UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas,
Odontolégicas y de la Salud.

Facultad de Odontologia.

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion.

Densidad microvascular y marcadores angiogénicos en neoplasias malignas de
gldndulas salivales mayores

TESIS PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS BASICAS ODONTOLOGICAS

PRESENTA
C.D. Esp. Carla Monserrat Ramirez Martinez.

Tutores
Dra. Elba Rosa Leyva Huerta.
Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial
Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién, F.O. UNAM

Dra. Ma. de Lourdes Sudrez Roa.
Instituto Nacional de Cancerologia.

Ciudad Universitaria, CDMX, Noviembre de 2017.


Veronica
Texto escrito a máquina
División de Estudios de Posgrado e Investigación. 

Veronica
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1 Resumen.

2 Abstract.

3 Antecedentes.

4 Marco tedrico.

4.1 Glédndula salival.
4.1.1 Unidad secretora.
4.1.2 Sistema de conductos.
4.1.3 Células mioepiteliales.
4.1.4 Gladndula pardtida.
4.1.5 Gldndula submandibular.
4.1.6 Gldndula sublingual.

4.2 Neoplasias de gldndulas salivales.
4.2.1 Clasificacion de la OMS.
4.2.2. Carcinoma mucoepidermoide.
4.2.3 Carcinoma adenoideo quistico.
4.2.4 Carcinoma de células acinares.
4.2.5 Adenocarcinoma de células basales.
4.2.6 Adenocarcinoma NOS.
4.2.7 Carcinoma del ducto salival.
4.2.8 Carcinoma mioepitelial.

4.3 Angiogénesis.
4.3.1. Densidad microvascular.
4.3.2 Marcadores angiogénicos.
4.3.3 CD34.
4.3.4 CD105.
4.3.5 Cyré1.

5 Planteamiento del problema.
6 Justificacion.

7 Pregunta de investigacion.
8 Hipotesis.

9 Objetivos.

9.1 Objetivo general.

9.2 Objetivos especificos.

10 Diseiio de estudio.

10.1 Tipo de estudio.

10.2 Universo de estudio.
10.3 Tamano de la muestra.
10.4 Criterios de inclusién.
10.5 Criterios de eliminacién.

10.6 Criterios de exclusion

INDICE

Pag.

N N 00~ W

12
13
14
15
16
17
18
20
21
22
23
24
25
26
28
29
29
30
31

32
32
33
33
33
33
33
33
33
33
34
34
34
34



11 Variables.
12 Material y métodos.
12.1 Histoquimica.

12.2 Inmunohistoquimica.

12.3 Andlisis de inmunoexpresion.

12.4 Andlisis estadistico.
13 Resultados.

13.1 Diagnéstico histopatoldgico.

13.2 Andlisis inmunohistoquimico
14 Discusion
15 Conclusiones

16 Bibliografia

35
36
36
37
39
40
41
41
42
45
48
49



1 RESUMEN
Densidad microvascular y marcadores angiogénicos en neoplasias malignas de gldndulas

salivales mayores.

Infroduccidn: En las neoplasias malignas la sefalizacion proangiogénica se encuentra incrementada
contribuyendo al crecimiento tumoral y al comportamiento agresivo. La densidad microvascular (MVD) es
una técnica basada en inmunohistoquimica que permite cuantificar directamente los vasos sanguineos
involucrados en la supervivencia tumoral y ha mostrado ser de utilidad como herramienta pronostica de
metdstasis. Para esta técnica se han usado anticuerpos panendoteliales como CD34, pero al no ser
especificos para discriminar entre los vasos preexistentes y los neoformados, se han propuesto marcadores
como CD105 y Cyré1 los cuales se expresan en el endotelio activo. Las neoplasias malignas de gldndulas
salivales son un grupo diverso de patologias de cabeza y cuello que carecen de pardmetros generales que
puedan predecir su comportamiento biolégico, ya que cada una de ellas cuenta con criterios individuales
para otorgar el grado histolégico.

Objetivo: Determinar la MVD usando los marcadores CD34, CD105 y Cyré1 en las neoplasias malignas
de gldndulas salivales mayores de acuerdo a su tipo y grado histoldgico.

Materiales y métodos: Se seleccionaron 60 casos que cumplieron con los criterios de inclusion, 46 del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) y 14 del Departamento de Patologia, Medicina Bucal vy
Maxilofacial de la Divisidén de Estudios de Posgrado e Investigacién, Facultad de Odontologia UNAM; 21 fueron
carcinomas mucoepidermoides, 16 carcinomas adenoideos quisticos, 5 carcinomas de células acinares, 5
carcinomas ductales, 5 carcinomas mioepiteliales, 4 carcinomas epiteliales-mioepiteliales, 3
adenocarcinomas NOS y un adenocarcinoma de células basales. Se clasificaron de acuerdo a su grado
histolégico en neoplasias de bajo, intermedio y alto grado y se realizé la técnica de inmunohistoquimica para
identificar la expresidén de los anticuerpos CD34, CD105 y Cyré1. Para el andlisis de los resultados se utilizé la
prueba estadistica Kruskal-Walllis con correccidén Bonferroni.

Resultados: Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre la cuantificacién
vascular de las neoplasias malignas de alto grado en comparacion con las de grado intermedio y bajo grado
al utilizar cualguiera de los anticuerpos. La mediana de cuantificacién vascular fue mayor al utilizar el
anticuerpo CD34 en las neoplasias malignas en comparacién con Cyré1 y CD105, esto debido a que es un
marcador panendotelial que no discrimina entre los vasos neoformados y los preexistentes. El anticuerpo que
mostro un diferencia estadistica mayor para discriminar entre neoplasias de alto, intermedio y bajo grado fue
CDI105.

Conclusion: La MVD puede ser un auxiliar diagndstico que permita predecir el curso bioldgico de las
neoplasias malignas de gldndula salival, independientemente de sus caracteristicas histoldgicas. Se requiere

incrementar el nUmero de casos que permita reproducir estos hallazgos.
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2 ABSTRACT

Microvascular density and angiogenic markers in malignant neoplasms of the major salivary glands.

Introduction: In malignant neoplasm proangiogenic signaling is increased contributing to tumor
growth and aggressive behavior. Microvascular density (MVD) is a technique based on immunohistochemistry
that allows quantifying directly the blood vessels involved in tumor survival and has been shown to be useful as
a metastasis prognostic. Panendothelial antibodies such as CD34 have been used for this technique, but they
are not specific for discriminating between pre-existing and neoformed vessels, markers such as CD105 and
Cyré1 have been proposed, which are expressed in the active endothelium. Malignant neoplasms of the
salivary glands are a diverse group of head and neck tumors that lack general parameters that can predict

their biological behavior, because each of them has individual criteria for this graduation.

Objective: To determine MVD using the markers CD34, CD105 and Cyré1 in the malignant

neoplasms of major salivary glands according to their type and histological grade.

Materials and methods: We selected 60 cases that met the inclusion criteria, 46 from the National
Institute of Cancerology (INCan) and 14 from the Department of Pathology, Oral and Maxillofacial Medicine
of the Division of Postgraduate Studies and Research, School of Dentistry UNAM ; 21 were mucoepidermoid
carcinomas, 16 adenoid cystic carcinomas, 5 acinar cell carcinomas, 5 ductal carcinomas, 5 myoepithelial
carcinomas, 4 epithelial-myoepithelial carcinomas, 3 NOS adenocarcinomas, and one basal cell
adenocarcinoma. They were classified according to their histological grade in low, infermediate and high
grade neoplasms and the immunohistochemical technique was performed to identify the expression of the
CD34, CD105 and Cyré1 antibodies. For the analysis of the results, the Kruskal-Wallis statistical test with Bonferroni

correction was used.

Results: A statistically significant difference (p <0.05) was found between the vascular
quantification of high grade malignancies compared to intermediate and low grade malignancies when using
any of the anfibodies. Median vascular quantification was greater when using CD34 antibody in malignant
neoplasms compared to Cyré61 and CD105, because it is a panendothelial marker that does not discriminate
between neoformed and pre-existing vessels. The antibody that showed a greater statistical difference to

discriminate between high, intermediate and low grade neoplasms was CD105.
Conclusion: MVD can be a diagnostic aid that allows predicting the biological course of

malignant salivary gland neoplasms, regardless of their histological characteristics. It is necessary to increase

the number of cases that allows reproducing these findings.
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3. ANTECEDENTES

Las neoplasias de glandulas salivales representan el 3% de los fumores en humanos; dos
terceras partes de ellas corresponden a fumores benignos y un tercio a malignos.! Estas
clinicamente poseen un comportamiento agresivo, con crecimiento infiltrante a tejidos

adyacentes y destruccién de los mismos ocasionando defectos cruentos en los pacientes.

El crecimiento e invasién tumoral dependen de la angiogénesis, la cual se desencadena
por senales quimicas y moleculares por parte de las células neopldsicas ante la demanda
nutricional atrayendo vasos sanguineos del estroma adyacente2 Este proceso se lleva
generalmente en cuatro pasos; en primer lugar, la hipoxia activa la degradacién de la membrana
basal del vaso sanguineo por accion de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs);
posteriormente la células activadas del endotelio se desprenden y migran hacia el sitio de estimulo,
donde ayudadas por factores proliferan formando una red. En tercer lugar se da la formacién del
lumen y por Ultimo, se estabilizan los nuevos capilares.2 La angiogénesis puede cuantificarse
mediante inmunohistoquimica en un proceso llamado densidad microvascular (MVD) que se

define como el nUmero de vasos pequenos en una determinada drea tumoral.3

La MVD es utilizada en ofras neoplasias de origen epitelial glandular con implicaciones
pronosticas; ejemplo de ello es el carcinoma de mama y ovario.45 Sin embargo, la relacién entre
la angiogénesis y las neoplasias de gldndulas salivales ha sido poco estudiada y las investigaciones
que existen actualmente no incluyen a las neoplasias malignas de gldndulas salivales mds

frecuentes.

En 2015, Theocharis y cols.! estudiaron la angiogénesis con el objetivo de determinar el
significado clinico de la MVD en neoplasias benignas comparadas con las heoplasias malignas de
gldndulas salivales. Las neoplasias benignas estudiadas fueron adenoma pleomorfo, cistadenoma
papilar linfomatoso y epitelioma; y las malignas, carcinoma mucoepidermoide y carcinoma de
células acinares. Ellos reportaron que la MVD utilizando CD105 era mayor en neoplasias malignas
gue en benignas. En éste mismo ano, Moghadam y cols.¢ cuantificaron la MVD con CD34 en este

mismo tipo de lesiones reportando resultados similares.

En Brasil, Fonseca y cols.? analizaron la inmunoexpresidn del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) en neoplasias malignas de gldndulas salivales con el propdsito de comprender la

patogénesis de éstos tumores. La poblacidén de estudio fue carcinoma mucoepidermoide,
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adenocarcinoma no especifico y carcinoma adenoideo quistico; reportaron que la sobreexpresidon
del factor puede estar asociada a baja supervivencia de los individuos afectados. Marcaritescu y
cols.8 realizaron un estudio utilizando el mismo anticuerpo VEGF para investigar la MVD en
carcinomas de células acinares y reportaron que dicho factor estd implicado en el crecimiento y

progresidén tumoral debido a su capacidad de inducir angiogénesis.

