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Abstract

Background: Salivary gland tumors are rare and with different malignant potential.Immunohistochemistry is useful, especially
Ki67, a marker of cell proliferation, for its prognostic information. On the other side, the mucin MUC-1 is overexpressed and
loses its exclusively apical membranous localization and is aberrantly glycosylated in mucoepidermoid carcinoma of salivary
glands. In the present work, we investigated the quantitative expression of tumor proliferative index and localization and
overexpression of MUC-1 in the mucoepidermoid carcinoma of the human salivary glands, not studied is these organs, to
determine their relationship with the histological grade and prognosis. Methods: H/E staining and immunohistochemistry with
MUC-1 and Ki67 antibodies was performed on 10 cases. Results: The markings of the mucoepidermoid carcinoma depended
on the histological grade; in low- grade tumors with MUC-1 only 10 to 25% of the cells were labeled, in contrast to high- grade
tumors, with 75 to 90% labeled cells. They also differed in cell proliferation; in the low-grade tumors was 15% and in high-
grade tumors it was greater than 30%. Conclusion: MUC-1 overexpression is significantly higher in high-grade
mucoepidermoid carcinoma, as is Ki67 marking, results that are associated with tumor prognosis.
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Resumen

Objetivo: los tumores de glandulas salivales son raros y con diferente potencial maligno. La inmunohistoquimica es Util,
especialmente Ki67, marcador de proliferacion celular, para su informacion pronéstica. Por otro lado, la mucina MUC-1 se
sobreexpresa y pierde su localizacion membranosa exclusivamente apical y ademas se glicosila de forma aberrante en
neoplasias malignas de distintos 6rganos. En el presente trabajo se investigo la expresion cuantitativa del indice proliferativo
tumoral y la localizacion y sobreexpresion de MUC-1 en el carcinoma mucoepidermoide de glandulas salivales humanas, no
estudiadas segun el grado histolégico y pronéstico de esta neoplasia maligna. Métodos: tincién con H/E e inmunohistoquimica
con los anticuerpos MUC-1 y KI67 fueron realizadas en 10 casos. Resultados: las marcaciones inmunohistoquimicas del
carcinoma mucoepidermoide dependieron de su grado histolégico; en los tumores de bajo grado s6lo se marcaron con MUC-1
10 a 25% de las células, a diferencia de los tumores de alto grado, con 75 a 90% de células marcadas. También se diferenciaron
en la proliferacion celular; en los tumores de bajo grado fue de 15% y en los de alto grado mayor al 30%. Conclusion: la
sobreexpresion de MUC-1 es significativamente mayor en el carcinoma mucoepidermoide de alto grado al igual que la

marcacién con Ki67, resultados que se asocian al pronéstico tumoral.

PALABRAS CLAVE: tumores salivales, carcinoma mucoepidermoide, grado histolégico, MUC-1, Ki67

Introduccion

Las neoplasias de las glandulas salivales son una
parte importante de la patologia oral y
maxilofacial. Son tumores raros y con potencial
maligno diferente; constituyen menos del 2% de
todas las neoplasias humanas y entre el 3a4% de
todos los tumores de cabezay cuello®?.

La  inmunohistogquimica  enriquece el
diagndstico tumoral, especialmente Ki67, que
detecta un antigeno nuclear cuya expresion
aporta una medida directa de la fraccion de
multiplicacién  celular’.  Este anticuerpo
reacciona con una estructura nuclear que sélo se
encuentra en células normales y tumorales en
proliferacion. Las células quiescentes o en fase
GO no expresan el antigeno Ki67. Su empleo se
ha incrementado como herramienta diagndéstica
y de pronostico en diferentes tipos de
neoplasias, ya que permite determinar la
fraccion de crecimiento de una poblacién
celular especifica. Un alto indice de Ki67 se
vincula con un peor pronostico en las
condiciones clinicas de los pacientes* ®.

