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INTRODUCCION

El Carcinoma Adenoideo Quistico (CAQ) es una neoplasia maligna de la glandula
salival, que representa el 10% de las neoplasias de origen salival, afectando con
mayor frecuencia a las glandulas salivales menores de cavidad oral. Fue descrito
por primeramente vez por Billroth en 1859 con el término de “cilindroma”.

El CAQ ha sido descrito con un curso inicial aparentemente asintomatico; sin
embargo, tiene un comportamiento agresivo a largo plazo, doloroso y con un patrén
de crecimiento lento y persistente. La metastasis frecuente en este tipo de entidades
compromete la vida de los pacientes afectados.

Histopatol6gicamente se encuentra constituida por células neoplasicas epiteliales y
mioepiteliales en tres patrones histologicos y por lo general, se clasifica segun el
patrén predominante.

La herramienta mas importante en el diagndstico es el examen fisico, biopsia,
apoyado por estudios de imagen como la resonancia magnética y la tomografia
computarizada contrastada para tejidos blandos, debido a que permiten visualizar
los tejidos blandos.

El tratamiento para esta neoplasia es multidisciplinar y multifasico e incluye la
reseccion quirargica, radioterapia, quimioterapia y terapia combinada (cirugia y
radioterapia, radioterapia y quimioterapia), siendo este ultimo el tratamiento de
eleccion.

Los trastornos linfoproliferativos de células B que se han asociado estrechamente
con el VEB incluyen, Linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin.
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. ANTECEDENTES

El carcinoma adenoideo quistico (CAQ) fue descrito por primera vez por
Robin, Lorain y Laboulbene en dos articulos publicados en 1853 y 1854 que
informan sobre un caso que afectaba parétida y dos casos en region nasales.! Estos
autores describieron caracteristicas cribiformes de las células tumorales y notaron
la invasion de las estructuras circundantes y la propagacion a lo largo de los

nervios.!

En 1856, Billroth consideraba esta lesion como un cilindroma, refiriéndose a
un a neoplasia formada por material hialino en una estructura similar a un cilindro
rodeado de células epiteliales.? En 1952, Reid introdujo el término "adenoideo
quistico”, que se uso posteriormente por Foote y Franzell para clasificar a este tipo
de neoplasias glandulas salivales. Describieron usualmente eran de tamafio
pequefio con una capsula incompleta, e invasion perineural y observaron que el
tratamiento quirargico radical mejoraba el pronéstico de los pacientes.! Fue hasta
1930 que Spies introduce el término “carcinoma adenoideo quistico" y la naturaleza

maligna de este tumor fue establecida por Dockerty y Mayo. % 34

En 1972, Eby y colaboradores informaron que la variante solida del CAQ tiene
peor pronostico que el subtipo cribiforme; también demostraron que el tipo tubular
tiene mejor pronéstico.* Garden et al. reportaron una relacién positiva entre la
evidencia microscopica de la invasion perineural y un mal prondstico.® Sin embargo,
aun quedan muchas controversias sobre el comportamiento clinico de este tumor.
Spiro y Huvos consideraron que el estadio de la enfermedad en el momento del
tratamiento primario, jugd un papel mucho mas importante que la clasificacion

histolégica en la determinacion del resultado clinico.*
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Conley y Dingman describieron que el CAQ es una de las neoplasias

bioldgicamente mas destructivas e impredecibles de la regién de cabeza y cuello.

Aun cuando la excision radical es el tratamiento de eleccion no mejora la

supervivencia del paciente ni la recurrencia local.!
1. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades.

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el CAQ, se define
como una neoplasia maligna de la glandula salival de crecimiento lento constituida
por células neoplasicas epiteliales y mioepiteliales en patrones tubular, cribiforme y

sélido.?

En los dultimos 50 afios, se han propuesto varias clasificaciones
histopatoldgicas para categorizar a las neoplasias de glandula salival, como la del
Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas (IPFA) y la de OMS, esta ultima
modificada en el 2017.2 En ella los tumores de la glandula salival se clasifican en 11
benignos, 22 malignos, 4 lesiones epiteliales no neoplasicas, 3 tumores benignos
de tejidos blandos y 1 tumor hematolinfatico (tabla 1).°

El CAQ se clasifica dentro de las neoplasias epiteliales malignas y es una
entidad agresiva con un alto indice de recurrencia. Clinicamente se observa como
un aumento de volumen que infiltra a tejidos adyacentes, doloroso y con tendencia
a invasion perineural, La invasion locoregional es poco frecuente y se asocia a

metastasis a distancia.®

De acuerdo a la clasificacion TNM, el CAQ se puede estadificar evaluando
tres componentes: T - la extensiéon del tumor primario, N - la ausencia o presencia
de metastasis ganglionares, y M - la ausencia o presencia de metastasis a distancia
(tabla 2).”
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Los estadios se basan en las caracteristicas TNM, el | y Il se consideran

enfermedad temprana, y los estadios Il y IV son tardias o enfermedad avanzada

(tabla3).”

