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Las neoplasias de las glandulas salivales son
tumores raros y con diferente potencial maligno.
Corresponden a menos del 2% de todas las neopla-
sias humanas y el 3 a 4% de los tumores de cabeza
y cuello. Su diagndstico se enriquece con la inmu-
nohistoquimica. Basandonos en este antecedente
investigamos la asociacién entre los marcadores
Ki67 (proliferacion) y CD34 (angiogénesis) y el gra-
do histolégico del carcinoma mucoepidermoide
(CME). Este estudio inmunohistoquimico se realizd
en casos de 10 pacientes seleccionados de una base
de datos de tumores salivales de nuestro equipo de
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CD34 (angiogenesis) markers and the histological grade
of mucoepidermoid carcinoma (MEC). This immunohis-
tochemical study was conducted on 10 patients selected
from a database of salivary tumors. This database was
created by our work team in the period 1995-2022. Tu-
mors were classified as low and high proliferation based
on the Ki6é7 labeling index of <15% and >30%, respec-
tively. CD34 labeling was assessed as positive (>5 blood
vessels marked within the field of view) or negative (<5
blood vessels marked within the field of view) in high
and low grade tumors, respectively. We believe that the
quantitative expression of the tumor proliferative index
is associated with its histological malignancy grade and
the varying degree of CD-34 labeling in salivary MEC,
factors linked to its prognosis.

Key words: Salivary Glands; Carcinoma, Mucoepider-
moid; Neovascularization, Pathologic; Cell Prolifera-
tion; Biomarkers, Tumor (source: DeCS BIREME).

Resumo

As neoplasias das gldndulas salivares sdo tumores raros
com diferentes potenciais malignos; correspondem a
menos de 2% de todas as neoplasias humanas e de 3 a
4% dos tumores de cabeca e pescoco. Seu diagndstico é
enriquecido com imuno-histoquimica. Com base nesse
histérico, investigamos a associacdo entre os marcado-
res Ki67 (proliferacdo) e CD34 (angiogénese) e o grau
histolégico do carcinoma mucoepidermdide (CEM). Este
estudo imuno-histoquimico foi realizado em casos de 10
pacientes selecionados de um banco de dados de tumo-
res salivares de nossa equipe de trabalho corresponden-
te ao periodo de 1995-2022. Os tumores foram classi-
ficados como de baixa proliferacdo e alta proliferacao
com um indice de marcacdo Kié7 de <15% e >30%,
respectivamente. A coloracdo de CD34 foi classificada
como positiva (>5 vasos sanguineos marcados no cam-
po de visdo) ou negativa (<5 vasos sanguineos marcados
no campo de visdo) em tumores de alto e baixo grau, res-
pectivamente. Acreditamos que a expressdo quantitati-
va do indice proliferativo tumoral estd associada ao seu
grau histolégico de malignidade e ao diferente grau de
marcacdo de CD-34 nas CTM salivares, fatores ligados
ao seu prognoéstico.

Palavras-chave: Gldandulas Salivares; Carcinoma Mu-
coepidermoide; Neovascularizacdo Patoldgica; Proli-
feracdo de Células; Biomarcadores Tumorais (fonte:
DeCS BIREME).
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Introduccion

Las neoplasias de las glandulas salivales son le-
siones importantes de la patologia oral y maxilo-
facial. Son tumores poco frecuentes y con distinto
grado de malignidad, corresponden a menos del
2% de todas las neoplasias humanas y el 3 a 4% de
todos los tumores de cabeza y cuello? . El 90% de
los tumores salivales primarios se origina en el pa-
rénquima glandular y el resto son tumores no epite-
liales (hemangiomas, linfangiomas).

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica a
los tumores salivales primarios en 39 subtipos his-
tologicos benignos y malignos?, con diferencias es-
tructurales muy relevantes que conducen a grandes
desafios diagndsticos y de prondstico.

Los aportes de la inmunohistoquimica enrique-
cen el diagndstico tumoral, especialmente Ki67, un
antigeno nuclear cuya expresion proporciona una
medida directa de la fraccién de multiplicacién ce-
lulars,

Este anticuerpo reacciona con una estructura
nuclear que sélo se encuentra en células normales
y tumorales en proliferacion. Las células quiescen-
tes o en fase GO no expresan este antigeno. Un alto
indice de Kié7 se vincula con un peor prondstico en
las condiciones clinicas de los pacientes que pade-
cen una neoplasia maligna’.