Por otro lado, esta bien estudiado que las
glandulas salivales normales producen mucinas
que cumplen un importante papel en la
proteccién de la mucosa oral y los tejidos duros
contra ataques mecanicos, quimicos Yy
microbianos® 7.

La mucina humana MUC-1 asociada a
membrana fue descubierta hace unos 40 afios en
los glébulos de grasa de la leche y ha modificado
su nombre muchas veces. Antigeno epitelial de
membrana (EMA), PAS-O, antigeno DF3,
antigeno H23, glucoproteina no penetrante
(NPGP), PEM, antigeno NCRC11 son algunas

denominaciones que se le han dado a la misma
molécula®.

Su expresion se ha demostrado en los
epiteliocitos de lamucosa oral y en las glandulas
salivales mayores y menores, como reporta
Kho®.

Kashyap & Kullaa’ han descripto numerosas
funciones de MUC-1 en condiciones normales
y patoldgicas. Se sobreexpresa y se glicosila de
forma aberrante en diversos tipos de tumores
malignos de distintos 6rganos, desempefiando
una funcion clave en la progresion de la
enfermedad. MUC-1 asociada a una neoplasia
maligna  modifica  sus  caracteristicas
bioquimicas, distribucion celular y funcion.
Pierde su localizacién normal exclusivamente
apical y se expresa en toda la superficie de la
membrana y aln dentro del -citoplasma.
Ademas, inhibe las interacciones célula-
célula/célula-estroma y, como consecuencia,
altera la adhesion celular y facilita las
metastasis y la progresion tumoral®*°,

Se publicaron numerosos trabajos de la
expresion de estas mucinas en distintos tipos de
cancer!!, no asi en las neoplasias salivales 12%°,

Teniendo en cuenta que, una vez establecida la
sospecha clinicay radiol6gica de la presencia de
un tumor de glandulas salivales, su diagnéstico
seguro requiera del estudio microscopico e
inmunohistoquimico, investigamos si  la
expresion de MUC-1y Ki67 se correlaciona con
el grado histoldgico y prondstico del carcinoma
mucoepidermoide.
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Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo de 10 casos
de carcinoma mucoepidermoide de glandulas
salivales (ICD-O 8200/3), con diagnostico
morfoldgico segln la Organizacién Mundial de
la Salud -OMS-%, Los casos, pertenecientes a
los autores, fueron seleccionados de una base de
datos de los protocolos de biopsias y tacos de
Anatomia Patoldgica correspondiente  al
periodo 1995-2020, utilizando un codigo
numérico para identificar las muestras y
preservar la identidad de los pacientes.

El andlisis histoldgico se realizé con H/E. Para
la determinacion de su grado de malignidad
seguimos la gradacion histol6gica segun
Auclair et al.?;

Valoracion de los parametros

Puntaje

= Componente intraquistico < 20%: +2

» Invasion neural: +2

= Necrosis: +3

= 4 mitosis/10 campos a mayor aumento: +3
= Anaplasia: +4

Grados considerados: Bajo (0-4), Intermedio (5-6),
Alto (7)

Estudio inmunohistoquimico: se utilizé el kit
LSAB+ de DAKO en cortes histoldgicos de
4um de espesor de las piezas quirdrgicas
incluidas en parafina.

La inmunorreactividad de las células tumorales
con MUC-1 se categoriz6 comparativamente en
seis patrones de marcacion:

> no reactiva (-)

- menos del 10% de células tumorales +
:10al 25 % +

:25a50 % +

:50a 75 %+ 0 mas

275290 % +

a b~ Ww N EFE O

Para la evaluacién semicuantitativa® los
patrones de marcacion se clasificaron en:
-Predominantemente membranoso apical o
circunferencial.

-Membranoso con marcacion citoplasmatica
difusa adicional, e incluso nuclear.

