AN\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

INMUNOMARCAJE DE CELULAS DENDRiTICA,S Y PROLIFERA CION
CELULAR EN NEOPLASIAS MALIGNAS DE GLANDULAS SALIVALES

IDONEA COMUNICACION DE RESULTADOS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN PATOLOGIA Y MEDICINA BUCAL

PRESENTA
MARIANA MARTINEZ CALLEJA

COMITE TUTORIAL:

Co-Directora: Dra. Katya Pulido Diaz
Co-Directora: Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra
Asesora: Dra. Velia Aydeé Ramirez Amador
Asesor: Dr. Rogerio de Oliveira Gondak

Ciudad de México, Junio de 2019



La Maestria en Patologia y Medicina Bucal de la Universidad Auténoma Metropolitana
pertenece al Padrén Nacional de Posgrados de Calidad de CONACYT y cuenta con el

apoyo del mismo Consejo, con el registro 5020.



El jurado designado por la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud

de la Unidad Xochimilco aprobé la ICR que present6:

MARIANA MARTINEZ CALLEJA

Comité Tutorial:

Co-Directora: Dra. Katya Pulido Diaz

Co-Directora: Dra. Irma Gabriela Anaya Saavedra

Asesor: Dra. Velia Aydeé Ramirez Amador

Asesor externo: Dr. Rogerio de Oliveira Gondak

Jurado:

Dr. Marcos Agustin Muiiiz Lino (Presidente)

Dra. Jessica Maldonado Mendoza (Secretario)

Dra. Imelda del Carmen Gonzédlez Ramirez (Vocal)

Dra. Itzel Castillejos Garcia (Vocal)



A mis queridos padres:
Alicia Calleja Cortez y Mariano Martinez Farias
Quienes me han heredado el tesoro méas valioso que puede déarsele a un hijo: Amor.

Que sin escatimar esfuerzos, han sacrificado gran parte de su vida para formarme y
educarme, y para quienes la ilusion de su vida ha sido convertirme en persona de provecho
al encausarme con su ejemplo por el sendero del bien y de la verdad.

Por eso y mas...jmi infinito amor y agradecimiento!

A mis profesoras y profesores de la Maestria:

Con mi agradecimiento, por la valiosa aportacion de sus conocimientos que tanto bien han
hecho a la formacion profesional del estudiante universitario y al desarrollo de la Patologia
y Medicina Bucal de nuestro pais.

Al Honorable Jurado y a la Universidad Auténoma Metropolitana:

Como muestra de gratitud.



INDICE

Abreviaturas

Indice de cuadros

Indice de figuras

Resumen

1.

Marco teodrico

L1, ANEECEACNEES. . ..ttt
1.2.  Epidemiologia de las neoplasias malignas de glandulas salivales.....................
1.3.  Clasificacion de las neoplasias malignas de glandulas salivales.......................
1.3.1. Carcinoma de células acinares................ocoiiiiiiiiiniiiiniinneenn.
1.3.2.  Carcinoma SECTEIOT. ... uuuttt ettt ettt e et e e e e e e e eaeeeenaeeenaeans
1.3.3.  Carcinoma mucoepidermoide. ...........ovveviiiiiiiiiiiie i
1.3.4.  Carcinoma adenoideo qUIStICO........cuitirriiniiiiiiiii i eieiaaiean,
1.3.5.  Adenocarcinoma sin otra especificacion (adenocarcinoma NOS)..........
1.3.6.  Carcinoma mioepitelial...............oooiiiii i,
1.3.7. Carcinoma ex adenoma pleomorfo...........c.coeviiiiiiiiiiiiiiiieeneannn,
1.3.8.  Carcinoma linfoepitelial.................coooiiiiiiiiii e
1.4.  Estadificacion de los tumores malignos de glandulas salivales........................
1.5.  Células dendriticas y su distribucion en las glandulas salivales normales............
1.6.  Presencia de células dendriticas en diversos tumores malignos........................
1.7.  Caracterizacion de la proliferacion linfoide asociada a tumor (PLAT) en tumores
de glandulas salivales...........ooiiiiiiiii
1.8.  Descripcion de los inmunomarcadores. .........o.veueveiiniiiiiiiiiiiiaiiaiaiennen.
L1.8.1.  HLA-DR...o e
182, D et
L 8.3, D8 ittt
L84, Ki-OT i
Planteamiento del problema..............coooiiii i
JUSTIICACION. . .t
L0 37701
4.1, ODbJetiVo eNeTal......o.uiiei ittt