Por otra parte, durante la embriogénesis se for-
man nuevos vasos sanguineos a partir de los heman-
gioblastos, proceso denominando vasculogénesis.
Después del nacimiento, este proceso es reemplaza-
do por la angiogénesis, neovascularizacién deriva-
da de vasos preexistentes, muy importante en una
variedad de situaciones fisiolégicas como el ciclo
menstrual, el embarazo, la inflamacién crénica y la
reparacion de heridas y estados patolégicos como la
progresion tumoral®?.

El crecimiento de un tumor, la invasién y las me-
tastasis dependen de la angiogénesis, que es una ca-
racteristica distintiva del cancer®'%, El método mas
comun para evaluar la actividad de angiogénesis
consiste en medir la cantidad de vasos en un tumor,
lo que nos da una estimacion de la densidad micro-
vascular®?,
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Para evaluar la angiogénesis se utilizan distintos
marcadores, como CD34, CD31, CD105 (endoglo-
bin) y VEGF (vascular endothelial growth factor)**.

La proteina CD34 es una sialomucina que pre-
senta una region extracelular, un dominio trans-
membrana y una parte citoplasmatica. Es princi-
palmente un marcador de células precursoras y
progenitoras hematopoyéticas. También es un mar-
cador de varios tipos de células no hematopoyéti-
cas, incluidos las células progenitoras endoteliales
vasculares'?. Se asocia a CD34 con los endotelioci-
tos y los progenitores endoteliales, la angiogénesis
y la vasculogénesis, la inhibicion o facilitacién de la
adhesion, la proliferacion celular y la regulacion de
la diferenciacion?*2,

En trabajos previos, Tadbir et al.!* investigaron
la asociacion entre CD105 y Ki67 como marca-
dores de angiogénesis y proliferacién en tumores
benignos y malignos. La sobreexpresion de VEGF
(vascular endothelial growth factor) y de Ki67 se
consideran como factores independientes de mal
prondstico y pobre supervivencia segun los trabajos
de Park et al.*>. Por el contrario, no se encontraron
en la literatura estudios sobre la asociacion CD34/
Ki67 en tumores salivales.

Basandonos en estos antecedentes nos propusi-
mos investigar la asociacion entre Ki67 y CD34 y su
correlacion con el grado histolégico en el carcinoma
mucoepidermoide de bajo y alto grado de maligni-
dad en glandulas salivales mayores y menores hu-
manas.

Materiales y Métodos

Este estudio se realizé en el carcinoma mucoepi-
dermoide (ICD-O 8200/3) de glandulas salivales.
Se emplearon tacos de parafina pertenecientes a
tumores de 10 pacientes seleccionados de una base
de datos de los protocolos de biopsias de Anatomia
Patolégica de nuestro equipo de trabajo, correspon-
diente al periodo 1995-2022. Las muestras se iden-
tificaron con un cédigo numérico para preservar la
identidad de los pacientes.

Localizacién y grado histolégico de malignidad
- Parétida (50%): Bajo grado (n=3), alto grado (n=2)
- Submandibular (10%): Bajo grado (n=1)
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- Paladar: (10%): Alto grado (n=1)

- Base de lalengua (20%): Alto grado (n=2)

- Paladar, nasofaringe y tonsila palatina (10%): Alto
grado (n=1)

Andlisis histolégico

Se realizé con H/E y Azul de toluidina a pH 3,8. Para
la determinacion de su grado de malignidad segui-
mos la gradacion histoldgica (Tabla 1), segun Ellis y
Auclair®:

Tabla |. Graduacion Tumoral.

Parimetros Puntaje
*Componente intraquistico < 20% +2
*Invasién neural +2
*Necrosis +3
*4 mitosis/10 campos a mayor aumento +3
*Anaplasia +4
Grado Score
*Bajo 0-4
*Intermedio 5-6
*Alto To+

Estudio inmunohistoquimico

Se utilizé el kit LSAB+ de DAKO en cortes histolo-
gicos de 4um de espesor de las piezas quirurgicas
incluidas en parafina.

La inmunomarcacion nuclear con Kié7 se evalué por
el sistema de célculo de contaje celular en campos
de mayor aumento homogéneos en la poblacién ce-
lular objeto de estudio y sin areas de necrosis. Sobre
cada campo se hizo el recuento del nimero total de
células y las células marcadas. Se obtuvo un indice
proliferativo aplicando la férmula células marcadas
/ células totales x 100 (en porcentaje).

Los resultados se clasificaron como de baja y alta
proliferaciéon con un indice de marcacién de Ki67 de
<15% vy >30%, respectivamente?.

La marcaciéon de CD34 se calificé como coloracion
positiva (>de 5 vasos sanguineos marcados en el
campo de visién a 400x) o negativa (<de 5 vasos san-
guineos marcados en el campo de vision a 400x)"".

