y Emmelin, 1979). La parte no fi-
lamentosa contiene un nlcleo central con direccidén hacia la
lamina basal. El aparato de Golgi se localiza cerca del nicleo,
contiene poco reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas y cuerpos
semejantes a lisosomas. También, no son frecuentes las mito-
condrias, y si estéan, se ven principalmente en el pericaridén y en
las prolongaciones celulares. El citoplasma también contiene
glucégeno y glébulos de grasa neutra (Garret y Emmelin, 1979).

Células mioepiteliales

Fig. 5 Representacidén esquemdtica de células mioepiteliales
asociadas con un acino y un conducto intercalar de la gléandula
submandibular de rata (reproducido de Garret J.R. y Emmelin N.
Activities of salivary myoepithelial cells. A review. Medical
Biology. 57: 1-28. 1979).
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La parte filamentosa esta constituida en su mayoria por
miofilamentos de actina, miosina y tropomiosina, los cuales estéan
arreglados con un patrdén similar a las células del misculo liso
(Yanagawa et al., 1986). Haces de tonofilamentos y tonofi-
brillas de filamentos intermedios estan adheridos a las uniones
celulares, principalmente a los desmosomas, éstos filamentos
estan constituidos por citoqueratina. La vimentina no se encuen-
tra constante y el filamento de desemina estd ausente en 1la
célula mioepitelial normal (Morinaga et al., 1987). El cito-
plasma tiene una fuerte actividad de ATPasa y de fosfatasa alca-
lina (Garret y Emmelin, 1979; Martinez-Madrigal y Micheau,1989).

Una de las funciones de la célula micepitelial es la de
contraccidn, expulsando rapidamente la saliva e incrementando la
presidén en las unidades secretoras (Palmer, 1986; Seifert et.
al., 1986; Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).
La oxitocina induce la contraccidén en la célula mioepitelial
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989 ). La célula mioepitelial
actla en el soporte de las células secretoras, ya que previenen
una sobredistencidén por acumulacidén de los productos secretorios
dentro del citoplasma (Ten Cate, 1989). y participa en la ela-
boracién de la ladmina basal. Esto es importante ya que en
algunas alteraciones hiperpladsicas o neopléasicas, ellas producen
fibronectina, laminilla y coldgena tipo III, que son proteinas
constituyentes de la lamina basal (Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989) .

Martinez-Madrigal y Micheau, (1989) sugieren que los
principales tipos morfoldgicos de la célula mioepitelial altera-
da son:

1.- Célula estrellada o con aspecto mixoide, que son manifes-
taciones tipicas en areas condromixoides del adenoma pleomorfo.

2.- Célula en forma de huso o célula muscular, que pueden ser
identificadas en el adenoma pleomorfo y en algunos mioepite-
liomas.

3.- Células hialinas o plasmocitoides, las cuales pueden ser
descritas en adenomas pleomorfos y pueden estar presentes en
Mioepiteliomas. Estas células contienen abundantes filamentos
citopléasmicos que le dan un aspecto hialino eosinéfilo.
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4.- Células claras o epiteliales que se observan en varios
tumores de glandulas salivales, en la superficie externa de
conductos o estructuras semejantes a conductos. También es un
tipo caracteristico en el carcinoma epitelial-mioepitelial (Fig.
6) .

A

Célula mioepitelial

o

0 “ O

B C D E
S-100 Vimentina Citoqueratina Citoqueratina
Vimentina Actina-Miosina Vimentina Actina-Miosina
Actina-Miosina Citoqueratina S-100 S-100

Fig. 6 Morfologia y formas histolbégicas de células mioepitelia-
les normales (A) y modificadas (B-E). Las formas observadas mas
constantemente en orden de frecuencia son: B) Condromixoide, C)
Fusiforme, D) Plasmocitoide o hialina y E) Epitelial (reproducido
de: Martinez-Madrigal F. y Micheau C. Histology of the major
salivary glands. Am. J. Surg. Pathol. 13(10), 879-899, 1989).



15

Martinez-Madrigal y Micheau, (1989) reportan que las células
mioepiteliales con caracteristicas mesenquimatosas, pueden secre-
tar &cidos glucosaminoglucanos (&cido hialurénico, reparan
sulfato, condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato) consti-
tuyentes de la membrana basal y elastina.

Sistema de conductos

El sistema de conductos transporta la saliva desde 1la
gléndula a la cavidad oral y modifica las concentraciones de agua
y electrblitos (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989). El sistema
de conductos comprende una variedad de redes de conductos los
cuales estén caracterizados por miembros progresivamente menores.
Esta red contiene tres clases de conductos: los conductos in-
tercalares, estriados y terminales (Ten Cate, 1989).

Los primeros dos segmentos, constituidos por los conductos
estriados e intercalares, son intralobulares. También son
conocidos como "conductos secretores" por su actividad metabdli-
ca. El otro segmento esta constituido por los conductos interlo-
bulares, llamados también "conductos excretores" (Martinez-Madri-
gal y Micheau, 1989).

Los conductos intercalares son cortos en la glandula
submandibular (Seifert et. al., 1986) en tanto que en la glandu-
la pardétida son largos. Los conductos intercalares estan en
contacto directo con los &acinos (Martinez-Madrigal y Micheau,
1989) . Estdn revestidos por una capa de epitelio cibico, con
ndcleo central y citoplasma pequefio, conteniendo algo de reticulo
endopldsmico rugoso localizado basalmente. Tienen escasa can-
tidad de aparato de Golgi, el cual esta situado apicalmente y
algunos granulos secretorios, especialmente en las células cerca-
nas a la porcidén secretora.

Las células cuboidales de los conductos intercalares tienen
pocas microvellosidades hacia la luz del conducto y en sus bordes
laterales tienen interdigitaciones con cada una de las otras
células y son conectadas por complejos de unidén apicalmente y por
uniones desmosdmicas. (Ten Cate, 1989). Finalmente estéan
cubiertas por una capa irregular de células mioepiteliales en la
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superficie externa (Seifert et. al., 1986; Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989; Ten Cate, 1989). Las células epiteliales muestran
una transformacidén progresiva hacia la luz del conducto y las
células secretorias, teniendo una fuerte actividad citoplédsmica
de lactoferrina y lisozima (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

Un alto grado de pleomorfismo estructural estid descrito en
los conductos intercalares de las glandulas labiales y de paladar
blando (Ten Cate, 1989). Se han descrito células indiferenciadas
en la porcidén basal de los conductos intercalares. Estas
células son positivas con tinciones de inmunohistoquimica, para
citoqueratina 13 y 16. Estas podrian ser células progenitoras
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989), lo que esta sujeto a
controversia.

Los conductos estriados en la glandula submandibular son mas
largos que en las otras glandulas. Poseen una capa de epitelio
columnar simple. En la cara basal, tiene estriaciones paralelas
causadas por invaginaciones de la membrana, dentro de las cuales
se encuentran numerosas mitocondrias orientadas verticalmente.
Esta capa comprende una superficie especializada en el epitelio,
involucrada en el transporte de agua y electrolitos. Varias
enzimas como la succinilhidrogenasa, ATPasa y anhidrasa carbdnica
estdn en el citoplasma de las células del conducto estriado
(Martinez-Madrigal vy Micheau, 1989) (Fig. 7).

El potencial energético de las células del conducto estriado
estd dado por el sistema ATPasa en la membrana celular y por las
enzimas oxidativa e hidrolitica de las mitocondrias.

El conducto estriado también puede concentrar yodo y se-
cretar otros elementos de la saliva (Seifert et. al., 1986). El
sistema de conducto interlobular sucede a los conductos inter-
calares y estriados. Estan localizados en los septos de tejido
conectivo, estén revestidos por epitelio columnar pseudoestra-
tificado, con células de Goblet intercaladas (Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989). Conforme el conducto esta mads prdéximo a la
cavidad oral, el epitelio cambia gradualmente a un epitelio
estratificado que se une con el epitelio estratificado de la
cavidad oral por medio del orificio del conducto (Ten Cate,
1989).
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Fig.7 Morfologia de las glandulas salivales mayores, caracteri-
zadas por tres tipos de unidades secretorias; a) glandula pardti-
da, muestra su conducto intercalar (I) mds largo que en la
gléandula submandibular (b) y la sublingual (c), en contraste el
conducto estriado (E) es mas largo en la glandula submandibular.
En la glandula sublingual los conductos son indefinidos. Las
glandulas sebaceas son méds comunes en la glandula pardtida
(adaptado de Martinez-Madrigal F. y Micheau C. Histology of the
major salivary glands. Am. J. Surg. Pathol. 13 (10): 879-899,
1989).

Algunos investigadores sugieren la existencia de células con
potencial proliferativo en el sistema de conductos de las glandu-
las salivales, pero actualmente su localizacidén exacta es contro-

versial. Martinez-Madrigal y Micheau, (1989) sugieren que éste
tipo de célula "stem" estd presente en los conductos interlo-
bulares, tienen un papel importante en la regeneracidn, por ser

hipotéticamente células pluripotenciales indiferenciadas. En
teoria estas células siguen la misma linea celular como en su
desarrollo embrionario. Mientras que en otros estudios, Zajicek
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et. al., (1989) utilizando células marcadas con timidina
tritiatada [3 H] TdR, concluyen que este tipo de células se
encuentran en los conductos intercalares de la glandula sub-
mandibular de ratas (Zajicek et. al., 1989). Pero hasta el momen-
to no existe evidencia experimental de la localizacidén exacta de
este tipo celular en las glandulas salivales.

Sistema mesengquimatoso

El sistema mesenquimatoso estd constituido por tejido conec-
tivo, formado por una matriz extracelular de fibras de coldgena y
substancias mixtas, como glucoproteinas y proteoglucanos. También
contiene fibras de oxitalan en las glandulas salivales menores y
en ld glandula submandibular (Ten Cate, 1989).

Las funciones del sistema mesenquimatoso incluyen: esta-
bilizacidén de la estructura lobular, transporte de metabolitos en
el sistema vascular aferente y eferente, transmisién de estimulos
por las vias nerviosas autdnomas (Seifert et. al., 1986).

La extensidén de un complemento vascular a las glandulas
salivales es requerido para la secrecidn rapida de saliva, la
cual es agua en un 99%.

Células claras

Existe otro tipo de células en las glandulas salivales
normales y anormales, las cuales son denominadas células claras.
Estas células son identificadas con tinciones especiales. Son
células indiferenciadas con citoplasma claro, con pocos organelos
y con grédnulos de glucdgeno, que son disueltos durante la fi-
jacién con formalina. Las funciones de éstas células no se
conocen a pesar de que Seifert et. al., (1986), las consideran
encargadas de la regeneracidén. Estos autores también consideran a
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las células sebéaceas (vacuolas lipidicas), a las células de
Goblet (vacuolas mucosas) y a las células mioepiteliales como
células claras.

2. Sistema inmunoldégico

El sistema inmune en la mucosa oral es provisto por las
gladndulas salivales. Las glandulas salivales desarrollan
proteccidén en contra de varios patdgenos y toxinas, a través de
la secrecidén de anticuerpos, especificamente inmunoglobulina IgA
secretoria (sIgA) (Kraus y Konno, 1963; Kraus y Konno, 1965).
La sIgA es una forma especial de IgA, la cudl actla predominante-
mente como anticuerpo en varios fluidos corporales externos como:
lagrimas, leche, secreciones nasales, secreciones gastrointesti-
nales, bilis y saliva (Kakizawa et. al., 1973; Hayashi et. al.,
1989).

La IgA es producida por las células plasmaticas en el tejido
conectivo que rodea a los acinos glandulares y atraviesa la
membrana basal (Mandel y Wotman, 1976) y se une con el componente
secretorio (CS) que es producido por las células acinares
(Hayashi et. al., 1989). Llegando a la saliva como IgA dimérica
(Mandel y Wotman, 1976) (Fig. 8). El CS protege a la IgAs de la
inactivacidén y destruccidén en el medio ambiente bucal, de los
cambios de pH y proteasas (Kraus y Konno, 1965).

En un estudio realizado por Hayashi et. al. (1989) ob-
servaron inmunohistoquimicamente que CS se encuentra en las
células epiteliales de las glandulas submandibulares fetales, y
que la cantidad de CS en las células epiteliales aumenta gradual-
mente conforme avanza la edad. CS aparece localizado en las
células de los conductos y de los Acinos serosos, pero no en los
dcinos mucosos. CS sirve como receptor especifico mediando en el
transporte transepitelial de inmunoglobulinas poliméricas. Se ha
reportado que la IgA migra desde los ndédulos linfaticos me-
sentéricos hasta el tejido glandular dentro de los linfocitos B.
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Célula epitelial

Fluido extracelular

Receptor Fc ligado
a la membrana

IgA dimérica--'-'/(\> ' "‘/g % > ——V -
~ umen glandular.
-l

(—/ Componente

A secretorio

Fig. 8 Diagrama que explica el paso de la IgA dimérica através de la célula
epitelial y se une al receptor Fc que se encuentra en la superficie no luminal
de la célula epitelial. La IgA y el receptor son ingeridos por endocitosis y
transportados en vesiculas, es secretada la IgA junto con el componente
secretorio por exocitosis. Cuando es expuesto al lumen glandular, la parte del
receptor Fc queda clavado durante todo el proceso en la transmembrana
(adaptado de Alberts B. et al. Molecular Biology of the Cell. Garland Publishing

Inc. 2nd Edition 1989).
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3. Secreciones gsalivales

Todas las células eucaribéticas sintetizan proteinas, las
cuales son llevadas al medio extracelular. Durante la sintesis,
las proteinas secretorias son secretadas dentro del citoplasma,
atravesando por translocacidén las membranas del reticulo
endoplasmico. Subsecuentemente las vesiculas son acarreadas a
distintos subcompartimentos del aparato de Golgi y finalmente son
expulsados por exocitosis al exterior. Durante la exocitosis, la
membrana granular es conservada y posterior a la descarga, existe
el cierre de la membrana por re-internalizacidn y por restitucidn
de la poblacidén granular (Castle et. al., 1987).

El volimen y la composicidén de electrdlitos de la saliva son
modificados por numerosos factores, incluyendo: la especie, el
tipo de glandula, la naturaleza, intensidad y duracién del esti-
mulo, circulacidén local y condiciones metabdlicas, dieta y status
nutricional, edad, balance endbécrino, drogas y enfermedades
(Mandel y Wotman, 1976; Mandel, 1987; Martinez, 1987).

La secrecidén primaria en el &cino salival es isotébnica. El
fluido secretado por el acino es el paso inicial en la formacidn
de saliva. La saliva es modificada progresivamente en los conduc-
tos salivales, y el mayor transporte de electrdlitos ocurre en el
conducto excretor principal.

Por los afios de 1960 y 1970 varios conceptos basicos acerca
de la secrecidén de agua y metabolitos en las glandulas salivales
surgieron: 1) los iones y el agua fueron inicialmente secretados
en los Acinos salivales, como una secrecidén isotdnica primaria
semejante al plasma; 2) la estimulacidén altera el vollmen, pero
no la composicidén o la osmolaridad, de esta secrecidn primaria;
3) el contenido de electrdlitos, pero no el contenido de agua, de
la secrecidn primaria fue significativamente alterada por
las células del conducto; 4) la funcidén de transporte de
iones de éstas células fueron modificadas por estimulos autdnomos
(Martinez, 1987).

La saliva es un complejo fluido de mucinas (glucoproteinas)
largas y cortas, electrdlitos, proteinas, azlcares, bacterias,
enzimas, etc. Los constituyentes como proteinas y polisacéaridos,
en un medio acuoso, forman fluidos viscoso-eldsticos (Mandel y
Wotman, 1976; Schwartz et. al., 1987). También las glucoproteinas
son polielectrolitos. La saliva natural es labil y no homogénea
(Schwartz et. al., 1987).
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a) .- Mucinas

Las mucinas salivales son proteinas secretadas de alto peso
molecular (Cohen et. al., 1989; Tabak, 1991), producidas por
células mucosas de las glandulas salivales mayores y menores.
Estas juegan un papel muy importante en la proteccidén de 1la
superficie oral (Tabak, 1982). Recientemente se ha identificado
un locus genético humano que codifica una familia de glucopro-
teinas tipo mucina. Este locus es definido como GEN AUTOSOMICO
SENCILLO el cual es polimbérfico (Swallow et. al., 1987; Gendler
et. al., 1987). Los productos proteicos de este locus son mu-
cinas de alto peso molecular que abundan en varios tejidos
epiteliales, fluidos corporales y tumores derivados de tejido
epitelial. Estas proteinas que se han estudiado casi exclusiva-
mente en la glandula mamaria son altamente inmunogénicas.

Existen diferentes tipos de mucinas, estudios al respecto
describen con mas detalle dos mucinas estructural y funcio-
nalmente diferentes, tanto en las subunidades como en los aminoa-
cidos de la porcidén terminal-N, con diferente peso molecular,
muestran variaciones en la composicién de carbohidratos y gluco-
proteinas y en las uniones de los componentes (Kawagishi et. al.,
1990) .

Estas mucinas han sido estudiadas en la saliva de las
glandulas submandibular y sublingual humanas. La mucina-glu-
coproteica 1 (MGl) es de alto peso molecular, larga, con malti-
ples subunidades y la mucina-glucoproteica 2 (MG2), de bajo peso
molecular, pequefia, con subunidades sencillas. Estas mucinas
estdn compuestas por varias estructuras dominantes, cada una de
las cuales, puede ser responsable de las actividades bioldgicas
en la boca (Levine et. al., 1987; Cohen et. al., 1989).

MGl consiste de varias subunidades glucosiladas y no gluco-
siladas con uniones de disulfuro, las cadenas de oligosacéridos
son significativamente méds largas, contiene més sulfato pero
menos &acido sidlico que MG2 y contiene &acidos grasos covalentes.
MG2 estd compuesta por una cadena peptidica sencilla, unifor-
memente glucosilada (Levine et. al, 1987).
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Algunos estudios han demostrado la presencia de mucinas
glucoproteicas entre las células mucosas de los &cinos de la
glandula submandibular, incluyendo mucinas neutras, mucinas
sulfatadas, carbomucinas y sialomucinas (Levine et. al., 1987).
La distribucidén y la inmunolocalizacidén de las mucinas salivales
humanas no han sido descritas.

b) Funciones de las mucinas salivales humanas

Las diferentes familias pueden tener funciones comlnes, pero
éstas funciones pueden ser muy especificas. Por ejemplo, las
glucoproteinas enriquecidas en los residuos terminales con &acido
sidlico (mucinas) pueden interactuar con microorganismos es-
tructurales adherentes con acido sidlico.