Clasificacion de Tumores de Glandulas Salivales

Turmores Malignos
Carcinoma Mucoepidermoide 8430/3
Carcinoma Adenoideo Quistico 8200/3
Carcinorna de Células Acinares 8550/3
Adenocarcinoma Polimorfo de Bajo Grado 8525/3
Carcinoma de Células Claras 8310/3
Carcinoma de Celulas Basales 8147/3
Carcinoma Intraductal 8500/2
Adenocarcinoma NOS 8140/3
Carcinoma del Ducto Salival 8500/3
Carcinoma Micepitelial 5982/3
Carcinoma Epitelial- Micepitelial B8562/3
Carcinoma Ex-Adenoma Plecmorfo 8941/3
Carcinoma Secrefor 8502/3*
Adenocarcinoma $ebdceo 8410/3
Carcinosarcoma 8980/3
Carcinoma poco diferenciado

Carcinoma Indiferenciado 8020/3
Carcinoma neuroendocrino de células grandes 8013/3
Carcinoma neuroendocrno de células pequenias 8041/3
Carcinomna Linfoepitelial 8082/3
Carcinoma de Células Escamosas 8070/3
Carcinoma Oncocitico 8290/3
Potencial Maligno Incierto
Sialoblastoma 8974/1
Tumores benignos
Adenoma Pleomorfo 8940/0
tMioepitelioma 8982/0
Adenoma Células Basales 8147/0
Tumor de Warthin 8561/0
Oncocitorna 8290/0
Linfoadenoma B8563/0
Cistoadenoma 8440/0
Sialoadenoma Papilifero 8406/0
Papiloma Ductal 8503/0
Adenoma Sebdceo 8410/0
Adenoma Canalicular y otros adenomas ductales 8149/0
Lesiones epiteliales no neoplasicas
Adenosis Poliquistica Esclerosante
Hiperplasia Oncocitica Nodular
Sialoadenitis Linfoepitelial
Hiperplasia del Ducto Intercalar
Tumores benignos de tejidos blandos
Hemangioma 9120/0
Lipoma/ Sialolipoma 8850/0
Fascitis Nodular 8828/0
Tumores hematolinfaticos
Linfoma de la zona marginal extra ganglionar del tejido linfoide asociado a la
mucosa (MALTlinforna)

9499/3

Tabla 1 Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud modificada en 2017.
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T Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas

IX |Tumor primario no se puede NE@MNOdulos linfaticos regionales no se

evaluar puede evaluar
T0 |No hay evidencia de tfumor INOI Sin metdastasis a ganglios linfaticosfYle No  existe  metdstasis a
regionales distancia
T1  |Tumor 2cm o menos sin|hi Metdstasis en un solo ganglio iU Metdstasis a distancia
extension extra-parenquimatosa linfaticoipsilateral 3cm o menos.

T2 |Tumor entre 2cm vy 4 cm sin[NeAll Metdstasis inespecifica en N2ag,
extension extra- parenquimatosa N2b, o N2c.

NIl Metdstasis en un solo ganglio
linfaticoipsilateralentre 3 y 6cm

Metastasis en el ganglio linfafico
(NWloll ipsilateral mulliple no mayor a
bcm

Metdstasis en ganglios linfaticos
Nlell ipsilaterales contralaterales y
bilaterales no mayorde é6cm

13 |Tumor mayor de 4cm y/o con|NEEll Metastasis en  ganglio linfatico
extension extra- parenquimatosa mayor a 6cm

T4a [Tumor invade piel, mandibula,
conducto auditivo, o nervio
facial

T4b |[Tumor que invade base del
craneo, pterigoides y arteria
carotida

Tabla 2 Clasificacion de la OMS 2017: T- tumor primario, N- nédulos linfaticos regionales,

M- metdastasis a distancia.

Estadios para neoplasias malignas de Glandulas Salivales.

Tumor
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il 12 NO MO
Estadio llI 13 NO MO
TI-3 N1 MO
Estadio IVA | T1-3 N2 MO
T4a NO-2 MO
Estadio IVB | T4b CualquierN MO
Cualquier T N3 MO
Estadio IV C | CualquierT CualquierN M1

Tabla 3 Estadiaje propuesto por la OMS basados en los criterios TNM.
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3.2 Caracteristicas epidemioldgicas.

El CAQ representa alrededor del 10% de todas las neoplasias de glandulas
salivales y el 22% de los tumores malignos.2 Chomette y Spiro informan que
aproximadamente el 36% ocurre en el paladar® y del 14-17% en senos
paranasales.? El CAQ intradseo es raro, el sitio comun en el que puede aparecer es

en el angulo de la mandibula.?

Afecta con mayor frecuencia en un promedio de edad de 57 afios, con

predileccién por el género femenino (56.6% de los pacientes).3°

Las caracteristicas principales de este tipo de neoplasia son la invasion
perineural, que ocurre en alrededor del 22% al 46% de los casos y multiples
recurrencias locales. Las metastasis a distancia se presentan en el 40% de los
casos, siendo los sitios mas frecuentemente afectados el pulmén, hueso, higado y
cerebro.> 12 El 75% de los pacientes sobreviven a los 5 afios, pero la recurrencia
tardia y metastasis hacen que solo el 25%de los pacientes sobrevivan después de
20 afios.®

3.3 Caracteristicas clinicas
Se ha descrito como una de las neoplasias de cabeza y cuello biolégicamente

mas destructivas e impredecibles.?

El CAQ ha sido descrito con un curso inicial aparentemente asintomatico; sin
embargo, tiene un comportamiento agresivo a largo plazo, doloroso y con un patrén
de crecimiento lento y persistente. La metastasis frecuente en este tipo de entidades
compromete la vida de los pacientes afectados.?