Tadbir y cols.? estudiaron la expresion de Kié7 y CD105 como marcadores de proliferacion y
angiogénesis en el adenoma pleomorfo, carcinoma mucoepidermoide y carcinoma adenoideo
quistico. Reportaron que ambos marcadores presentan una mayor expresidn en neoplasias
malignas comparadas con las benignas y que estos marcadores no se expresan en el parénquima
glandular normal.

En 2013, Dhanuthai y cols.10 estudiaron MVD en neoplasias de gldndulas salivales benignas
y malignas, sin especificar los tipos histoldgicos y reportaron que la MVD es mayor en tumores que

se originan de las células mioepiteliales.

En contfraparte, existen actualmente algunos reportes en la literatura que indican que la
MVD no puede predecir la agresividad y capacidad metastdsica de las neoplasias malignas de
gldndulas salivales, como el publicado por de Glebber-Netto y cols.m que investigaron la
angiogénesis y linfangiogénesis en el carcinoma mucoepidermoide  utilizando los
inmunomarcadores CD105 y VEGF. Dichos autores reportaron que la neoformacién vascular, aun
cuando esimportante en la patogénesis del carcinoma mucoepidermoide, no puede predecir por

si solo el comportamiento biolégico de la neoplasia.

Aun cuando existen investigaciones previas sobre el impacto de la MVD en neoplasias
malignas y benignas de gldndulas salivales, es necesario continuar con los estudios sobre el tema,
puesto que el prondstico de las neoplasias malignas de gldndula salival depende de su capacidad

de crecimiento, infiltracién y metdstasis; donde la angiogénesis juega un papel fundamental.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Glandulas salivales.

Las gldndulas salivales derivan del ectodermo y son gladndulas tubuloacinares exocrinas con
secrecion merocrina, que vierten su contenido en la cavidad bucal. Tienen a su cargo la
produccidn y secrecién de la saliva, la cual humedece y protege la mucosa bucal, prepara a los
alimentos para la digestién y controla la microbiota oral. Se clasifican de acuerdo a su tamano e
importancia funcional en gldndulas salivales mayores y menores. Las gldndulas salivales menores
son numerosas vy se distribuyen en la submucosa de la cavidad oral. Las gldndulas salivales mayores
producen la mayor parte de la saliva, estdn localizadas en pares y corresponden a la gldndula
pardtida, submandibular y sublingual. La produccidn de la saliva se da mediante estimulos

especificos regulados por el sistema nervioso parasimpdtico.? (Figura 1)

RO
=

Glandula exocrina

Tubuloacinar

B)

Secreciéon merocrina

Fig 1. A) Gldndulas salivales mayores: 1 Parétida, 2 Submandibular, 3 Sublingual. B) Estructura

tubuloacinar y secrecidon merocrina caracteristica de las glédndulas salivales. Propiedad del autor.

4.1.1 Unidad secretora.

Las gldndulas salivales se caracterizan por la agregacidon de numerosas unidades
secretoras. Estas unidades o acinos que conforman el parénguima o porcién funcional de la
gldndula es donde se produce la secrecidon salival y un sistema de conductos que transporta la
secrecién a la cavidad oral y regula la concentracion de agua y electrolitos.13 Existen 3 tipos de

acinos celulares, los serosos que confienen amilasa; los mucosos que secretan sialomucinas y los
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mixtos compuestos tanto de células mucosas y serosas en proporciones variables De acuerdo al
predominio de estos tipos de unidades secretoras, las gldndulas salivales pueden clasificarse en 3
tipos: Pardtida de tipo seroso, submandibular de tipo mixto y predominio de unidades serosas y
sublingual de tipo mixto con predominio de unidades mucosas.4 La organizacion lobular de las
gldndulas estd definida por las trabéculas anatémicas del tejido conjuntivo asi como por el sistema

de conductos excretores.'s (Figura 2)

Célula serosa
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Fig 2. Unidad secretora. propiedad del autor.

Los acinos de tipo seroso se encuentran conformados por células epiteliales con un nucleo
basal, citoplasma denso y presencia de grdnulos de zimdgeno que varian en nUmero dependiendo
de las diferentes fases de secrecién.1é La principal enzima presente en estos grdnulos es la a amilasa
salival, que degrada el almidén. Ademds presentan otras enzimas como la aglutining, histating,
lisozima antibacteriana inespecifica, lactoferrina, tripsina, quimiotripsina, endopeptidasa y la
histidina peptidasa. Los grdnulos de zimdgeno son densamente basdfilos, refréctiles y reaccionan
al 4cido peryddico de Shiff con resistencia a la diastasa.?

A nivel ultraestructural, las células serosas muestran una morfologia consistente de células
con capacidad de secrecion y exportacion de proteinas. En su citoplasma presenta abundante
reticulo endopldsmico, complejo de Golgi, mitocondrias y grdnulos secretores. Los grdnulos
secretores se encuentran localizados en la porcidon apical de la célula y se encuentran
conformados por una membrana que encierra una matriz homogénea con baja densidad de
electrones a la microscopia electrénica en los grdnulos inmaduros y alta densidad de electrones
en los grdnulos maduros1® La diferente densidad depende de las proteinas presentes dentro de

cada grdnulo. Todos los organelos membranosos presentes en el citoplasma aumentan durante la
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fase de sintesis de proteinas y disminuyen durante la descarga de secrecidn. La superficie basal de
la célula presenta numerosos pliegues de membrana plasmdtica y basal y se extienden mds alld
de los margenes laterales de la célula lo que facilita la difusion de materiales en la célula.1?

Los acinos de tipo mucoso son mds grandes que los serosos y poseen un patrén irregular con
células de abundante citoplasma lleno de mucinas. Contienen sialomucinas dcidas y neutras en
diferentes concentraciones.? Las sialomucinas dcidas son tefidas con azul alciano y mucicarmin;
mientras que las siclomucinas neutras son positivas a la tincion de PAS. Ultraestructuralmente, las
células mucosas presentan en su citoplasma abundantes vacuolas mucosas y complejo de Golgi;
mientras que solo una pequena porcidn basal y lateral contiene reticulo endopldsmico vy
mitocondrias. 20 Por Ultimo, los acinos mixtos se encuentran formados por células mucosas cerca
del conducto intercalado, rodeadas por células serosas en patron de media luna. 2!

Las células secretoras se encuentran unidas en el polo apical por una zona adhesiva y en
el polo basal por desmosomas. 22 Entre estas uniones, los espacios virtuales forman los capilares
secretores localizados en continuidad con el lumen central del acino a través del cual la secrecién
llega alos conductos intercalados La fransicidén del acino al conducto intercalado se da de forma
gradual. 28 Durante este proceso la célula secretora va perdiendo sus organelos citoplasmdticos
hasta convertirse en células epiteliales con nucleos relativamente grandes con escasas
mitocondrias y con algunas cisternas de reticulo endopldsmico. 24 En la superficie externa del
conducto intercalar se localizan las prolongaciones de las células mioepiteliales; dichas células son

fundamentales secrecion salival debido a que poseen una funcidn contrdctil. 25 (Figura 3)

Serosos

Fig 3. Tipos de acinos: Acinos serosos propios de la gldndula pardtida, acinos mixtos con predominio

mucoso de la gldndula submandibular y mixtos de predominio seroso de la glédndula sublingual. Propiedad del

avutor.
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4.1.2 Sistema de conductos.

El sistema de conductos transporta la saliva desde la gldndula salival a la cavidad bucal.
Durante este trayecto se modifica su composicion quimica respecto a la concentracién de agua
y electrolitos.1® Posee tres segmentos principales; los dos primeros se denominan conductos
secretores debido a su actividad metabdlica, se localizan intralobularmente y corresponden all
conducto intercalado y estriado, mientras que el tercer segmento o conducto excretor es

interlobular.2¢

El conducto intercalado se localiza configuo al acino y se encuentra revestido por una
capa de epitelio cUbico y una capa irregular de células mioepiteliales. Las células cubicas poseen
en su citoplasma gran cantidad de lactoferrina y lisozima, mostrando una transformacion
progresiva entre las células secretoras y ductales. La longitud del conducto varia en las fres
gldndulas salivales mayores; en la gldndula pardtida el conducto es mds largo y fécil de identificar,
mientras que en la gldndula submandibular y sublingual son cortos y apenas visibles. Las células son

positivas para la tincién de inmunohistoquimica con citoqueratinas 13y 16.27

El conducto estriado posee un revestimiento de epitelio columnar simple con nuUcleos
centrales. En la porcidn basal, posee estriaciones paralelas, en forma de dedos, causadas por
invaginaciones de la membrana plasmdtica, y en el espacio entre estos pliegues se encuentran
numerosas mitocondrias en disposicién vertical; dicha conformacion se encuentra relacionada al
fransporte de agua vy electrolitos desde el sistema vascular hasta el lumen del conducto. Ademds,
en el citoplasma de las células se encuentran enzimas como la adenosin trifosfatasa, succinil
deshidrogenasa y la anhidrasa carbdnica, las cuales le proporcionan un sistema metabdlico capaz
de concentrarlos elementos en la saliva. La tincidn eosindfila del conducto se debe ala abundante
presencia de mitocondrias. Son mds evidentes que los conductos intercalados debido a que

longitudinalmente son mads largos.12

Los conductos estriados desembocan en los conductos interlobulares localizados en los
septos de tejido conjuntivo fibroso denso de las gldndulas salivales. Los conductos interlobulares se
encuentran revestidos por epitelio columnar pseudoestratificado con presencia de células
mucosecretoras dispersas. Ademds del transporte de la saliva, actualmente se investiga su papel
en la regeneracion debido a la presencia células pluripotenciales indiferenciadas en el conducto.
Estas células, en teoria, tienen la capacidad de seguir las mismas lineas celulares que en el
desarrollo embrionario y pueden estar implicadas en las alteraciones metapldsicas y neopldsicas

de las gléndulas salivales. 1
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Por Ultimo, el conducto principal o excretor posee una capa gruesa de tejido conjuntivo
fibroso denso con haces de fibras eldsticas y se encuentra revestido por epitelio columnar, que se

vuelve escamoso cercano a su salida en la cavidad oral. 12(Figura 4)

Conducto intercalar

Células mioepiteliales

Conducto
estriado

Fig 4. Sistema de conductos. Propiedad del autor.
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4.1.3 Células mioepiteliales.

Las células mioepiteliales se derivan de la diferenciacion de las células del conducto salival
primario durante la décima semana de gestacién. Se localizan entre las células epiteliales y la
I[dmina basal del acino, en el conducto intercalado y en la unién de estos con el conducto
estriado.22 Su morfologia generalmente es plana con largos procesos citoplasmdticos que se
extienden sobre la superficie epitelial; sin embargo, estas células pueden asumir modificaciones

morfolégicas de acuerdo a las diferentes localizaciones anatémicas. 27

Ultraestructuralmente, la caracteristica fundamental de las células es la presencia de
filamentos citoplasmdticos en la porcién basal; la mayoria de ellos corresponden a miofilamentos
de actina, tropomiosina y miosina. Estos componentes le permiten presentar una funcidn contractil.
Ademds, el citoplasma presenta numerosas mitocondrias, reticulo endopldsmico, lisosomas vy

complejo de Golgi que le confieren una fuerte actividad ATPasa y fosfatasa alcalina. 2é. 30-

Las células mioepiteliales poseen multiples funciones entre las que se encuentran: acelerar
la salida de saliva aumentando la presidn sobre la unidad excretora, dar sostén al parénquima
subyacente, producir fibronectina, laminina y coldgena tipo lll, componentes estructurales de la

ldmina basal y por Ultimo producir la glicoproteina tenascina componente de la matriz extracelular.