Otras que contengan residuos terminales de galactosa
(glucoproteina rica en prolina) puede interactuar con microorga-
nismos con estructuras adherentes que contengan galactosa (Levine
et. al., 1987).

Las dos mucinas salivales humanas que han sido mas estu-
diadas, tienen diferentes funciones, lo que puede atribuirse a
diferencias estructurales. Funciones importantes:

1) MGl Formacidén temprana de una capa de tejido
a) Barrera de permeabilidad
1) Proteccidén contra la desecacidn
2) Proteccidn contra el medio ambiente
b) Viscoelasticidad
c¢) Lubricacién
d) Concentracidén de moléculas protectoras en la interfase
con el medio ambiente.
1) Lisozimas
2) IgA secretora
3) Fosfoproteinas

2) MG2 Formacién de una pelicula bacteriana
a) Espacio libre entre los microorganismos
b) Co-agregacidn

3) Asialo-MG2 Formacidn tardia o modificada de una cubierta
tisular

a) Adhesidn microbiana

b) Co-agregacidn.
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Las propiedades lubricantes de las glucoproteinas salivales,
son debidas en parte al contenido de carbohidratos en estas
moléculas (Levine et. al., 1987).
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C. TUMORES DE LAS GLANDULAS SALIVALES

Los tumores de las glandulas salivales comprenden aproxima-
damente el 3% de todas las neoplasias de Cabeza y Cuello (Eveson
y Cawson, 1985). Los tumores de las glandulas salivales se
desarrollan con mayor frecuencia en la glandula pardétida (80%),
en la glandula submandibular (5 - 10%) y en la glandula sub-
lingual (1%). En las gléandulas salivales menores se desarrollan
con una menor incidencia (10-15%). El paladar es el sitio méas
frecuente de desarrollo de neoplasias de las glandulas salivales
menores, los labios son el segundo sitio mads comin (Neville et.
al., 1988), lengua y mucosa bucal en menor proporcidén (Eneroth,
1971) . Los tumores de las gléandulas salivales constituyen un
grupo de lesiones de gran variacidén histomorfoldgica, que di-
ficulta su clasificacién. E1 Adenoma pleomorfo es la neoplasia
mas comin de las glandulas salivales (Isacsson y Shear, 1983).

Los tumores benignos constituyen en la glandula pardtida el
75-80%, en la glandula submandibular el 50%, en las glandulas
salivales menores el 35% y en la glandula sublingual el 20%. Los
tumores benignos generalmente son redondos, bien delimitados, de
crecimiento lento, indoloros, méviles y no interfieren con las
funciones de las estructuras adyacentes y pueden estar presentes
por varios afios (Blitzer, 1986).

Las neoplasias malignas se presentan como una masa (60-85%
de los casos), pueden estar asociadas con pardlisis facial (15%),
se presentan con dolor, por compresidén o invasidn de termina-
ciones nerviosas (10%). Se pueden dividir en: bajo grado y alto
grado de malignidad. Los tumores de bajo grado de malignidad son:
el carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células
acinares, oncocitoma maligno, los cuales tienen un mejor
prondstico. El carcinoma adenoideo quistico tiene un prondstico
reservado por la invasidén temprana de terminaciones nerviosas.
Finalmente entre los de alto grado de malignidad estén: el
carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células escamosas, adeno-
carcinoma y tumores indiferenciados, todos estos de crecimiento
rdpido (Blitzer, 1986).
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1.- Tumorogénesis de las glandulas salivales

Se han propuesto clasificaciones por la histogénesis de los
tumores, basadas en dos tipos de células como posibles proge-
nitoras. Eversole (1971) sugiere que 1la célula del conduc-
to intercalar da origen a los siguientes tumores: adenoma cana-
licular, adenoma celular, oncocitoma, cistadenoma papilar linfo-
matoso, adenoma papilar, carcinoma adenoideo quistico y algunos
adenocarcinomas como el adenocarcinoma de células acinares. El
otro tipo de célula es especulativamente 1la célula de reserva
del conducto excretor como posible precursora del desarrollo de
papilomas intraductales, adenoma pleomorfo, carcinoma epidermoide
originado en la glandula salival y carcinoma mucoepidermoide
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989) (Fig. 9).

Eversole (1971) sugirid® que la célula del conducto excretor
era capaz de generar elementos escamosos & epidermoides, & que
posee la habilidad de producir células semejantes a las células
intercalares u otros tipos celulares. Esto consistente con la
teoria del PLURIPOTENCIAL UNICELULAR. La otra teoria es de la
SEMIPLURIPOTENCIAL BICELULAR, la cual involucra a las células de
reserva del conducto excretor y del conducto intercalar como
posibles células progenitoras.

La mayoria de las glandulas salivales se originan del ec-
todermo. Las glandulas pardétidas, labiales y mucosas de las
cavidades nasales y senos paranasales son de origen ectodérmico.
Las glandulas linguales incluyendo a las de Von Ebner se detrivan
del endodermo. El origen de las glandulas submandibular y
sublingual ain se desconoce pero probablemente sea ectodérmico
(Batsakis, 1980). Esto permite el desarrollo de teorias basadas
en la embriogénesis de las glandulas salivales y en la actividad
del epitelio ductal durante los procesos reactivos.

Durante la embriogénesis de las glandulas salivales mayores,
el desarrollo y diferenciacidn se origina con la formacidn de
células de diferentes fenotipos (ductales y acinares), teniendo
un precursor genotipico comin. La caracteristica morfoldgica es
en parte el resultado de una interaccidén ectomesenquimatosa. Las
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Tumores sebiceos
GS

Carcinona de Adenoma pleomorfo Tumor de Warthin Carcinoma
células acinares Carcinoma adenoideo Oncocitoma mucoepidermoide

quistico Adenocarcinoma
Adenoma monomorfo ductal
Carcinoma mioepitelial- Carcinoma
epitelial. epidermoide

Fig. 9 Similaridad morfoldgica de algunos tumores de la glan-
dula salival y las diferentes estructuras de la glandula. Acinos
(A), conducto intercalar (I), conducto estriado (E), conducto
secretor (S), glandula sebacea (GS) (tomado de Martinez-Madrigal
F. y Micheau C. Histology of the major salivary glands. Am J Surg
Pathol 13(10); 879-899, 1989).

estructuras epiteliales son delimitadas por la lamina basal que
es producida por el epitelio y contiene &cido hialurédnico y
proteoglucanos (Batsakis, 1980). El origen de la capa celular
germinal especifica de los tejidos salivales puede estar relacio-
nada con la histogénesis de los tumores de las glandulas saliva-

les.
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Algunas clasificaciones de las glandulas salivales se basan
Gnicamente en las caracteristicas histoldégicas de las neoplasias
por: (1) la heterogenicidad de los tumores con respecto a una
diferenciacidén mesenquimatosa; (2) la alta especializacidén de las
células de los acinos y de los conductos estriados para desdife-
renciarse y formar neoplasias. Un mecanismo que pudiera explicar
la neoplasia, es representado por una alteracidén en la célula, en
el momento de la renovacidén celular o tisular. El genoma de la
célula normal tiene la informacidén necesaria, para la expresidn
de un fenotipo normal o maligno. La neoplasia podria desarro-
llarse durante la sintesis de Acido Nucleico (DNA) en las célu-
las "stem" o de reserva, siendo un blanco oncogénico adecuado
para la formacidén de una neoplasia (Batsakis, 1980).

Batsakis (1980) sugiere que las células de reserva del
conducto intercalar son responsables de la regeneracidn del
complejo tibulo-acinar distal y la célula de reserva del conducto
excretor regenera los conductos excretores y los conductos inter-
proximales e intralobulares.

El conducto intercalar es el segmento mds activo de 1la
gladndula salival en 1la renovacidén y recambio celular vy
posiblemente en la organizacidén morfoldgica de muchos tumores de
las glandulas salivales (fig. 6) (Martinez-Madrigal y Micheau,
1989). Estudios experimentales realizados por Sato et. al.,
(1987) concluyen que la célula intercalar tiene la capacidad de
diferenciarse en células acinares y en células mioepiteliales.

2.- Clasificacién de los tumores de las glandulas salivales

Existen diferentes clasificaciones basadas en el tipo de
gladndula, caracteristicas histoldgicas, caracteristicas clinicas,
edad, sexo y en la posible histogénesis del tipo de neoplasia.
En 1971 Eversole propuso una clasificacidén y posteriormente la
Organizacidén Mundial de la Salud (OMS) (Thackray vy Sobin, 1972)
sugiridé otra; a partir de ésta se han desarrollado otras clasifi-
caciones. Work y Batsakis (1977) presentaron una clasificacidén
de gladndulas salivales neopléasicas y no neoplasicas y
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posteriormente Batsakis (1980) desarrolld otra. En 1987 se
establecid® un nuevo grupo internacional de expertos al respecto,
quienes elaboraron la siguiente clasificacidén histoldégica inter-
nacional de tumores de glandulas salivales de la OMS, que es la
actual y viene a substituir a la antigua clasificacidén de dicha
organizacidn (Seifert, et. al., 1990).

TIPOS HISTOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LAS
GLANDULAS SALIVALES

Adenomas
.- Adenoma pleomorfo
.- Mioepitelioma
.- Adenoma de células basales
Tumor de Warthin (adenolinfoma)
.- Oncocitoma
.- Adenoma canalicular
.- Adenoma sebaceo
a) Linfoadenoma sebaceo
.8.- Papilomas ductales
a) Papiloma ductal simple
b) Papiloma ductal invertido
c) Sialoadenoma papilifero
1.9.- Cistadenoma
a) Papilar
b) Mucinoso
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2. Carcinomas
2.1.- Carcinoma de células acinares
2.2.- Carcinoma mucoepidermoide

a) Bajo grado/bien diferenciado

b) Alto grado/pobremente diferenciado
2.3.- Carcinoma adenoideo quistico

a) Glandular/tubular

b) Sélido
2.5.- Carcinoma mioepitelial-epitelial
2.6.- Carcinoma de conducto salival
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2.7.- Adenocarcinoma de células basales
2.8.- Carcinoma sebaceo
2.9.- Carcinoma oncocitico
2.10.- Cistadenocarcinoma papilar
2.11.- Adenocarcinoma mucinoso
2.12.- Adenocarcinoma, NOS
2.13.- Carcinoma de células escamosas
2.14.- Carcinoma en adenoma pleomorfo
) Carcinoma no-invasivo

) Carcinoma invasivo
) Carcinosarcoma
) Adenoma pleomorfo metastatizante
2.15.- Carcinoma mioepitelial (miocepitelioma maligno)
2.16.- Carcinoma indiferenciado

a) Carcinoma de células pequeflas

b) Carcinoma indiferenciado con estroma linfoide
2.17.- Otros carcinomas

a
b
c
d

. Tumores no-epiteliales
.1.- Angiomas

.2.- Lipomas

.3.- Tumores neurales
.4.

.5.

Otros tumores mesenquimatosos benignos
Sarcomas

WwWwwwww

4. Linfomas malignos
4.1.- Linfoma extranodular del parénquima de la glandula salival
4.2.- Linfoma de los ndédulos linfaticos de la glandula salival

5. Tumores secundarios

6. Tumores no clasificados

7. Lesiones pseudotumorales

7.1.- Sialoadenosis

7.2.- Oncocitosis

7.3.- Sialometaplasia necrotizante (infartacidén de la glandula
salival)

7.4.- Lesién linfoepitelial benigna
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7.5.- Quistes de las glandulas salivales
a) Mucoceles de las glandulas salivales menores
b) Quistes de los conductos salivales
c) Quistes linfoepiteliales
d) Enfermedad disgenética (poliquistica)
7.6. Sialoadenitis esclerosante crdénica de la glandula submandi-
bular (Tumor de Kittner)
7.7. Hiperplasia linfoide quistica en SIDA

3.- Caracteristicas histopatoldégicas de los tumores de las
glandulas salivales

En este contexto seran tratadas las caracteristicas histopa-
toldgicas de los tumores de las glandulas salivales utilizados en
este proyecto.
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a) Tumores benignos

1) Adenoma pleomorfo

El Adenoma pleomorfo es la neoplasia epitelial benigna méas
comin de las glandulas salivales humanas (Eneroth, 1971; Eveson y
Cawson, 1985; Pulitzer y Reitmeyer, 1987; Bullerdiek et. al.,
1989) .

Los términos "Adenoma pleomorfo" y "Tumor mixto" son des-
criptivamente adecuados para las lesiones compuestas de elementos
epiteliales y mesenquimatosos (Pulitzer y Reitmeyer, 1987), 1lo
cudl hace a ésta una neoplasia controversial.

Histogénesis del adenoma pleomorfo

El tipo de célula precursora de ésta neoplasia y su loca-
lizacidén aun no han sido establecidos. Regezi (1977) y Batsakis
(1980) proponen a la célula de reserva del conducto intercalar
como célula progenitora de ésta neoplasia. Dardick et. al.
(1982) y Kahm et. al. (1985) consideran a la célula mioepitelial
como la célula precursora y sugieren que la célula "indetermina-
da" puede estar presente en estado pobremente diferenciado. En
las areas mixoides de la neoplasia, las células presentan varia-
ciones en sus caracteristicas epiteliales y mesenquimatosas. Esto
sugiere la posibilidad que hay una célula "stem" que tiene la
capacidad para diferenciarse en célula acinar, célula de conducto
y célula mioepitelial (Sato et al., 1987). La otra posibilidad es
que éstas regiones del tumor son originadas por la proliferacidn
de distintos fenotipos celulares previamente diferenciadas.
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Caracteristicas histopatoldgicas

El adenoma pleomorfo es una neoplasia con gran variedad de
aspectos histoldégicos. Esta formado principalmente por dos
elementos celulares: (1) estructuras tibulo-ductales, posiblemen-
te de origen ductal y (2) células miocepiteliales neoplasicas
(Dardick et al. 1980, Mori et al. 1990). Se caracteriza por
presentar células epiteliales entre una matriz mucoide o mixocon-
droide (Lucas 1984). Las células epiteliales pueden adquirir
diferentes patrones en su agrupacidén dando la impresidén de aspec-
tos ductiformes, tubulo-ductales, &areas quisticas, &areas sblidas
con aspecto glandular. También se encuentran células mioepitelia-
les entre el tejido hialino o mixomatoso ( Yamada et al. 1989,
Mori et al. 1990).

Seifert et al. (1976), han dividido esta neoplasia en cuatro
tipos, con base en la diferenciacidén celular y propiedades del
estroma.

TIPO I. Es el clasico tumor en el cudl el estroma constituye el
30-50% de la neoplasia. La forma sélida del epitelio presenta
estructuras tubulares, trabeculares o quisticas con diferen-
ciacidén variable de las células epiteliales (Seifert et al.
1986) . Estas estructuras ductiformes, tidbulo-ductales pueden
mostrar espacios luminales, rodeados por capas de células epite-
liales columnares o clbicas, de citoplasma eosindéfilo finamente
granular y con nicleo grande que son positivas por queratina y en
algunas areas se pueden encontrar depdsitos de queratina (Saku et
al. 1984, Mori et al. 1985). La mayor parte de los espacios
luminales de estas estructuras ductiformes contienen un material
eosindéfilo P.A.S. positivo (Lucas 1984).

TIPO II. Es un adenoma pleomorfo rico en estroma, este tipo
incluye un 55% de todos los adenomas pleomorfos. El
estroma es predominantemente mucoide en un 80% de los tumo-
res. Se pueden encontrar Aareas de estroma condroide & mucocon-
droide & con un patrdén fascicular, con bandas de células con
arquitectura hialino-fibrosa. En algunas ocasiones, puede pre-
sentarse un patrdén éseo. El estroma presenta cambios degenerati-
vos (Seifert et al. 1986).
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TIPO III. Es un adenoma pleomorfo rico en células en forma de
huso con poco estroma, el arreglo del epitelio tienen semejanza
con el tipo II

TIPO IV. Es un adenoma pleomorfo altamente celular con escaso
estroma, el componente epitelial en algunas 2zonas estd unifor-
memente diferenciado, dando la apariencia de un adenoma monomor-
fo, la diferencia estéd dada por el componente mucoide presente en
el estroma (Seifert et al. 1986).

En la Gltima reunidén de la OMS, se decidid no subclasificar
a los adenomas pleomorfos. Esta decisién fué tomada, debido a que
en un mismo adenoma pleomorfo pueden encontrarse variaciones
extremosas que impiden sean subclasificados correctamente
(Seifert G. et al. 1990).

Estudios realizados con microscopia electrdnica por Line et.
al. (1989), revelaron la presencia de tres tipos de células en la
regidén del epitelio, células parecidas a células mioepiteliales,
células del tipo epidermoide y células parecidas a las de los
conductos. También observaron dos tipos de cartilago, uno de
tipo hialino y el otro fibroso. Encontraron zonas intermedias
entre el aspecto mixoide y el cartilago hialino, con tipicos
condrocitos en forma aislada, rodeados por pequeflas porciones de
matriz cartilaginosa dentro del tejido mixoide, sugiriendo una
transicidén de tejido epitelial a tejido cartilaginoso.

Saku et. al., (1990), reportan en un estudio reciente que
los componentes de la membrana basal contribuyen a la variedad
histolégica del estroma, presentando las caracteristicas de
estroma hialino, fibroso, mixoide y condroide que caracterizan a
ésta neoplasia.
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2) Oncocitoma

El adenoma oxifilico es una neoplasia epitelial benigna de
las glandulas salivales, que predomina en la glandula pardtida.
Esta lesidén estd relacionada con la edad, debido a que principal-
mente se presenta en pacientes entre los 50 y 70 afios de edad
(Lucas 1984; Regezi y Sciuba 1989).

Histogénesis

Esta neoplasia es originada por el oncocito (célula propia
del envejecimiento), el cual forma parte del parénquima de las
glandulas salivales (conductos intralobulares) y de otros &rganos
como pancreas, tiroides, paratiroides, pituitaria, testiculos,
trompas de falopio, estdémago e higado (Lucas R.A. 1984).

Caracteristicas histoldgicas

Este tumor estd compuesto de células denominadas oncocitos
las cuales son grandes, redondas o poligonales, con un
citoplasma eosindéfilo granular dado por la alta actividad mito-
condrial que tienen, con nicleo central, picnético, hipercromiti-
co, conteniendo uno o dos nucledlos. Estas células se acomodan en
columnas o pequefios grupos dando la impresidén de ser acinos,
pero sin limen. Estas agrupaciones son divididas por finas bandas
de tejido conectivo dando un aspecto organoide. Estos adenomas
presentan un patrdén celular muy uniforme (Levine et al. 1981,
Mintz et al. 1982, Gardner y Daley 1983, Lucas 1984, Regezi y
Sciuba 1989) .
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b) Tumores malignos

1) Carcinoma mucoepidermoide

Esta neoplasia se presenta a cualquier edad. Es una neo-
plasia epitelial maligna, poco comin en las glédndulas salivales.
Estd compuesta de células mucosecretoras, células de tipo epider-
moide y células intermedias que varian en proporcidén. El carci-
noma mucoepidermoide de las glandulas salivales mayores compren-
de aproximadamente el 11%, y en las glandulas salivales menores
el 8% (Siar et al. 1987). El paladar es el sitio donde éste
carcinoma es mas frecuente en las glandulas salivales menores
(Lucas 1984).