La evaluacion de la inmunomarcacion nuclear
con Ki67 se realizd a través del sistema de
calculo de contaje celular en campos de mayor
aumento sin areas de necrosis y homogéneas en
la poblacion celular objeto de estudio. Sobre
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cada campo se contabilizdé a mayor aumento el
namero total de células y las células marcadas
mediante Ki67. A partir de este recuento se
obtuvo un indice proliferativo aplicando la
formula células marcadas / células totales x 100
(en porcentaje).

Los tumores se clasificaron como de baja y alta
proliferacién con un indice de marcacién de
Ki67 de <15%, 16-30% y >30%,
respectivamente, siguiendo el St. Gallen
Consensus de 2009%.

Las areas de glandula normal que se observaron
en las biopsias de los tumores se utilizaron
como control de la inmunomarcacion con
MUC-1y Ki67 (Figural Ay B).
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Figura 1. Cortes controles. Glandula Parétida. A-
Conducto estriado positivo para MUC-1 en la membrana
apical (flecha). Objetivo 40x. B - Acinos serosos negativos
para Ki67. Objetivo 40x.

Aspectos éticos

Este trabajo es parte del proyecto “La matriz
extracelular y el componente mioepitelial de los
tumores epiteliales de glandulas salivales
humanas: estudio estructural, histoquimico e
inmunohistoquimico” aprobado por el Comité
de Etica del Hospital Nacional de Clinicas.
Universidad Nacional de Cérdoba. Argentina
(Registro 188/14). Informe del comité: La
investigacion cumple con las disposiciones y
regulaciones provinciales y nacionales que
salvaguardan los derechos de los participantes
en investigacion clinica.

Resultados
Se analizaron 10 casos de carcinoma

mucoepidermoide de bajo y alto grado de
malignidad (Tabla 1).
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Tabla 1. Carcinoma Mucoepidermoide. Casuistica (n=10)

Localizacion Grado histolégico de
malignidad

Parétida (50%) Bajo grado (n=3). Alto
grado (n=2)

Submandibular (10%) Bajo grado (n=1)

Paladar (10%) Alto grado (n=1)

Base de la lengua (20%) Alto grado (n=2)

Paladar, nasofaringe y
tonsila palatina (10%)

Alto grado (n=1)

Este tumor, constituido por proporciones
variables de mucocitos, células epidermoides,
intermedias, columnares, claras y
ocasionalmente oncocitos, presento
caracteristicas morfoldgicas relacionadas con
su grado histol6gico. En los carcinomas de bajo
grado de malignidad predominaron las
formaciones quisticas revestidas con un epitelio
mucosecretor (Figura 2 A).

Algunas areas solidas con células epidermoides,
claras y mucosecretoras se disponian entre las
estructuras quisticas predominantes (Figura 2
B).

AL SRS AR NN TR
Figura 2. Carcinoma Mucoepidermoide de Bajo Grado de
Malignidad. A- Formacion quistica revestida por un
epitelio mucoso (flecha). Coloracion H/E. Objetivo 10x.
B- Areas sdlidas con células epidermoides (flecha).
Infiltrado inflamatorio (asterisco). Coloracion H/E.
Objetivo 10x.

o

Por el contrario, en las lesiones de alto grado se
destacaban cordones sélidos con células
epidermoides con atipia, areas con células
intermedias y escasas células secretoras de
mucinas. Las mitosis eran frecuentes (Figura 3
A).

También, se observé un caso de carcinoma
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mucoepidermoide de la base de la lengua donde
sedesarrollaron nidos de células claras. El caso
de glandula submandibular era de tipo
oncocitico con escasas estructuras quisticas
aisladas, formadas por mucocitos.