31, 32, 33.

Debido a su lingje ectomesenquimal, las células mioepiteliales neopldsicas pueden
manifestar una o ambas morfologias; debido a ello, se les considera un factor clave en la

variabilidad morfolégica de distintas neoplasias de gldndula salival. 34
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4.1.4 Glandula parétida.

La pardtida es una gldndula de secrecidn serosa responsable de la mayor parte de
produccion salival. Durante la vida embrionaria, es la primera de las gldndulas mayores en formarse
comenzando su desarrollo entre la 5° y 6° semanas. Deriva del brote epitelial primitivo del epitelio
oral y a medida que los primordios crecen se ramifican en un sistema tubular rodeado por tejido
mesenquimal. Principalmente, la Idmina basal del mesénquima juega un papel fundamental tanto

en la arquitectura lobular de la gldndula como en el desarrollo vascular y neural.35

Durante la séptima semana, la gldndula primitiva se mueve a la regidn preauricular y en la
décima semana, es el desarrollo del nervio facial quien divide a la gldndula en 2 I16bulos, superficial
y profundo; siendo el Iébulo superficial en donde se originan la mayoria de los tumores.36
Aproximadamente en el tercer mes de vida intrauterina las estructuras epiteliales de la gldndula se
disponen en l6bulos, delimitados por una cdpsula de tejido conjuntivo, el cual posteriormente se
coloniza por numerosos linfocitos que se dispondrdn en ganglios linfdticos intra y extraglandulares,

conformdndose asi la disposicién general de la gldndula.’?

La diferenciacién celular comienza en el sistema de conductos, especificamente en los
conductos excretores, en los cuales existe un cambio progresivo de la especializacion de la
superficie ciliada a células columnares, escamosas y mucosecretoras; seguida de la diferenciacion
acinar, la cual comienza alrededor del octavo mes de vida intrauterina. La histodiferenciacion
glandular salival finaliza con las células mioepiteliales, las cuales se disponen hacia la Idmina basal

de los acinos y de los conductos intercalados. 3839 (Figura 5)

Acinos serosos

Lébulo profu

Lébulo Superficial

Fig 5. Glandula pardtida. propiedad del autor.
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Anatdmicamente, la pardtida se localiza bilateralmente por detrds del nervio facial y por
debajo del conducto auditivo externo. Se encuentra rodeada por una musculoaponeurosis
superficial y por piel; irigada por las ramas arteriales de la carétida externa e inervada por el nervio
auriculotemporal. Estd conformada por numerosas unidades tubuloacinares conectadas a través

de los conductos excretores a su conducto principal o conducto de Stenon. 4041.42.

4.1.5 Glandula submandibular.

La gldndula submandibular posee una secrecidén mixta, con predominio seroso. Su origen
histolégico es controversial ya que aungue se pensaba que derivaba del endodermo, estudios
actuales sugieren que proviene del brote ectodérmico. La diferenciaciéon celular y maduracion de
la gldndula son similares a la parétida, con excepcion del tejido linfoide el cual es menos evidente
y no forma ganglios linfaticos intraglandulares.43 Se encuentra cubierta por una fina cdpsula de
tejido fibroconjutivo y se organiza en Iébulos conectados a un conducto extrector principal
llamado conducto de Wharton. 44 El conducto desemboca en la superficie del piso de boca, en un
pequeno orificio de la papila caruncula sublingualis a cada lado del frenillo lingual.
Anatomicamente se encuentra localizada en la fosa sublingual mandibular, es irrigada por ramas
de las arterias facial y sublingual e inervada por los nervios secretomotores de la rama

parasimpdtica craneal del nervio facial. 14.45 (Figura 6)

Acinos serosos

Acinos mucosos

Conducto

Glandula
submandibular

Fig 6. Ubicacién de la gldndula submandibular. propiedad del autor.
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4.1.6 Glandula sublingual.

La gldndula sublingual posee una secrecidon mixta con predominio mucoso. Durante la vida
embrionaria son las Ultimas de las gladndulas salivales mayores en formarse. La organizaciéon y
diferenciacién de su parénquima son similares a la gldndula submandibular y también se originan
probablemente del endodermo. Anatémicamente se localiza en la fosa sublingual mandibular y
se encuentra rodeada por tejido conjuntivo laxo. Su secrecidn desemboca a través del conducto
principal llamado conducto de Bartholin, que a su vez desemboca en el conducto
submandibular.4¢ Los conductos de Rivinus son conductos excretores pequenos y accesorios que
se abren paso a la cavidad bucal por separado en la plica sublingual o en el conducto
submandibular. Se encuentrairrigada por las arterias sublinguales y submentales e inervada por los

nervios secretomotores de la rama parasimpdtica craneal del nervio facial. 47 (Figura 7)

Acinos mucosos

Glandula
sublingual

Fig 7. Ubicacién de la gldndula sublingual. propiedad del autor.
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4.2 Neoplasias de glandulas salivales.

Las gladndulas salivales se caracterizan por tener la capacidad de formar un gran nUmero
de neoplasias histoldgicamente diversas. Corresponden del 3 al 10% de todas las neoplasias de
cabeza y cuello, con una incidencia global del 2.5 por cada 100 000 casos al ano y de las cuales,

el 5% pertenecen a neoplasias malignas.48

Es frecuente su presentacién entre la 4° y 7° décadas de vida, con predileccién por el
género femenino. Dentro de la presentacion en gldndulas salivales mayores, la gldndula pardtida
es habitualmente la mdas afectada, seguida por la gldndula submandibular y sublingual. Debido a
su heterogenicidad ha sido dificil definir los factores de riesgo asociados con su manifestacién y

permanecen inciertos los mecanismos moleculares implicados en su desarrollo. 1

Actualmente existen dos teorias principales que abordan su origen, la histogenética o

teoria bicelular y la morfogenética o teoria multicelular. 26. 49. 50, 51

La teoria histogenética propuesta por Batsakiss? plantea que existen células de reserva de
aspecto basal en las regiones proximal y distal del sistema de conducto y que corresponden a
células troncales progenitoras de la unidad glandular. De acuerdo a ello, las células en la regidn
proximal dardn origen a las neoplasias que imitan el complejo ducto-acinar y las células de la
region distal las neoplasias que imitan el sistema de conducto excretor. Aun cuando investigadores
han demostrado por inmunohistoquimica la presencia de células basales de aspecto
indiferenciado en los conductos salivales, estos estudios no son suficientes para sustentar que

actian como células troncales. 53

Por otra parte, el enfoque morfogénetico o teoria multicelular propuesta por Dardick4?
relaciona la morfologia con la diferenciacién celular derivada de la expresion de diferentes genes
en la célulos. 54 La relacién entre la estructura normal de la gldndula salival y la apariencia
histolégica de las neoplasias puede explicar las clasificaciones morfoldgicas. Sin embargo, se debe
considerar que la similitud histoldgica no necesariamente implica que un tumor particular surge de

la estructura que imita.5!

En la clasificacion morfoldgica de las neoplasias de gldndulas salivales, el conducto
intercalado representa el segmento mds importante debido a que se ha relacionado con tumores

benignos como el adenoma pleomorfo y el adenoma de células basales; y con tumores malignos
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como el carcinoma adenoideo quistico, carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma ductal y
adenocarcinoma de células basales. Todos ellos muestran tanto diferenciacién epitelial como
mioepitelial,4%- 53. 54. 55, 56 g| igual que el conducto intercalado de la gldndula salival normal. Los
conductos intercalados de la gldndula pardtida son mds largos que los de las gldndulas
submandibular y sublingual; esto podria explicar porque el 80% de las neoplasias se desarrollan en

ésta gldndula. 57

Por ofra lado, el carcinoma de células acinares se ha relacionado con el segmento acinar
que corresponde a la estructura mds diferenciada de la gldndula; el conducto estriado que
presenta células con abundantes mitocondrias se ha encontrado analogia morfoldgica con el

oncocitoma vy de los conductos excretores mds grandes el carcinoma mucoepidermoide. 49

4.2.1 Clasificacion de la OMS

La clasificaciéon mds usada para agrupar a este tipo de neoplasias es la de la Organizacion
Mundial de la Salud la cual fue modificada en el ano 2017 y que las cataloga en neoplasias
benignas y malignas de origen epitelial, lesiones epiteliales no neopldsicas, lesiones benignas de

tejido blando, y neoplasias hematolinfoides. 8 (Tablal)

En el grupo de neoplasias malignas de gldndulas salivales se incluyen a 21 entidades. Entre
las modificaciones realizadas en esta clasificacion se encuentran el agrupamiento del
cistadenocarcinoma, adenocarcinoma mucinoso y adenocarcinoma intestinal dentro del
adenocarcinoma NOS; la inclusion del papiloma ductal, infraductal e invertido en un solo
apartado; la introduccidon del carcinoma secretor como una nueva entidad dentro de ésta
clasificacién, la denominacién de carcinomas neuroendocrinos y no neuroendocrinos
indiferenciados en lugar de carcinomas de células pequeinas y grandes, y por Ultimo, la

reclasificacion del sialoblastoma y paraganglioma como entidades indeterminadas a malignas. 58
De acuerdo a esta clasificacion, la neoplasia maligna de gldndula salival mayor mds

frecuente es el carcinoma mucoepidermoide, seguido del carcinoma adenoideo quistico y de

células acinares. 58
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Clasificacion de la OMS de neoplasias de glindulas salivales

Neoplasias Malignas Neoplasias Benignas

Carcinoma Mucoepidermoide Adenoma Pleomorfo
Carcinoma adenoideo quistico Mioepitelioma

Carcinoma de células acinares Adenoma de células basales
Adenocarcinoma polimorfo Tumer de Wharthin
Carcinoma de células claras Oncocitoma
Adenocarcinoma de células basales Linfadenoma

Carcinoma Intraductal Cistadenoma
Adenocarcinoma NOS Slaladenoma poplifero
Carcinoma de ducto salival Papiloma ductal

Carcinoma mioepitelial Adenoma sebdceo
Carcinoma epitelias mioepitelial Adenoma canalicular y otros adenomas ductales

Carcinoma ex adenoma plemorfo

Carcinoma secretor

Adenocarcinoma sebaceo

Carcinosarcoma

Carcinoma pobremente diferenciado.
Carcinoma linfoepitelial

Carcinoma escamocelular

Carcionoma oncocitico

Neoplasias inciertas potencialmente malignas.