Histogénesis

Se ha sugerido que probablemente ésta neoplasia se origina
de las células de los conductos excretores (Eversole 1971).

Caracteristicas histoldégicas

Microscdpicamente esta neoplasia estd formada por células
mucosecretoras, células de tipo epidermoide y una variedad de
células intermedias (Dardick et al. 1984, Lucas 1984, Siar et al.
1987) .

Esta neoplasia puede presentar diferentes grados de ma-
lignidad, dependiendo del patrdén histoldégico que 1la
caracteriza.

En el de bajo grado de malignidad o bien diferenciado
predominan las células mucosecretoras y epidermoides con espa-
cios quisticos y microquisticos (Lucas 1984). Regezi et al.
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(1991), reportan la proliferacién intraluminal e intramural en
las areas quisticas, asi como &reas focales de crecimiento pa-
pilar. Los espacios quisticos estdn revestidos por una 6 varias
capas de células escamosas no queratinizadas con & sin células
de Goblet & tnicamente rodeados por células de Goblet (Loy et al.
1989). Las células mucosecretoras contienen mucina P.A.S. posi-
tiva. La acumulacién de moco provoca distencidén (Lucas 1984). En
algunos casos puede observarse substancia homogénea con calci-
ficaciones en la zona intraluminal (Siar et al. 1987). La activi-
dad mitésica y la atipia en los tumores de bajo grado es menor
(Loy et al. 1989). En algunas ocasiones, las células de tipo
epitelial pueden mostrar queratinizacidén (Lucas 1984).

El carcinoma mucoepidermoide de grado intermedio contiene
pocas células mucosecretoras y muestra un patrdén de crecimiento
mas sblido y lobular (Regezi et al. 1991). Se puede encontrar
metaplasia escamosa en las islas de tejido epitelial (Dardick et
al. 1984). Las células intermedias son pequefilas y se encuentran
alrededor de los espacios ductiformes y en las areas quisticas
(Lucas 1984) .

En los tumores de alto grado de malignidad o pobremente
diferenciados se observan pocas células mucosas con pleomorfismo
celular e hipercromatismo nuclear (Regezi et al. 1991). También
se observa mayor cantidad de células intermedias y epidermoides
(Lucas 1984).
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2) Carcinoma adenoideo quistico

Es una neoplasia epitelial maligna, sumamente agresiva
(Regezi J.A. y Sciuba 1989), que infiltra nervios, hueso y otras
estructuras adyacentes (Caselitz et al. 1984). Anteriormente era
denominado cilindroma (Abaza et al. 1966). Representa un 7-18%
de las neoplasias malignas de la glandula parétida y en un 33-58%
de las glandulas salivales menores (Barnett et al. 1990).

Histogénesis

Se cree que posiblemente la célula de reserva indiferenciada
del conducto intercalar sea la célula que da origen a este tumor,
provocando la formacidén de diferentes subtipos (Lucas 1984,
Caselitz et al. 1984, Caselitz et al. 1986).

Caracteristicas histoldgicas

El carcinoma adenoideo quistico presenta varios subtipos
como el tipo cribiforme (es el aspecto mads comin), tubular,
trabecular o basaloide (Caselitz et al. 1984, Caselitz et al.
1987) y un patrdén sdlido (Regezi y Sciuba 1989). Las islas
celulares son de aspecto redondo, ovoide, irregular y se encuen-
tra en un escaso estroma de tejido conectivo (Lucas 1984).

Tipo cribiforme. Presenta caracteristicas pseudoquisticas, rodea-
das por células fusiformes, obscuras, organizadas en grupos y
rodeadas por una delgada cépsula de tejido conectivo.

Los pseudoquistes pueden ocupar el 80% del tumor. Las
células que rodean los pseudoquistes tienen aspecto de células
mioepiteliales, con hipercromatismo nuclear y cromatina compacta
(Caselitz et al. 1987) y escaso citoplasma (Abaza et al. 1966,
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Forman 1970). Los espacios pseudoquisticos pueden ser el re-
sultado de la produccidén de material mucoide por las células
neoplésicas en proximidad con el estroma (Lucas R.A. 1984).

Tipo tubular. Las estructuras tubulares estdn delimitadas por
células cuboidales con apariencia de células de conducto, de
citoplasma eosinofilico palido, bien definido por una membrana
basal, de nilcleo basal con cromatina dispersa y uno o dos
nucléolos. Estas células rodean el lamen de las estructuras
tubulares en una o dos capas. En la periferia se encuentran otras
células con forma poligonal y de huso, con nlGcleos compactos
(Caselitz et al. 1987).

Tipo trabecular. Estd caracterizado por bandas hialinas de tejido
conectivo entre las cuales algunas veces se observan células
semejantes a células mioepiteliales 6 células de conductos.
Puede observarse una transicidén entre el patrdén tubular y el
cribiforme. La poblacidén celular aumenta cuando es menor la

cantidad de tejido hialino (Caselitz et al. 1987).

Tipo basaloide. Las células presentan un aspecto indiferen-
ciado. Los nlcleos son largos con cromatina burda y con un gran
nimero de mitosis (Caselitz et al. 1987).

Tipo sélido. Este tipo es el menos comin. La compresidén de
estructuras ductiformes puede aparentar un patrén sbélido. Una

variante poco comin de este tipo puede darse con un patrdén de
células fusiformes (Lucas 1984).
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3) Carcinoma epidermoide

Esta neoplasia maligna es bien diferenciada en la mayoria de
los casos y debe ser distinguida del carcinoma mucoepidermoide
que tiene predominio de células epidermoides. El carcinoma epi-
dermoide es mas agresivo que el carcinoma mucoepidermoide. En
casos en los cuales se presenta como un carcinoma indiferenciado,
no presenta formaciones tubulares o apariencia escamosa, las
células son fusiformes o esféricas, con pleomorfismo, hipercroma-
tismo nuclear y aumento en el nimero de mitosis (Lucas 1984,
Seifert et al. 1986).
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D) MEMBRANA DEL GLOBULO DE GRASA DE LA LECHE PRODUCIDA POR LA
GLANDULA MAMARIA [MILK FAT GLOBULE MEMBRANE (MFGm)]

l.- Origen de la membrana

La membrana del gldébulo de grasa de la leche (MFGm) ha sido
estudiada principalmente en los gldébulos de grasa de la leche de
animales de laboratorio. La unidad funcional de la glandula
mamaria en lactacidén es el alveolo, el cual estd constituido por
células de nicleos grandes y esféricos. Estas células contienen
un reticulo endoplédsmico rugoso, condensado en la porcidén basal
de la célula; un aparato de Golgi localizado por arriba del
nicleo, el cual tiene una cara apical terminada con numerosas
vesiculas, algunas de las cuales contienen productos de secrecidn
(Mather y Keenan 1983).

La célula en lactacidén tiene tres clases de membrana plasma-
tica : (1) en la regidén apical, que estd involucrada con la
secrecibn; (2) en la regidén lateral, que pone en contacto y une a
las células epiteliales secretorias entre si; (3) en la regidn
basal, la cual estd en asociacidén con la membrana basal y con las
células mioepiteliales. Probablemente esta parte se encuentra
relacionada con la identificacién de hormonas y con procesos de
absorcidén, al igual que con la secrecidén de la leche y el trans-
porte de inmunoglobulinas (Fig. 10) (Wooding 1971, Patton y Kee-
nan 1975, Mather y Keenan 1983, Welsch et al. 1990).

Las células se acomodan alrededor del laimen acinar dando un
aspecto semejante a una esfera. Cada limen recibe la leche secre-
tada por las células, los lUmenes estan conectados entre si por
medio de un sistema de conductos que drenan hacia la superficie
externa de la piel. Cada alveolo tiene un sistema de capilares
arterio-venosos, los cuales complementan la materia prima de la
leche.
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Superficie Dbasal

Fig. 10 Superficie de las células alveolares mamarias. La
membrana basal (mb) estd asociada con la célula mioepitelial y
epitelial por medio de hemidesmosomas (hd), las membranas late-
rales se unen por medio de desmosomas (d) y uniones gap (ug)
permitiendo la formacidén de canales de comunicacidén entre las
células mioepiteliales y epiteliales. También presenta uniones
intermedias (za, zonula adherentes), uniones estrechas (zo,
zonula ocludens) (adaptado de Mather I.H. y Keenan T.W. Function
of endomembranes and the cell surface in the secretion of organic
milk constituents. Biochemestry of Lactation. Chapter 8. Edited
by T.B. Mepham, 1983).

La sintesis de la MFGm se realiza en la célula mamaria en
lactacién (Fig. 11). Las gotas lipidicas son formadas en la
regidén basal de la célula y son acarreadas a la regidén apical,
donde son envueltas con la membrana plasmédtica y son expulsadas
por la célula al interior del lumen (Patton y Keenan 1975, Mather

y Keenan 1983).
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Fig. 11 Apariencia de la microestructura principal de la glindula mamaria.
Izq. Alveolo sencillo mostrando el arreglo de las células mamarias, en el corte
se observa el drea luminal donde es secretada la leche. Der. Célula mamaria
ilustrando el mecanismo de la secrecién de grasa, proteinas y el principal
sistema de membranas (adaptado de Patton S. and Keenan T.W. The milk fat
globule membrane. Biochimica et Biophisica Acta. 415: 273-309; 1975)

2.- Composicién de la membrana

Estudios realizados en animales de laboratorio han permitido
observar que las fracciones de membrana plasmédtica contienen
vesiculas de superficie lisa y laminas planas de membrana, con
complejos de unidén y desmosomas en las membranas laterales dg la
célula. Las membranas contienen proteinas y fosfolipidos unidos
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por carbohidratos. Estd adicionada con esteroles,
ésteres-esteroles y otros lipidos como gangliésidos y cerebrdsi-
dos presentes en cantidades variables. También contiene esfingo-
mielina (Patton vy Keenan 1975).

Las proteinas se encuentran distribuidas entre los comparti-
mentos de la membrana celular. La concentracidén de proteinas
varia, disminuyendo desde el reticulo endopldsmico rugoso a la
superficie de la célula. Las proteinas y los lipidos estén
unidos por residuos de carbohidratos, localizados en la cara
luminal de la membrana del reticulo endopldsmico rugoso y también
en la superficie externa de la membrana plasmitica. Esto permite
la localizacidén intraluminal de algunas enzimas como la galacto-
siltransferasa y dolico-oligosacaridos, los cuales transfieren
los carbohidratos a lipidos y proteinas localizadas en la cara
interna de la membrana.

La exocitosis de las vesiculas intracelulares origina la
exposicidén de residuos de carbohidratos asociados a la membrana,
predominantemente en la superficie externa de la membrana
plasmatica. También contiene: sulfuro, hierro, cobre, moliebde-
no, manganeso, magnesio, calcio, sodio, potasio y zinc. Los
cuales se pueden identificar en las fracciones de la membrana de
la grasa globular de la leche. También se han aislado algunas
proteinas como la butirofelina, glucoproteinas hidrdéfobas, casei-
na, la cual contiene uniones glucoprotéicas-O, entre otras, y la
enzima xantina oxidasa (Patton y Keenan 1975, Mather vy Keenan
1983) .

Se han desarrollado varios anticuerpos para la membrana del
glébulo de grasa de la leche humana ["human milk fat globule
membrane" (HMFGm)] que son dirigidos a diferentes determinantes
de las cadenas laterales de los oligosacdridos de una glucopro-
teina de alto peso molecular que forma parte de HMFGm ( Jones y
Walker 1987).

La membrana acarrea su determinante antigénico de la porcidn
basal hasta la regidén apical de la célula secretora (Patton vy
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Keenan 1975). El tamafio de las moléculas acarreadas es di-
ferente en distintas partes de las células (Burchell et al.
1983) . Esto ha permitido que los anticuerpos sean usados para

detectar diferenciacidén antigénica con respecto al HMFGm de la
glandula mamaria y de los tumores que la involucran ( Taylor-
Papadimitrou et al. 1981, Hilkens et al. 1984). Los determinan-
tes pueden ser detectados en la membrana de los alveolos glandu-
lares mamarios ( Hageman et al. 1983) &6 en diferentes niveles de
la célula mamaria dependiendo de la etapa de diferenciacién
celular ( Moss et al. 1988).

Estos anticuerpos contra el HMFGm tienen el potencial de ser
utilizados como forma de diagndéstico en otros drganos, como en el
tracto grastrointestinal ( Heitz et al. 1987), respiratorio
(Griffiths et al. 1987), ovario (Ward y Cruckshank 1987), en las
glandulas sudoriparas y salivales ( Hageman et al 1983, Yamada et
al. 1989).

En las glandulas salivales se han utilizado para tratar de
determinar lineas celulares dentro de la estructura del tejido
glandular normal, para poder traspolarlo a neoplasias tanto
benignas como malignas de las glandulas salivales (Sumitomo et.
al. 1986, Mori et al. 1990), tratando de determinar una posible
histogénesis més precisa y como una forma de diagndéstico méas
certero, en aquellas neoplasias dificiles de ser identificadas
por métodos convencionales.
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E. ANTICUERPOS MONOCLONALES

El sistema inmune proteje a todos los vertebrados de in-
fecciones por microorganismos 6 paradsitos que provocan una res-
puesta. Al igual que substancias no-infecciosas como proteinas y
polisacdridos pueden inducir una respuesta inmune. Toda substan-
cia (viva o muerta) gque induce una respuesta es denominada
ANTIGENO (anticuerpo generador). Los linfocitos son las células
responsables de la especificidad inmune. Son producidos en la
médula 6sea vy en los ganglios linfaticos y se especializan en
los 6rganos linfoides (timo, ganglios linfaticos, bazo y apéndi-
ce) (Alberts et al. 1989).

El sistema inmune puede diferenciar entre antigenos de es-
tructuras similares. Por lo que puede generar dos tipos de res-
puesta inmunoldgica: (1) respuesta de anticuerpos & respuesta
humoral, a cargo de los linfocitos B (son producidos en la médula
6sea del adulto 6 en el higado fetal). Esta respuesta involucra
la produccidén de anticuerpos, los cuales son proteinas denomina-
das inmunoglobulinas (Ig) que pueden encontrarse en el torrente
sanguineo 6 permanecer en otros fluidos corporales; (2) respuesta
inmune mediada por células, producida por los linfocitos T (se
desarrollan en el timo). Esta respuesta involucra la produccidn
de células especializadas, las cuales reaccionan con antigenos

extrafios en la superficie de otras células huésped (Alberts et
al. 1989).

Los linfocitos T y B morfolbgicamente son imposibles de
diferenciar. S6lo pueden ser distinguidos posterior a un estimulo
por antigenos. El linfocito B se transforma en célula plasmatica
y secreta anticuerpos conteniendo abundante reticulo endopléasmico
rugoso. En contraste, el linfocito T contiene muy poco reticulo
endoplasmico rugoso (Alberts et al. 1989).

Existen cinco clases de inmunoglobulinas (Ig) y a su vez se
han subclasificado por las caracteristicas de su estructura
bdsica siendo las siguientes: IgG (1,2,3 y 4), IgM, IgA (1, 2 vy
Secretoria), IgD e IgE. La estructura basica de la Ig consiste
de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas de polipéptidos
iguales, unidas por puentes de disulfuro (Roitt et al. 1989).
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El sistema inmune puede responder a diferentes millones de
antigenos extrafios con una alta especificidad. Esto puede ser
explicado por la teoria de la seleccidén de colonias en las cuales
un antigeno activa solamente colonias especificas de células T &
B. El sistema inmune estd constituido por millones de diferentes
colonias de linfocitos. El término "colonia" ("clonal") deriva de
la seleccidén de una colonia de acuerdo con el postulado que dice
que el sistema inmune estd formado de millones de diferentes
familias o "colonias" ("clones") de células cada una de las
cuales consiste de linfocitos T & B que desciende de una misma
célula progenitora.

Muchos antigenos estimulan varias colonias diferentes de
linfocitos. Muchas macromoléculas, incluyendo todas las proteinas
y varios polisacéaridos, pueden servir como antigenos. Estas
partes de un antigeno estan combinadas con el sitio estructural
antigénico en una molécula de anticuerpo 6 en un linfocito recep-
tor y son llamados determinantes antigénicos (6 epitopes). Las
moléculas con un sitio estructural antigénico especifico que no
puede inducir una respuesta inmune se llaman haptenos. Los hapte-
nos son pequefilas moléculas organicas (Alberts et al. 1989).

Los anticuerpos defienden al organismo contra infecciones,
desactivando las toxinas bacterianas y virus en colaboracidn
con el sistema del complemento y varios tipos de células blancas
destruyendo a los microorganismos y/o pardsitos invasores. Los
anticuerpos son producidos en millones de formas diferentes, cada
una de las cuales tiene una secuencia de aminodcidos diferentes y
un sitio estructural diferente para un antigeno.

Los anticuerpos existen de muchas formas en un individuo no
inmunizado, algunas formas constituyen menos de una parte en un
milldén de moléculas de Ig en la sangre. Las células del mieloma
miltiple secretan grandes cantidades de anticuerpos sencillos
dentro de la sangre del paciente. Estos anticuerpos son ho-
mogéneos 6 monoclonales. El cdncer es el resultado del creci-
miento descontrolado de una linea celular. En el mieloma milti-
ple, 1la célula individual es una célula plasmadtica que secreta
anticuerpos. El anticuerpo se acumula en la sangre denomindndose
Proteina Mieloma; posteriormente pasa a la orina en donde es
excretada. Esta proteina urinaria fué llamada proteina de Bence
Jones.

El estudio del mieloma miltiple ha permitido el desarrollo
de anticuerpos sencillos producidos por las células B, por unidn
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de esta célula activada con un antigeno especifico con una célula
de mieloma que no-secreta anticuerpos. Esto resulta en la for-
macidén de hibridomas y asi en la formacidén de Anticuerpos Mono-
clonales, los cuales son posibles de inmortalizar (Alberts et al.
1989).