El informe histopatol6gico de los dos tumores
localizados en la base de la lengua indic6 una
lesion de alto grado con crecimiento solido, con
células epidermoides que presentaron atipias,
anaplasia focal y mitosis. Se observd necrosis,
focos hemorragicos, y permeacion vascular. La
lesién infiltraba el masculo (Figura 3 B). En un
caso la paciente presentd metastasis en 8 nodos
linfoides cervicales, higado y pulmones y
fallecio a los 7 meses de la cirugia.

e N ?
Figura 3. Carcinoma Mucoepidermoide de Alto Grado de
Malignidad. A- Células anapléasicas. Mitosis (flecha).
Coloracion H/E. Objetivo 40x. B-Células tumorales
(asterisco). Musculo lingual (M). Coloracion H/E.
Objetivo 40x.

Figura 4. Mucoepidermoide.
Inmunohistoquimica. A-Bajo grado de malignidad. Se
destaca la marcacion difusa (membrana apical y
citoplasma) Grado 2: 10 a 25% de células tumorales
positivas en una estructura quistica  (flecha).
Inmunomarcacion MUC-1. Objetivo 40x. B- Alto grado de
malignidad. Marcacién difusa (membranosa
circunferencial y citoplasmatica) Grado 5: 75 a 90% 0 mas
de células tumorales positivas. Se sefiala un nicleo con
marcacién positiva (flecha). Inmunomarcacion MUC-1.
Objetivo 40x.
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Con MUC-1 se comprobd que la marcacion era
difusa (membranosa circunferencial,
citoplasmaética y algunos nucleos) grado 5.
(Figura 4). (Tabla 2).

Caracteristicas inmunohistoquimicas: en los
carcinomas mucoepidermoides de bajo grado de
malignidad se observd una baja proliferacion
con Ki67 (Figura 5A). En cambio, en los
tumores de alto grado de malignidad la
proliferacion celular era alta (Figura 5B).

A

Carcinoma
Inmunohistoquimica. A- Bajo grado de malignidad. Se
indica (flecha) la baja proliferacion celular (< 15%).
Inmunomarcacion Ki67. Objetivo 40x. B- Alto grado de
malignidad. Alta proliferacion celular (>30%). Tumor
(asterisco). Miocitos linguales (M). Inmunomarcacion
Ki67. Objetivo 40x.

Figura 5. Mucoepidermoide.

Tabla 2. Expresién inmunohistoquimica de Ki67 y MUC-
1 segun el grado histoldgico tumoral

Carcinoma
Mucoepidermoide Ki67 MUC-1
Baja Marcacion difusa
Bajo grado de proliferacién (membranosa
malignidad <15% apical y
(n=4, 40%) citoplasmaética)
Grado 2: 10 al
25% de células
tumorales
positivas
Alta Marcacion difusa
Alto grado de proliferacion (membranosa
malignidad >30% circunferencial,
(n=6, 60%) citoplasmética 'y
algunos nucleos).
Grado 5: 75 a 90%
0 més de células
tumorales
positivas.
Discusion

Los tumores salivales son lesiones con una gran
variedad histolégica y un curso clinico y
prondstico diversos que, asociadas a su
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compleja clasificacién, constituyen un desafio
para su valoracion tanto para el clinico como el
patélogo y el oncélogo?°. Ademas, dificultan
su diagnostico la baja incidencia, los diversos
grados de malignidad y su localizacion
anatémica®.

En la bibliografia se menciona que el carcinoma
mucoepidermoide es el tumor maligno de
glandulas salivales mas comun; corresponde al
10-15% de todos los tumores salivales y un 30%
de los canceres de estas glandulas, seguido por
el carcinoma adenoide quistico.

La OMS? lo considera como una malignidad de
las glandulas salivales distinta, compuesta por
células mucinosas, intermedias (células claras)
y escamosas, que forman patrones quisticos y
solidos. También se han observado oncocitos y
células columnares. El sitio anatdmico mas
comln es la glandula parétida, seguido de
paladar, submandibular y otras glandulas
salivales menores?-2¢,

Esta lesion se caracteriza por su diferente
agresividad y pronoéstico, que depende de su
grado tumoral %*. Como es bhien conocido
existen diferentes esquemas de gradacion
tumoral histoldgica para abordar su potencial
clinico/patolégico, diferenciandose lesiones de
grado de malignidad bajo, intermedio y alto?,%-
27

El grado histolégico de diferenciaciéon tumoral
es un factor importante para la sobrevida y para
el tratamiento, ya que demuestra su potencial
biolégico y la agresividad de la neoplasia; se
determina mediante analisis microscopico del
tejido tumoral.