25
28
28
30
33
36
42
43
44
44



e T

10.

4.2, ODbJetiVOS ESPECTIICOS. .o uttntt ittt ettt e

1A% 70 T [ T
5.1, DiseNo del eStUdio. ......ouuieiieii
5.2, Evaluacion de CasoS. . ... ..ouueueinitinti i
5.3. Procedimientos de 1aboratorio. .............euviuiiiiiii i
5.3.1.  Analisis histopatolOgiCo. ... ...oouiiiiiii
5.3.2. Analisis iInmunohiStoqUImMICO.........oovuiiitiiiie i eaeen,

5.3.3.  Cuantificacién de la inmunoexpresion de HLA-DR, CDla, CD83 y Ki-
07 e
54, Variables. ..o
5.5, Analisis @StadiStiCO. .. ouuiitt ittt e,
5.6. Consideraciones biOGtICAS. . .......uutiutit it
ReSUIAAOS. ...t
DISCUSION. ...t e
(01071 Ted 18 5011 T RPN
S0 0] 01T A
RETCIONCIAS. ...t e

44
45
45
46
46
46
47

48
49
50
51
52
64
72
73
74
93



ABREVIATURAS

ADN
AJCC
ALK

AP
AE1/AE3
°C

CDs

CD3
CDl14

CD20
CD123
CD141

CD303
CD304
CEA
CK7
CK20
CLs
DAB
EBER
EBV
EMA
EPOC
ER+
GM-CSF
H&E
HER2

HER2/neu
HLA
HRP
H202
1L-4
1L-17
1L-12
1L.-22
kD

M

mL
MCM-3
MDM?2
MHC
MMPs

Acido desoxirribonucleico

Comité Conjunto Americano sobre el Cancer

Quinasa del linfoma anaplasico

Adenoma pleomorfo

Multi-citoqueratina con reactividad a citoqueratinas 4cidas y bésicas

Grados Celsius

Células dendriticas

Antigeno propio del sistema inmune que se expresa en timocitos y linfocitos T
Antigeno transmembrana con receptor de lipopolisacaridos en células
mielomonociticas

Antigeno propio del sistema inmune que se expresa en linfocitos B
Antigeno transmembrana, receptor de la interleucina-3

Antigeno transmembrana de las células dendriticas y endoteliales, también
llamada trombomodulina

Antigeno transmembrana de células dendriticas plasmocitoides

Antigeno propio transmembrana que se expresa en linfocitos B

Antigeno carcinoembrionario

Citoqueratina 7

Citoqueratina 20

Célula de Langerhans

3,3-diaminobenzidina-hidrocloridico

Codificacién del ARN asociados al Virus de Epstein-Barr

Virus de Epstein-Barr

Antigeno de membrana epitelial

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Positivo a receptor de estrégenos

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

Hematoxilina y eosina

Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, también conocido
como ErbB2

Protooncogén también conocido como ErbB2 o en su forma abreviada HER2
Antigeno leucocitario humano