1.- Produccidén de anticuerpos monoclonales

La técnica para producir anticuerpos monoclonales fué des-
arrollada por Kdéhler y Milstein (1975), los cuales ganaron el
premio Nobel por su trabajo. Estos investigadores obtuvieron
hibridos entre una colonia celular de plasmocitoma que producen
anticuerpos especificos y mielomas en respuesta a un antigeno
determinado. Estos anticuerpos especificos producidos por un
hibridoma se han denominado Anticuerpos Monoclonales (Kennett
1979, Raybould y Takahashi 1988).

La produccidén de hibridos preliminares para la elaboracién
de anticuerpos en contra de un antigeno seleccionado es de suma
importancia para la diferenciacidn entre los anti-
cuerpos que reaccionan con el antigeno deseado y con los que
reaccionan con otros antigenos a los cuales el ratdn fue expues-
to. Los hibridomas proporcionan una abundante cantidad de anti-
cuerpos que pueden ser producidos sin la absorcidén de anticuerpos
no deseados (Huser 1986, Kennett 1979).

Los anticuerpos monoclonales se pueden desarrollar de-
pendiendo de las necesidades (Winter y Milstein 1991). Las célu-
las plasmaticas normales expresan un anticuerpo resultando en el
fenémeno de la exclusidén alélica. En contraste cuando dos
células de mieloma se unen, se produce un hibrido, capaz de
expresar co-dominantemente el gen de los anticuerpos de ambos
padres (Kbhler y Milstein, 1975; Milstein y Cuello, 1983). La
técnica para producir anticuerpos monoclonales se usa basandose
en el resultado de que cuando se fusiona una célula de mieloma y
una célula esplénica de ratdén inmunizado se produce un hibridoma
(Kbhler y Milstein 1975) (Fig. 12).
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La célula de mieloma que se usa no secreta anticuerpos, asi
que los Unicos anticuerpos producidos son esos que se han culti-
vado en la célula normal. Cada cadena de inmunoglobulina resulta
de la expresidén integrada de uno o varios genes que codifican
una regién variable (V) y una regidn constante (C) respectivamen-
te. Cada célula expresa solamente uno de los dos posibles alelos
(exclusidn alélica). Cuando las células productoras de anticuer-
pos se unen, los productos de las lineas de ambos padres son
expresados (Kbhler y Milstein 1975).

Esta técnica tiene varias ventajas: (1) Especificidad, cada
hibrido produce solamente un anticuerpo. (2) La produccidédn ilimi-
tada de anticuerpos. Los hibridos son células tumorales inmorta-
les, que pueden ser congeladas, secretan de 10 a 50 mg de
anticuerpos por mililitro de medio de cultivo, e inyectados en
ratones producen de 1 a 10 mg de anticuerpos por mililitro de
fluido corporal. (3) Los antigenos impuros pueden generar con
este método anticuerpos puros. Los anticuerpos monoclonales
caracterizan solamente un antigeno de los muchos que pueden ser
inyectados dentro del ratén. (4) Todas las especificidades pueden
ser rescatadas, si una respuesta inmune puede darse en el ratdn,
los hibridomas especificos pueden ser derivados también. (5) Los
hibridomas especificos pueden ser enriquecidos. Las células B
son raras en la poblacidén celular del bazo de un ratdén inmuniza-
do. Por lo que es posible enriquecerlo con células B especificas.
(6) Secrecidén con altos titulos de anticuerpos. Los hibridomas B
secretan grandes cantidades de anticuerpos, al igual que puede
provocarse una gran produccidén de células B. (7) Los anticuerpos
pueden ser manejados. En las lineas celulares de hibridomas
pueden provocarse mutaciones para la produccién de anticuerpos no
fundamentados en la naturaleza. (8) Este es un método general,
que puede ser aplicado para el rescate de las funciones de los
linfocitos T. Las lineas de hibridomas T secretan diferentes
linfoquinas (K&hler 1986) .
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Sitio de unidn con el antigeno
Regidén Fab

NH2

Region Fab

H2N

H2N NH2

Cadena Pesada (P)

Cadena ligera (L) Cadena ligera (L)

Carbohidrato

Carbohidrato

HOOC COCH

Fragmento Fc

Fig. 13. Tipica molécula de un anticuerpo, compuesto por dos cadenas pesadas
(P) y dos cadenas Ligeras, con sus regiones variables (V) y regiones constantes
(C) (Adaptado de Alberts et al., Molecular Biology of the Cell. Garland

Publishing Inc. 2nd Edition, 1989)
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Técnica de hibridoma

La tecnologia en hibridomas fué extendido primero a la
genética de las células somiticas, lo cudl permitid mutaciones en
los anticuerpos seleccionados, cambios en sus propiedades funcio-
nales y en las regiones constantes de las cadenas pesadas de los
anticuerpos son hechos con doble especificidad. La técnica de
hibridoma puede inmortalizar células y la tecnologia genética
puede inmortalizar genes ( Winter y Milstein 1991).

El anticuerpo con el que mads se ha trabajado hasta el momen-
to es IgG, el cudl es una molécula con forma de Y, en la cual las
partes dominantes forman los extremos de los brazos para el
antigeno. La estructura dominante de la molécula hace accesible
la planeacidén de la proteina, teniendo como actividades fun-
cionales en la porcidén dominante el acarreo del antigeno (frag-
mentos Fab, Fv) 6 funciones efectoras (fragmento Fc). Los frag-
mentos pueden ser usados por separado 6 intercambiados entre
anticuerpos. Ademds, la extensidén rigida B del esqueleto de la
regidén variable (V) dominante, vence con uniones al antigeno,
permitiendo el transplante de sitios necesarios de un anticuerpo
a otro. El potencial de un anticuerpo en extincidén estd dado por
la clase de constante (C) dominante (isotipo) (Winter y Milstein
1991) (Fig. 13).

Para desarrollar la técnica de hibridomas debe seleccionarse
perfectamente la linea celular de mieloma, debido a que muchos
mielomas humanos son dificiles de desarrollar en los medios de
cultivo, teniendo un bajo crecimiento y poca secrecidén de inmuno-
globulinas. En tanto que otras lineas celulares se adaptan per-
fectamente al medio, existiendo un gran desarrollo, pero existe
el problema de la contaminacidén y esto puede ser con mycoplasma,
por lo cual se debe tener cuidado (Sekora y Neville 1982).

Una vez obtenida la linea celular de mieloma y la célula
esplénica de ratdn previamente inmunizado (inmunizado intraperi-
tonealmente con SRC trinitrofenilado, se remueve el bazo y se
aislan las células), se fusionan las células en presencia del
glicol de polietileno [polyethilene glycol (PEG 1500)].
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La célula esplénica muere en el medio de cultivo y la célula
de mieloma es defectuosa para desarrollarse en el medio de culti-
vo, el cual contiene la enzima hipoxantin-fosforibosil-
transferasa [hypoxantinephosphoribosyltransferase (HGPRT)]
complementado con hipoxantina, aminopeptirina y timidina (HAT)
(la aminopeptirina bloquea la via principal en la sintesis de
DNA, la forma de rescatarlo es con el uso de hipoxantina exdgena,
dependiendo de la presencia de la enzima HGPRT). Solamente los
hibridos entre las células de mieloma y de bazo sobreviven en el
medio con HAT, la célula de mieloma ayuda al crecimiento en el
medio de cultivo y la célula esplénica contribuye al funciona-
miento de la enzima HGPRT.

Conforme existe el desarrollo, las células se van seleccio-
nando obteniéndose colonias o células individuales. Posteriormen-
te existe propagacidén, nuevamente se realiza la separacidén de
células, las cuales pueden ser congeladas, o pasar a la clona-
cién, nuevamente se realiza la separacidén de células y finalmente
la propagacidén y caracterizacidén de anticuerpos.

Se han caracterizado IgG de diferentes subclases e IgM. Se
han obtenido fusiones en combinaciones singénicas halogénicas y
xenogénicas. Las ventajas de usar uniones singénicas y halogé-
nicas es que dan la posibilidad del crecimiento de células hibri-
das como tumores en el ratdn apropiado obteniéndose altos titulos
en suero (EMBO, SKMB Course 1980; Fig. 12).

2.- Aplicacidén de los anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales pueden ser elaborados en contra
de varios antigenos de superficie de células humanas (Reth, et.

al., 1981) incluyendo antigenos en la diferenciacién de los
leucocitos (Kennett et al., 1978; Trucco et al., 1978), anti-
genos asociados a tumores (Kennett vy Gilbert, 1979), para la
especificidad de grupos sanguineos (Barnstable et al., 1979) y

para los antigenos de histocompatibilidad humana (Parham y Bod-
mer, 1978).

Los anticuerpos monoclonales son utilizados en gran diversi-
dad de trabajos:
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Determinacidén de antigenos: Para la elaboracidén de clasifica-
ciones mas sencillas de bacterias, virus, parasitos y células.
Por ésta técnica en los linfocitos T humanos se han detectado
once antigenos de superficie. También han sido tipificados
antigenos de histocompatibilidad y antigenos tumorales en 1la
superficie celular.

Para purificacidén: De factores hormonales. Como enriquecimiento
de interferdn, purificacidén de membrana celular, como enrique-
cimiento del antigeno Ia de rata.

Para detectar y cuantificar: Combinaciones en bruto, como la
gonadotropina coridénica humana en pruebas de embarazo.

Para mapear: Caracterizacidén de epitopes, varios determinantes en
la cadena u de ratén.

Para modificar: Infectividad como en el esporozoito del Plas-
modium berghei. En la toxicidad de sobredosis con Digoxin. En
funciones como del Ly2 supresor de los linfocitos T destruc-
tores y en la inmunogenicidad del factor Rhesus.

Para geleccidn: Seleccionando Idiotipos . En la supresidén y
realce de la respuesta inmune anti-NP (NP= 4-hidroxi-3
nitrofenilacetil).

Para localizacién: En 6rganos, como en el sistema nervioso de la
sanguijuela. En cuerpos humanos, imdgenes de tumores.
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F. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

El desarrollo de marcadores celulares en combinacidén con
métodos de inmunohistoquimica permitird en el futuro definir con
mds seguridad los distintos tipos de células de las glandulas
salivales en secciones de tejido normal y tumoral. En éste
momento existe evidencia que los HMFG MoAbs también reconocen
moléculas en las glandulas salivales humanas (Gendler et al.,
1987; Hageman et al., 1983; Yamada et al., 1989; Durban, obser-
vaciones no publicadas). Estas observaciones son importantes
porque, a pesar de que los tumores de las glandulas salivales
son raros, no hay terapias adecuadas para esos que son de alto
grado de malignidad y que tienen el potencial de metastatizarse.

Este estudio estéd diseflado para investigar la expresidén de
los antigenos del HMFG en glandulas salivales normales y anor-
males y para correlacionar la expresidén de esta familia de muci-
nas con el comportamiento bioldégico de lesiones de estas glandu-
las.

La hipdéteis a probarse en este proyecto es: La expresidn de
antigenos del HMFG pueden servir como marcadores de las distintas
lineas celulares de las glandulas salivales normales y, en ana-
logia a los estudios con la glandula mamaria, los HMFG MoAbs son
reactivos con un potencial importante en el diagnéstico, pronés-
tico y tratamiento de los tumores de las glandulas salivales.

Objetivos Especificos
Los objetivos especificos de este proyecto son:

1) Utilizar los MoAbs contra los antigenos de la membrana
HMFG para definir las lineas celulares de las glandulas salivales
normales.

2) Determinar si hay variacidén entre distintas personas
con respecto a la expresidn de antigenos definidos por los HMFG
MoAbs.

3) Examinar la reaccidn de distintos tumores de las gléandu-
las salivales con los HMFG MoAbs.

4) Establecer si existe una correlacidén entre el tipo de
tumor y la expresidén de los antigenos del HMFG.
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II. MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos monoclonales (MoAbs). Un panel de ocho MoAbs se
utilizaron en este estudio. Estos MoAbs fueron desarrollados
independientemente por dos grupos de investigadores, el de Gordon
Parry (UC, Berkeley) y el de Joyce Taylor-Papadimitrou (ICRF,
London), que trabajan con la glandula mamaria y que han colabo-
rado previamente con la Dra. Elisa M. Durban. La designacidén de
estos MoAbs es: HMFG1l, HMFG 2, LBL1- LBL6.

Muestras de tejido. Las glandulas salivales estudiadas, proceden
de muestras obtenidas en Houston y en México. La Dra. Durban
obtuvo un grupo de muestras de glandulas salivales normales en
colaboracidén con la Dra. Rhonda Jacob de la Universidad de Texas
M.D. Anderson Céancer Center. También se obtuvieron muestras de
tumores a través del Dr. Mario Luna quién es patdlogo en el M.D.
Anderson Cancer Center. El resto de las muestras fueron obtenidas
del laboratorio de Patologia Bucal de la Divisidén de Investiga-
cidén, Facultad de Odontologia, U.N.A.M. y del laboratorio de
Patologia Bucal de la U.A.M. Xochimilco. Todas las muestras
fueron fijadas en formalina y embebidas en parafina y se cortaron
en secciones de 5u en The University of Texas Health Science
Center, Houston, Dental Branch. Las secciones seran las necesa-
rias para cada uno de los anticuerpos a utilizarse, se colocaran
dos secciones por portaobjetos y se aplicard a cada seccidn un
anticuerpo diferente. Todas aquellas secciones en las cuales el
tejido se desprendidé del portaobjetos fueron desechadas para
evitar el falseamiento de los resultados.

El tamafio de las secciones dependidé del tamafio de la glandu-
la o neoplasia con la que se trabajo.

En total los especimenes obtenidos corresponden: glandula
pardtida 2 muestras, glandula submandibular 13 especimenes y de
glandulas salivales menores 4 muestras que corresponden a labio.

Los tumores de glandulas salivales como adenoma pleomorfo
fueron 17, oncocitoma una muestra, carcinoma mucoepidermoide 6
especimenes, carcinoma adenoideo quistico 4 especimenes y de
carcinoma epidermoide poco diferenciado 1 muestra.
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MATERIAL

EQUIPO

Agitador magnético

Autoclave

Balanza granetaria

Tina para bafio maria (Precisidén Scientific modelo 181)
Tina de flotacidén

Histokinette

Micrétomo y cuchillas

Microcentrifuga (Allied Fisher Scientific modelo 235 C)
Mezcladora para microtubos (Allied Fisher Scientific, Fisher-
brand, Vortex genie 2, 12-812).

Plancha

Microscopio (Carl Zeiss)

Fotomicroscopio (Nikon labophot, tipo 104)

Refrigerador

Congelador

Bateria para tincién con Hematoxilina y Eosina

Bateria para tincidén con Inmunoperoxidasa

Canastillas para tincidén

Micropipeta de 1000 ml (pipetman Gilson, hecha en Francia)
Micropipeta de 200 ml (pipetman Gilson, hecha en Francia)
Micropipeta de 20 ml (pipetman Gilson, hecha en Francia)
Pipeta de bomba GR 10 (glasfirn pi pum, hecha en Alemania)
Crondémetro (The West Bend Company modelo cat. no. 40 000)
Lapiz de diamante

Pinzas

Tijeras



CRISTALERIA

Porta y cubreobjetos con pantalla
Pipetas de 10 ml

Frascos con tapa de rosca de 5 ml
Frascos con tapa de rosca de 1000 ml
Frasco de Coplin

de precipitado de 2000 ml

de precipitado de 1000 ml

de precipitado de 500 ml

de precipitado de 100 ml

de precipitado de 25 ml
Matraz Erlenmeyer de 2000 ml
Matraz Erlenmeyer de 1000 ml
Matraz Erlenmeyer de 500 ml
Probeta de 1000 ml

Probeta de 500 ml

Probeta de 100 ml

Probeta de 50 ml

Cajas de Petri

Vaso
Vaso
Vaso
Vaso
Vaso

OTROS ACCESORIOS

Botes
Botes
Tubos
Tubos
Tubos
res)

de
de
de
de
de

plastico de 400 ml

pléastico de 200 ml

plastico de 50 ml

plastico de 15 ml

polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml

Colgadero redondo de flotacidén para tubos de 1.5 ml
Puntas para micropipetas de 0-200 ml (amarillas)
Puntas para micropipetas (azules)
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REACTIVOS

Gelatina bacterioldgica

Hematoxilina de Harris

Eosina

Cloruro de Sodio (NaCl)

Cloruro de Potasio (KCl)

Fosfato de Potasio (KH2PO4)

Fosfato de Sodio (Na2HPO4)

Etanol

Metanol

Xileno

Acido Clorhidrico concentrado (HC1)

Hidréxido de Amonio (NH4O0H)

Perdéxido de Hidrdgeno (H202)

Tris base (pH=8)

Tetraclorhidrato de diaminobenzidina
[diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)]

Suero de caballo concentrado

Agua desionizada

Agua destilada

ANTICUERPOS
Los anticuerpos se mantienen congelados (-20° C) en
cantidades pequefias (200 ml/tubo) .
HMFG 1
HMFG 2
LP 1- LP 6

Vectastain ABC kit (Mouse IgG) PK 4002 (Vector Laboratories
Inc. USA) (Se mantiene a 4' Q)
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Metanol (para reprimir la actividad de la peroxidasa enddgena)
Para preparar 50 ml. En 50 ml de metanol se mezclan 300 ml
de H202 al 0.6%.

Solucidn salina amortiguada [phosphate buffer saline (PBS)]

Preparacidén de 2 litros de PBS

Reactivos

1) Pesar:

20 g. NaCl
0.50 g. KCl
2.89 g. Na2HPO4
0.50 g. KH2PO4

2) Disolver: Los reactivos se colocan en un matraz vy se di-
suelven lentamente en 1800 ml de agua desionizada utilizando el
agitador magnético.

3) Medir pH: Se mide el pH el cudl deber ser de 7.2 y se
agrega agua hasta tener exactamente 2 litros (usar probeta).

Si el pH es menor de 7.2 se usa el ion NaOH (Hidrdéxido de Sodio)
Si el pH es mayor de 7.2 se agrega HCl (Acido Clorhidrico)

4) Vaciado: Se va vaciando en tubos de 400 ml, poniendo 200 ml
en cada uno.

5) Esterilizacidén: Se esteriliza a 15 libras de presién durante
20 minutos.
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Suero normal al 10% [Blocking Buffer (BB)]

Para preparar 1 litro de suero se utiliza:

900 ml de PBS
100 ml de Suero de caballo concentrado

Todo esto se mezcla perfectamente, se vacia en tubos de

pléastico de 15 ml, se puede congelar a -20° C, conservandose por
largo tiempo y se va utilizando lo que se requiera.

Tetraclorhidrato de diaminiobenzidina (DAB)

3'-3' Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), es un substrato
de peroxidasa necesario para el uso de inmunoblott y procedimien-
tos de tinciones inmunohistoldégicas. Este substrato produce un
producto final insoluble de color café que puede ser observado
visualmente.