En el presente trabajo clasificamos los casos de
carcinoma mucoepidermoide siguiendo los
criterios de Auclair et al.?, quienes consideran
tres grados de malignidad: bajo, intermedio y
alto segun el porcentaje del componente
quistico, la necrosis, la invasion perineural, la
anaplasia y la cantidad de mitosis contadas en
campos de mayor aumento. Los criterios de
gradacion de esta clasificacion cuantitativa son
mas objetivos y disminuyen la subjetividad en
comparacion con los métodos cualitativos.

Los 10 casos de carcinoma mucoepidermoide
correspondieron,  segun los  criterios
mencionados anteriormente, a un 40% de
tumores de bajo grado de malignidad y un 60%
de alto grado de malignidad.

La parotida es el sitio de desarrollo mas comun
de este tumor, seguido por el paladar y la
glandula submandibular y otras glandulas
salivales menores®.
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La mitad de los tumores estudiados (50%) se
localiz6 en la parétida, seguido del paladar
(20%) vy la base de la lengua (20%)

Este tumor puede tener otras localizaciones
como ocurre en la laringe, donde es muy dificil
de diagnosticar?.

Leivo?® sefiala que la patologia neoplésica de las
glandulas salivales representa un desafio en dos
aspectos; uno esta dado por la complejidad de
sus  caracteristicas morfologicas y la
superposicion de patrones histolégicos en los
diferentes tipos tumorales, muchos
relativamente raros. También este autor
sostiene que el segundo desafio es el prondstico
basado en la histopatologia.

Esto indica la dificultad de lograr en muchas
ocasiones un correcto diagndstico diferencial y
una estimacion certera de estas lesiones en la
practica diaria empleando sélo H/E. De alli la
importancia de la inmunohistoquimica como
una herramienta de referencia para el
diagnostico  definitivo 'y la valoracion
prondstica®?,

La utilidad del anticuerpo Ki67 reside en la
informacion que brinda sobre la multiplicacion
celular de wun tumor, factor pronostico
relacionado con su potencial agresividad®.

La proliferacion celular es un proceso
primordial en la oncogénesis y Ki67 es el
marcador béasico para diferenciar tumores
benignos y malignos como afirman Zivkovic et
al.®, Su expresion no es sélo superior en los
tumores malignos cuando se los compara con
los benignos, sino que también permite
encontrar diferencias pronosticas cuando se
analizan tumores con varios grados de
malignidad como el carcinoma
mucoepidermoide y el carcinoma adenoide
quistico. En estos casos el porcentaje de células
marcadas con Ki67 es concordante con su grado
histolégico®.

Por otra parte, el mucus es un gel que cubre
todas las superficies epiteliales himedas de
nuestro organismo. Sus principales
componentes son las glucoproteinas; segun sus
propiedades bioquimicas y biofisioldgicas se
reconoce una familia de 21 mucinas clasificadas
en mucinas secretorias, formadoras de gel y de
localizacion exclusivamente extracelular, y
mucinas asociadas a membrana, involucradas
en una gran cantidad de actividades bioldgicas
tanto en condiciones normales como
patoldgicas tales como procesos inflamatorios y
lesiones cancerosas®32,
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MUC-1se expresa en los epitelios normales en
la superficie apical de las membranas
protegiendo las células de condiciones extremas
del medio ambiente; por el contrario, en una
variedad de canceres epiteliales esta mucina
pierde su ubicacion apical y se sobreexpresa en
toda la periferia de la membrana e incluso en el
citoplasma, participando en la iniciacion y
progresion tumoral y alterando la adhesion
celular con aparicion de metastasis® 323435,