Resultados
Caracteristicas histologicas

El carcinoma mucoepidermoide es un tumor ma-
ligno formado por proporciones variables de muco-
citos, células epidermoides, intermedias, columna-
res, claras y ocasionalmente oncocitos. En nuestra
casuistica presentd caracteristicas morfolégicas
especificas, asociadas a su grado histolégico. En los
carcinomas de bajo grado de malignidad predomi-
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naron las formaciones quisticas revestidas por un
epitelio mucosecretor. Algunas areas sélidas con
células epidermoides, claras y mucosecretoras se
disponian entre las estructuras quisticas predomi-
nantes (Figura 1A). Las estructuras quisticas estaban
revestidas por mucocitos y contenido luminal, con
intensa metacromasia alcohol-resistente. Los nidos
tumorales sélidos presentaron también mucocitos
fuertemente metacromaticos (Figura 1By C).

Por el contrario, en las lesiones de alto grado se
destacaban cordones sélidos con células epider-
moides con atipia, areas con células intermedias y
escasas células secretoras de mucinas. Las mitosis
eran frecuentes (Figura 2A). En la Figura 2B se puede
observar un caso localizado en la base de la lengua,
cuyo informe histopatolégico indicd una lesion de

Figura 1. Carcinoma mucoepldermmde de baJo grado de mallgnldad
A-Formacién quistica revestida por un epitelio de naturaleza mu-
cosa (flecha). Coloracion H/E. Objetivo 10x.

B-Estructura quistica con mucocitos (flecha) y contenido luminal
(asterisco), con una intensa metacromasia. Coloracion Azul de
toluidina pH 3,8. Objetivo 40x.

C-Nido tumoral sélido con mucocitos metacromaticos (flecha).
Coloracion Azul de toluidina pH 3,8. Objetivo 10x.

Figura 2. Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad
A-Células anaplasicas. Mitosis (flecha). Coloracién H/E. Objetivo
40x.

B-Células tumorales (flecha). Musculo lingual (asterisco).
Coloracion H/E. Objetivo 10x.
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alto grado con crecimiento sélido, cuyos cordones
de células epidermoides presentaron atipias, ana-
plasia focal y mitosis. Se observaron areas de necro-
sis, focos hemorragicos y permeacién vascular. La
lesién infiltraba el musculo.

Inmunohistoquimica
Los resultados obtenidos se presentan en la Ta-
blall'y Figuras 3AyB,4AyB.
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Figura 3. Carcinoma mucoepidermoide. Inmunohistoquimica Ki67
A-Bajo grado de malignidad. Se indica (flecha) la baja prolifera-
cién celular (< 15%). Objetivo 40x.

B-Alto grado de malignidad. Alta proliferacion de las células tu-
morales (>30%). Miocitos linguales (asterisco). Objetivo 40x.

*,‘v k-
[ﬁm“ :tﬁ

Figura 4. Carcinoma mucoepidermoide. Inmunohistoquimica CD34
A-Bajo grado de malignidad. Se indica (flecha) marcacién negati-
va: < de 5 vasos sanguineos marcados en el campo de vision. Ob-
jetivo 40x.

B-Alto grado de malignidad. Se indica (flecha) marcacion positiva:
>de 5 vasos sanguineos marcados en el campo de visién. Objetivo
40x.

Tabla Il. Resultados estudio inmunohistoquimico.

Carcinoma Ki67 CD34
mucoepidermoide |  (proliferacion) (angiogénesis)

Bajo grado de ) ) . Negativa: < de 5 vasos
malignidad Baja proliferacién | sanoyineos marcados en el
(0=4, 40%) 215% campo de visién (400x)

Alto grado de _ ) Posit'iva: = de 5 vasos

onidad Alta proliferacion sanguineos marcados en
maligni =30% el campo de vision
(n=6, 60%)
’ (400x)
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Discusion

En la bibliografia se menciona que el carcinoma
mucoepidermoide es el tumor de glandulas salivales
maligno mas comun, corresponde al 10-15% de to-
dos los tumores salivales y un 30% de los canceres
de estas glandulas, seguido por el carcinoma adenoi-
de quistico®®. La localizacion anatomica principal es
la glandula parétida, seguida de paladar, submandi-
bulary otras glandulas salivales menores®>-%,

Esta lesion maligna se caracteriza por su dife-
rente agresividad y prondstico, que depende de su
grado tumoral?t. Como es bien conocido existen di-
ferentes esquemas de gradacién tumoral histologi-
ca para abordar su potencial clinico/patolégico, di-
ferenciandose lesiones de grado de malignidad bajo,
intermedio y alto.