Este substrato se prepara segln las instrucciones del fabricante.

1 M (Molar) Tris base pH= 8.0
Sigma Chemical Co. P.O. Box 14508 St. Louis Mo 63178 USA

314-771-5750 (Este reactivo se prepara siguiendo las indicaciones
del fabricante)

Trizma Base (Tris [hidroximethyl] aminomethane)

C4H11NO3

Grado de reactivo: Pureza del 99.9%

Ciertos electrodos de pH no dan resultados exactos con el tris
buffers
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Se prepara a temperatura ambiente

Para preparar 1 M (Molar) se necesita:

121.1 g. de (Tris [hidroximethyl] aminomethane)

1 litro de Agua desionizada

Para obtener un pH=8.0

Si el pH es menor de 8.0 se agrega hidréxido de sodio
Si el pH es mayor de 8.0 se agrega acido clorhidrico

Preparacidén de anticuerpos secundarios (1:222)

2.25 ml de Anti-inmunoglobulina anti-ratén (bote azul del paque-
te de Vectastain PK 4002)

0.5 ml de Blocking Buffer (BB)
Ambas substancias se mezclan en un frasco de vidrio con tapa

de rosca de 5 ml y se ponen en hielo, formando los anticuerpos
secundarios.

Nota: Estos segundos anticuerpos deben prepararse minutos antes
de ser utilizados y mantenerse en un recipiente con hielo.

Preparacidén del reactivo ABC (1:100)

4.5 ml de A (Avidina)
4.5 ml de B (Enzima Biotinilada)
0.5 ml de C [Blocking Buffer (BB)]

Todas las substancias se vierten en un frasco de cristal
con tapa de 1rosca de 5 ml. y se combinan con la ayuda de la
mezcladora para microtubos, todas las preparaciones deben conser-
varse en refrigeracidén, en el momento de utilizarse, se colo-
cardn en hielo para su mejor conservacidn.

Nota: El reactivo ABC debe ser preparado aproximadamente 30
minutos antes de su aplicacidén y mantenerse en un recipiente con
hielo.
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Preparacion del substrato DAB

.25 ml de Agua desionizada

.25 ml de 1 M de Tris-base (pH=8.0)

.0 ml de H202 (se agrega al final) (concentracién final de
.03%)

.5 ml de DAB

[eNeN Nol}

La preparacién de este substrato debe realizarse en la
obscuridad al igual que su aplicacidn sobre las secciones.

Todos los ingredientes se mezclan perfectamente, solo se

afiade el perdéxido de hidrdégeno al final, para evitar 1la acti-
vidad de la peroxidasa.

Alcohol acido

Para preparar 500 ml de alcohol acido se necesita:
5 ml de HCl concentrado

350 ml de Alcohol absoluto

150 ml de Agua desionizada

Todos los ingredientes se mezclan en un frasco de cristal
con tapa de rosca de 1000 ml.

Agua amoniacada

Se preparan 500 ml utilizando:

1 ml 17 NH4O0H
500 ml de Agua desionizada

Se combina todo perfectamente en un frasco de cristal con
tapa de rosca de 1000 ml.
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PROCEDIMIENTO

Técnica de inmunohistoquimica. El procedimiento utilizado es el
"Biotin Avidin" inmunoperoxidasa (Biotina-Avidina). Una vez
obtenidas las secciones, se limita el contorno del tejido con un
lapiz de diamante, se procede a desparafinizar (xilol, tres cam-
bios), se deshidratan (etanol 100% ,dos cambios; etanol 95%, dos
cambios) y rehidratan con agua desionizada durante 30 seg. y se
sumergen en Metanol (300 ml de 0.6% de H202 en 50 ml de metanol)
durante 1 hora a temperatura ambiente (para reprimir la actividad
de la peroxidasa endbgena). Las secciones se lavan con solucidén
salina fosfatada [solucidén buffer (PBS)].

Después de esto se colocan las secciones dentro de cajas de
Petri, las cuales tienen en el fondo papel filtro humedecido con
agua desionizada, lo cuidl permite mantener un ambiente himedo,
evitando asi la desecacidén del tejido, posteriormente se aplica
suero normal por 1 hora para bloquear la actividad no especifica
("blocking Buffer" suero de caballo al 10% en PBS , centrifu-
gado por un minuto para remover los restos). Posteriormente las
secciones se drenan y se colocan nuevamente dentro de las cajas
de Petri y se aplica sobre el tejido los anticuerpos primarios
(HMFG1, HMFG2, LBL1- LBL6) y se incuban durante la noche a 4' C.

Al dia siguiente las secciones se lavan con PBS , se colocan
dentro de las cajas de Petri (debe evitarse que el tejido se
deshidrate) y se aplican los segundos anticuerpos que corres-
ponden a suero de carnero contra IgG de ratdn conjugados con
Biotina (1:222) (Peroxidase mouse IgG, Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories, INC), y se incuban durante una hora a temperatura
ambiente. Después las secciones se lavan con PBS y se incuban con
los reactivos intermediarios ABC (1:100) (los cuales son molé-
culas de peroxidasa biotinilada, enlazadas en una formacidén
tridimensional a través de "Avidina") por una hora a 4' C.
Nuevamente se lavan con PBS, se le afiade el substrato de
tetraclorhidrato de diaminobenzidina ["diaminobenzidine tetrahy-
drochloride" (DAB)] (compuesto con agua desionizada, 1M tris base
con un pH=8, DAB y H202, la preparacién y el proceso debe reali-
zarse en cuarto obscuro), se incuban exactamente por 10 minutos a
temperatura ambiente. El producto de ésta reaccidn enzimética
es un precipitado de color café obscuro. Este precipitado locali-
za la posicidén de los complejos de antigeno (HMFG)-HMFG MoAbs.



65

Las secciones se lavan con agua desionizada y se contrastan con
Hematoxilina de Harris (de acuerdo a Luna G. 1968) (Figs. 14 y
15).
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PROCEDIMIENTOS EN LA TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA

30 scg

3 inmer
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Fig. 14. Procedimientos en la técnica de Inmunoperoxidasa paso por paso.
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INCUBACION CON LOS ANTICUERPOS, REACTIVOS Y
SUBSTRATO.

DRENAJE

O Q ANTICUERPOS
BLOQUEO CON l PRIMARIOS

SUERO NORMAL 3

O O -

HMFG 1 HMFG 2 HMFG 1 HMFG 2

o)
INCUBACION POR | HORA %Cl;j: ‘Eﬁlggcig A 40C 2
A TEMP. AMBIENTE Z
-
PBS PBS PBS
— — <«
c — —
N —_— —_
U .
o 6 inmersiones 6 inmersiones 6 inmersiones
e REACTIVOS
ANTICUERPOS SECUNDARIOS ABC
o) o
a a
< <
> >
< <
R HMFG I HMFG 2 |\ — ~
SUBSTRATO INCUBACION 1 HORA
INCUBACION POR 1 HORA AMEG 1 HMFG 2] L e GION POR
A TEMP. AMBIENTE

<

10 min en cuarto obscuro
A TEMP. AMBIENTE

Fig. 15. Procedimientos para la incubacién con los anticuerpos, reactivos vy
substrato.
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III. RESULTADOS

A. GLANDULAS SALIVALES NORMALES

Glandulas submandibulares

Glandulas pardtidas

Glandulas labiales

Glandulas submandibulares con alteraciones pre-neoplési-

B WD
1

cas.

B. TUMORES DE GLANDULAS SALIVALES
1.- Tumores benignos
a) Adenomas pleomorfos
b) Adenoma oxifilico

2.- Tumores malignos
a) Carcinoma mucoepidermoide
b) Carcinoma adenoideo quistico
c) Carcinoma epidermoide poco diferenciado

A) GLANDULAS SALIVALES NORMALES

Glandulas salivales normales correspondientes a pardtida,
submandibular y labial, fueron examinadas por medio de un proce-
dimiento estéandar de inmunoperoxidasa, para observar su reaccidn
con ocho anticuerpos monoclonales para el gldébulo de grasa de la
leche humana [Human Milk Fat Globule (HMFG)]. Estos anticuerpos
reconocen diferentes epitopes en el antigeno HMFG.

1. Glandula submandibular. Los anticuerpos monoclonales dque
reaccionaron mas fuerte son HMFGl1 y HMFG2 (Tabla 1). De nueve (9)
glandulas normales, siete mostraron reactividad positiva
y dos fueron completamente negativas. Los bordes luminales de
casi todos 1los conductos excretor, estriado e intercalar;
Fig. 1), en 5 glandulas reaccionaron muy fuerte (2-4+) y en las
otras dos la reaccidén fue leve (1+). En general las secreciones
intraductales y el citoplasma de las células de los conductos

presentaron una reaccidén de leve a moderada (1-2+) en forma
heterogénea.
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Los anticuerpos de la serie LBL mostraron muy poca reaccidn
con los conductos. LBL1l solamente reacciond con los conductos de
tres de las nueve glandulas submandibulares normales (Tabla 1).
En general la reaccidén no fué de leve a moderada (1-2+), variando
la cantidad de estructuras ductales positivas. Los anticuerpos
LBL2 y LBL3 reaccionan exclusivamente con las células acinares
produciendo una reaccidén mas fuerte en los acinos serosos (2-
4+) sobre los mucosos (+ - 3+) (Fig. 1). Una excepcidn mostrada
en el patrdén de tincidén fué la reaccidén del anticuerpo LBL2 con
una de las glandulas submandibulares (1/9). En ésta los conduc-
tos reaccionaron de leve a moderadamente (1-2+) con este anti-
cuerpo (Tabla 1).

Los anticuerpos monoclonales LBL4, LBL5 y LBL6 fueron ne-
gativos (Tabla 1).

Las células mioepiteliales no mostraron ninguna reaccidén en
las glandulas examinadas.

2.- Glandula parétida.Solamente dos glandulas pardétidas fueron
estudiadas. Los anticuerpos monoclonales HMFGl y HMFG2
reaccionaron especificamente en la mayoria de los conductos
mostrando una reaccidén leve a moderada (1-2+) sobre la superfi-
cie luminal, en tanto que la secrecidén intraductal fué heterogé-
neamente moderada (2+) y la reaccidén en el citoplasma de las
células ductales fué leve (1+). En general las células acinares
resultaron negativas con estos anticuerpos, pero ocasionalmente
se observaron algunas células mostrando con estos anticuerpos
ligera (1+) reaccidén en la membrana citopldsmica de la superficie
apical.

De la serie LBL, LBL1 mostrd una leve reaccidén (1+) en los
bordes luminales de los conductos y muy ligeramente (+) en el
citoplasma de las células ductales. Los anticuerpos LBL2 y LBL3
mostraron una fuerte especificidad (3+) por las células acinares;
LBL2 también tifié (1-2+) el citoplasma de algunas células ducta-
les (Tabla 2). Una excepcidén en el patrdn de tincidén fue mostra-
da por la reaccidn del anticuerpo LBL2 reaccionando de leve a
moderadamente (1-2+) en los conductos (Tabla 2).

Los anticuerpos monoclonales LBL4, LBL5 y LBL6 dieron una
reaccidn completamente negativa en las estructuras glandulares
(Tabla 2).
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Tabla 1. Reaccidn de la glandula submandibular con los anticuer-

pos monoclonales contra HMFG: HMFG1-HMFG2, LBL1-LBL6 (9
muestras) .

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales
(nimero de muestras positivas)

Anticuerpo Sistema de conductos Acinos
monoclonal Serosos Mucosos
HMFG1 1-4+ (7/9) 1+ (1/9) -
HMFG2 1-4+ (7/9) - -
LBL1 1+ (1/9) - -

2+ (2/9)
LBL2 1-2+ (1/9) 2-4+ (4/9) +-2+ (6/9)
LBL3 - 1-3+ (6/9) +-2+ (5/9)

3-4+ (2/9) 1-3+ (2/9)

LBL4 - - -
LBL5 - - -
LBL6 - - -

- = Negativo; + = muy leve; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = fuer-
te; 4+ = muy fuerte.



71

Tabla 2. Respuesta de la glandula pardétida con los anticuerpos
monoclonales contra HMFG, HMFG1-HMFG2, LBL1-LBL6 (2 muestras).

Inmunoreaccidn con los anticuerpos monoclonales
(nGmero de muestras positivas)

Anticuerpo Sistema de conductos* Acinos serosos
monoclonal

HMFG1 1-2+ (2/2) -
HMFG2 1-2+ (2/2) -

LBL1 +-2+ (2/2) 1+ (1/2)
LBL2 1-2+ (2/2) 3+ (2/2)
LBL3 - 2-3+ (2/2)
LBL4 - -

LBL5 - -

LBL6 - -

- = Negativo; + = muy leve; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = fuer-
te; 4+ = muy fuerte.
* Incluye secrecidn, superficie luminal y citoplasma.
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No fué observada reaccidén en las células mioepiteliales con
ninguno de los anticuerpos.

3.- Glandula salival menor de labio.Las glandulas salivales
menores mostraron una reaccidén ligera (1l+) con los anticuerpos
HMFGl y HMFG2 en el borde luminal y en el citoplasma de 1las
células ductales, mostrando aspecto granular (Tabla 3), a di-
ferencia con la reaccidén observada en las glandulas submandibula-
res normales con HMFGl y HMFG2.

Los anticuerpos monoclonales LBL1-LBL4 y LBL6 mostraron en
las células acinares serosas reaccidén leve a moderada (1-2+)
(Tabla 3) muy parecida a la reaccidén de las estructuras acinares
de las glandulas pardétida y submandibular. Las estructuras acina-
res serosas de las glandulas labiales reaccionan con la mayoria
de los anticuerpos para HMFG. Las estructuras acinares mucosas
reaccionan de leve a fuerte (1-3+) en diferente proporcidén con
los anticuerpos LBL1l, LBL2 y LBL3 (Tabla 3). Con LBL2 un baja
cantidad de los conductos fueron de ligera a moderadamente posi-
tivos (1-2+) (ver Tabla 3).

Las células mioepiteliales no mostraron ninguna reaccidn en
todas las muestras examinadas.

Esto es interesante de estudiar en el futuro el patrdn de
inmunoreactividad de las glandulas salivales menores de otras
dreas (lengua, paladar y mucosa bucal).

4. Glandulas submandibulares con alteraciones preneopléasicas
(A85-104P1, A85-87P1, MDA# 249329 y MDA# 249624). En adicidn a
las nueve glandulas salivales submandibulares normales que fueron
estudiadas, cuatro (4) m&s mostraron signos sugestivos a
lesiones pre-neoplédsicas. En estas se observaron cambios en la
arquitectura de los conductos y acinos, asi como la presencia de
células con pleomorfismo celular, hipercromatismo nuclear, pérdi-
da de la relacidn nucleo-citoplasma, pérdida de la adhesidén. La
reaccidén con las cuatro glandulas con HMFGly HMFG2 (Tabla 4)
sobre los conductos fué similar a las glandulas normales. En
contraste a las glandulas normales, dos de ellas mostraron
reaccidn fuertemente positiva (3-4+) sobre el sistema de con-
ductos con LBL2 vy LBL3 (Tabla 4), similares a las reacciones que
fueron observadas en algunos de los adenomas pleomorfos (ver
seccidén B). La inmunoreaccidn sobre los &acinos serosos y mucosos
con LBL1-LBL3 fué en mayor intensidad y porcentaje que la
observada en las glandulas normales (Tabla 4).
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Tabla 3. Inmunoreaccidén de los anticuerpos monoclonales contra
HMFG en las glandulas salivales labiales (4 muestras).

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales
(nimero de muestras positivas)

Anticuerpo Sistema de conductos Acinos
monoclonal Serosos Mucosos
HMFG1 +-1+ (2/4) +-1+ (2/4) -
HMFG2 +-1+ (1/4) 1+ (2/4) -
LBL1 - 1-2+ (2/4) 1-2+ (3/4)
LBL2 1-2+ (2/4) 2+ (3/4) 1-3+ (3/4)
LBL3 - 1+ (2/4) 1-3+ (4/4)
LBL4 - 1-2+ (4/4) -
LBLS - - -
LBL6 - 1-2+ (4/4) -

- = Negativo; + = muy leve; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = fuer-
te; 4+ = muy fuerte. s = solo secrecidn.
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Tabla 4. Reaccidén con los anticuerpos contra HMFG en glandulas

submandibulares con alteracidnes pre-neoplésicas

(4 muestras).

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales
(nGmero de muestras positivas)

Anticuerpo Sistema de conductos Acinos
monoclonal Serosos Mucosos
HMFG1 +-3+ (4/4) 1-2+ (1/4) -
HMFG2 +-2+ (4/4) 1+ (1/4) -
LBL1 - 1-3+ (2/4) +-2+ (2/4)
LBL2 1-4+ (2/4) 1-4+ (4/4) 1-2+ (2/4)
LBL3 2-4+ (2/4) 2-4+ (3/4) 1-3+ (2/4)
LBL4 - - -
LBL5 - - -
LBL6 - - -

- = Negativo; + =

muy leve; 1+ = leve;

te; 4+ = muy fuerte.

moderado; 3+ = fuer-
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B) TUMORES DE GLANDULAS SALIVALES

Fueron utilizados ocho anticuerpos monoclonales para el
glébulo de grasa de la leche humana [Human Milk Fat Globule
(HMFG) ], sobre Tumores de las Glandulas Salivales Humanas por

medio de un procedimiento estédndar de inmunoperoxidasa para
observar su reaccidn.

1.- Tumores benignos

a) Adenoma Pleomorfo

CASO FO7177 A-F.
Lesidén localizada en glandula pardtida.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. La muestra observada corres-
ponde a una neoplasia benigna originada en epitelio glandular,
estd compuesta por células epiteliales de diversas formas como
poligonales (con aspecto epidermoide), fusiformes, huso, re-
dondas, de nlGcleo grande intensamente tefilido y citoplasma eosind-
filo, formando laminas, cordones y nidos & islas grandes y
pequefias, sblidos &6 con estructuras ductales que contienen
codgulos eosinbéfilos en el interior. Entre las islas de células
se encuentran bandas de tejido conectivo con aspecto hialino.
También se observaron algunas células estrelladas en forma
aislada en zonas de aspecto hialino, mixoide, condroide y mucoi-
de correspondiendo al estroma metapladsico que compone a la
lesidnm. Se observaron algunas zonas con necrosis.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Este tumor mostrd en las estruc-
turas ductiformes (borde luminal, citoplasma Yy secre-
cidén) reacciones de moderada a muy fuerte (2-4+) con los anti-
cuerpos monoclonales HMFGl (2-3+), HMFG2 (3-4+), LBL1 (2-4+) y
LBL2 (2-4+) en casi la mitad de las estructuras y con LBL3 (3-
4+) . Mientras que con los otros tres anticuerpos de la serie LBL
la expresién fue de fuerte a muy fuerte LBL4 (3-4+), LBL5 (3-4+)
en un y con LBL6 (3-4+) (Tablas 5 y 6).
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CASO FO06383.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se revisd espécimen con carac-
teristicas de una neoplasia derivada de tejido glandular, alta-
mente celular con estroma metapldsico. La mayor parte de la
neoplasia estd formada por células redondas de citoplasma claro,
vacuolado y nilcleo central picnético, en forma aislada o en gru-
pos, intercaladas con células fusiformes y poligonales de nicleo
intensamente baséfilo, con poco citoplasma eosinéfilo, con
aspecto epidermoide. Las células se agruparon en cordones, nidos
sblidos grandes y pequefios, no presentd estructuras ductiformes
bien definidas, entre éstas agrupaciones se encuentra material
hialinizado. El estroma estaba compuesto por tejido conectivo
laxo con zonas hialinas, mucoides y mixoides. Esta neoplasia
mostrd variedad de células claras.