Las investigaciones sobre la expresion de las
mucinas, especialmente MUC-1, en distintos
tipos de canceres son numerosasi®. Sin
embargo, los trabajos sobre los tumores de las
glandulas salivales son escasos, relacionados
principalmente con el adenoma pleomérfico y
el carcinoma mucoepidermoide?® 12-13.17:36-37,

La expresion de las mucinas unidas a membrana
(MUC-1 y MUC-4) y las mucinas secretorias
(MUC-2, MUC-5AC, MUC-5B, MUC-6, and
MUC-7) fueron estudiadas en 40 carcinomas
mucoepidermoides por Alos et al.'?. Todos los
tipos celulares de los tumores (epidermoides,
intermedias, mucosas, claras y columnares)
fueron positivos para MUC-1 en sus
membranas y citoplasma.

Los hallazgos de Li et al.!” sugieren que los
niveles elevados de la expresion de MUC-1 son
un probable marcador de peor prondstico en el
carcinoma mucoepidermoide.

EMA (MUC-1) y DOG1 se utilizan como
marcadores de epiteliocitos luminales en los
tumores salivales. Pedroza de Andrade et al.'
comprobaron que la expresion de EMA (MUC-
1) y DOG1 en los tumores salivales benignos
era similar a la de las glandulas salivales
normales; y en los malignos la expresion de
EMA (MUC-1) era méas fuerte y podia ser
empleado  como un indicador  de
comportamiento agresivo.

Samar Romani et al. *° estudiaron dos casos de
adenocarcinoma NOS localizados en la
parétida, con importante marcacién nuclear y
una fuerte coloracibn en membranas y
citoplasmas con MUC-1. Las dos lesiones se
diagnosticaron como de alto grado de
malignidad.

Debido a los escasos estudios comparativos de
la expresion de Ki67 y MUC-1 en los tumores
salivales el propdsito de nuestra investigacion
fue el estudio inmunohistoquimico de estos
oncomarcadores en glandulas salivales
normales y en una casuistica de carcinoma
mucoepidermoide de glandulas salivales
mayores y menores humanas.
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En las marcaciones controles de las glandulas
normales el indice proliferativo fue negativo
mientras que la inmunorreactividad con el
anticuerpo MUC-1 se localizé principalmente
en las membranas apicales de los epiteliocitos
ductales y en acinos serosos de manera aislada.
Si bien todos los carcinomas mucoepidermoides
presentaron una marcacion difusa (membranosa
y citoplasmatica) con MUC-1, es importante
destacar que en los de bajo grado la marcacion
resulté baja, de Grado 2, a diferencia de los
tumores de alto grado, con marcacién Grado 5,
ademas de nucleos positivos.

En cuanto a la proliferacion celular en las
lesiones de bajo grado fue de < 15% y en las de
alto grado de méas del 30%, resultados que
asociamos con el diferente grado de marcacion
que encontramos con MUC-1.

Un incremento en la expresion de MUC-1
predice una peor sobrevida en el carcinoma
mucoepidermoide de glandulas salivales segun
concluyen Li et al. y Shengwen et al.1"%,
Robinson et al.'® investigaron la expresion de
las mucinas MUC-1, MUC-2, MUC-4 y MUC-
5AC en el carcinoma mucoepidermoide para
investigar la posible relacién con su grado
histologico. Estos autores encontraron que la
sobreexpresion de MUC-1 era un marcador de
carcinoma mucoepidermoide de alto grado
mientras que MUC-4 aparecia sobre expresada
en tumores de bajo grado de malignidad.
Concluimos que en el carcinoma
mucoepidermoide la expresién cuantitativa del
indice proliferativo tumoral estudiada con Ki67
se asocia con el diferente grado de marcacion de
MUC-1, factores ambos vinculados al grado
histolégico de malignidad y prondstico tumoral.
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