Clinicamente se presenta como un nédulo o aumento de volumen, ulcerado,
con tamafo promedio de 3cm, fijo a piel y a planos profundos, doloroso y que
ocasiona parestesia y/o paralisis de la zona afectada debido a la tendencia del tumor

por la invasion perineural del tumor.? 30 Figura 1

pag. 9



La glandula salival mayor frecuentemente afectada es la parétida, mientras
que las glandulas salivales menores con mayor incidencia de la enfermedad son las
del paladar. En el estudio de Nascimento, el 48% de los pacientes refirieron dolor,
el 30% presentaban un aumento de volumen ulcerado y un paciente reporto paralisis
del nervio facial. Estos signos y sintomas habian tenido una evolucion que variaba

desde 1 mes a 4 afios .3

A medida que el tumor progresa, invade estructuras adyacentes como el
tejido 6seo, adiposo y muscular.!! Desafortunadamente, en muchos casos el
diagnéstico se emite tardiamente ya que se realiza solo cuando la sintomatologia
es severa, teniendo un impacto negativo en el prondstico de los pacientes. Esta
situacién se ve incluso en paises de alto rango en indices de desarrollo humano y

socio-econémico.1!

Figura 1 Caracteristicas clinicas CAQ. a) Aumento de volumen en parétida b) Nodulo
con centro ulcerado en paladar ¢) Aumento de volumen difuso y eritematoso en paladar d)
Obliteracion de la regién vestibular.?
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La metastasis a distancia se observa en el 25% a 55% de los pacientes,
siendo el pulmon el sitio afectado con mayor frecuencia (40%) seguido del higado,
riion, huesos y cerebro. La invasion regional a ganglios linfaticos solo se observa

en el 5% al 25% de los casos.13

3.4 Caracteristicas anatomopatologicas
Macroscopicamente no presenta capsula, al corte es solido de color blanco

a grisaceo y de consistencia firme. 1°

Se define como una neoplasia epitelial maligna con diferenciacion
mioepitelial y ductal. Microscopicamente corresponde a una neoplasia formada por
células pequefias con nucleos angulados y nucléolos prominentes, con invasion
perineural tipica y que infiltra tejidos profundos. Puede presentar tres patrones
histoldgicos: cribiforme (46.3% de los casos), tubular (38.3% de los casos) y sélido
(14.9% de los casos). Por lo general, se observa una combinacion de estos y el

tumor se clasifica segun el patréon predominante.?

El patron cribiforme se caracteriza por presentar nidos epiteliales que
contienen pseudoquistes; estos no son verdaderas luces glandulares, sino que
forman parte del estroma tumoral y contienen glucosaminglucanos amorfos y lamina
basal hialinizada. En el patron tubular las luces resultan mas visibles, y se
encuentran rodeadas por células ductales y una segunda capa de células
mioepiteliales. Los nidos epiteliales se encuentran separados por estroma eosindfilo
hialino. El patrén solido presenta mayor grado de pleomorfismo nuclear, se asocia
a un aumento en la actividad mitdsica y presenta areas de necrosis. Para considerar
gue la neoplasia presenta este patrén se necesita un 30% de crecimiento sélido

como minimo.® Figura 2
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Szanto y cols. propusieron una clasificacion CAQ basado en los patrones
histolégicos. Sugirieron tres grados: Grado | para los tumores con patron
predominantemente tubular, pero sin componentes soélidos; Grado Il para los
tumores con patron cribiforme o mezclados con mas del 30% de areas solidas; y

Grado Il para los tumores con un patrén predominantemente soélido.3

En el andlisis con microscopia electronica han demostrado que las células
tumorales representan poblaciones de células que muestran diferenciacion

mioepitelial o del conducto intercalar.3

Figura 2 H&E Carcinoma adenoideo quistico. a) y b) Células neoplasicas con invasion

peri neural, y c) Patron cribiforme, d) Patrén tubular.4
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3.5 Auxiliares imagenologicos

La evaluacioén previa al tratamiento incluye una historia clinica completa y
un correcto examen fisico de los pacientes. El objetivo del uso de herramientas
diagndsticas imagenoldgicas es el proporcionar una dimensién precisa de la
ubicacion y tamafio del tumor, asi como su relacion con las principales

estructuras neurovasculares, extension y diseminacion. 1°

El diagndstico imagenoldgico para neoplasias de glandulas salivales se
basa en la resonancia magnética (RM) y la tomografia computarizada
contrastada para tejidos blandos (TC) debido a que son estudios que nos

permiten visualizar los tejidos blandos.16

La RM es util para demostrar la arquitectura interna de los tumores de
glandulas salivales de forma multiplanar y para delinear la interfaz entre tumor y
el parénquima residual. En contraste con los tumores benignos, que
invariablemente son bien definidos, los tumores malignos pueden mostrar
margenes irregulares.!” Aun cuando la RM se considera mas fidedigna para
evaluar las neoplasias de tejidos blandos, su extension loco-regional a través de
planos profundos y ganglios linfaticos cervicales e infiltracion de la médula 6sea
en comparacion que la TC, se ha demostrado que esta ultima es eficaz cuando
se utiliza con contraste para tejidos blandos.!3 Por lo tanto, la extension del tumor
mas alla de los confines fasciales de la glandula puede verse adecuadamente

tanto en la TC como en la RM y hacer sospecha de malignidad.?’