Tincidn con Inmunoperoxidasa.El citoplasma de las células fusi-
formes y grupos 1localizados entre 1la metaplasia hialina mos-
traron reaccidén moderadamente positiva (2+) con HMFG1l, con HMFG2
de leve a moderada (1-2+) y con LBL4 moderadamente (2+) (Tabla
9). Las células claras fueron ligeramente positivas (1+) con los
anticuerpos HMFG1-HMFG2.

CASO F014385.

Paciente masculino de 19 afios de edad con lesidn localizada
en la unidén del paladar duro y blando.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. El tejido examinado
correspondidé a una neoplasia benigna de epitelio glandular,
altamente celular, con células poliédricas, fusiformes, redondas
y de tamafio variable, con nilcleo intensamente basbéfilo, escaso
citoplasma eosindéfilo. También se observaron algunas células de
citoplasma claro, vacuolado, tipo mucosecretor en forma aislada 6
en grupos (variedad de células claras) junto con las células
epiteliales que formaban nidos 6 islas compactas & con pequeilas
estructuras ductiformes no muy bien definidas. Con poco estroma

laxo, zonas hialinas y mixoides con células estrelladas.

Tincidn con Inmunoperoxidasa. Las células claras mostraron una
reaccidén moderada a fuertemente positiva (2-4+) en diferentes
proporciones con los anticuerpos HMFG1l, LBL1, LBL2, LBL3 y con
LBL4 en muy baja cantidad (casi rara). La reaccidén en el borde
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luminal de las estructuras ductiformes fue moderada a fuertemente
positiva (2-3+4) con LBL1-LBL3 (Tablas 5 y 6). Las células fusi-
formes mostraron una reaccidén de moderada a fuerte (2-3+) con el
anticuerpo LBL2 y LBL3 (Tabla 9).

CASO FO38185.

Paciente masculino de 19 afios de edad con lesidn localizada
en labio superior derecho.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. La lesidén examinada correspon-
dié a una neoplasia benigna de tejido glandular, muy celular,
constituida por células epiteliales de nlGcleo intensamente
basé6filo, con poco citoplasma eosindéfilo. Mezcladas entre
éstas células epiteliales se encontraron otras de citoplasma
claro, vacuolado tipo mucoso, ambas células en conjunto adoptan
diferentes patrones como cordones, laminas y nidos compactos 6
con estructuras ductales ocupadas por codgulos eosindéfilos.
También se observd metaplasia escamosa y formacidén de perlas de
queratina. El estroma lo costituydé tejido conectivo laxo, con
zonas de metaplasia hialina, mucoide y mixoide. La neoplasia se
encontrd cubierta parcialmente por una cépsula fibrosa.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. La reaccidn en las estructuras
ductiformes (superficie, secrecidén y citoplasma) con los anti-
cuerpos HMFG1l, HMFG2 (Fig. 4), LBL1-LBL2 fué de leve a muy fuerte
(1-4+) (Tabla 5) y con LBL3, LBL4, LBL5 y con LBL6 fué de mode-
rada a muy fuerte (2-4+) (Tabla 6). Las zonas de la metaplasia
escamosa, mostraron una reaccidn positiva que va de leve a fuerte
(1-3+) con LBL1-LBL6. Las perlas de queratina fueron moderada y
fuertemente (2-3+) positivas con LBL1 y LBL2 y levemente (1+)
con HMFGl (Tabla 7). Las células fusiformes mostraron una reac-
cién homogénea de ligera a fuerte (1-3+) con HMFG1l, LBL1-LBL3
(Tabla 9).

CASO FOl6587A-B.

Paciente femenino de 68 afios de edad con lesidn localizada
en paladar blando del lado derecho.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
benigna originada de epitelio glandular, moderadamente celular,
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constituida por cordones, laminas, nidos compactos 6
con formaciones ductiformes y estructuras tidbulo-ductales,
conteniendo codgulos eosindéfilos. Las células que constituyeron a
esta neoplasia son de forma poligonal, clbica, fusiforme, de
nGcleos grandes, hipercromdticos y con escaso citoplasma eosind-
filo. El1 estroma es laxo, con zonas hialinas, mixoides, conte-
niendo algunas células de aspecto estrellado, también se

observaron algunas células adiposas e infiltrado inflamatorio
crdénico.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las estructuras ductales en su
borde luminal, citoplasma y su contenido secretorio fueron leve 6
fuertemente positivas (1-3+) con HMFG1l, HMFG2, LBL2, LBL3.
Mientras que con el resto de los anticuerpos la reaccidn fue
menor (Tablas 5 y 6).

CASO FO05887.

Paciente masculino de 30 afilos de edad con lesidén localizada
en el labio superior.

Tincidn con Hematoxilina y Eosina. Se observdé una neoplasia
benigna de epitelio glandular, muy celular. Compuesto por células
epiteliales con forma poliédrica, cuboidal, columnar y algunas
fusiformes, agrupadas en cordones, laminas y nidos &6 islas con
estructuras ductiformes y tiGbulo-ductales, con codgulos eosindfi-
los. También fueron observadas formaciones de micro y macroquis-
tes, metaplasia escamosa con formacidén de perlas de queratina. El
estroma de tejido conectivo laxo, contiene haces gruesos de
colagena, algunos hialinizados. Cubriendo a la neoplasia se
observd una cipsula fibrosa.

Tincidn con Inmunoperoxidasa. En este tumor las estructuras
ductiformes reaccionaron de leve a fuerte (1-3+) con HMFG1,
HMFG2, LBL1-LBL4 tifiendo principalmente la secrecién de moderada
a fuerte (2-3+) (Tablas 5 y 6). La metaplasia escamosa (perlas de
queratina) mostrd ligera (1+) reaccidédn con HMFGl, pero fue rara,
mientras tanto con LBL1-LBL4 y LBL6 la reaccidén fué de moderada a
fuerte (2-3+) (Tablas 7 y 8). Las células fusiformes mostraron
una reaccidén fuerte (3+) en los nidos celulares sdlidos con LBL3
y LBL4 (Tabla 9).
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CASO FO20687A-B.

Paciente femenino de 48 afios de edad con lesidn localizada
en paladar del lado derecho.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia de
epitelio glandular, moderadamente celular, constituida por
cordones, laminas y nidos celulares compactos & con formaciones
ductiformes y estructuras tubulo-ductales, conteniendo codgulos
eosindéfilos. Las células son de forma poligonal, cidbica, fusi-
forme de nlcleos grandes hipercromdticos, con escaso citoplasma
eosindéfilo y algunas células con forma estrellada entre el estro-
ma de tejido conectivo laxo, hialino, fibroso y mucoide. También
se observaron células adiposas e infiltrado inflamatorio crénico.
La neoplasia se encuentra rodeada por una cdpsula fibrosa.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. La inmunoreaccidén fué de leve a
muy fuerte (1-4+) con los anticuerpos HMFGl (2+), HMFG2 (2-3+),
LBL1 (2-3+), LBL2 (1-2+) (Tabla 5) y LBL3 (2-4+), mientras que
con LBL4 (2-3+), LBL5 (3-4+) vy LBL6 (2-4+) en las estructu-
ras ductiformes y tubulo-ductales la reaccidén fué de moderada a
muy fuerte (2-4+) (Tabla 6). Se observaron islas de células
fusiformes moderadamente positivas (2+) con LBL1 (Tabla 9).

CASO F025287.

Paciente femenino de 47 afios de edad con lesidn localizada
en la mucosa bucal izquierda.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. La revisidn microscédpica
permitid observar una neoplasia de epitelio glandular, compuesta
principalmente por tejido metaplédsico de aspecto condroide y
mixoide, con células condroides, estrelladas, fusiformes y redon-
das en forma aislada y en pequefios grupos, ocupando la parte
central de la neoplasia. La zona celular estd compuesta por
células epiteliales poligonales, fusiformes de nicleos hiper-
cromdticos y escaso citoplasma, formando laminas, cordones y
nidos compactos 6 con estructuras ductiformes. En la periferia de
la neoplasia se encuentran islas celulares conteniendo en el
centro material condroide 6 mucoide. El estroma de tejido conec-
tivo laxo se encontrd hialinizado en la mayor parte. La neoplasia
se encontrd® cubierta por una céapsula fibrosa infiltrada en algu-
nas 4reas por células neoplésicas.
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Tincidén con Inmunoperoxidasa. En la zona de predominio celular,
adyacente a la céapsula , se encontraron islas celulares con
formaciones ductiformes, la reaccidn en la secrecidn es modera-
damente positiva (2+) en forma heterogénea, en el borde luminal
es moderada (2+) y en el citoplasma celular fué levemente
positivo (1+) con los anticuerpos HMFG2, LBL1-LBL3. El resto de
los anticuerpos fueron negativos.

CASO F031487.

Paciente femenino de 18 afios de edad con lesidén localizada
en zona de paladar duro.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observd 1la presencia
de una neoplasia benigna de tejido glandular, altamente celular,
algunas células con forma plasmocitoide, fusiforme, estrellada,
poliédrica, de nicleo central grande e hipercromdtico y citoplas-
ma eosindfilo. Otras células observadas, muestran aspecto basa-
loide con nicleo polarizado e hipercromdtico dispuestas en empa-
lizada. Las otras células formaron cordones y nidos compactos &
con estructuras ductales que contenian secrecidn eosindéfila.
También se observaron zonas con edema. Mostrd escaso estroma de
tejido conectivo laxo, con zonas hialinas, mixoides, mucoides y
zonas de hemorragia.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las zonas celulares que muestran
formaciones de estructuras ductiformes, con HMFGl (2+) y HMFG2
(2+) la reaccién en su borde luminal es moderadamente (2+) posi-
tivo y en el citoplasma de las células fué también moderada (2+),
en tanto con LBL1 y LBL2 la reaccidén fué de fuerte a muy fuerte
(3-4+) (Tabla 5), LBL3 reacciondé en forma moderada a fuerte (2-
3+) (Tabla 6). Las células fusiformes mostraron una reaccidn leve
(1+4) con HMFG2 y de moderada a fuerte (2-4+) con LBL1-LBL3 (Fig.
4) y con LBL6 la reaccidén fué moderada (2+) (Tabla 9). Las
dreas de metaplasia escamosa reaccionaron ligera 6 moderadamente
(1-2+) raramente con LBL1, LBL2 (Tabla 7). Mientras LBL4 y LBLS5
no mostraron reaccidén (Tabla 8).

CASO F013588.

Paciente masculino de 28 afios de edad con lesidén en 1la
gladndula pardétida del lado izquierdo.
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Tincidén con Hematoxilina y Eosina. El estudio microscédpico
reveld la presencia de wuna 1lesidn neoplasica Dbenigna
originada en tejido glandular, poco celular , compuesta princi-
palmente por un estroma metaplasico, con caracteristicas condroi-
des, mixoides y mucoides, Entre este tejido metapldsico se en-
contraron células epiteliales de forma (fusiformes, poliédricas)
y tamafio variable, acomodadas en bandas, nidos grandes y peque-
flos. Se observdé un tipo de célula de aspecto ductal con
citoplasma ligeramente baséfilo y nlcleo central formando estruc-
turas ductiformes con y sin lumen. Algunas células aisladas con
forma estrellada y condroide se localizaron entre el tejido me-
taplésico. La neoplasia se encuentra dividida en 1lébulos por
bandas de fibras coldgenas gruesas, algunas hialinizadas, con
infiltrado inflamatorio crénico. La neoplasia se encontrd par-
cialmente cubierta por una céapsula fibrosa.

Tincidén con Inmunoperoxidasa.Se observaron algunas estructuras
ductiformes no vistas con H&E, que con los anticuerpos HMFG1,
HMFG2, LBL1-LBL4 reaccionaron en el borde luminal moderadamente
(2+) y la secrecidén levemente (1+), en tanto que el citoplasma es
raro. Los espacios celulares de la metaplasia condroide fueron
ligeramente positivos (1+), en estas estructuras la reaccidn es
con la misma intensidad y cantidad con los anteriores anticuer-

pos. Los dos anticuerpos monoclonales, LBL5 y LBL6 fueron negati-
vos.

CASO FO0689.

Paciente masculino de 43 afios de edad con lesidén localizada
en glandula pardtida.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Microscopicamente fué observa-
da una neoplasia benigna de tejido glandular con zonas de gran
celularidad. Algunas células mostraban forma poligonal con nicleo
tenuemente baséfilo y abundante citoplasma eosindéfilo claro, con
aspecto de célula ductal. Se observaron zonas de metaplasia
escamosa (Fig. 3) formada por rosetas 6 nidos bien delimitados
junto con algunas estructuras ductiformes. Estas rosetas se
encontraron entre células de forma fusiforme, triangular & cibi-
cas, de nicleo grande e hipercromdtico y escaso citoplasma,
agrupadas en cordones y laminas. El estroma metaplasico es el
que predomina, mostrando &reas de aspecto hialino, mixoide, con-
droide y mixocondroide. También se observdé tejido glandular de
aspecto normal adyacente a la neoplasia.
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Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las células de la metaplasia es-
camosa mostraron en su citoplasma una reaccién de leve a fuerte
(1-3+) con HMFG1l, HMFG2, LBL1l y LBL2 (Tabla 7), en tanto que con
el resto de los anticuerpos existid reaccidén con similar
intensidad pero en menor cantidad de estructuras LBL3-LBL6
(Tabla 8).

CASO B84-0713.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Fue observada una neoplasia
benigna, muy celular, originada de tejido glandular. Las células
que la forman son poligonales, fusiformes, ovales y redondas, de
nicleos hipercromaticos, nucléolos prominentes, con escaso
citoplasma eosindéfilo. Las células forman laminas, islas & nidos
compactos con pocas formaciones ductales y codgulos eosindfilos.
También se observaron septos de fibras de coldgena algunas de las
cuales estéan hialinizadas, el estroma es laxo, hialino y con
zonas de aspecto mixoide. Junto a la neoplasia se observd tejido
glandular normal.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Con HMFGl el citoplasma de las
células fusiformes mostraron una reaccidn moderada (2+). Entre la
neoplasia se encontraron porciones de glandula normal, mostrando
las células mucosas reaccidn leve (1+) y las células de los
conductos también. Las células fusiformes en su citoplasma
mostraron reaccidén de moderada a muy fuerte (2-4+) aproximada-
mente en 1-3% con los anticuerpos HMFG2, LBL4, LBL5 vy LBL6
(Tabla 9).

CASO B86-13.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
benigna moderadamente celular, compuesta por células epiteliales
de forma poligonal, fusiforme, estrellada, de nlcleos grandes y
nucléolos evidentes, formando nidos pequefios y grandes con es-
tructuras ductiformes rodeados por células de aspecto clbico (con
caracteristica de célula ductal), conteniendo coagulos eosindfi-
los. El1 estroma lo constituyd tejido conectivo laxo, con fibro-
blastos grandes, algunas zonas hialinizadas y mixoides.
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Tincidén con Inmunoperoxidasa. Los bordes luminales de las
estructuras ductiformes fueron moderadamente (2+) positivos, el
citoplasma celular mostrd una reaccidn moderada (2+) y la secre-
cién fué leve (1+) con HMFGl. En tanto que con LBL1l, las célu-
las fusiformes fueron de moderada a fuertemente positivas (2-3+)
(Tabla 9) y el borde luminal y el citoplasma celular de las
estructuras ductiformes fueron de leve a fuertemente (1-3+)
positivos (Tabla 5). Con el resto de los anticuerpos fué negati-
vo (Tabla 6).

B86-84.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd bajo el microscopio
de luz una neoplasia benigna de epitelio glandular compuesta por
células epiteliales, adoptando patrones ductiformes, también
constituida por nidos de metaplasia escamosa, la lesién se en-
contrd semi-cubierta por una cdpsula fibrosa de tejido conectivo.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las estructuras ductiformes en la
superficie luminal mostraron una reaccidén de moderada a fuerte
(2-3+) en un 2-20% con todos los anticuerpos monoclonales (HMFG1,
HMFG2, LBL1-LBL5 y LBL6; Tablas 5 y 6) y la metaplasia escamosa
mostrd una reaccidn ligera (1+) con HMFGl y HMFG2 (Tabla 7).

CASO S728202 B4.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Fue observada una neoplasia
benigna de tejido glandular, muy celular, con células fusiformes,
estrelladas, cUbicas, triangulares de tamafio variable, con niGcleo
central grande y abundante citoplasma eosindéfilo, formando
cordones, nidos grandes y pequefios, estructuras tubulares y
ductales con doble capa celular y codgulos eosindéfilos en su
interior, mezclados en un estroma de tejido conectivo laxo me-
tapldsico de aspecto mixoide, mucoide y hialino.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Con HMFGl y HMFG2, el citoplasma de
las células fué moderadamente (2+) positivo, él borde de las
estructuras ductiformes y la secrecidén fueron de fuerte a muy
fuertemente (3-4+) positivas (con ambos anticuerpos, la reac-
cién en intensidad y porcentaje es la misma). LBL1 (Tabla 5),
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LBL3 y LBL4 reaccionaron de leve a moderado (1-2+), casi exclusi-
vamente con la secrecidén y en menor proporcidén con el citoplasma
(Tabla 6). LBL5 y LBL6 reaccionaron en diferentes proporciones

(Tabla 6). LBL2 reacciond débilmente con las células fusiformes
(Tabla 9).