El grado histolégico de diferenciaciéon tumoral
se determina mediante andlisis microscépico y es
un factor importante para la sobrevida y el trata-
miento, ya que demuestra el potencial biolégico y la
agresividad de la neoplasia. En el presente trabajo
clasificamos los casos de carcinoma mucoepider-
moide segun los criterios de Ellis y Auclair! porque
consideramos que los criterios de gradacion de esta
clasificacion cuantitativa son mas objetivos y dismi-
nuyen la subjetividad en comparacién con los méto-
dos cualitativos.

Un diagnéstico diferencial certero y una valora-
cidonsegurade lapatologiatumoral enlapracticadia-
ria genera dificultades en muchos casos si se emplea
solamente la coloracion de H/E. Una herramienta de
referencia ante esta situacion es la inmunohistoqui-
mica, que permite orientarnos hacia un diagndstico
definitivo y a una determinacién prondstica del cur-
so clinico de una neoplasia®.

El anticuerpo Ki6é7 brinda la informacion sobre la
multiplicacién celular de un tumor, constituyéndose
en un factor pronéstico de gran valor relacionado
con la potencial agresividad de la lesion?2.

Como ha sido plenamente demostrado, la pro-
liferaciéon celular es un proceso primordial en la
oncogénesis y Ki67 es el marcador basico para dis-
tinguir tumores benignos y malignos. Asimismo, su
expresion posibilita ademéas marcar diferencias en
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el prondstico si se comparan carcinomas con varios
grados de malignidad como el carcinoma mucoepi-
dermoide??%, En estos casos el porcentaje de célu-
las positivas con Ki67 coincide con su grado histolé-
gico, lo que se observa en los resultados obtenidos
en nuestro estudio.

Como ya se menciond en la Introduccién la an-
giogénesis tumoral se asocia con los tumores malig-
nos en muchos drganos y es una de las senales iden-
tificatorias del cancer. Pouloidi et al.'%, indican que
un tumor no puede crecer mas alla de 2 a 3 mm?® ni
dar metastasis sin una nueva vasculatura. Su rapido
crecimiento lleva a un incremento de las necesida-
des de oxigeno y nutrientes, que seran aportados
por nuevos brotes angiogénicos. El proceso de an-
giogénesis ademas de estimular la progresion del
tumor induce la invasion y las metastasis?'.

Tabatabaei et al.?%, realizaron un estudio de la
densidad de la microvasculatura de 17 casos de car-
cinoma mucoepidermoide de glandulas salivales con
CD34 vy encontraron diferencias significativas entre
el promedio de la densidad microvascular y el grado
histoldgico del tumor, siendo significativamente su-
perior en lesiones de grado intermedio y alto com-
parados con las de bajo grado, datos que coinciden
con nuestros resultados.

Luukkaa et al.? evaluaron la importancia pronds-
tica de los vasos CD34 positivos en el carcinoma
adenoide quistico y el carcinoma mucoepidermoide
de glandulas salivales demostrando una mayor in-
tensidad de marcacion en el carcinoma mucoepider-
moide de alto grado de malignidad, lo que predice
una peor sobrevida.

Hussien et al.?¢, revelaron una intensa coloracién
citoplasmatica positiva con los anticuerpos CD34 y
D2-40 en todos los casos estudiados de carcinoma
mucoepidermoide de alto grado. Sélo se encontré
en la literatura un trabajo de Taher et al.?, quienes
estudiaron la expresion de CD34 y D2-40 como
marcadores de la angiogénesis y linfoangiogénesis
en el carcinoma mucoepidermoide y no encontraron
correlacién entre su grado o estadio tumoral.

Consideramos que, a partir de nuestros resulta-
dos, laexpresion cuantitativa del indice proliferativo



37

CASO CLINICO

tumoral estudiada con Ki6é7 se asocia con la locali-
zacion y el diferente grado de marcacion de CD-34
en el carcinoma mucoepidermoide salival, factores
ambos vinculados al prondstico tumoral.

Conclusiones

En el carcinoma mucoepidermoide las marcacio-
nes inmunohistoquimicas con KI67 y CD34 tuvieron
correlacion con las caracteristicas morfolégicas y el
grado histolégico del tumor. Se observé un mayor
indice de proliferaciéon y una densidad vascular su-
perior en el carcinoma mucoepidermoide de alto
grado.

A posteriori mediremos la densidad microvascu-
lar comparando los resultados en los tumores sali-
vales benignos y malignos. También realizaremos un
estudio comparativo de la densidad vascular tenien-
do en cuenta la presencia o ausencia de mioepite-
liocitos ya que se describe en la literatura que estas
células producen en los tumores factores antian-
giogénicos que pueden relacionarse con la mayor o
menor agresividad y crecimiento que presentan los
tumores malignos en general.
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