Anticuerpos marcados con peroxidasa

Peroxidasa

Interleucina 4

Interleucina 17

Interleucina 12

Interleucina 22

Kilo Dalton

Molar

Mililitro

Proteinas de mantenimiento del minicromosoma 3

Oncogén asociado a la proteina ligasa de ubiquitina E3

Complejo mayor de histocompatibilidad

Metaloproteinasas de la matriz extracelular



MUC 1 Glicoproteina de transmembrana mucina 1

MUC 4 Glicoproteina de transmembrana mucina 4

NK Célula asesina natural de la estirpe de los linfocitos

NOS Sin otra especificacién

OMS Organizacién Mundial de la Salud

pl4 ARE Gen supresor de tumor en células humanas

pS3 Proteina supresora de tumores, también llamada TP53

p63 Proteina tumoral, también llamada TP63 o proteina 63 relacionada a la
transformacion

PAS Acido peryodico de Schiff

PBS Fosfato-salino tamponado

PCNA Antigeno nuclear de proliferacién celular

PD-L1 Ligando de muerte programada

pH Potencial de hidrégeno

PLAT Proliferacion linfoide asociada a tumor

RAS Gen que controla la proliferacion, diferenciacion, adhesién y migracién
celular. Su nombre procede de “rats sarcoma”

RHNM Registro Histopatolégico de las Neoplasias en México

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SMA Actina del musculo liso

STATS5a Transductor de senales y activador transcripcional 5a

S-100 Proteina implicada en factores de transcripcion, homeostasis del Ca2+,

crecimiento y proliferacion celular. Su nombre deriva al ser soluble en sulfato
de amonio saturado al 100% a pH neutro

TGFpB Factor de crecimiento transformador beta
TMGS Tumores malignos de glandulas salivales
UICC Unién Internacional Contra el Cancer
VIH Virus de inmunodeficiencia humana
VPH Virus del papiloma humano

VHS Virus del herpes simple



INDICE DE CUADROS

1. Cuadro 1.
2. Cuadro 2.
3. Cuadro 3.
4. Cuadro 4.

Caracteristicas demograficas y clinicas en 55 pacientes con tumores de
glandulas salivales. ..o

Caracteristicas histopatoldgicas en 33 pacientes con tumores malignos
de glandulas salivales y 22 con adenomas pleomorfos.......................

Mediana de células positivas a los diferentes inmunomarcadores de
células dendriticas en 55 neoplasias de glandula salival.....................

Mediana de células positivas a los diferentes inmunomarcadores de
células dendriticas en 33 tumores malignos de glandula salival............



INDICE DE FIGURAS

1.

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Ejemplo representativo de carcinoma adenoideo quistico y carcinoma
MUCOEPIAETMOIAL. .. ...ttt 60

Ejemplo representativo de carcinoma de células acinares y carcinoma ex
adenoma pleomorfo.......o.oiiiiii 60

Ejemplo representativo de carcinoma secretor y carcinoma mioepitelial...... 61
Ejemplo representativo de carcinoma linfoepitelial y adenocarcinoma NOS. 61
Inmunoexpresion en AP....... ... 62

Inmunoexpresion en TMGS...... ... e, 63



RESUMEN

Introduccién: Las células dendriticas desempefian un papel clave en la activacién de la
respuesta inmune contra los patdgenos y se ha determinado que la presencia de un nimero
significativo de estas células en diversos tipos de neoplasias malignas como el cancer bucal,
mamario, gistrico y el sarcoma de Kaposi, son importantes para un mejor prondstico y
supervivencia de los pacientes.

Objetivo: Determinar la inmunoexpresiéon de HLA-DR, CD1a, CD83, Ki-67 y su posible
asociacion con el tipo de neoplasias malignas de glandulas salivales.

Métodos: Estudio transversal, retrolectivo, observacional y comparativo. De cada muestra
se obtuvieron datos demograficos, datos clinicos, caracteristicas histopatoldgicas e
inmunohistoquimicas. Para estudiar la expresion de HLA-DR, CD1la, CD83 y Ki-67 en los
TMGS y AP, se realiz6 el conteo de células dendriticas positivas peri e intra tumorales en
todos los casos. Se analizd la asociacién entre el diagnéstico de la lesiéon y las
caracteristicas clinicas e histopatolégicas mediante Chi-cuadrada y la prueba exacta de
Fisher para variables categéricas, mientras que U-Mann-Whitney para variables
cuantitativas. La comparacion de los niveles de expresion de los anticuerpos en los grupos
analizados se llevé a cabo mediante la prueba de suma de rangos de Kruskal-Wallis.