CASO S651921B2.
Neoplasia benigna de glandula submandibular.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. La revisidén microscédpica
mostrd la presencia de una neoplasia benigna originada en
epitelio glandular, muy celular y con moderada cantidad de
estroma metapldsico. Las células que lo forman son fusiformes,
estrelladas, poligonales, ovales, de tamafio variable formando
nidos eosindéfilos claros bien delimitados, formando metaplasia
escamosa, algunos con perlas de queratina o células cibicas
formando estructuras ductiformes y microquistes. El estroma
estuvo formado por tejido conectivo laxo, con zonas mucoides,
hialinas y mixoides. Adyacente a la neoplasia se encontrd tejido
glandular de apariencia normal.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las estructuras ductiformes en sus
diferentes componentes fueron de leve a moderadamente (1-2+)
positivas con HMFG2 (raro; Tabla 5), LBL3 (raro) y LBL5 (Tabla
6). Las células fusiformes mostraron una reaccidn de moderada
a fuerte (2-3+) con LBL6 (Tabla 9). La metaplasia escamosa fué de
leve a moderada (1-2+) en su reaccidén con HMFG2, LBL1, LBL2
(Tabla 7), LBL3-LBL6 (Tabla 8).

CASO sS689238 D1.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado corres-
pondidé a una neoplasia benigna de tejido glandular, muy celular
y poco estroma, con macroquistes conteniendo una substancia
eosindéfila clara y espacios de cristales de colesterol. Las
células fueron de forma y tamafio variable, de nlGcleo grande e
hipercromdtico con citoplasma eosindéfilo abundante en algunas,
escaso en otras, adoptando un patrdén en bandas, cordones o masas
semicompactas, formaciones de estructuras tubulo-ductales y
ductiformes, ocupadas por secreciones. El estroma de tejido
conectivo laxo fué escaso y con areas mixoides.
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Tinciébn con Inmunoperoxidasa. Las estructuras ductiformes vy
tubulo-ductales fueron ligera y moderadamente positivas, en la
membrana celular, el borde luminal con HMFGl1l y HMFG2. La
secrecidn fué de moderada a fuerte (2-3+) en pro-
porciones diferentes entre HMFGl y HMFG2 (Tabla 5). Las células
claras fueron ligeramente positivas (1+) solo con HMFG1l, 1las
células fusiformes fueron de moderada a fuertemente positivas
(2-3+) con LBL6 (Tabla 9). Con los anticuerpos LBL3 y LBL6 se
observd una escasa reaccidén en forma moderada (2+) (Tabla 6).

Los adenomas pleomorfos muestra diferentes patrones histo-
morfoldgicos que podrian ser usados como una caracteristica de
diferenciacidén celular, en este particular estudio fue posible
observar que aquellos tumores que mostraban estructuras
ductiformes bien definidas mostraron una respuesta mas especifi-
ca por los anticuerpos HMFG1-HMFG2, LBL1l, LBL2 (Tabla 5) y LBL3 y
en menor proporcidén con el resto de los anticuerpos monoclonales
(Tabla 6). Aquellos tumores que mostraron dentro de sus carac-
teristicas histomorfoldgicas metaplasia escamosa con formacidn de
perlas de queratina, exhibieron una mayor actividad con casi
todos los anticuerpos con diferentes niveles de intensidad en la
inmunoreaccién (Tablas 7 y 8). Asi con sus diferentes componen-
tes, estos tumores mostraron distinta intensidad en la inmuno-
reaccidn entre uno y otro anticuerpo monoclonal (Tabla 10). Las
células fusiformes y la variedad de células claras (estas 1dlti-
mas presentes en cinco tumores) presentaron reaccidén en menor
porcentaje y baja intensidad con pocos anticuerpos.
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Tabla 5. Estructuras ductiformes: Reaccidén de sus componentes con

los anticuerpos HMFGl- HMFG2, LBL1-LBL2.

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

Caso No. HMFG1 HMFG2 LBL1 LBL2
FO7177 2-3+ 3-4+ 2-4+ 2-4+
F06383 0 0 0 0
F014385 - 2+ 3+ 3+
F0O38185 2-3+ 3-4+ 1-4+ 1-4+
FO16587 1-3+ 1-3+ 3+ 3+
FO5887 2+ 2+ 2+ 2+
F020687 2+ 2-3+ 2-3+ 1-2+
F025287 muy raro muy raro muy raro muy raro
FO31487 2+ 2+ 3-4+ 3-4+
FO13588 muy raro raro raro raro
FO0689 raro - - -
B84-0713 0 0 0 0
B86-13 2+ - 1-3+ -
B86-84 2-3+ 2-3+ 2-3+ 2-3+
S728202B4 2-4+ 1-2+ 1-2+ -
S651921B2 muy raro 2+ - -
S689238D1 2+ 2-3+ - -

0= No tiene estructuras ductiformes; - negativo; leve; 2+

= moderado;

fuerte;

muy fuerte.
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Tabla 6. Estructuras ductiformes: Reaccidén de sus componentes con
los anticuerpos monoclonales LBL3-LBL6.

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

Caso No. LBL3 LBL4 LBLS LBL6
FO7177 3-4+ 3-4+ 3-4+ 3-4+
FO6383 0 0 0 0
F014385 3-4+ - - -
FO38185 2-4+ 2-4+ 2-4+ 2-4+
FO16587 2+ 2-4+ 1-2+ 2+
FO5887 2-3+ 2-3+ - -
F020687 2-4+ 2-3+ 3-4+ 2-4+
F025287 2+ - - -
F031487 2-3+ - - -
FO13588 2+ raro - -
FO0689 - - - -
B84-0713 0 0 0 0
B86-13 - - - -
B86-84 1-3+ 1-3+ muy raro 2-3+
S728202B4 1-2+ 1-3+ 2-3+ 1-4+
S651921B2 muy raro - muy raro -
S689238D1 muy raro - - 2+
0 = No tiene estructuras ductiformes; - = negativo; 1+ = leve; 2+

moderado; 3+ = fuerte; 4+ = muy fuerte.



Tabla 7. Metaplasia escamosa:
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Inmunoreaccidén con los anticuerpos

monoclonales HMFG1-HMFG2, LBL1-LBL2.

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

Caso No. HMFG1 HMFG2 LBL1 LBL2
FO7177 0 0 0 0
FO6383 0 0 0 0
F014385 0 0 0 0
FO38185 1+ 1+ 2-3+ 2-3+
FO16587 0 0 0 0
FO5887 muy rara - 1-2+ 2+
F020687 0 0 0 0
F025287 0 0 0 0
FO31487 - - 1-2+ 2+
FO13588 muy rara - - muy rara
FO0689 1+ 1+ 2-3+ 1-3+
B84-0713 0 0 0 0
B86-13 0 0 0 0
B86-84 1+ 1+ - -
S728202B4 - - - -
S5689238D1 0 0 0 0
S651921B2 - 1+ 1-2+ 1+

0 = No se observo metaplasia escamosa; - = negativa; 1+ = leve;
2+ = moderada; 3+ = fuerte; 4+ = muy fuerte.



Tabla 8. Metaplasia escamosa:
monoclonales LBL3-LBL6.
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Inmunoreaccidén con los anticuerpos

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

Caso No. LBL3 LBL4 LBL5 LBL6
FO7177 0 0 0 0
FO6383 0 0 0 0
FO014385 0 0 0 0
FO38185 1-3+ 2-3+ muy rara 2-3+
F016587 0 0 0 0
FO5887 2-3+ 2-3+ - muy rara
F020687 0 0 0 0
F025287 0 0 0 0
FO31487 - - - muy rara
FO13588 - - - -
FO0689 1-3+ 1-2+ 1-3+ 1-2+
B84-0713 0 0 0 0
B86-13 0 0 0 0
B86-84 - - - -
S728202B4 - - - muy rara
S689238D1 0 0 0 0
S651921B2 1+ 1+ 1+ 1+

0 = No muestra metaplasia escamosa; - = negativa; 1+ = leve; 2+ =

moderada; 3+ =

fuerte;

muy fuerte.
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Tabla 9. Inmunoreaccidn de las células fusiformes de los adenomas
pleomorfos con los anticuerpos contra HMFG.

Anticuerpo No. de tumores con Intensidad de la reaccidén

células fusiformes (no. de tumores con célu-
positivas (%) fusiformes positivas)

HMFG1 4/17 (23.5%) 1-3+ (4/17)

HMFG2 3/17 (17.6%) 1-2+ (3/17)

LBL1 4/17 (23.5%) 2-4+ (4/17)

LBL2 3/17 (17.6%) 1-3+ (3/17)

LBL3 4/17 (23.5%) 2-4+ (4/17)

LBL4 3/17 (17.6%) 2-3+ (3/17)

LBL5 2/17 (11.7%) 2-3+ (2/17)

LBL6 5/17 (29.4%) 2-4+ (5/17)

1+ = Leve; 2+ = moderada; 3+ = fuerte; 4+ = muy fuerte.
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Tabla 10. Analisis del nGmero de tumores que reaccionaron con
los anticuerpos contra HMFG (estructuras ductiformes y metaplasia
escamosa) .

Anticuerpo No. de tumores Intensidad de la reaccidn
positivos (%) (no. de tumores)
HMFG1 11/17 (64.7%) 1-4+ (11/17)
HMFG2 13/17 (76.5%) 2-4+ (13/17)
LBL1 12/17 (70.6%) 1-4+ (12/17)
LBL2 9/17 (52.9%) 1-4+ (9/17)
LBL3 13/17 (76.5%) 1-4+ (13/17)
LBL4 8/17 (47%) 1-4+ (8/17)
LBL5 7/17 (41.2%) 1-4+ (7/17)
LBL6 7/17 (41.2%) 1-4+ (7/17)

- = No existid reaccidn; 1+ = leve; 2+ = moderada; 3+ = fuerte;
4+ = muy fuerte.
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b) Oncocitoma (Adenoma oxifilico)

CASO FO026586

Paciente femenino de 65 afios, con lesién localizada en la
regidn postero-inferior de la glandula pardtida.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
benigna de glandula salival, constituida por células grandes,
bien delimitadas, con abundante citoplasma eosindéfilo, granular,
con nicleo central grande, palido & hipercromdtico, algunos de
ellos con cariolisis, cariorrexis y nucléolos prominentes. Las
células estan arregladas en cordones 6 nidos compactos, existen
formaciones ductiformes conteniendo poca secrecidn y también
tiene escaso estroma de aspecto hialino muy vascularizado y &areas
hemorridgicas. La lesidén esta limitada por una cépsula fibrosa
discontinua.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. El borde luminal de las formaciones
ductiformes y la secrecidn son levemente positivos (1+) con
HMFGl1. En tanto con HMFG2 y LBL1 reaccionaron en la mayor parte
de la muestra y LBL3-LBL6 reaccionaron en toda la seccidn en
forma moderada (2+).
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2) Tumores Malignos

a) Carcinoma mucoepidermoide

CASO F023786 A

Paciente femenino de 14 afios de edad con lesidén localizada
en maxilar superior izquierdo.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Neoplasia maligna de grado
intermedio de tejido glandular, compuesta en su mayor parte por
células de citoplasma claro o levemente eosindéfilo, vacuolado,
con nilcleo central grande, hipercromdtico correspondiendo a la
célula mucosecretora. En tanto que la célula epidermoide que
compone a la neoplasia fué de forma poligonal, también se obser-
varon células columnares de citoplasma eosindéfilo, nidcleo hiper-
cromdtico, arregladas en cordones y patrones sdélidos. Pudo
observarse también un conducto. Formacidén de micro y macroquis-
tes conteniendo codgulos eosindéfilos homogéneos. El1 tumor mostrd
escaso estroma hialino y grandes areas hemorragicas.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Esta neoplasia solo mostrd moderada
reaccidén con el anticuerpo LBL2 por parte de las células mucose-
cretoras y epidermoides (Tabla 11 y 12).

CASO F028486

Paciente masculino de 60 afios de edad con lesidn neoplésica
localizada en el &rea retromolar derecha.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina: Se observd la presencia de
una neoplasia maligna de grado intermedio, originada
en epitelio glandular, constituida por células redondas,
ovales, poligonales, de limites bien definidos, dispuestas en
grupos compactos. Estuvo formada por dos tipos celulares,
uno de ellos de tipo mucoso con forma redonda, citoplasma
claro, vacuolado, con nuicleo central grande hipercromatico; el
otro tipo de célula con caracteristicas de célula epidermoide,
de citoplasma eosindéfilo, de nlGcleo grande, hipercromatico,
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nucléolos prominentes, existieron &reas con microquistes y
formaciones ductiformes con codgulos eosindéfilos. El estroma
circundante en algunas &dreas presentd hialinizacidén. La neoplasia
esta muy vascularizada y se observaron dreas hemorrdgicas.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las células epidermoides mostraron
una reaccidén ligera (1+) con los anticuerpos monoclonales HMFG1-
HMFG2, en tanto que con LBL4 y LBL6 la reaccidén fué de moderada a
fuerte (2-3+) (Tabla 11 y 12).

CASO F024987

Paciente femenino de 43 afios de edad con lesidén neoplésica
en la zona retromolar derecha.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina: Fue observada una neoplasia
maligna bien diferenciada de epitelio glandular, compuesta predo-
minantemente por células mucosas de citoplasma claro o levemente
eosindéfilo, vacuolado, con nicleo central pequefio, picnético. El
otro tipo celular que también compone a la neoplasia, son célu-
las epidermoides que mostraron forma poligonal y en algunas &reas
fueron fusiformes, de citoplasma eosindéfilo, nitilcleo
hipercromatico, las células estdban agrupadas en masas sdlidas.
Se observaron conductos con cambios neoplasicos, formaciones
ductiformes, micro y macroquistes conteniendo un material eosind-
filo de aspecto mucoide y homogéneo en algunas zonas. Las
islas de <células neopléasicas se encontraron rodeadas por un
estroma de tejido conectivo fibroso denso, muy vascularizado, con
grandes zonas hemorrdgicas y escaso infiltrado inflamatorio
crébnico. La neoplasia se encontrd cubierta por una capa de
epitelio escamoso estratificado queratinizado.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Con HMFGl, la secrecidn de las
dreas microquisticas fueron moderadamente positivas (2+) al igual
que las células epidermoides. Con HMFG2 la secrecidn fué moderada
(2+) y las células epidermoides de leve a moderada (1-2+) en un.
Con LBL1 la reaccién fué de leve a moderada (1-2+) en las célu-
las mucosecretoras, en la secrecidén y en las células epidermoi-
des. LBL2 reacciond con la secrecidén en un 30-40% en forma mode-
rada (2+). LBL3 en las células mucosecretoras y en la secrecidn
reaccionaron de fuerte a muy fuerte (+3-4). Mientras que con LBL4
y LBL5 las secreciones mostraron de leve a moderada reaccidén (1-
2+) (Tabla 11 y 12).
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CASO F012989.

Paciente femenino de 31 afios de edad con lesidén localizada
en paladar duro.

Tincidn con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
maligna de grado intermedio, constituida por células mucosecreto-
ras y células epidermoides, agrupadas en patrones sdlidos, ducti-
formes y quisticos con proyecciones papilares hacia la luz,
también fueron observados ductos con metaplasia escamosa, que-
ratinizacién individual y pequefias perlas de queratina, 1las
células epidermoides muestran hipercromatismo nuclear, nucléolos
prominentes y pleomorfismo celular. Los quistes se encontraron
revestidos por una o dos capas de células epiteliales cibicas y
células de Goblet intercaladas. El estroma de tejido conectivo
fibroso denso mostrd zonas de metaplasia hialina, grandes &reas
hemorragicas e infiltrado inflamatorio crdénico. La neoplasia se
encontrd cubierta por epitelio estratificado escamoso querati-
nizado.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. La secrecidn mucosa y las células
epidermoides que formaron parte de esta neoplasia maligna
mostraron una afinidad de moderada a fuerte (2-3+) con los anti-
cuerpos monoclonales LBL1, LBL2 y LBL3 (Tabla 12).

CASO S7712504A1.
Lesidn localizada en glandula sublingual.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina: Se observd una neoplasia
maligna bien diferenciada de tejido glandular, compuesta por
células mucosecretoras en su mayor parte y por células del tipo
epidermoide. Las células mucosecretoras tienen citoplasma claro &
ligeramente bas6filo, vacuolado, con nicleo picndético. Las célu-
las de tipo epidermoide tienen forma poliédrica o fusiforme, con
citoplasma intensamente eosindéfilo y nilcleo central hipercroma-
tico. Las células estdn agrupadas en nidos rodeadas por escasas
bandas de tejido conectivo hialino. También se observaron con-
ductos grandes (excretores) formados por células mucosecretoras y
células epiteliales columnares, cuboidales y fusiformes con
cambios metaplédsicos, conductos pequefios y areas quisticas que
contienen codgulos eosindéfilos. El estroma circundante es fibro-
so denso, con &reas hialinas, altamente vascularizado, &areas con
hemorragia antigua e infiltrado inflamatorio crénico, haces
gruesos de terminaciones nerviosas, tejido adiposo y una capa de
epitelio estratificado escamoso en la superficie externa.
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Tincidén con Inmunoperoxidasa. Las células epidermoides de esta
neoplasia mostraron una afinidad de leve a fuerte (1-3+) con los
ocho anticuerpos monoclonales.

CASO S78540B9.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina: Se observd una neoplasia
maligna compuesta por células redondas, de citoplasma claro,
levemente eosindéfilo, de nilcleo pequefio y por células epidermoi-
des que muestran pleomorfismo celular, hipercromatismo y
pleomorfismo nuclear, pérdida de la adhesidén, se observaron
algunas masas compactas e islas aisladas infiltrando misculo. El
estroma estaba formado por tejido conectivo fibroso denso con
algunas Aareas hialinas, infiltrado inflamatorio crénico y algunas
células multinucleadas reactivas.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Esta neoplasia uUnicamente mostrd
reaccidn con los anticuerpos HMFGl y HMFG2 en forma leve y mode-
rada (1-2+). HMFGl1L en las células epidermoides y mucosecretoras
y HMFG2 con las células mucosecretoras uUnicamente (Tabla 11 y
12).

Como se ha podido observar entre una neoplasia y otra las
respuestas a los anticuerpos monoclonales varia en intensidad y
porcentaje (Tablas 11 y 12), dependiendo del grado de malignidad
(diferenciacidén celular y actividad funcional) de cada una de las
neoplasias estudiadas.
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Tabla 11. Carcinoma mucoepidermoide: Reaccidn con los anticuerpos
monoclonales contra HMFG; HMFG1-HMFG2, LBL1-LBL2.