La RM representa el estandar de oro para el seguimiento post terapéutico
de los pacientes con antecedentes de CAQ, mientras que la TCy la PET-TC con
18F-FDG se pueden usar para detectar metastasis a distancia, particularmente

en la estadificacion inicial y en la supervision a corto plazo.!3 Figura 3
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Figura 3Imagenologia TC y PET de CAQ. A) Lesién isodensa a tejidos blandos en seno

maxilar derecho. B 'y C) PET 18F-FDG donde se muestra lesién hipermetabélica.'®

3.6 Biologia Molecular.
Las células que forman estructuras ductales tienen un fenotipo de células
ductales intercalares (citoqueratina, EMA, lisozima, lactoferrina, al-
antiquimotripsina S-100 y CD 117 (c-kit). Las que rodean los pesudoquistes tiene

un fenotipo mioepitelial (calponina, SMA, p63 y S-100).1° Figura 4

Hay también fuerte reactividad para componentes de la membrana basal
particularmente a lo largo de la superficie luminal interna de los pseudoquistes, Esos
componentes incluyen la colagena tipo IV, lamina, sus ligandos de intergrina,
proteoglicano heparan sulfato (perlecan) y entactina. El material de la membrana
basal también colorea con ai-antitripsina. Se ha encontrado que los CAQ, también

expresan receptores hormonales y cerca de la mitad de ellos colorean para CD43.20

Citogeneticamente hay una alta incidencia de perdida de heterocigoidad
(LOH) en el cromosoma 6g23-35. No son comunes las alteraciones en TP53,

excepto en casos desdiferenciados. Un analisis de microconjuntos ha demostrado
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la expresion comun de genes que indica una diferenciacion mioepitelial,
factores de transcripcion Sox4 y AP-2y, y miembros de la ruta de sefializacion Wnt/

B- catenina.

Una proporcion de casos (cerca del 30%) de CAQ muestra una translocacion

cromosoémica distintiva que da como resultado la fusién MYB-NKIB.2°

Se sabe que el CAQ tiene un comportamiento tumoral agresivo por su
capacidad de invadir y hacer metastasis. Uno de esos factores reguladores de estas
funciones son el receptor activador plasmindgeno tipo uroquinasa que participa en
varios procesos celulares, también influye en la invasién del tumor y metéstasis
facilitando la destruccion de matriz extracelular. Clinicamente, la expresion celular
del receptor activador plasmindgeno tipo uroquinasa denota un peor pronostico para
muchos tumores malignos.?! Los pseudoquistes son positivos para PAS y azul

Alciano .21

Figura 4 Inmunohistoquimica CAQ a) CAQ patron tubular b) Positividad en las células

para fenotipo mioepitelial p63.2?
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3.7 Diagnastico diferencial histologico

El diagnéstico diferencial de CAQ incluye tumores que muestran estructuras
tubulares y cribriformes tales como Adenocarcinoma polimorfo de bajo grado,
tumores con morfologia celular basaloide como el adenoma de células basales y
adenocarcinoma de células basales, y tumores con doble poblacién de células
ductales y mioepiteliales tales como adenoma pleomorfo.? El adenoma pleomorfo
se puede identificar por la presencia de la diferenciacibn mesenquimatosa,
especialmente cartilaginosa en el estroma. El diagndstico diferencial puede ser mas
dificil en la biopsia por aspiracion con aguja fina, especialmente en casos de
adenoma pleomorfo celular con estroma escaso. El adenoma de células basales se
puede identificar por la presencia de un cépsula y falta de invasion estromal y
perineural. ElI adenocarcinoma de células basales puede ser mas dificil de
diferenciar con CAQ solido; sin embargo, la falta de citoplasma claro y nucleos
hipercromaticos, angulados con presencia de nucleos periféricos en el primero
pueden ayudar en el diagnéstico.? El adenocarcinoma polimorfo de bajo grado
ocurre casi exclusivamente en las glandulas salivales menores y tiene
caracteristicas histopatoldgicas superpuestas con CAQ, como el crecimiento ductal,

tubular e incluso cribriforme.?® Figura 5

Figura 5 Adenocarcinoma polimorfo de bajo grado A y B) Imagen clinica
localizada en el fondo de saco vestibular C y D) Patrones histoldgicos tubular y

cribiforme.24
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3.8 Tratamiento y prondstico

Para el tratamiento de este tumor, no hay un solo método terapéutico que
abarque todas las necesidades, por lo que la planificacion individual del tratamiento
debe hacerse en base a en el diagnoéstico clinico e histologico, con el fin de obtener
las mas altas posibilidades de curacion, control local y reduccion de los sintomas,
teniendo en cuenta que se trata de un tumor muy invasivo y clinicamente
impredecible.!® El tratamiento debe ser realizado por diferentes profesionales, lo
que lo convierte multidisciplinar y multifasico. Incluye los siguientes tipos: quirdrgico,
radioterapia, quimioterapia y terapia combinada (cirugia y radioterapia, radioterapia

y quimioterapia), siendo este Ultimo el tratamiento de eleccion.*®

En general uno de los factores mas importantes para la supervivencia a largo
plazo del CAQ, depende del tamafio de la lesion y el estadio en el que se encuentra,
los tumores menores de 4cm tienden a no desarrollar metastasis a distancia, en
contraste con los tumores mayores de 4cm.?® Los tumores en maxila y paladar
posterior tienen mal prondstico ya que se usualmente se presentan en una etapa

avanzada con una extensa invasién de nervios y estructuras adyacentes. 23

El tamafio del tumor desde su presentacién inicial también tiene un efecto
significativo en la calidad de vida. Los pacientes con tumores extensos,
particularmente requieren reconstruccion y pacientes que requieren radioterapia, se

han encontrado para tener calidad de vida reducida??