Lesiones epiteliales no neoplésicus] Lesiones benignas de tejidos blandos

Adenosis poliquistica esclerosante Hemangloma
Hiperplasia nodular oncocitica Lipoma/Sialolipoma
Sialadenitis linfoepitelial Facitis Nodular

Hiperplasia del ducto intercalado

Neoplasias hematolinfoides

Linfoma esxtranodal de la zona marginal del tejido linfoide
asociado o la mucosa (Linfoma MALT)

Tabla I: Clasificacién de neoplasias de gldndulas salivales de la OMS 2017.

4.2.2 Carcinoma mucoepidermoide

Se define como una neoplasia epitelial maligna con proporciones variables de células
mucosas, epidermoides e intermedias.5? Corresponde a la neoplasia maligna de gldndula salival
mds frecuente, representando en promedio el 16% de todos los tumores. Su formacién se ha
relacionado a radiaciones ionizantes. No presenta predileccion de edad aungue si de género,
siendo las mujeres ligeramente mds afectadas que los hombres. Se presenta con mayor frecuencia
en la gldndula pardtida seguida de las gldndulas salivales menores. Clinicamente se observa como
un aumento de volumen, generalmente asinftomdtico y de crecimiento lento. Cuando son
sinfomdticos pueden manifestarse con dolor, pardilisis facial y disfagia.é0

Macroscépicamente puede encontrarse bien circunscrito, parcialmente encapsulado o
de periferia imprecisa. Al corte puede ser sdlido o quistico, con superficie café claro o amarilla.$?
Microscopicamente puede presentar patrones histoldgicos quistico y sdlido con presencia de

células mucosas, intermedias y epidermoides en proporciones variables. Para el establecimiento
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del grado histolégico se utiliza un sistema de puntaje en el cual, cada uno de los pardmetros
histoldgicos se suman para obtener un puntagje final. Los pardmetros medidos son: Componente
intfraquistico inferior a 20% (2pts), invasion neural (2pts), presencia de necrosis(3pts), 4 o mds mitosis
por cada 10 campos de alto poder (3pts) y anaplasia (4pts). Se consideran de bajo grado las
neoplasias con una puntaje de 0 a 4, de grado intermedio de 5 a é y de alto grado con puntaje
mayor o igual a 7. El tratamiento para las neoplasias de bajo grado es la reseccion conservadora
con preservacion del nervio facial; mientras que para las de grado intermedio y alto esla reseccién
completa con diseccién cervical. Las neoplasias de bajo grado no tienden a metasatizar; sin
embargo las de grado infermedio y alto metastatizan a distancia en un 55 a 80%, siendo los rganos
mads afectados el pulmén, hueso y cerebro. 2 (Figura 8)

Actualmente se realizan diferentes andlisis moleculares con el fin de entender el
comportamiento bioldgico de estas neoplasias. Los estudios citogéneticos han identificado en las
neoplasias de bajo grado una translocacién entre el gen MAML2 y MECTI, t(11;19)(g21-22;p13),

aungue dicha traslocacién no se manifiesta en neoplasias de alto grado. 63

Fig. 8: H&E Carcinoma mucepidermoide. a) Células epidermoides en patron sdlido, b) y ¢) Células

mucosecretoras y epidermoides en patrén microquistico, d) Variante de células claras. Obtenidas de bloque
propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel UNAM.
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4.2.3 Carcinoma adenoideo quistico

Se define como una neoplasia epitelial maligna con diferenciaciéon mioepitelial y ductal.s8
Corresponde al cuarto tumor maligno mds frecuente de gldndula salival que se manifiesta tanto
en gldndulas salivales mayores y menores, siendo la gldndula pardtida la mds afectada. Es
frecuente en la 6° década de vida con predileccion por el género femenino en una relacion 3:2.

Clinicamente se presenta como un aumento de volumen doloroso y que ocasiona pardlisis facial.$4

Macroscépicamente no se encuentra circunscrito y al corte es sdlido de color blanco a
grisdceo. Microscdpicamente corresponde a una neoplasia formada por células pequenas con
nucleos angulados y nucléolos prominentes, con invasidn perineural tipica y que infiltra tejidos
profundos. Puede presentar tres patrones histoldégicos: cribiforme, tubular y sélido.$% El patrén
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 Idmina basal hialinizada. En el patrén tubular las luces resultan mds
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 sélido presenta mayor grado de pleomorfismo nuclear, se asocia a un aumento en la
actividad mitdsica y presenta dreas de necrosis. Para considerar que la neoplasia presenta este
patron se necesita un 30% de crecimiento sdlido como minimo.% La gradificacion depende
principalmente del patrdn histoldgico que predomina. Las neoplasias de bajo grado presentan un
patrén tubular; las de grado intermedio un patrdn cribiforme y las de alto grado un patrén sdlido.58

(Figura 9)

El tratamiento consiste en reseccién radical con quimioterapia adyuvante. La
supervivencia a los 15 anos depende del grado histolégico, siendo del 39% en el grado |, del 26%
en el grado Il y del 5% en el grado lll. Los factores de prondstico desfavorable incluyen tumores de

mds de 4cm., metdstasis a cadena cervical regional y metdstasis a pulmén y hueso .7
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Fig. 9: H&E Carcinoma adenoideo quistico. a) y b) Células neopldsicas con invasién peri neural, y ¢)

Patrén cribiforme, d) Patrén tubular. Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel UNAM.

4.2.4 Carcinoma de células acinares

Se define como una neoplasia epitelial maligna compuesta por células de caracteristicas
acinares.s® Corresponde a la segunda neoplasia maligna de gldndula salival mds frecuente en
ninos. El promedio de edad de presentacion es de 50 anos, con una ligera predileccién en el
género femenino en una relacién 1.5:1. El 90% de los casos afecta la gldndula pardtida.
Clinicamente se presenta como un aumento de volumen, de lento crecimiento, con superficie uni

o multinodular, que puede cursar con dolor y pardlisis facial. 4!

Macroscoépicamente se encuenfra pobremente definida y al corte sdlido.
Microscoépicamente corresponde a una neoplasia formada por células acinares y ductales, de

morfologia poligonal, con nudcleo excéntrico y citoplasma generalmente basdfilo y granular,
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aunque también puede presentar citoplasma vacuolado, claro y oncocitico. Los patrones
histoldgicos observados en esta neoplasia corresponden al folicular, microquistico y sélido. ¢8 El
patrén folicular y microquistico se considera de bajo e intermedio grado respectivamente debido
a su escaso pleomorfismo e infrecuentes mitosis. El patrén sélido se considera de alto grado o
indiferenciado debido a que se asocia a zonas de necrosis, invasion neural e hialinizacién
estromal.’8 Aun cuando el carcinoma de células acinares no es agresivo, una proporcion puede
metastatizar a ganglios linfaticos cervicales y a pulmon. Presenta una recurrencia alta del 35% con
supervivencia a los 20 anos del 90%; a excepcion de los indiferenciados con una supevivencia
promedio de 40 meses posterior al diagndstico.$? (Figura 10)

Los factores de prondstico desfavorable incluyen tumores de gran tamano, que involucren

el I6bulo profundo de la gldndula pardtida y reseccidon quirdrgica incompleta. 70

Fig. 10: H&E Carcinoma de células acinares. Fotomicrografias: a) Patrén microquistico b) Células con

morfologia poligonal y citoplasma granular. Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel UNAM.

4.2.5 Adenocarcinoma de células basales

Se define como una neoplasia epitelial maligna compuesta por células basales vy
miopeiteliales que forman nidos y estructuras glandulares. Corresponde a una neoplasia
infrecuente con una presentacién promedio entre la 5 y 6° décadas de vida. No presenta
predilecciéon de género y afecta mayormente a la gldndula pardtida. Clinicamente se presenta

como un nddulo, de lento crecimiento. 58

Macroscopicamente no presenta cdpsula y al corte se observa sélida. Microscdpicamente
corresponde a una neoplasia formada por células basales que presentan palizada periférica y

depdsitos de material parecido a la membrana basal. 7! Los patrones histolégicos observados en
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esta neoplasia corresponden al tubular, trabecular, membranoso y sélido. Independientemente del
patrébn que evidencie la neoplasia, este tipo de entidades se consideran de grado

intermedio.(Figura 11) El 25% de los casos presenta invasion perineural y permeacién vascular. Es

infrecuente la metdstasis regional a ganglios linfaticos y metdstasis a distancia.”2

Fig. 11: H&E Adenocarcinoma de células basales. Fotomicrografias: a) Patrén sélido y b) Células

basales neopldsicas con morfologia columnar. Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel

UNAM.

4.2.6 Adenocarcinoma NOS

Representa un grupo de carcinomas epiteliales que forman estructuras ductales y
glandulares.  Incluye los carcinomas no  clasificados,  cistadenocarcinomas,  los

cistadenocarcinomas mucinoso y papilar, asi como el adenocarcinoma ftipo intestinal. 58
Corresponden del 10 a 15% de todas las neoplasias malignas de gldndula salival, con una edad
promedio de presentacion de 58 anos. Mds del 50 % se originan en la gldndula pardtida, seguida
de las glandulas salivales menores. Clinicamente se presentan como aumentos de volumen,
generalmente asinfomdticos, con consistencia que va de blanda a firme y con tiempo de

evolucion de 1 a 10 afos.14

Macroscoépicamente pueden presentarse tanto parcialmente circunscritos como
infiltrantes. Al corte se observa sdélido, de color amarillo con zonas de hemorragia y necrosis. El
adenocarcinoma NOS corresponde a un diagndstico por exclusién y microscépicamente puede
presentar una gran variedad morfoldégica que va desde células cuboidales, columnares,
poligonalesy claras, hasta mucinosas, oncociticas y plasmocitoides, arregladas en patrones ductal,

quistico y solido.%8 (Figura 12)
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La gradificacién de esta entidad se realiza en base al grado de atipia celular en bajo,
infermedio y alto grado. La formacién de estructuras glandulares y ductales son frecuentes en los
tumores de bajo e infermedio grado y el patrén sélido es frecuente en los tumores de alto grado. El
prondstico depende del grado de la neoplasia y estadio clinico. Los adenocarcinomas de alto
grado presentan una supervivencia a los 15 afos del 3%, la cual es menor en comparacién de los

de grado intermedio que es de 31% vy los de bajo grado de 54%.14

Flg. 12: H&E Adenocarcinoma NOS. Fotomicrografias: a) Cistadenocarcinoma gastrointestinal b)

Patron pa pilOr. Obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal DEPel UNAM.

4.2.7 Carcinoma del ducto salival

Se define como una neoplasia epitelial maligna agresiva que asemeja al carcinoma ductal
de mama. %8 Puede originarse de novo o derivarse como un componente maligno del adenoma
pleomorfo. Corresponde al 10% de todas las neoplasias malignas de gldndula salival, con ligera
predileccién por el género masculino y un pico de incidencia entre la 6° y 7° décadas de vida.