Resultados: Se analizaron los cortes histoldgicos de 33 casos TMGS y 22 casos de AP. La
distribucién por sexo fue similar en ambas neoplasias (TMGS: 55% mujeres, AP: 50%
mujeres), con una mediana de edad de 49 afios en los tumores malignos, y de 45 afios en los
AP (p=0.144); siendo la glandula parétida la localizaciéon mds frecuente en ambos grupos.
El diagndstico histopatolégico mds frecuente en los TMGS fue el carcinoma adenoideo
quistico (30.3%) y el carcinoma mucoepidermoide (24.3%). La mediana de CDs inmaduras
perilesionales en TMGS fue mayor en comparacién con los AP (8 vs. 0). En contraste, la
mediana de CDs intralesionales fue significativamente mayor en los AP que en los TMGS
(31 vs. 18, p=0.042). La inmunoexpresion intralesional de CD83, fue mayor en los
adenomas pleomorfos (19.5) que las identificadas en los tumores malignos (14). La
mediana de CDs inmaduras fue significativamente mayor en el carcinoma secretor y el
carcinoma ex adenoma pleomorfo, en comparaciéon con los otros TMGS (p=0.008). Se
identific6 que tanto en los TMGS como en los AP, la mediana de células positivas a HLA-
DR, fue més bajo en la periferia, que las encontradas intralesionalmente; identificindose un
numero significativamente menor en las neoplasias malignas (27 vs. 45, p<0.001). La
mediana de inmunoexpresion de Ki67, fue significativamente mayor en los TMGS (5.92
[Q:-Qj3: 3.6-14.6]) que en los AP (1.37 [Q;-Q3:0.9-2.4]) (p<0.001). En relacién al tipo
histolégico no se identificaron diferencias estadisticamente significativas.

Conclusiones: El presente estudio se centré en el andlisis de la inmunoexpresion de los
marcadores HLA-DR, CD1a, CD83 y Ki-67; confirmandose la trascendente funcién de las
células dendriticas en la patogénesis de los TMGS al demostrarse posibles funciones tanto
protectoras como inmunosupresoras. Asimismo, se dilucidé la posibilidad de que dichos
marcadores podrian ser una herramienta ttil para pronosticar la recurrencia y metastasis en
este tipo de tumores.



1. Marco tedrico
1.1. Antecedentes

En afos recientes se han realizado estudios centrados en la importancia de las células
inmunocompetentes en diferentes tumores (Balch y cols., 1990; Soma y cols., 2001; Becker
y cols., 2014). En el caso de los tumores de cabeza y cuello, los tumores de glandulas
salivales se encuentran entre los de mayor complejidad diagndstica, (Speight y Barret.,
2009) cuya caracterizacién inmunohistoquimica de las células dendriticas (CDs) ha sido

escasamente referida en la literatura mundial (Karja y cols., 1996; Saverin M. 2011).

Se ha documentado que las CDs, macréfagos y linfocitos del microambiente tumoral,
pueden actuar como células pro-tumorales o células anti-tumorales en carcinoma de mama,
carcinoma de células escamosas de laringe, carcinoma tiroideo, entre otros (Iwamoto y
cols., 2003; Dultra y cols., 2012; Jardim y cols., 2018). La interaccién epitelio-mesénquima
es fundamental en el crecimiento tumoral y las CDs participan en la regulacién de éste,
incluso se ha considerado que las células linfoides influyen en las dreas de alto grado de
malignidad, incrementando el indice de proliferacion celular; tal como se ha descrito en el
carcinoma de células acinares de la gldndula parétida (Soma y cols., 2001; Velickovic y
cols., 2013). También se ha reportado la presencia de CDs en la cdpsula de tumores bien
diferenciados de glandulas salivales sin establecer la relacién entre estas células y el
microambiente tumoral (Soma y cols., 2001). Por otro lado, se considera que la ausencia de
CDs o células de Langerhans (CLs) en tumores malignos de glandulas salivales indican la

falta de presentacién de antigenos, propiciando la progresion tumoral (Dultra y cols., 2012).