El tratamiento de eleccibn en CAQ es la cirugia radical con amplios
margenes, sin embargo, el objetivo de obtener méargenes libres de enfermedad
generalmente no se logra debido a que a la frecuente tendencia a la invasion
perineural y dificultad de acceso anatomico que pueden presentar algunas

lesiones.1323
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El tratamiento de eleccidn en el CAQ todos los casos de la gandula parétida
localizada o difusa profunda se requiere una parotidectomia superficial o total, si el
tumor se extiende mas alla de la glandula parétida se sugiere una reseccion del
musculo masetero, (mastoidectomia), reseccion del hueso temporal,

mandibulotomia o una escisién del contenido de la fosa infratemporal.?®

En caso de un tumor localizado de la glandula submandibular y para cada
tumor que involucre las estructuras del triangulo submandibular (hipogloso o nervios
linguales, musculos digastricos o milohioideos, piso de la boca o mandibula), se
requiere una reseccion en bloque; se debe poner atencién por posible invasion peri-
neural. El tratamiento quirdrgico de las glandulas salivales menores de CAQ
depende del sitio de origen y la extension del tumor siendo la eleccion una reseccion

total o segmentaria.?®

Muchos autores consideran al CAQ una neoplasia de "grado clinico alto"; sin
embargo, el prondstico aun es dificil de evaluar, debido a la diferente calidad de los
informes y la duracién del seguimiento. Un mejor prondstico esta relacionado con
los subtipos histoldgicos tubulares y cribriformes, en lugar de los solidos, que se
correlacionan con una mayor recurrencia, metastasis a distancia temprana y
mayores tasas de mortalidad. La asociacibn con biomarcadores como c-KIT,

VEGFR-3, Ki-67 y p53 corresponde a un tumor maligno mayor.?®

La localizacién de CAQ en cabeza y cuello puede influir en el resultado, en
glandulas salivales mayores tienen mejor prondstico que las glandulas salivales
menores, datos recientes sugieren que la invasion intraneural, en lugar de la
invasion perineural, tiene una influencia importante en el resultado de los pacientes
afectados por CAQ. La invasion intraneural se define como la presencia de invasion
en el nervio y / o destruccion irregular de los axones; por lo tanto, la invasion.
intraneural se considera una variable independiente de peor prondstico, pero no
influye en el desarrollo de metastasis a distancia. La presencia de margenes de
reseccion quirdrgica sin tumor es un factor prondéstico positivo, debido a un mejor

control local y se asocia con tasas mas grandes de supervivencia; Eventualmente,
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otros factores pronosticos negativos deben ser considerados, entre estos, tamafio

del tumor, sexo y edad avanzada.®®

3.9 Asociacion virus Epstein-Barr

El virus de Epstein-Barr (VEB), también conocido como el virus del herpes
humano 4 (HHV4), es un miembro de la familia de los virus del herpes.?® el EBV fue
inicialmente identificado en 1964 por Epstein, Achong y Barr con microscopia
electrénica de células de linfoma de Burkitt (LB) en cultivo. En 1968 se determiné
que era el agente etioldgico de la mononucleosis infecciosa heterofilia positiva. En
1970 se detectdé ADN del VEB en tejidos de pacientes VIH positivos con carcinoma
nasofaringeo, desde entonces se ha encontrado ADN de VEB en diversos tejidos

neoplasicos.?’

El VEB se transmite a través de la saliva, también se ha relacionado en
transfusion de sangre, trasplante de médula Osea y Organos; estudios de
Seroepidemiologia indican que el 90% de los adultos en todo el mundo son
infectados con EBV?28 29

En los paises en desarrollo, la infeccion ocurre a temprana edad, y la mayoria
de las infecciones en infancia son subclinicas. Cuando la infeccién primaria se
presenta en la adolescencia, se manifiesta aproximadamente en 25 a 75% de los

casos como mononucleosis infecciosa.?®

El EBV presenta fiebre, linfa adenopatia y faringitis.?® Una vez infectadas, las
personas se convierten en portadoras de EBV de por vida, a menudo sin

experimentar enfermedad.?®

El EBV debe replicarse periddicamente para generar virus infecciosos para
transmision a otros hospedadores susceptibles, con sitios epiteliales en la
orofaringe y las glandulas salivales parecen ser los sitios principales para replica
viral.2? El sitio primario de la infeccion por VEB es la orofaringe y el virus es capaz
de infectar tanto las células B como las células epiteliales.!. EI EBV se une a las

células B mediante la unién de la proteina gp350 viral a CD21 en las células B.3?
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El EBV es un virus de ADN con un nucleo de proteina en forma de toroide
gue esta envuelto con ADN, una nucleocéapside con 162 capsémeros, un tegumento
proteico entre la nucleocépside y la envoltura, y una envoltura externa con espigas