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

(componentes)
Caso No. HMFG1 HMFG2 LBL1 LBL2
F023786 - - - 2+ (CM, CE)
(GI)
F028486 1+ (CE) 1+ (CE) - -
(GI)
F0O24987* 2+ (S, CE) 1-2+ (S, 1-2+ (CM, 2+ (S)
(BG) CE) S, CE)
F012989%* - - 2-3+ (S, 2-3+ (8,
(GI) CE) CE)
S7712504A1 2-3+ (CE) 3+ (CE) 2+ (CE) 2+ (CE)
(BG)
S78540B9 1-2+ (CM, 2+ (CM) - -
(AG) CE)

BG= Bajo grado de malignidad; GI= Grado intermedio; AG= alto
grado; CM= células mucosecretoras; CE= células epidermoides; S=
secrecidn.

- = Negativo; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = fuerte; 4+ = muy
fuerte.

* Estas neoplasias histoldgicamente mostraron microquistes y
conductos con secrecidn mucosa, siendo positivas estas secrecio-
nes con algunos anticuerpos monoclonales.
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Tabla 12. Carcinoma mucoepidermoide: Reaccidn con los anticuerpos
monoclonales contra HMFG; LBL3-LBL6.

Inmunoreaccidén con los anticuerpos monoclonales

(componentes)
Caso No. LBL3 LBL4 LBLS5 LBL6
F023786 - - - -
(GI)
F028486 - 3+ (CE) - 2+ (CE)
(GI)
F024987* 3-4+ (S 1-2+ (S) - 2+ (9)
(BG) CM)
FO012989%* 2-3+ (S - - -
(GI) CE)
S7712504A1 1-2+ (CE) 1-2+ (CE) 2-3+ (CE) 1-2+ (CE)
(BG)
S78540B1 - - - -
(AG)

BG= Bajo grado de malignidad; GI= grado intermedio; AG= alto
grado; CM= cElulas mucosecretoras; CE= células epidermoides; S=
secrecidn.

- = Negativo; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = fuerte; 4+ = muy
fuerte

* Estas neoplasias histoldgicamente mostraron microquistes y
conductos con secrecidén mucosa, siendo positivas estas secrecio-
nes con algunos anticuerpos monoclonales.
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b) Carcinoma Adenoideo Quistico

CASO SS75317617.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
maligna de tejido glandular compuesta por células pequeiias de
forma cuboidal, de nicleo grande hipercromatico, con escaso
citoplasma eosindéfilo, formando estructuras ductales & islas
compactas pequeflas y grandes, algunas de estas islas mostraron
microquistes, conteniendo codgulos eosindéfilos & secrecidén lige-
ramente basbéfila. También se observd compresidn vascular por
parte de las islas de células neoplédsicas e invasidén a tejido
adiposo. El estroma estaba formado por tejido conectivo denso con
dreas hialinas entre las islas de células neoplasicas. También se

observd gran vascularidad y escaso infiltrado inflamatorio créni-
co.

Tincidn con Inmunoperoxidasa. Las estructuras ductales que fueron
las que predominaron en esta neoplasia, mostraron una reaccidén de
leve a moderada (1-2+) con los anticuerpos monoclonales HMFGl y

HMFG2, siendo negativo con el resto de los anticuerpos monclona-
les.

CASO SS832947BS6.

Lesién localizada en glandula submandibular.

Tincidén con Hematoxilina y Eosina. Compuesta por células epite-
liales de forma cibica, adoptando un patrdén cribiforme, conte-

niendo en el centro material hialino.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. Esta neoplasia no presentd reaccidn
con ninglGn anticuerpo.

CASO SS8312105CS8.
Lesién localizada en glandula pardtida.

Tincidn con Hematoxilina y Eosina. Se observd una neoplasia
maligna, formada por células pequefias, homogéneas de forma cibi-
ca, con nlcleo grande e hipercromdtico, de escaso citoplasma
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eosindéfilo, acomodadas en islas con aspecto cribiforme. Las
estructuras ductales mostraron codgulos eosindéfilos y secrecién
mucosa ligeramente basdéfila. E1 estroma era denso y en zonas
adyacentes a las islas de células neoplasicas estaba hialinizado.

Tincidén con Inmunoperoxidasa. El anticuerpo monoclonal HMFG2, fué
el Gnico que mostrd una moderada reaccidén (2+) con ésta neopla-
sia.
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c) Carcinoma epidermoide pobremente diferenciado.
CASO S63126C2.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Fue observada una neoplasia
maligna, compuesta por células de estirpe epitelial, de nicleo
hipercromdtico, con alteraciones en la relacidén nlcleo-citoplas-
ma, hipercromatismo celular, discariosis, pérdida de la polari-
dad, aumento en el nimero de mitosis, mitosis anormales, pérdida
de la adhesidén. Las células forman cordones e islas. El estroma
circundante es laxo, con zonas hialinas, mixoides y necrosis
coagulativa y también grandes zonas hemorragicas.

Tincidn con Inmunoperoxidasa. Las células que caracterizan a ésta
neoplasia no mostraron reaccidén con ningln anticuerpo, siendo
negativo a los ocho anticuerpos monoclonales.
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IV. DISCUSION

Los anticuerpos monoclonales para HMFG detectan carbohidra-
tos terminales en las cadenas laterales de moléculas glucoprotei-
cas de la membrana del gldébulo de grasa de la leche humana
(Taylor-Papadimitriou et. al., 1981). Entre las glucoproteinas
del HMFG, hay una de alto peso molecular parecida a las mucinas
salivales. El anticuerpo designado HMFGl detecta carbohidratos
complejos en glucoproteinas largas, de alto peso molecular mien-
tras que el designado HMFG2 detecta moléculas pequefias de bajo
peso molecular [donde la glucosilacidén puede ser incompleta y
los residuos de acidos sidlicos mas expuestos (Taylor-Papadimi-
triou, et al., 1981; Griffiths, et al., 1987)]. Los estudios
realizados con los anticuerpos HMFGl y HMFG2 en el epitelio de
la glandula mamaria y en sus neoplasias, muestran importantes
diferencias entre ambos anticuerpos monoclonales. HMFG2 se expre-
sa fuertemente en los carcinomas ductales metastdsicos, en tanto
que HMFG1l reacciona mas fuertemente con las células mamarias
normales y en lactacidén (demostrado en células de cultivo)
(Burchell et. al., 1983). Los determinantes sencillos en HMFG
permiten un andlisis mas detallado del contorno de las células
epiteliales mamarias malignas en comparacidén con su contraparte
benigna (Taylor-Papadimitriou, et al., 1981). La expresidén de los
determinantes antigénicos por las células epiteliales mamarias
normales y malignas cultivadas, muestran gran diversidad princi-
palmente las expresadas con HMFG2 (Taylor-Papadimitriou et. al.,
1981) . Los anticuerpos contra HMFG son detectados en suero de
pacientes con céancer de glandula mamaria (Ashorn et. al., 1988;
Cooper et. al., 1989; Ceriani et. al., 1990) y en pacientes con
cancer de ovario (Ashorn et al., 1988). También son utilizados en
inmunocentigrafia (Burchell et. al., 1984), en la localizacidn de
tumores en pacientes con Cancer (Griffiths et. al., 1986) y en el
diagnéstico y prondstico del Céancer (Wrba et al., 1988).

Los anticuerpos monoclonales LBL1-LBL6 son utilizados en
contra de las membranas de HMFG, detectan glucoproteinas largas
unidas a moléculas de glucoproteinas sencillas de la membrana
del gldébulo de grasa de la leche humana (PAS-0), el cual es un
antigeno de alta diferenciacidén en la superficie de la célula
epitelial normal de la glandula mamaria en lactacidén y también
es establecida en la superficie de muchos tumores mamarios y
lineas celulares de carcinomas mamarios. Un rasgo caracteristico
e importante de estas células que expresan PAS-O es la heteroge-
nicidad de célula a célula con respecto a la presencia o ausencia
de la molécula (Moss et al., 1988).
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En general se observd que los anticuerpos HMFG 1 y HMFG2, se
expresan principalmente sobre el sistema de conductos y con mayor
intensidad en las glandulas submandibulares (Tabla 1) que en las
glandulas pardétida y labial (Tablas 2 y 3), mostrando mayor
reaccidén en la superficie luminal, observandose la reaccidn en
algunos casos en forma heterogénea, solo una glandula subman-
dibular mostrd® reaccidédn con HMFG1l sobre una pequeifla proporcidn
(10%) de los acinos serosos (Tabla 1).

Entre el panel de anticuerpos monoclonales LBL, LBL1 muestra
leve reaccién con los conductos de la glandula pardtida (Tabla
2) . LBL1, LBL2 y LBL3 mostraron reaccidn por los acinos serosos
de todas las gléandulas salivales normales (Tablas 1, 2 y 3), en
mayor proporcidén e intensidad sobre los &cinos mucosos espe-
cialmente de las glandulas labiales (Tabla 3).

LBL4 y LBL6 mostraron reaccidn en los &acinos serosos de las
glandulas labiales (Tabla 3). Esta variacidn en la reaccidn es
probablemente debida a la produccidén de mucinas de diferentes
pesos moleculares entre las glandulas salivales mayores y me-
nores.

A diferencia de lo observado en las glandulas salivales
normales, es importante hacer notar, que dentro de las muestras
de glandulas submandibulares normales, se establecid que cuatro
de ellas, mostraban cambios sugestivos de lesiones pre-
neoplédsicas o neopléasicas en sitios de las glandulas, mostrando
sobre esas areas alteradas respuestas de diferente intensidad
(3-4+) en su citoplasma y membrana celular de las células ducta-
les (Tabla 4), en comparacidén con las glandulas salivales norma-
les (Tablas 1, 2 y 3).

Esto sugeriria que estas alteraciones en el tejido glan-
dular, dejan al descubierto determinantes antigénicos que
normalmente estdn ocultos y que podria ser de utilidad en 1la
diferenciacidén y desdiferenciacidén celular. La respuesta obteni-
da en las glandulas salivales alteradas con los anticuerpos LBL2
y LBL3 (Tabla 4) es similar a la observada en algunos adenomas
pleomorfos (Tabla 5 y 6).

Mientras que en las glandulas salivales normales se en-
contrd patrones de reaccidén similares, los tumores mostraron
variaciones de respuesta, debida probablemente a la variedad en
su composicidén histomorfoldgica.
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Los adenomas pleomorfos (tumores mas comunes de las gléandu-
las salivales) muestran gran variedad de patrones histoldgicos,
lo cual es utilizado como caracteristicas de diferenciacién
celular en las clasificaciones (Eversole, 1971; Thackray and
Sobin, 1972; Work y Batsakis, 1977; Batsakis, 1980; Seifert et.
al., 1986; Seifert et al., 1990). En este estudio fué posible
observar, que aquellos tumores con estructuras ductiformes bien
definidas, mostraron una reaccidén mas especifica y consistente
con la mayoria de los anticuerpos, principalmente con HMFG1,
HMFG2, LBL1, LBL2 y LBL3 (Tablas 5 y 6). Aquellos adenomas pleo-
morfos con metaplasia escamosa que mostraban formacién de perlas
de queratina (3 tumores), su reaccidn fué con la mayoria de los
anticuerpos, a diferencia de aquellos en los cuales la formacidn
de perlas de queratina no era tan evidente (Tablas 7 y 8). Asi
como cada tumor muestra diferentes componentes histoldgicos,
también mostraron intensidad variable en la reaccidén entre uno y
otro anticuerpo (Tabla 10).

Esto puede sugerir que existe una diferenciacidén celular con
funciones especificas de las células, como es la formacidn de
ductos y perlas de queratina, y que posiblemente esta neoplasia
se origine a partir de los conductos intercalar (Regezi, 1977;
Batsakis, 1980; Seifert et al., 1986; Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989) 6 bien podria ser originado del conducto excretor
de las glandulas salivales.

Las células fusiformes que forma parte de los componentes
principales de esta neoplasia, mostraron reaccidén en muy pocos de
los tumores, siendo muy variable en proporcidén e intensidad
(Tabla 9).

La variedad de células claras presentes en estos tumores (4
casosg), mostraron reaccidn en menor proporcidn e intensidad con
escasos anticuerpos monoclonales.

Por lo tanto en los adenomas pleomorfos podemos encontrar
diferentes niveles de diferenciacidn y actividad celular,
pudiendo ser detectados con estos anticuerpos. También se
observd que aquellos adenomas pleomorfos en los cuales predomina
el material condroide mostraron una reaccidén menor que en los
cuales es menor la cantidad de dicho tejido o en los que abunda
el estroma hialino.

Los Carcinomas mucoepidermoide de bajo grado de malignidad
mostraron una respuesta casi uniforme con la  mayoria
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de los anticuerpos (de 7-8 anticuerpos), en tanto que los de
grado intermedio mostraron variedad de reaccidén en intensidad y
con los anticuerpos, principalmente con LBL4 y LBL6 (Tabla 11 y
12) que no mostraron reaccidén en las glandulas normales. En
contraste, el Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de maligni-
dad solamente mostrd una pequeila reaccidén con solo dos anticuer-
pos HMFG1-HMFG2 (Tabla 11 y 12).

Los Carcinomas adenoideo quistico y epidermoide que se
caracterizan por su alto grado de malignidad y su rapida faci-
lidad para dar metastasis no mostraron una afinidad especifica
por los anticuerpos. Solamente un carcinoma adenoideo quistico
mostrd una reaccidn leve a moderada (1-2+) con HMFGl y HMFG2. El
carcinoma epidermoide fué negativo con todos los anticuerpos.

Estos puntos son importantes de hacerse notar debido a que
entre un paciente y otro existe diferencia en la respuesta in-
munoldégica por su idiosincracia, edad, sexo etc., asi como entre
célula y célula existen diferencias en su fenotipo, aun pro-
cediendo de una misma célula progenitora, con el mismo genotipo,
el cual puede variar en su expresidén y de ahi la gran diversidad
de respuesta a los patrones terapéuticos.
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V. SUMMARY

The salivary glands play an important role in the health and
disease of the oral cavity. They produce saliva which controls
humidity, lubrication and pH balance in the mouth. Saliva
maintains the integrity of the mucous membrane and teeth, ecolo-
gical balance and remove debris. The manifestation of several
lesions in the salivary glands as tumors or reactions can produce
local or sometimes systemic alterations.

Benign or malignant tumors of the salivary glands are
uncommon and their origin is uncertain. Using a panel of eight
monoclonal antibodies to the human milk fat globule (HMFG) mem-
brane, the aim of this study was to examine the structure of
normal salivary glands and their tumors in detail, and to iden-
tify the origin of the tumors. A major tool that was used in the
study was immunohistochemical technique.

The expression of human milk fat globule (HMFG) membrane
antigens by salivary glands appeared to act as a marker of normal
glands and their tumors. This finding is analogous to results of
studies reported with mammary glands. The monoclonal antibodies
to HMFG membrane antigens used in this study were HMFG1l, HMFG2,
LBL1-LBL6; they detect glycoproteins of high molecular weight.
HMFG1l and HMFG2 were found to have a moderate reaction with the
duct system of normal salivary glands, and a negative reaction
with acinar cells. Of the LBL panel, LBL1-LBL3 had a reaction
with acinar cells (serous and mucinous cells) and LBL4-LBL6
showed a negative reaction with the structures of almost all
normal salivary glands (Tables 1, 2 and 3).

In the tumors studied, the reactivity of pleomorphic adeno-
mas with HMFG1 and HMFG2 antibodies was moderate to very
strong particularly in duct-like structures. HMFGl reacted with
eleven (64.7%) and HMFG2 with thirteen (76.5%) of a total of
seventeen adenomas. The LBL panel reaction was different with
each antibody. LBL1, LBL2 and LBL3 showed a light to very strong
reactivity with a majority of the tumors [LBL1 with twelve
(70.6%), LBL2 with nine (52.9%) and LBL3 with thirteen (76.5%)
adenomas respectively (Table 9)]. In contrast LBL4, LBL5 and LBL6
had a light to strong reaction with fewer tumors [LBL4 with eight
(47%), LBL5 with seven (41.2%) and LBL6é with seven (41.2%) adeno-
mas respectively (Table 9)]. The spindle-shaped cells of a few
tumors (2 to 5 tumors) displayed reactivity with almost all eight
monoclonal antibodies (Table 10).



113

Of six mucoepidermoid carcinomas, one tumor showed reaction
with all eight monoclonal antibodies, one with seven antibodies,
one with HMFG1l, HMFG2, LBL4 and LBL6, another only with HMFG1l and
HMFG2, another with LBL1, LBL2 and LBL3, and the last tumor
reacted only with LBL2. Importantly, the extent of immunoreacti-
vity appeared to correlate with the extent of cell differen-
tiation exhibited by the tumors (Tables 11 and 12).

Three adenoid cystic carcinoma were studied. Of these one
reacted with both HMFGl1l and HMFG2, another only with HMFG1l and
the third with neither of the two monoclonal antibodies. The LBL
panel also exhibited no reaction with any of the three carcino-
mas.

Only one epidermoid carcinoma was studied and it showed a
negative reaction with all eight monoclonal antibodies.

In summary, of all of the tumors studied, the reactivity of
the pleomorphic adenomas with the HMFG monoclonal antibodies was
most extensive, althought some components of mucoepidermoid and
adenoid cystic carcinomas were also immunoreactive. In general,
the most significant reaction observed in almost all tumors was
with cell that form duct-like structures.
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VI. CONCLUSIONES

Los anticuerpos monoclonales para HMFG, HMFGl y HMFG2 mos-
traron una reaccidén mas estable y consistente que los de la serie
LBL que muestran variaciones en su reaccidn.

Los anticuerpos monoclonales para HMFG, HMFGl y HMFG2
reaccionan especificamente con el sistema de conductos de las
glandulas salivales normales.

Los anticuerpos monoclonales correspondientes al panel de
LBL, LBL1, LBL2 y LBL3 inmunoreaccionan con las células acinares
serosas y mucosas, predominando los cinos serosos sobre los
mucosos .

Los anticuerpos LBL4, LBL5 y LBL6, no tienen un patrdn de
reaccidén bien definido en las glandulas salivales normales.

Los anticuerpos monoclonales para HMFG, reaccionan fuerte-
mente con aquellas células que presentan alteraciones sugestivas
como pre-neoplésicas.

Los anticuerpos monoclonales para HMFG reaccionan con las
neoplasias bien diferenciadas, cuyas células cumplen con fun-
ciones definidas.

Los anticuerpos monoclonales HMFGl y HMFG2 reaccionan con
células tumorales que tienen semejanza con la célula que les did
origen en el adenoma pleomorfo (estructuras ductiformes y me-
taplasia escamosa provenientes de las células de los conductos),
carcinoma mucoepidrmoide y carcinoma adenoideo quistico.

Los anticuerpos monoclonales LBL1, LBL2 y LBL3 mostraron
inmunoreaccidén con la mayor parte de los adenomas pleomorfos.
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