Pero en el caso de los tumores benignos y malignos de gldndulas salivales, la informacién
reportada en la literatura mundial respecto a su caracterizaciéon inmunohistoquimica es
escasa y la mayoria de los trabajos se han centrado en el Sindrome de Sjogren (Tomas y

cols., 1998; van Blokland y cols., 2000; Lavie y cols., 2004).

1.2. Epidemiologia de las neoplasias malignas de glandulas salivales
Los tumores malignos en cabeza y cuello representan 17.6% de la totalidad de las
neoplasias malignas de acuerdo con el Registro Histopatolégico de las Neoplasias en

Meéxico (RHNM) en el afio 2002 (DGE.SSA., 2002).

Dentro de las neoplasias que involucran cabeza y cuello, sélo el 1.8% corresponden a
carcinomas de gldndulas salivales, donde un nimero significativo se presentan en glandulas
salivales mayores, principalmente en pardtida. Los tumores malignos de gldndulas salivales
que se presentan con mayor frecuencia son el carcinoma mucoepidermoide y el carcinoma

adenoideo quistico (Lopez y Martinez., 2015).

En México existen algunos estudios en relacidn a la prevalencia e incidencia de tumores
malignos de gldndulas salivales. Uno de ellos es el realizado en el Hospital Central de San
Luis Potosi (Toranzo y cols.,2008), el cual report6é que el 54% de los tumores malignos se
presentaron en mujeres en la sexta década de la vida, siendo el carcinoma
mucoepidermoide el mds prevalente y la glandula parétida (65%) la localizacién més
comun. Resultados parecidos fueron obtenidos en un estudio de tipo retrospectivo,
transversal y descriptivo realizado en el Hospital General Regional Num. 1 en Querétaro,

en el cual se observo que el carcinoma mucoepidermoide junto con el carcinoma adenoideo
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quistico fueron las neoplasias malignas de glandulas salivales mds frecuentes en dicho
centro hospitalario (Guerrero y cols., 2017). Estos resultados coinciden con los obtenidos
en un estudio realizado en Espaiia, el cual reporté 23 casos de neoplasias malignas de
glandulas salivales con un leve predominio en mujeres (13 casos) en la sexta década de la
vida, donde las glandulas salivales mayores fueron las mds afectadas (83%), siendo la

gldndula parétida la localizacién més frecuente ( Ata-Ali y cols., 2016).

Otro estudio de tipo retrospectivo fue el realizado en el Servicio de Diagnéstico en
Patologia Bucal y Maxilofacial de la Facultad de Odontologia de la UNAM, el cual reportd
que el 35% de los tumores de glandulas salivales correspondian a tumores malignos, siendo
las mujeres més afectadas que los hombres (50 y 45% respectivamente). La edad de los
pacientes varid entre 17 y 66 afios, con un promedio de 40 afios. Los tumores malignos
fueron més comunes después de los 40 anos (54%) con un pico de incidencia en la quinta
década de vida. El paladar fue el sitio afectado con mayor frecuencia (46%) seguido por la
zona retromolar (20%). El carcinoma mucoepidermoide representé el 50% de todas las
neoplasias malignas, seguido por el 11% que represent6 el carcinoma adenoideo quistico

(Ledesma y Garcés., 2002).