Afecta con mayor frecuencia a la gldndula pardtida.?3

Clinicamente se presenta como un aumento de volumen de crecimiento rdpido,
frecuentemente asociado a pardilisis facial, dolor y linfadenopatia cervical. En los hallazgos
macroscoépicos se identifica una neoplasia infiltrante que al corte se observa de blanca a gris,
multiquistica y con zonas de necrosis. Microscdpicamente puede presentar tanto un patrén de
formaciéon ductal con comedonecrosis, asi como un patrdn cribiforme con caracteristicas de letras
romanas. Las células poseen caracteristicas de secrecién apocrina, con nicleo pleomérfico vy

cromatina dispersa con nucléolo prominente.? Se evidencian facilmente figuras mitdsicas y células
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con caracteristicas rabdoides. Son negativas a la prueba de inmunohistoquimica para receptores

de progesterona y estrégenos. (Figura 13)

Esta neoplasia se considera de alto grado, debido a su alta recurrencia y frecuente
metdstasis regional y a distancia ya sea por via linfatica o por via o hematdégena. Presenta una
supervivencia a 5 anos pobre, debido a que del 55 al 65% de los pacientes mueren a causa de la

enfermedad.’s

Fig. 13: H&E Carcinoma del ducto salival. obtenidas de bloque propiedad del Departamento de Patologia Bucal
DEPel UNAM.

4.2.8 Carcinoma mioepitelial

Se define como una neoplasia epitelial maligna compuesta en su totalidad por células
neopldsicas mioepiteliales con crecimiento infiltrante. 58 Su presentacion es infrecuente y no
presentan predileccion de edad ni de género. La mayoria de los casos afecta a la gldndula
pardtida seguida de gldndulas salivales menores y del paladar. Clinicamente se presenta como un
aumento de volumen doloroso y de crecimiento rdpido.*  En los hallazgos macroscopicos se
identifica una neoplasia no encapsulada que puede ser firme o blanda. Al corte se observa de

blanca a gris, con degeneracion quistica, zonas de hemorragia y necrosis.58

Histopatoldégicamente se encuentra formada por nidos desorganizados de células
mioepiteliales con bordes infiltrantes, en patrones sélido, trabecular y reticular. El estroma puede
ser mixoide y hialino. Las células neopldsicas pueden presentar una morfologia ahusada, estrellada,
epitelioide, plasmocitoide y en anillo de sello. Algunas veces se observa alta actividad mitdsica,
pleomorfismo celular y necrosis. 76 Aunque los carcinomas mioepiteliales pueden surgir de novo, la
mitad de los casos se desarrollan en adenomas pleomorfos o de mioepiteliomas benignos

preexistentes. Generalmente se consideran neoplasias de grado infermedio debido a que pueden
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afectar el hueso adyacente y presentar invasién perineural y vascular. La presencia de marcado
pleomorfismo celular y necrosis se relaciona a neoplasias de alto grado. La metdstasis regional y a
distancia es infrecuente y aproximadamente un tercio de los pacientes mueren a consecuencia

de la enfermedad. 76

4.3 Angiogénesis

La angiogénesis se define como un proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos, ya
sea a partir de vasos preexistentes o por la movilizaciéon de células precursoras endoteliales desde
la medula ésea hacia el sitio de estimulo angiogénico la cual se rige por factores compensatorios
gue lainducen o la inhiben?8. Esta cascada de sefalizacion ocurre tanto en condiciones fisioldgicas
como el desarrollo fetal, en respuesta al dano y durante la cicatrizacién de heridas; como en
condiciones patolégicas como el cdncer.!

Las células neopldsicas, al igual que las células sanas no pueden crecer sin un aporte de
nutrientes, por lo cual, inducen la angiogenia sostenida (306 robins) en la cual la sefalizacion
proangiogénica se encuentra alterada contribuyendo al crecimiento tumoral y al comportamiento
agresivo.7?

Folkman y cols8, describen 2 etapas de crecimiento neopldsico, la fase avascular y la fase
vascular. En la fase avascular los propios vasos del hospedero son suficientes para propiciar un
crecimiento tumoral de 1 a 2mm, esto debido a que es la distancia méxima a través de la cual se
difunden el oxigeno, los nutrientes y los desechos desde los vasos sanguineos. Un crecimiento mayor
a este didmetro necesita la formacidén de nuevos vasos que la suministren, por lo cual se activa la
fase vascular. En esta fase las células endoteliales recién formadas estimulan el crecimiento de las
células tumorales adyacentes al secretar factores de crecimiento. Ademds los vasos recién
formados son permeables debido a que Ias uniones interendoteliales se encuentran incompletas lo
gue incrementa la permeabilidad vascular, permite el acceso de las células neopldsicas a los vasos
y aumenta la capacidad de diseminacion metastdsica.?? El proceso de angiogenia afecta a varias
vias de senalizacion, interacciones célula-célula, proteinas de la MEC y enzimas tisulares.”8

La base molecular de la fase vascular es la sobreproducciéon de factores angiogénicos y/o
pérdida de sus inhibidores. Estos factores son producidos por las propias células neopldsicas, por las
células del sistema inmune como los macréfagos y por células estromales asociadas al tumor. Estas
proteinas crean un gradiente que estimula la proliferacién de las células endoteliales y guian el
crecimiento de nuevos vasos hacia el tumor. La sefalizacién pro-angiogénica comienza por la falta
relativa de oxigeno secundaria a hipoxia que estabiliza al factor inducido por hipoxia alpha (HIF-a)

y que a su vez activa al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A).80 El VEGF-A estimula
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la migracién y proliferacion de células endoteliales, aumenta la permeabilidad vascular al activar
la vasodilatacién mediada por éxido nitrico y contribuye a la formacién de la luz vascular.
Posteriormente, las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) degradan la membrana
basal para permitir la formacién de brotes vasculares. Las células endoteliales denominadas “de la
punta” migran hacia el sitio de estimulo angiogénico vy gracias al factor de crecimiento
fibrobldastico (FGF-2) proliferan inmediatamente por defrds del borde anterior de las células que
migran. Las angiopoyetinas 1y 2 (Angl1 y Ang?2) son factores de crecimiento que participan en la
en la maduracion estructural de los nuevos vasos mediante reclutamiento de pericitos y células de
musculo liso. Los factores de crecimiento PDGF y TGF-B también intervienen en el proceso de
estabilizacién; el PDGF recluta células de musculo liso y el TGF-f inhibe la proliferacién y migraciéon

endoteliales y potencia la produccion de proteinas de MEC. 78 (Figura 14)

Por otra parte también se sabe que las mutaciones en las proteinas supresoras tumorales
promueven la angiogénesis. Un ejemplo de ello es la proteina p53, que en condiciones normales
propicia la expresidn de moléculas antiangiogénicas como la frombospondina 1, y reprime la
expresion de moléculas proangiogénicas, como el VEGF. La pérdida de funcién de p53 no solo
elimina los puntos de regulacion del ciclo celular y altera el metabolismo de las células fumorales,
sino que, ademds, proporciona un entorno mds permisivo para la angiogenia.??
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Fig. 14: Angiogénesis tumoral. Propiedad del autor.
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4.3.1 Densidad microvascular (MVD)

Existen tres métodos para evaluar la angiogénesis tumoral: histoldgicamente con
marcadores de inmunohistoquimica, la cual es una técnica directa y corresponde al método mds
utilizado para evaluar neoformaciéon vascular; radioldgicamente por ultrasonido doppler que es
considerada una técnica de evaluacion indirecta y seroldgicamente con marcadores de

actividad angiogénica. 81

La angiogénesis se puede evaluar mediante inmunohistoquimica mediante la MVD, la cual
se define como el nUmero de vasos pequefios en una determinada drea tumoral. Esta técnica fue
desarrollada en1990 por Weidner y cols. se considera un importante predictor del potencial
metastdsico asociado a un pobre prondstico en neoplasias malignas de alto grado de neoplasias

de origen glandular como mama vy prostata.3

La evaluacioén por inmunohistoquimica de la MVD consiste en seleccionar 3 dreas de mayor
densidad vascular llamadas “focos calientes” en un corte histoldgico a 40 aumentos, vy
posteriormente de cada drea cuantificar los vasos sanguineos obteniendo una escala logaritmica
de espectro de baja a alta densidad, que va de 10 a 200 microvasos por cada campo de 200
aumentos o de 0.74mm2, Las zonas de mayor neovascularizacion generalmente se ubican en los

mdrgenes de fumor. 82

Para que la densidad pueda cuantificarse, es importante que exista un diverso espectro de
densidades de los diferentes casos de una determinada neoplasia, que nos permita clasificar
mediante una escala logaritmica el espectro de baja a alta densidad. Las densidades son un
confinuo que se extiende desde aproximadamente 10 a 200 microvasos por cada campo de 200

aumentos o de 0.74mm?2. 79
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4.4 Marcadores angiogénicos

Los inmunomarcadores mds utilizados para medir la neoformacién vascular son CD31 vy
CD34, pero su utilidad para demostrar la verdadera actividad angiogénica ha sido debatida. Por
lo que actualmente se han propuesto inmunomarcadores como la proteina receptora de
membrana CD105 y la proteina de matriz extracelular Cyré1 como principales moléculas

proangiogénicas.!

4.4.1CD34

El antigeno CD34 es una glicoproteina de adhesién tfransmembranal de cadena simple de
110 kDa.8% Se expresa selectivamente en las células progenitoras hemopoyéticas mieloides y
linfoides, asi como en las células de la punta del endotelio vascular. Mientras que la mayoria de las
células endoteliales permanecen quiescentes en el vaso sanguineo durante la angiogénesis, las
células de la punta son células especializadas que promueven el brote de la red vascular.84 Se
sitban en el borde delantero del brote formando protuberancias o filopodios que guian la
migracién celular hacia la fuente de factores de crecimiento angiogénico. 8 En consecuencia, la
expresion de CD34 solo se puede observar en células durante la angiogénesis, pero esta expresion
se pierde en células endoteliales en reposo. Por otra parte, CD34 no sélo reacciona en los vasos
recién formados, sino también con los vasos hormales atrapados dentro de los tejidos tumorales. 86

(Figura 15)
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Fig. 15: a) Estructura de CD34: Dominio extracelular rico en serina, freonina y prolina, un dominio
globular que contiene cisteina y dominios cinasa citoplasmaticos. b) Célula de la punta cuya morfologia

estimula la migracién celular.87. 88
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4.4.2 CD105

La Endoglina o CD105 es una glicoproteina transmembranal de 180 kDa que contiene un
dominio extracelular de 561 residuos aminodcidos y una regién citoplasmdtica rica en serina y
freonina de 47 residuos.87.9 El gen que codifica la endoglina se ha localizado en el brazo largo del
cromosoma humano 971y las mutaciones de este gen son las responsables de un trastorno vascular
autosdmico dominante denominado telangiectasia hemorrdgica hereditaria de tipo 1 (THH1).92 La
endoglina es un receptor alternativo de del TGF-f en las células endoteliales y desempena un papel
importante en la angiogénesis.?® Se expresa predominantemente en lingjes celulares dentro del
sistema vascular y se sobreexpresa en células endoteliales proliferantes que participan en la
angiogénesis tumoral, con expresidén débil o negativa en el endotelio vascular de tejidos normales.?
Los investigadores han demostrado recientemente que la endoglina (CD105) es un marcador de
microvasos mds especifico y sensible que otros anticuerpos panendoteliales como CD31 o CD34

usados en neoplasia malignas del cerebro, mama, colon, eséfago, vejiga y pulmons?s. %.