de glicoproteina codificadas por virus externos.33

El genoma del EBV y la expresion constante de proteinas virales detectadas
en un amplio espectro de enfermedades malignas humanas apoyan fuertemente el

papel del VEB en la carcinogénesis.3*

Durante la infeccion latente el VEB expresa seis antigenos nucleares,
(EBNA-1, 2, 3A, 3B, 3C y proteina lider (LP)), tres proteinas de membrana latente
(LMP-1, 2A y 2B), dos pequefios ARN codificantes (EBER-1 y 2), y tres grupos de
microRNAs (miRNAs).34 Sin embargo, las principales oncoproteinas identificadas
en EBV son LMP1 y LMP2A.3° Estas proteinas pueden activar multiples vias de
sefializacion, como la fosfoinositol 3-cinasa / proteina cinasa B (PI3K / Akt), la
proteina cinasa activada por mitogenos (MAPK) y el transductor de sefial y activador

de transcripcion 3, los cuales son importantes para carcinogénesis.®

Los trastornos linfoproliferativos de células B que se han asociado
estrechamente con el VEB incluyen, Linfoma de Burkitt (BL), linfoma de Hodgkin
(LH).2® Se ha informado que una amplia gama de trastornos linfoproliferativos de
células T que han sido asociados al EBV, incluido el linfoma periférico de células T,
el linfoma angioinmunobléstico de células T, Linfoma de células NK/ T de tipo nasal
extranodal, leucemia / linfoma de células NK agresivas y el trastorno
linfoproliferativo de células T.3” Las neoplasias epiteliales asociadas con EBV
incluyen carcinoma gastrico, carcinoma nasofaringeo®® y carcinoma de tipo

linfoepitelioma (LELC) de la glandula salival.®® Figura 6

El virus de Epstein-Barr (EBV) se detecta por Hibridacién in situ para EBER
(ISH) y por reaccién en cadena de la polimerasa. (PCR) para detectar el gen de la
proteina-1 de membrana latente (LMP-1) con tejidos fijados en formol e incluidos en

parafina.3®
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Virus oncogénicos - DNA

Virus Patologia Cancer
Papillomaviridae Verrugas, verrugas Cancer cervical y uterino
Papillomavirus (HPV) genitales
Polimoavirus Asociado al cancer de préstata
Herpesviridae Linfoma de Burkitt
Virus Epstein-Barr Mononucleosis infecciosa Carcinoma de nasofaringe
(HHV4)

Virus del Sarcoma de Sarcoma de Kaposi

Kaposi (HHV8)

Hepadnaviridae Hepatitis B Cancer de higado

Virus de la Hepatitis B

(HBV)

Adenoviridae Infeccién respiratoria Adenocarcinomas (cancer de
Adenovirus aguda tejidos epiteliales glandulares)

Figura 6 Virus Oncogénicos VEB asociado al linfoma de Burkitt, carcinoma

nasofaringeo.*°

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, no se han encontrado factores de riesgo asociados al desarrollo
de las neoplasias malignas de glandula salival. Aun cuando la literatura reporta la
probable participacion del virus Epstein Barr como factor de riesgo, hasta la fecha
no se ha demostrado su participacion en la patogénesis de las neoplasias malignas

de glandula salival mas agresivas como el CAQ.

La interrogante de este estudio es conocer si se pude identificar el virus Epstein Barr
en el CAQ.

V. JUSTIFICACION

Las neoplasias malignas de glandula salival poseen una gran variedad
histologica y un comportamiento biolégico agresivo. Clinicamente estas entidades
son de rapido crecimiento y producen invasion a zonas vecinas ocasionando un
grave dafio estructural con consecuentes defectos fisicos. Histopatolégicamente

estos tumores presentan diferentes patrones celulares relacionados con el grado de
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agresividad. En general, las neoplasias que presentan un patron sélido o de mayor
desdiferenciacion llegan a comprometer la vida del individuo. La tasa de metastasis
observada es del 50% vy la supervivencia depende del estadio clinico y el grado
histopatologico del tumor.

Se ha reportado en la literatura la relacién de los virus en la tumorigenicidad
de las neoplasias malignas; esta idea se origind a partir del estudio de la
transformacion de células in vitro hacia un perfil maligno. Entre los virus que se han
asociado con la formacién de neoplasias tanto en animales como en humanos se
incluyen los retrovirus oncogénicos, algunos herpes virus, papiloma virus y
adenovirus. Si bien estos virus son capaces de transformar a cultivos celulares para
inducir la formacién de tumores, hasta hoy no han sido asociados de manera directa
con el desarrollo de neoplasias en los humanos. Debido a esto, nosotros
proponemos identificar la presencia del virus Epstein Barr en el carcinoma

adenoideo quistico.

VI. OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia del virus Epstein Barr en CAQ.
VII. MATERIAL Y METODO

7.1 Tipo de estudio.

Estudio transversal observacional descriptivo.

7.2 Muestra de estudio.
Caso diagnosticado histopatolégicamente como carcinoma adenoideo
quistico del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial de la Divisién
de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Nacional Autbnoma de México.
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7.4 Metodologia
El sistema Miniprep gDNA ReliaPrep ™ para muestras fijadas en formalina y
embebidas en parafina FFPE utiliza condiciones de incubacion optimizadas para
revertir parcialmente este reticulado sin la necesidad de una digestion durante la

noche.