Un estudio que exploré las tendencias sobre el cdncer oral y faringeo en México desde
1979 hasta 2003 (Anaya-Saavedra y cols., 2008), concluy6 que el cancer oral se encontro
con mayor frecuencia que el de glandulas salivales y el cadncer de faringe (41.5% vs 13.4%
y 17.1% respectivamente). Asi mismo, un estudio transversal y retrospectivo sobre tumores
de glandulas salivales, diagnosticados en el periodo comprendido de 1979-2012 en un

centro de diagnodstico histopatoldgico universitario en México (Gonzalez y cols., 2013);
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reportd que el 31% de los casos correspondieron a neoplasias malignas. La localizacién
mas frecuente fue paladar, con un predominio en hombres (63%) entre la sexta y séptima
década de la vida; siendo el carcinoma mucoepidermoide (47%) el mds prevalente, seguido
por el carcinoma adenoideo quistico (21%) y el adenocarcinoma NOS (16%). Estos
resultados se asemejan a los reportados en una poblacién estadounidense (Buchner y cols.,
2007), china (Li y cols., 2008), brasilefia (Foseca y cols., 2012), holandesa (De Ridder y
cols., 2015) e hindd (Sharma y cols., 2017); quienes observaron un ligero predominio de

tumores malignos de glandulas salivales (TMGS) en el género masculino.

Un estudio estadounidense realizado durante 1992-2006, report6 una incidencia de TMGS
levemente mayor en hombres (51%) entre la quinta década de la vida, siendo el carcinoma
de células escamosas, carcinoma mucoepidermoide y el adenocarcinoma NOS los subtipos
histolégicos mds predominantes en varones; mientras que en las mujeres fueron el
carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células acinares y el carcinoma adenoideo

quistico (Boukheris y cols., 2009).

Los datos anteriores difieren con los resultados obtenidos en otro estudio en Brasil
(Oliveira y cols., 2009) quienes encontraron una mayor prevalencia de TMGS en mujeres
(60%), siendo el carcinoma mucoepidermoide y adenoideo quistico las variedades
histopatoldgicas mds frecuentes (32% cada uno). Mientras que un estudio realizado en
Croacia reporté una frecuencia semejante en ambos géneros, incluyendo al carcinoma ex
adenoma pleomorfo como el tercer TMGS maés frecuente, indicando que los tumores
malignos son mds comunes en las gldandulas salivales menores y en la gldndula

submandibular (Luksic y cols.,2012).



1.3. Clasificacion de las neoplasias malignas de glandulas salivales

La histogénesis de los tumores malignos de gldndulas salivales, da origen a un gran nimero
de tumores morfolégicamente distintos, lo cual es importante para comprender su
clasificaciéon (Mileitich., 2010; Gémez de Ferraris y Campos Muiioz., 2009; Dardick

1.1996).

Basados en el concepto de la unidad secretora de las glandulas salivales, se indica que tras
la induccién neoplésica y posterior proliferacion se pueden producir tres tipos principales
de tumor:

1. Epiteliales. Por la diferenciacion de las células limino-ductales o acinares, dando origen
a los adenocarcinomas.

2. Ductales y mioepiteliales. Crecimiento coordinado de ambos tipos celulares que dan
origen al carcinoma adenoideo quistico, carcinoma epitelial-mioepitelial, etc.

3. Mioepiteliales. Proliferacion inicamente de éste tipo celular, dando origen a carcinomas

mioepiteliales.

Ademads de la presencia de estos tres patrones bésicos de diferenciacion, la produccién o
falta de materiales extracelulares por parte de las células mioepiteliales, amplian el espectro
morfolégico de las neoplasias malignas de glandulas salivales (Dardick y Van Nostrand.,

1987; Nanci A.2008).

En el anexo 1 se presenta la nueva clasificacion de tumores de glandulas salivales (EI-

Naggar y cols., 2017)



1.3.1. Carcinoma de células acinares

El carcinoma de células acinares es una neoplasia maligna de las gldndulas salivales que
muestra diferenciacion de células acinares serosas con granulos secretorios de zimdgeno en
el citoplasma. Deriva de las células de los conductos intercalados que se diferencian en
células acinares serosas. Esta neoplasia representa aproximadamente el 6% de los tumores
de gldndulas salivales y el 12% de todos los tumores malignos de glandulas salivales. La
gldndula pardtida es la mas afectada (80%), con un prondstico de supervivencia a los cinco

afos del 90% y recidiva localmente en el 35% de los casos (Thompson y cols., 2016).