La hipoxia originada por el crecimiento neopldsico es un estimulo potente para la expresién
del gen CD105 en las células endoteliales vasculares, lo que a su vez atenla la apoptosis celulary,

por tanto, contribuye a la angiogénesis. 8 (Figura 16)

Fig. 16: Estructura de CD105 como receptor alterno del TGF-f. propiedad del autor.
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4.4.3 Cyré1
Cyré1 es una proteina de matriz extracelular de unién a heparina rica en cisteina de 40 kDa
gue promueve la adhesion de las células endoteliales a través de la interaccién con la integrina

avp3. Es considerada un inductor angiogénico que promueve el crecimiento tumoral.??

Las respuestas gendmicas a la estimulacidon de factores de crecimiento incluyen la
activacion de los receptores de genes inmediatos tempranos, que codifican proteinas que median
los efectos bioldgicos de dichos factores.19 Uno de estos genes inmediato-tempranos identificados
en los fibroblastos es CYR61101, el cual promueve la adhesion y estimula la migracién celular.102 g
proteina CYR61 estimula la migracién dirigida de células endoteliales mediante una via

dependiente de avp3 induciendo angiogénesis.101
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Fig. 17: a) Estructura de Cyré1 como proteina de matriz extracelular. propiedad del autor
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien es cierto que el parénguima neopldsico es el principal responsable de la invasidn
tumoral, consideramos que la neoformacién vascular juega un papel fundamental y adn mds
importante que la misma capacidad de invasion de las células neopldsicas.

En neoplasias malignas de diferentes estirpes celulares con comportamiento agresivo se
ha reportado que la MVD podria estar jugando un papel fundamental en el crecimiento y
supervivencia de las células tumorales, ademds de favorecer el potencial metastdsico.

La valoracién histopatolégica del grado de formacidn de nuevos vasos sanguineos
depende fundamentalmente, tanto del muestreo de la pieza quirdrgica como de la observacion
microscoépica de la neoplasia por parte del patdlogo, haciendo que los criterios utilizados puedan
ser subjetivos. Dicha subjetividad lleva consigo una variabilidad en la interpretacion de los criterios
en cualquier escala de estadificacion. También por ello, proponemos que la cuantificacién de la
MVD puede ser Util para disminuir la diferencia interobservador y crear conocimiento nuevo que

posteriormente pueda ser aplicado en clinica.

6. JUSTIFICACION

Las neoplasias malignas de gldndulas salivales poseen una gran variedad histolégica y un
comportamiento bioldgico agresivo. Clinicamente estas entidades son de rdpido crecimiento y
producen invasidn a zonas vecinas ocasionando un grave dano estructural con consecuentes
defectos fisicos. Histoldgicamente estos tumores presentan diferentes patrones celulares
relacionados con el grado de agresividad, y en general, las neoplasias que presentan un patrén
sélido o de mayor desdiferenciacion llegan a comprometer la vida del individuo. La tasa de
metdstasis aproximada observada es del 50% vy la supervivencia depende del estadio clinico vy el
grado de tumor.

La neoformacidén vascular es uno de los puntos clave para el crecimiento tumoral, por lo
que ha sido estudiada en muchos fipos de neoplasias malignas con el fin de predecir su
comportamiento bioldgico. Recientemente en paises como Brasil, Irdn y Francia se han realizado
investigaciones en neoplasias de gladndulas salivales que se enfocan a identificar el papel de la
angiogénesis como factor predictor de metdstasis y agresividad, sin embargo, por una parte, solo
incluyen como neoplasias malignas al carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adenoideo
quistico y carcinoma de células acinares, sin importar su grado histoldgico o localizacién; y por otra
parte, solo se han enfocado a comparar la MVD en neoplasias malignas en comparacion con las
neoplasias benignas. Ademds, los anticuerpos utilizados en la mayoria de los estudios son CD31,

CD34 Y VEGF los cuales no diferencian entre vasos preexistentes y vasos recién formados.
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Debido a esto, nosotros proponemos estudiar el papel de la angiogénesis en el, crecimiento
y capacidad metastdsica tumoral de las neoplasias malignas que afectan mds frecuentemente las
gldndulas salivales mayores, ya que hasta la fecha no se han realizado estudios que asocien el
grado de desdiferenciaciéon celular y la capacidad metastdsica con el potencial de la neoplasia

de forman nuevos vasos songuineos.

7. PREGUNTA DE INVESTIGACION
5Cudl es la MVD en los diferentes tipos y grados histolégicos de neoplasias malignas de

gldndulas salivales mayores?

8. HIPOTESIS
La MVD se encuentra incrementada en las neoplasias malignas de gldndula salival mayor

con grado histolégico alto.

9. OBIJETIVOS.
9.1 Objetivo General
Determinar la MVD en las neoplasias malignas de gldndulas salivales mayores de acuerdo

a su tipo y grado histolégico.

9.20bjetivos Especificos
« Evaluar la expresion del anticuerpo CD105, para establecer la MVD.
«  Vadlorar la expresion del anticuerpo CD34, para establecer la MVD.
«  Medirla expresion del anticuerpo Cyré1, para establecer la MVD.
«  Analizar las diferencias de expresion entre los anticuerpos CD34, CD105y Cyré1.
« Comparar la MVD entre las neoplasias malignas de gldndula salival de bajo, intermedio y

alto grado.

10. DISENO DEL ESTUDIO
10.1 Tipo de estudio: Es un estudio fransversal observacional descriptivo, la

seleccion de muestra se realizd por conveniencia.
10.2 Universo de estudio: Casos diagnosticados histopatoldégicamente como

neoplasia maligna de gldndula salival mayor en la base de datos del INCan y del

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial de la Divisibn de Estudios de
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Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional

Autdbnoma de México de un periodo comprendido entre los anos 2011-2015.

10.3 Tamano de la muestra: La muestra utilizada correspondidé a 60 casos, de los
cuales 46 se obtuvieron del INCan y 14 del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y
Maxilofacial de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia,
UNAM. Fueron analizados microscdpicamente por la tesista y la tutora para su confirmacion
diagndstica, asegurando que se contara con suficientes dreas estromales asi como con el

tejido suficiente para ser procesado.

10.4 Criterios de inclusion: Todos los bloques de parafina correspondientes a tejido
de gldndula salival diagnosticados como neoplasia maligna y con suficiente muestra para ser

procesada para H&E e inmunohistoquimica.

10.5 Criterios de eliminacion: Casos en los que no se observo suficiente tejido

estromal.

10.6 Criterios de exclusion: Bloques de parafina con escaso tejido o que no

estaban en condiciones para realizar los procedimientos requeridos.
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11. VARIABLES

Definicid Definicion
Variable SLucion

Categoria Eacalaoe
E conceptual operacional g

medicion

—
| -

Se contaran las células

Método directo para positivas en tres zanas de
Densidad evaluar la angiogénesis || mayor inmunorreaccion o Namero de vasos Cuantitativa discreta
Microvascular. tumoral utilizando con tincidn marrdn intensa, pequefios en un area
Dependiente marcadores de {hot spots) utilizando cada tumoral de 0.74mm2.
inmunchistoquimica(*). uno de los

inmunomarcadores CD34,
CD105 y Cyr61. Las zonas
se erigiran a 40x.

AV VA VAVAV hVAVE VA VAV hVAVE

Enfermedad originada en N
: g Se estadificaran de acuerdo
las glandulas salivales en la

e existon calils a la clasificacion de la OMS .
Neoplasias malignas anc?rmales - del 2017, que las clasifica 1- Bajo grado. o .
CRElElLE 0S| RE bajo, intermedio v alto 2. Grado intermedio. Cualitativa Ordinal
de glandulas sin control y que pueden ; ) 3. Alto grado
rdo al patrén ‘ grado.
salivales invadir |os tejidos cercanos gr?do ?e. i .d? gupatiy
: L histoldgico, atipia celular,
Independiente o diseminarse hasta otras

partes del cuerpo a través permeacion linfovascular,
del torrente sanguineo o nvasion/perneural, necrosi
por via linfatica(™) ¥ mitosis aumentadas.

* 17, Weidner M. Intratumeor microvessel density as a prognostic factor in cancer,
American Journal of Pathology. 1995; 147(1): 9-19
**20. El-Maggar A, Chan J, Grandis J, Takata T, Slaotweg P. IARC WHO Classification

of Head and Neck Tumours. 2017; 9.

Tabla II: Variables del estudio. Propiedad del autor.

3B|Pagina



12. MATERIAL Y METODO

12.1. Histoquimica

Alos 14 casos obtenidos del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial se
les realizaron cortes histoldgicos a 5um para un total de 4 laminillas por bloque; 1 laminilla para H&E
y 3 para los diferentes anticuerpos en estudio. Se observaron al microscopio dptico Leica DM750
las laminillas tefidas con H&E para confirmar el diagndstico de neoplasia maligna de gldndula
salival, determinar las zonas con mayor cantidad de estroma vy realizar la estandarizaciéon tutora-

alumna.
Se gradificardn histopatoldégicamente las lesiones con el fin de clasificar a las neoplasias en

bajo, intermedio y alto grado. Para este fin se utilizaron tablas de recoleccién de datos por cada

una de las lesiones a estudiar basados en la clasificacion de la OMS 2017. (Tabla 3)

Criterios de Clasificacion:

Carcinoma Mucoepidermoide

Caso Grado Localizacion Metastasis Patron hx Células que Invasion Invasion # mitosispor  Anaplasia
predominan vascular perineural 10 campos hp Necrosis
> A s S 1Mucosas
Numero de 1. Bajo grado 1 Parétida 1Local 1 Quistico > Intermodios 1Presente 1 Presente 1Menosde 4. 1Presente
caso 2 Grado Submandibula 2 A distancia 2 Solido Epidermoides 2 Ausente 2 Ausente 2 Mas de 4. 2 Ausente
intermedio 3 Sublingual 2
3 Grado alto

Tabla llI: Eiemplo de tabla de recoleccién de datos para la clasificacién del carcinoma

mucoepidermoide. Propiedad del autor
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Previo a la lectura microscépica, se realizé el andlisis de concordancia Kappa de Cohen
tutora-alumna por triplicado utilizando las mismas tablas de recoleccidén de datos; obteniendo un
valor de kappa .91 interobservador y .93 intraocbservador que indica una fuerza de concordancia

casi perfecta.

12.2. Inmunohistoquimica (IHQ)

Los cortes histoldégicos de la muestra del INCan se obtuvieron mediante la técnica de
microarreglos de tejidos donde cada laminilla contenia 23 casos, obteniéndose 2 laminillas para
realizar inmunohistoquimica para cada uno de los anticuerpos. Previo a la realizaciéon de la técnica
de IHQ, se recibié entrenamiento y se estandarizd la técnica para cada anticuerpo y se determind
la dilucién a utilizar para ellos. Se establecid una dilucién 1:800 para Cyré1y una dilucién de 1:600
para CD34 y CD105.

El procedimiento para IHQ fue realizado de acuerdo a lo reportado por Goldstein y Watkins
en 2008. Primero las laminillas se desparafinaron en 3 banos de xilol durante 15 minutos y
rehidrataron en 2 banos en alcohol de 100%, seguidos de 2 mds en alcohol de 96% durante 3
minutos cada uno. Posteriormente se lavaron con agua destilada desionizada y se realizd la
recuperacion antigénica utilizando un buffer de citratos con pH 6 al 0.1M vy se llevd en bano de
agua al horno de microondas durante 5 minutos a potencia 800w y posteriormente 15 minutos

mds a potencia 400w.