Este sistema también incorpora un método de desparafinacion que no depende del
xileno u otros solventes peligrosos o volatiles. El grado de fragmentacion del ADN
variara dependiendo del tipo de muestra, del tiempo de toma de la misma y su
condicién de almacenamiento. Al disefiar ensayos de amplificacién los mejores

resultados se logran cuando se dirigen a regiones de 200 nucleétidos 0 menos.

Para realizar la extraccion de ADN gendmico a partir de muestras de FFPE, se

requiere:

* 5 ml de aceite mineral

* 100l de tinte azul

* 2 x 1 ml de buffer de lisis (LBA)

» 250l de proteinasa K (PK)

+ 3.25ml BL Buffer

* Solucion de lavado de 3 ml

» 200ul RNase A

* 15 ml de buffer de elucion

* 1 paquete de tubos de recogida (10 tubos / paquete)
* 1 paquete de Columnas de unién ReliaPrep ™ FFPE (10 columnas / paquete)
3. Preparacion de soluciones.

Para la solucién de lavado se necesita:

pag. 23



Solucién de lavado 1X
95-100% de etanol

Tamafio de 10 reacciones: agregue 12 ml de etanol al 95-100% a la botella que

contiene 3 ml de solucion de lavado concentrada.
Este reactivo es estable a 22—-25 ° C cuando se tapa herméticamente.
Para el buffer de lisis se necesita:

Tamano de 10 reacciones: agregue 10ul de tinte azul a cada vial de Buffer de lisis

(LBA); vortice para mezclar.
4. Preparacion de Secciones FFPE.
Tubo de microcentrifuga de 1.5 0 2 ml.

Se realizaron 6 cortes en secciones de 10um del bloque de parafina. Estas se

colocaron en un tubo de microcentrigufa de 1.5 a 2ml.

5. Aislamiento de ADN

* Termobloque a 80 ° C

* Termobloque a 56 ° C

» Tubos de microcentrifuga de 1,50 2 ml.

5.A. Desparafinacién utilizando aceite mineral

1. Se afiadio aceite mineral a la muestra:

* Para secciones> 50 micrones, se agreg6 500ul de aceite mineral.
2. Se incubd a 80 ° C durante 1 minuto.

5.B. Muestra de lisis

1. Se agrego 200pl de tampon de lisis a la muestra
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2. Se centrifugo a 10.000 xg durante 15 segundos a temperatura ambiente. Se

formaron dos fases, un azul inferior (acuoso) y una superior (aceite).

3. Se agreg6 20ul de proteinasa K directamente a la fase azul inferior; mezclar la

fase inferior mediante pipeteo.
4. Incubar a 56 ° C durante 1 hora.
5. Incubar a 80 ° C durante 4 horas.

Para la recuperacion 6ptima del ADN se debe realizar una incubacion de 4 horas a
80 ° C. Un tiempo de incubacion de 1 hora da lugar a rendimientos de ADN mas

bajos.

6. Se dejé que la muestra se enfrie a temperatura ambiente. Centrifugar

brevemente a temperatura ambiente para recoger la condensacion.

Después de incubar a 80 ° C, la muestra se almacend durante la noche a 2-10 ° C.
Antes de agregar las Rnasas se dej6 que la muestra alcance la temperatura

ambiente.

5.C. Union a acido nucleico

1. Se agreg6 220ul de Buffer BL a la muestra lisada.

2. Posteriormente se agreg6 240ul de etanol (95-100%).

3. Se centrifugd a 10.000 x g durante 15 segundos a temperatura ambiente. Se

formaron dos fases, un azul inferior (acuoso) y una fase superior (aceite).

4. Para que cada muestra sea procesada, se coloc6 una columna de unién en uno

de los tubos de recoleccion provistos.

5. Se transfirié toda la fase azul (acuosa) inferior de la muestra, incluido cualquier
precipitado que pueda haberse formado, a la columna de unién o de ensamble/ tubo
de recogida y se desecho el aceite mineral restante.
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Es importante remarcar que el aceite mineral es inerte y no interfiere con el
procedimiento de extraccion si parte de la fase de aceite es trasladado a la Columna

de ensamble.

6. Se centrifugd el conjunto a 10.000 xg durante 30 segundos a temperatura

ambiente.

7. Se desecho el flujo continuo y vuelva a insertar la columna de unién en el tubo de

recoleccion.

8. Para el lavado y elucion de las columnas, se agrego 500l de solucién de lavado
1X (con etanol agregado, vea la Seccién 3) a la columna de union.

2. Se tapd la columna y se centrifugo a 10.000 x g durante 30 segundos a

temperatura ambiente.

3. Se desecho el flujo continuo y se volvio a insertar la columna de union en el mismo

tubo de recoleccién utilizado para el acido nucleico
4. Se agreg6 500ul de solucion de lavado 1X a la columna de union.

5. Se tapd la columna y se centrifugo a 10.000 x g durante 30 segundos a

temperatura ambiente.

6. Se descarto el flujo y se volvid a insertar la columna de union en el tubo de

recoleccion utilizado para el &cido nucleico.