Esta neoplasia se encuentra en todos los grupos de edad, incluyendo nifios, con un pico de
incidencia entre la 5*- 6* década de la vida, sin predileccién por género. Usualmente se
presenta como un aumento de volumen de crecimiento paulatino, con menos de 3 cm de
didmetro, siendo la presencia de dolor un sintoma comun. Macroscdpicamente el tumor es
circunscrito y lobulado, sin embargo, algunos tumores exhiben un patrén de crecimiento
infiltrativo. En cuanto a sus caracteristicas histopatoldgicas, el arqueotipo es la célula
acinar, la cual es una célula redonda o poliédrica con abundante citoplasma baséfilo palido
que contiene abundantes granulos de zim6geno y un nicleo excéntrico. Presenta una gran
variedad de patrones de crecimiento (s6lido, microquistico, quistico-papilar y folicular) y el
estroma generalmente es escaso, compuesto de tejido fibrovascular delicado (Guilmette y

cols., 2017).

El tratamiento de eleccion para el carcinoma de células acinares es la lobectomia y para
carcinomas mds profundos parotidectomia total incluyendo el nervio facial; asi como

diseccion de los ganglios cervicales a menos que exista evidencia de metdstasis, lo cual
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ocurre en el 10% de los casos. Presenta uno de los mejores prondsticos, ya que sélo 6% de
los pacientes llegan a morir por la enfermedad (Thompson y cols., 2016). La cirugia
combinada con radioterapia postoperatoria ha presentado buenos resultados, especialmente
en pacientes con historia de recurrencia, edad avanzada, reseccion incompleta y carcinomas
de alto grado (Wang y cols., 2019). El papel de la quimioterapia en el carcinoma de células
acinares no estd bien definido, pero se ha reportado respuesta completa en un caso de
carcinoma parotideo primario con metdstasis aislada al seno cavernoso tratado con
docetaxel, por lo cual se sugiere realizar la quimioterapia sistémica en presencia de

metdastasis (Francis y cols., 2018).

1.3.2. Carcinoma secretor

Es generalmente un carcinoma de glandulas salivales de bajo grado caracterizado por su
semejanza morfolégica al carcinoma secretorio mamario (Skdlova y cols., 2010). El
carcinoma secretor usualmente se presenta en adultos de la 4* y 5* década de la vida, con
una distribucién por igual en sexos. La localizacion mds comun es la glandula parétida,
seguido por la mucosa de la cavidad bucal y gldndula submandibular. Se observa como un

aumento de volumen de lento crecimiento (Serrano-Arevalo y cols., 2015).

Macroscépicamente es un tumor con bordes pobremente definidos, frecuentemente
infiltrante y suave al corte; que ocasionalmente presenta formacién quistica con un fluido
blanco amarillento en su interior. En cuanto a sus caracteristicas histopatoldgicas, el tumor
exhibe un patron de crecimiento lobulado con septos fibrosos y estd compuesto de
microquistes, estructuras tubulares, foliculares y papilares- quisticas con secrecién en su

lumen. Las células del tumor tienen citoplasma eosinéfilo granular o vacuolado con un
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nicleo uniforme y pequefio. El material secretado es caracteristicamente positivo al PAS,
mucicarmin, MUC1, MUC4, proteina S-100, STATSa y mamaglobina (Skédlova y cols.,

2010; Balanza y cols., 2015).