Se readlizaron 3 lavados con Buffer de fosfato (PBS) por 3 minutos cada uno vy se inhibid la
actividad de la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrogeno al 3% incubdndolo durante 20
minutos en cdmara humeda; y franscurrido el tiempo se hicieron 3 lavados de PBS por 3 minutos
mds. Se delimitd la muestra con Idpiz hidrofébico y enseguida se permeabilizé con Tritdn-X10 al 0.2%
durante 20 minutos. Se lavé nuevamente con PBS 3 veces durante otros 3 minutos. Posteriormente
se realizé el blogqueo del marcaje inespecifico con PBS-albumina al 0.2% durante 20 minutos en
cdmara humeda y se readlizaron 3 lavados de PBS de 3 minutos. Se colocaron los anticuerpos
primarios CD34, Cyré1 y CD105 marca Santa Cruz ®Biotechnology, esta operacion se realizd por

separado para cada uno de los anticuerpos.

Después de la incubacion con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados de 3 minutos
para colocar el anticuerpo secundario anti-mouse/rabbit en cdmara humeda por 20 minutos a
temperatura ambiente seguido de 3 lavados en PBS de 3minutos cada uno. Se prosiguié a la

incubacién de la perdxidasa de rdbano (HRP) en cdmara himeda por 10 minutos seguido de 3
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lavados con PBS de 3 minutos. Se empled diaminobencidina (DAB) como cromdgeno y se colocd
a cada tejido durante 3 minutos. Después de aplicar el cromdgeno se lavaron las laminillas con
agua corriente, se dejaron en agua destilada desionizada durante 1 minuto. Se realizé la
contratincion con hematoxilina de Mayers durante 10 minutos y posteriormente se lavaron con
agua corriente. Se realizd la deshidratacion de los tejidos con alcoholes de diferentes

concentraciones y xilol para realizar el montaje con resina hidrofébica.

Se tilizaron controles positivos y negativos; como control positivo de CD34 se utilizd
placenta, para CD105 rinon y para Cyré1 higado humano. El control negativo se obtuvo por la

omisién del anticuerpo primario sustituido por PBS en los tejidos anteriores (Tabla 1V).

Anticuerpos

Control + Placenta,

Dilucion 1:200 1:200 1:400
SC-19587 SC-20632 SC-13100
Clona, Mouse Rabbit Rabbit
monoclonal polyclonalIgG  polyclonal IgG
IgG3 *Tejido humano.

Santa Cruz@Biotechnology

Tabla IV: Controles positivos, diluciones y clonas de cada antficuerpo. Propiedad del autor
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12.3 Andlisis de inmunoexpresion

Para evaluar la expresidn inmunohistoquimica y debido a las diferentes técnicas
metodoldgicas utilizadas para la obtencidén de muestras tanto en los casos del INCan como en los
del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial; el andlisis de imagenes se realizé
mediante 2 sistemas, Aperio ImageScope para los microarreglos de tejidos y Leica Las-Ez para los
cortes histoldgicos cuyo procedimiento se menciona a continuacion.

Se tomaron fotografias de los casos del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y
Maxilofacial con el programa Leica Las-Ez versidon 3.2.0. Se seleccionaron los campos de mayor
inmunoreaccién a 40 aumentos y se volvieron a tomar fotografias a 200 aumentos para realizar el
conteo vascular. Mientras que de los casos del INCan se obtuvieron fotografias con el sistema
Aperio ImageScope y de igual forma se seleccionaron los campos de mayor inmunoreaccién a 40
aumentos y posteriormente se tomaron fotografias para realizar el conteo vascular a 200 aumentos.

Las fotografias fueron analizadas con el software ACDSee 10 Photo Manager colocdndoles
una cuadricula de medicidon en donde cada 0.025cm correspondia a una micra, esto se realizd
con el fin de hacer una medicidn vascular cuantitativa objetiva. Una vez colocada la cuadricula
se procedid a la cuantificacién vascular con ayuda del software Imagel® versidn 1.46
previaomente calibrado. Se realizé el conteo de vasos tefidos de color marrén por medio de la
herramienta “Multi point”. Se procedié a convertir las fotografias a escala de grises y cambio de
pixelaje a 2.0 obteniendo las densidades épticas. En la figura 18 se muestran las iméagenes vy la

secuencia metodolégica disenada y utilizada en este estudio.
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Fig18. Imagen que muestra el procedimiento realizado para la cuantificacién vascular.
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12.4 Andlisis estadistico

Para la cuantificacién de vasos sanguineos, se utilizé mediana como medida de tendencia
central y rango intercuartilar como medida de dispersion. Se realizé andlisis estadistico no
paramétrico Kruskal- Wallis con pruebas post hoc U de Mann Withney y Dunn para determinar la
diferencia en la cuantificacién entre los grados histolégicos bajo, intermedio y alto de las neoplasias
asi como para comparar los distintos valores obtenidos con cada anticuerpo. El software que se
utilizé para el andlisis de los datos fue SPSS Statistics Versidn 22 y para la obtencion de grdéficas

GraphPad Prism5 version 5.04.
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13. RESULTADOS

Para este estudio se seleccionaron 60 casos que cumplieron con los criterios de inclusion, 46
del INCan y 14 del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial UNAM. De ellos, 37
(61.6%) correspondieron al género femenino y 23 (38.4%) al masculino. La edad promedio de los
pacientes en el total de la muestra fue de 53 anos + 16.51. La gldndula salival afectada con mayor
frecuencia fue la parétida en 51 casos (83%), seguida por la submandibular en 8 casos (15%) vy la
sublingual en 1 caso (2%). El tamano promedio reportado en los casos del INCan fue de 5.15 cm
+2.85. De los 11 casos registrados en el INCan que reportaron metdstasis, 7 casos (63.3%)
presentaron metdstasis via sistémica, siendo los érganos afectados pulmédn en 3 casos (43%),
higado en 1 caso (14%), huesos en 1 caso (14%) y diseminada en 2 casos (29%). Reportaron
metdstasis regional 4 casos (36.7%), afectando la piel en 2 casos (50%), tejidos blandos en 1 caso
(25%) y ganglios linfaticos en 1 caso (25%). La supervivencia de los pacientes 5 anos fue del 58%.
Los casos del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial no reportaron datos de

metdstasis o de supervivencia.

13.1. Diagnéstico histopatologico

De los 60 casos revisados con microscopia foténica de campo claro, 21 se diagnosticaron
como carcinomas mucoepidermoides, 16 carcinomas adenoideos quisticos, 5 carcinomas de
células acinares, 5 carcinomas ductales, 5 carcinomas mioepiteliales, 4 carcinomas epiteliales-
mioepiteliales, 3 adenocarcinomas NOS y un adenocarcinoma de células basales. De acuerdo a
los criterios de gradificacién de la OMSS8 y para fines de este estudio, 18(30%) se diagnosticaron

como neoplasias malignas de bajo grado, 20(33%) como neoplasias malignas de grado intfermedio

y 22(37%) de alto grado independientemente del subtipo histolégico. (Tabla V)

BAJO 6 1 4 0 1 3 2 1
GRADO
CELIT 9 10 0 0 0 ) 1 0
INTERMEDIO
ALTO 6 o
GRADO 5 i 5 4 i 9

CME: Carcinoma mucoepidermoide, CAQ: Carcinoma adenoideo quistico, CCA: Carcinoma de células acinares, CD:

Carcinoma ductal, CM: Carcinoma. mioepitelial, CEM: Carcinoma epitelial-mioepitelial, NOS: Adenocarcinoma NOS, ACB:
Adenocarcinoma de células basales.

Tabla V: Clasificacion de las lesiones en estudio de acuerdo a la clasificacion de la OMS.
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Grados histologicos

Andlisis inmunohistoquimico

Para efectuar la cuantificacién vascular, se considerd tincidon positiva cuando se presentd
marcaje tanto a nivel membranal como en citoplasma de las células endoteliales utilizando
cualquiera de los 3 anticuerpos. Se contaron como vasos sanguineos las células endoteliales
positivas aun cuando no presentardn lumen. El nUmero de vasos cuantificados con el anticuerpo
CD34 en las neoplasias de bajo grado fue de 96 (60-132), en las de grado intermedio de 221 (112-
330) y en las de alto grado 566(303-825). Con el antficuerpo CD105 la mediana de vasos
cuantificados en las neoplasias malignas de bajo grado fue de 27(14-40), en las de grado
intermedio de 146 (106-190) y en las de alto grado 197(100-294). Mientras que con el anficuerpo
Cyré1 la cuantificacion de vasos en las neoplasias malignas de bajo grado fue de 25(12-38), en las

de grado infermedio 45(34-58) y en las de alto grado 70 (29-110). (Tabla Vi)
Anticuerpos

C CD34 CDI105

rado

jo g

Ba

T o

Grado intermedio

Alto grado

[303.825) B S -...' m 100-2941

T Wl

Fig. 19: Inmunoexpresién citoplasmdtica y membranal de los diferentes anticuerpos en neoplasias
malignas de gldndula salival: Bajo grado (Adenocarcinoma NOS), Grado intermedio (Carcinoma adenoideo

quistico) y Alto grado (Carcinoma mucoepidermoide).
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Grado Histologico

Anticuerpo Bajo grado. o tgj;i?iio. Alto grado.
CD34. 96 (60-132) . 221 (112-330). 566 (303-825).
CD1o0s5. 27 (14-40). 146 (106-190). 197 (100-294.
Cyré1. 25 (12-38). 45 (34-58). 70 (29-110).

Tabla VI: Medianas y rango intercuartilar obtenidas de acuerdo al grado histolégico | con los

diferentes anticuerpos.

Al realizar el andlisis estadistico con la prueba Kruskal-Wallis, encontramos una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en la cuantificacion vascular utilizando CD34 en
comparacién del marcador Cyré1. No se encontraron diferencias significativas entre el uso de
CD105 en comparacion de CD34 y Cyré1 (Grdfica 2).