7. Se abri6 la tapa de la columna y se centrifugo abierta a 13,000 x g durante 3

minutos a temperatura ambiente para secar la columna.

El centrifugar con la tapa abierta aseguré un secado completo de la columna. Es

importante secar la columna.

8. Para evitar el arrastre de etanol al eluato se transfirié la columna de unién a un

tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml y se desech¢ el tubo de recoleccion.
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9. Se agrego6 30-50pl del buffer de elucion a la columna y se tapo la columna.
10. Se centrifugo a 13,000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente.

11. Se tapd el tubo de microcentrifuga y se almacend el ADN eluido a una

temperatura de -30 a -10 ° C.
6. Cuantificacion de ADN

1. Se realizo la cuantificacion y la evaluacion de la calidad del ADN con el sistema
Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras cumplieron con el criterio
de calidad (260/280>1.8).

7. Amplificacién ADN

Se utilizaron 40ng de ADN obtenido de la muestra correspondiente a CAQ, se uso
el primer de la marca Eurofins Genomics para el marcador de VEB con un tamafio
de 150pb. Se realiz6 electroforesis en la muestra obtenida en gel de agarosa al 2%
durante 45 minutos a 50v. Se agregd bromuro de etidio durante 15 minutos en
solucion TAE cubriendo el gel en su totalidad para la posterior visualizacién. El gel
fue visualizado por medio del sistema de foto documentacion Axygen 2 con luz UV
a 302 nm.
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VIIl. RESULTADOS

Figura 7 Expresion del marcador de VEB en CAQ.F>

Se obtuvo una muestra de carcinoma adenoideo quistico, de la cual se
extrajo el ADN. En la imagen obtenida del gel de agarosa se observa una banda
correspondiente a los pares de bases (pb) del VEB, por lo que se considera como

una expresion positiva del producto amplificado. Figura 7
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IX. DISCUSION

La importancia de los virus como factores etiologicos para el desarrollo de
neoplasias malignas de la regidén de cabeza y cuello es un foco de atencion para la
investigacibn médica. Los avances en biologia molecular y su aplicacion en la
investigaciébn médica han permitido la deteccion de virus como el VPH y VEB en el
ADN de muestras de neoplasias de cabeza y cuello.*!

Se han estudiado una gran variedad de virus, relacionados al desarrollo de
neoplasias de cabeza y cuello, como el virus del papiloma humano (VPH), el virus
del herpes humano 4 / virus de Epstein-Barr (VEB), citomegalovirus (CMV) y virus
herpes humano 8 (HHV-8).3” En especifico, la presencia de VEB en carcinomas
linfoepiteliales, carcinomas nasofaringeos, y tumores benignos como el Warthin se
han informado en varios estudios.*?43

En nuestro estudio se han investigado especificamente la presencia del VEB
en un caso de CAQ debido a su probable participacion como factor de riesgo para
su desarrollo .4

En este trabajo se decidié hacer una prueba molecular en la que se realizé
la extraccion de ADN gendmico a partir de muestras de FFPE, posteriormente
electroforesis en la muestra obtenida en gel de agarosa al 2%, lo que confirmo la
presencia del VEB en la patogénesis del CAQ.

El VEB puede desempefiar un papel en la tumorogenesis de CAQ. Cuya
justificacion se encuentra en la posibilidad del virus de infectar tanto las células

epiteliales glandulares.*

El VEB es un factor oncogénico en el carcinoma nasofaringe sobre todo en
pacientes asiaticos comparados con otras razas ha sido establecido en base a la
presencia de ADN, ARN y proteinas de EVB en casi todas las células cancerosas
de sitios primarios y diversos sitios metastasicos.*> Lo y colaboradores detectaron

que el 96% de ADN es libre de células de VEB en el plasma en pacientes con
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carcinoma nasofaringeo, también demostraron que las concentraciones de ADN del
VEB relacionan con el estadio del tumor.*°.

Truong y col., detectaron VEB en 83 % de pacientes en carcinoma gastrico y
observaron ausencia de la proteina LMP-1, lo que sugiere que no es necesaria en
el sostenimiento del estado maligno del tumor, pero podria participar en la fase
temprana.*6

Ponce y col. Evaluaron 31 muestras de pacientes de tumores malignos
localizados en el tracto digestivo utilizando técnicas de biologia molecular,
obteniendo que 41,9 % de estas eran positivas para el VEB siendo la laringe con
mayor positividad,*’ este resultado podria apoyar el resultado obtenido en esta
investigacion, sin embargo, la patogénesis del CAQ sigue siendo débil, ya que
ninguno de los casos ha sido reportado con la expresion de VEB en las células

tumorales.#4.

X. CONCLUSION

En nuestro caso mediante la extraccidon de la muestra de ADN de CAQ, y analizado
mediante electroforesis y se detectd la presencia de VEB, por lo que sugerimos
existe relacion entre su presencia y el desarrollo del CAQ. La investigacion sobre
esta asociacion es de gran significado ya que pueden ser de utilidad pronostica y
diagnostica, ademas de que puede ayudar a mejorar terapias y prevenir el contagio.
Es necesario realizar mas pruebas moleculares como PCR e hibridacion in situ
(EBER) para VEB, en un numero de muestra mayor para asi estudiar el rol que
desempeinia este virus en el CAQ.
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