Con la prueba de Dunnn para comparacion entre grupos, CD34 presento diferencias
significativas entre la cuantificacion de los vasos en las neoplasias de alto grado en comparaciéon
con las de intermedio y bajo grado (p<0.05). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las neoplasias de intermedio y bajo grado. Con CDI05 se encontraron
diferencias significativas en el conteo vascular entre los tres diferentes grados histolégicos (p<0.05).
Por Ultimo, para Cyré1 solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
neoplasias de alto y bajo grado asi como entre las neoplasia de bajo grado y grado intermedio
(P<0.05). No se encontraron diferencias significativas enfre las neoplasias de grado infermedio y

alto para Cyré1 (Grdfica 3).
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Diferencias entre inmunomarcadores

CD34 vs Cyré1
10001

800+
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NUumero de vasos
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p<0.05 Inmunomarcadores

Grdfica 2: Se muestra una diferencia estadisticamente significativa entre la cuantificacién de la
vascularidad con el antficuerpo CD34 en comparacién con Cyré1. La cuantificacion vascular con CD34 y
CD105 fue similar.

oo Cuantificacién vascular por grado histoldégico
*
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500
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CD34 CD105 Cyrél

300

Vasos sanguineos

200
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p<0.05 HAlto EIntermedio M Bajo

Gradfica 3: Existid una diferencia estadisticamente significativa entre la vascularidad de las neoplasias

de alto grado en comparacién con las de grado intermedio y bajo grado utilizando el anticuerpo CD105.
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14. DISCUSION

Las neoplasias de gldndulas salivales comprenden un grupo morfolégicamente
heterogéneo, debido al potencial de las gldndulas para desarrollar tumores de cualquiera de las
estructuras que conforman su unidad secretora e inclusive su estroma. El comportamiento agresivo
e impredecible de este tipo de neoplasias, reiteran la necesidad de un diagndstico adecuado que
impacte directamente en el prondstico y calidad de vida de los pacientes. La angiogénesis es un
proceso de formacion de nuevos vasos a partir de la vasculatura preexistente y que se considera
un marcador distintivo del desarrollo del cdncer.’ Existen investigaciones que relacionan el
crecimiento y capacidad metastdsica en tumores sdlidos, con la capacidad angiogénica
promovida por las células. Dicha capacidad es evaluada de forma directa por la MVD vy se ha

demostrado ser capaz de discriminar entre neoplasias de gldndulas salivales benignas y malignas.!

Tadbir y cols. evaluaron la posible asociacion entre angiogénesis usando el anticuerpo
CD105, y la proliferacion celular usando Ki-67 en 20 casos de adenoma pleomorfo, 20 de carcinoma
mucoepidermoide y 19 de carcinoma adenoideo quistico. Como control utilizaron gldndula salival
normal. Ellos enconfraron que el tejido glandular normal era negativo para CD105, mientras que el
51.6% de las neoplasias examinadas eran CD105 positivas. Dicha positividad fue significativamente
mayor en las neoplasias malignas en comparacién con las benignas. Ademds reportaron que los
casos de carcinoma mucoepidermoide mostraron mayor inmunoreccidén que los de carcinoma
adenoideo quistico. El indice de proliferacién celular medido por la positividad con el anticuerpo
Ki-67 también se encontré incrementado en las neoplasias malignas en comparacién con las
benignas, aungque no encontraron una correlacion significativa entre la MVD vy la proliferacion
celular.? Nosotros encontramos una fuerte positividad de los anticuerpos CD105 y Cyré1 en tfejido
de gldndula salival normal; mientras que CD105 mostro fuerte positividad en el parénguima
glandular normal, Cyré1 fue positivo tanto en el parénguima como en el estroma, lo que dificulto
la cuantificacién vascular en algunas neoplasias. Esto puede ser relacionado a que Cyré1 es una
proteina de matriz extracelular que reacciona no solo en vasos sanguineos recién formados, sino

también en diversos blancos tisulares, lo que la hace inespecifica para la cuantificacién vascular.

Cardoso et al. evaluaron las MVD intratumoral en 139 casos de neoplasias de gldndulas
salivales benignas y malignas de diferentes subtipos histolégicos utilizando el anticuerpo CD105. Su
muestra correspondié a 29 adenomas pleomorfos, 51 carcinomas adenoideos quisticos, 51
adenocarcinomas polimorfos de bajo grado y 40 carcinomas mucoepidermoides. Observaron que

la angiogénesis fue mayor en neoplasias malignas que en benignas, y fue significativamente mayor
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en el carcinoma mucoepidermoide en comparaciéon del carcinoma adenoideo quistico y el
adenocarcinoma polimorfo de bajo grado.19 Nosotros encontramos que la MVD utilizando el
anficuerpo CD105 fue mayor en neoplasias de alto grado, al compararlas con las de grado
infermedio y bajo grado sin importar los subfipos histolédgicos examinados. Aun cuando nuestra
muestra fue heterogénea e incluyo una gran variedad histoldgica de neoplasias malignas de
gldndulas salivales, obtuvimos una cuantificacion significativamente mayor en las neoplasias mds
agresivas o de alto grado en comparacion con las de subtipo histolégico menos agresivo. Ademds
el hecho de que la MVD se incremente en las neoplasias malignas en comparacién con las
benignas en los estudios mencionados, podria indicar que la angiogénesis contribuye o refleja la

agresividad en las neoplasias de gldndulas salivales.

En otro estudio realizado en 82 neoplasias malignas de gldndulas salivales encontraron una
diferencia significativamente mayor entre la MVD medida con CD34 y CDI105 en las regiones
intfratumorales en comparaciéon de las dreas peritumorales.195 Nosotros en este estudio evaluamos
las dreas peritumorales en los casos de neoplasias malignas tomando en consideracidon que en las
dreas intratumorales se encuentran habitualmente los vasos que suministraban al tejido para darle
nutricion y que se encuentran presentes de forma previa a la formacion neopldsica. El hecho de
evaluar estas dreas podria resultar en falsos positivos en cuanto a la medicién de la actividad
angiogénica, ya que la MVD siempre se encontraria significativamente incrementada en estas

zonas en comparacion de las dreas peritumorales.

Dhanuthai y cols. demostraron que el anticuerpo CD105 fue mds eficaz que otros
marcadores panendoteliales como CD31 o CD34 para diferenciar a las neoplasias malignas de las
benignas. Ellos analizaron la MVD en 2 lesiones benignas: 21 adenomas pleomorfos, 2 cistadenomas
papilar linfomatosos y 2 malignas: 8 carcinomas mucoepidermoides y 9 carcinomas adenoideos
quisticos. Reportaron que la MVD con el anticuerpo CD31 fue mayor que con el anticuerpo CD105.
No se demostrd diferencia estadisticamente significativa entre la MVD de las neoplasias benignas
y malignas utilizando CD31; mientras que con el anticuerpo CD105 si se alcanzd un nivel de
significancia entre ambos tipos de neoplasias!® Estos resultados son similares a los obtenidos en
nuestro estudio, ya que se demostrdé una mayor MVD utilizando el marcador panendotelial CD34
en comparacién de los anticuerpos CD105 y Cyré1. La mayor diferencia estadistica se encontrd all
comparar la cuantificacion entre CD34 y Cyré1. La explicacion a estos resultados puede deberse
en primer lugar, a que CD34 es una glicoproteina constitutiva de la superficie de la célula endotelial
que se expresa tanto en vasos preexistentes como en vasos recién formados; con lo cual, la

cuantificacién vascular podria verse incrementada; y en segundo lugar, a que se ha demostrado
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gue CDI105 y Cyé1 son anticuerpos expresados solo en las vasos sanguineos recién formados, 1o
que explicaria la disminucién del nUmero de vasos en la MVD en las neoplasias malignas. Ademds,
aligual que en el estudio de Dhanuthaiy cols, en este trabajo consideramos que el anticuerpo mds
Util es CDI105 puesto que mostro una diferencia estadisticamente significativa al comparar
neoplasias de alto, intermedio y bajo grado. CD34 sdlo presento diferencias significativas entre la
cuantificacién de neoplasias de alto grado en comparacion con las de intermedio y bajo grado,
pero no mostro significancia entre las neoplasias de intermedio y bajo grado. Por Ultimo Cyré1 no

mostro diferencias significativas entre las neoplasias de intermedio y alto grado de malignidad.

En cuanto a la relaciéon de la MVD con el grado histoldgico de las neoplasias malignas de
glandulas salivales, Yang y cols. realizaron una comparacion de la cuantificacién vascular en los
diferentes patrones histoldgicos del carcinoma adenoideo quistico. 197 Ellos reportaron un
incremento significativo de la MVD en el patrdn sélido que corresponde a un alto grado, en
comparacion de los patrones tubular y cribiforme que corresponden a neoplasias de intermedio y
bajo grado respectivamente. Nuestros resultados son similares, ya que independientemente del
tipo de neoplasia maligna, observamos que las neoplasias con un patrén histolégico de alto grado
presentaron mayor cuantificacién vascular. Aunado a esto pudimos identificar que las neoplasias
que reportaron mayor MVD correspondian a los casos que presentaron metdstasis regionales y a
distancia; estos resulfados pueden relacionarse con un estudio realizado por Zhang y cols. quienes
vincularon la MVD medida con CD34, con el estadio clinico, tamano tumoral, invasién vascular,
recurrencia y metdstasis, concluyendo que la MVD tuvo un efecto prondstico independiente para

la supervivencia global de los pacientes. 108

Aun cuando la expresidn del anticuerpo Cyré1 se ha evaluado en carcinomas adenoideos
quisticos y se ha correlacionado con la expresion de Kié719 asociando su sobreexpresion a
neoplasias con subtipos sdlidos, invasidn perineural y vascular, estadio avanzado de la
enfermedad, recurrencia y metdstasis a distancia; los resultados obtenidos en nuestro estudio
indican que dicho anticuerpo no mostro ser eficaz para evaluar la MVD. Al ser una proteina de la
maitriz extracelular y mostrar positividad para diferentes blancos celulares, las imdgenes obtenidas

no fueron representativas debido a la falta de especificidad.

Estos resultados ponen en manifiesto el papel fundamental que desempena la angiogénesis
en la agresividad y progresién tumoral. Las diferencias encontradas en los datos de nuestro estudio
en comparacion con ofras investigaciones pueden deberse a las diversas metodologias utilizadas.

La explicacion a dichas diferencias podria ser la eleccidon de multiples tipos de anticuerpos, los
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pardmetros que definen su positividad, la eleccidén de hot spots, el uso de distintas medidas de

tendencia central y disenos estadisticos, el nUmero pequeno y heterogeneidad de la muestra.

15. CONCLUSIONES

o LaMVD es capaz de discriminar enfre neoplasias malignas de alto, intermedio y bajo
grado independientemente del subtipo histoldégico que presenten, debido a que la
cuantificacién vascular es directamente proporcional al grado de las neoplasias
malignas de gldndulas salivales mayores.

o La MVD se encontrd incrementada con el anticuerpo CD34 en comparacion a
CD105 y Cyré1. Estos datos se deben a que es una glicoproteina constitutiva de la
superficie de la célula endotelial y por lo tanto es positiva tanto en los vasos
preexistentes como en los vasos recién formados.

o El anticuerpo CD105 fue el mds Util para evaluar la MVD debido a que mostro
diferencias estadisticamente significativas al comparar neoplasias de alto,
intermedio y bajo grado. Ademds posee la ventaja de reconocer sélo vasos recién
formados en comparacién con otros marcadores endoteliales.

o Debido a la naturaleza del anticuerpo Cyré1, éste demostrd ser inespecifico para

evidenciar actividad angiogénica.

Perspectivas futuras:

Incrementar el tamano de la muestra, analizar la utilidad de los anficuerpos en estudio en
otras lesiones de gldndula salival, realizar el estudio en piezas quirdrgicas completas para elegir las
zonas representativas o especificas de neoformacioén vascular y reconsiderar la utilidad de Cyré1
como marcador angiogénico debido a su inespecificidad. Ademds realizar investigaciones futuras
donde se evalué el papel de los cambios epigenéticos en la manifestacién y agresividad de éste

fipo de neoplasias.
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