El carcinoma secretorio es usualmente una neoplasia maligna indolente, la metéstasis a
ganglios linféticos se presenta en el 25% de los casos, pero la metdstasis a distancia son
raras. Se necesita tratamiento multimodal compuesto por cirugia, radioterapia Yy
quimioterapia; sin embargo algunos casos han sido tratados solamente con inhibidores de la
tropomiosina quinasa (iarotrectinib, entrectinib), inhibidores de la tirosina quinasa
(crizotinib) o con anticuerpos monoclonales como el cetuximab (Sun y cols., 2019;

Tokuzen y cols., 2019).

1.3.3. Carcinoma mucoepidermoide

Es una neoplasia compuesta de células mucinosas, intermedias (células claras) y células
tumorales de tipo escamoso. Es el tumor de gldndulas salivales mds comin en nifios y
adultos jévenes, con una incidencia en la 2* década de vida. Se puede desarrollar
secundariamente por radiacién o quimioterapia en la nifiez, siendo la parétida el sitio mas
comun, seguido por el paladar, gldndula submandibular y gldndulas salivales menores
(Guevara-Canales y cols., 2016). La presentacion clinica del carcinoma mucoepidermoide
varia dependiendo del tamaiio del tumor, sitio y grado. Regularmente se presenta como una
masa fija indolora de crecimiento lento que puede involucrar nervios y provocar trismus,
asi como disfagia. Existen casos intradseos que raramente han sido reportados en el cuerpo

y dngulo de la mandibula (Li y cols., 2018).



Macroscopicamente se presenta como una masa infiltrativa o circunscrita firme y
cominmente presenta un componente quistico. El carcinoma mucoepidermoide estd
caracterizado por componentes variables de células escamosas, células productoras de
mucina y células de tipo intermedio, con un patrén sélido o quistico. Asi mismo se ha
descrito la variante oncocitica, de células claras y esclerosante (Lee y cols., 2017). Las
células mucinosas muestran positividad al mucicarmin y PAS con diastasa. Principalmente
se distinguen tres grados histolégicos: bajo, intermedio y alto. Los tumores de grado bajo
son predominantemente quisticos, con un alto contenido de células mucosa; mientras que
los de grado intermedio son mds sélidos, menos circunscritos y muestran diversidad de
apariencia, incluyendo extravasacion de mucina y los de grado alto tienden a ser mads
s6lidos, muestran evidencia de atipia citolégica, mitosis frecuentes, invasién perineural,
linfovascular y dsea, asi como necrosis. Las islas estdn formadas por células escamosas e
intermedias, por lo que es dificil distinguirlas de un carcinoma de células escamosas

(Devaraju y cols., 2014).

El pronéstico se correlaciona con el grado histolégico. Los carcinomas mucoepidermoides
de bajo grado caracteristicamente siguen un curso clinico benigno, sin embargo algunas
veces las lesiones de bajo grado han provocado metdstasis en pulmones, higado y cerebro.
En el caso de los carcinomas de alto grado la presencia de metdstasis local y a distancia son
evidentes en el 60% de los casos. La supervivencia a 5 afos es del 95% en las lesiones de
bajo grado, mientras que la supervivencia de los pacientes con lesiones de alto grado es de

aproximadamente del 40% (Ozawa y cols., 2008).



El tratamiento depende de la localizacion, aspecto clinico y grado histopatolégico. El
tratamiento de los carcinomas mucoepidermoides de bajo grado es quirtdrgico, mientras que
los de alto grado, son manejados con cirugia que puede o no incluir diseccién de cuello y
radioterapia. La respuesta a la quimioterapia es baja, presentando mejores resultados con

metotrexato y cisplatino (Guevara-Canales y cols., 2016).

1.3.4. Carcinoma adenoideo quistico

Es una neoplasia compuesta por células de tipo epitelial y mioepitelial que forma varios
patrones entre los que destacan el cribiforme, tubular y sélido. Se presenta con mayor
frecuencia en la 5* década de la vida, sin predilecciéon de sexo y principalmente en
glandulas salivales mayores, observidndose como un aumento de volumen que puede causar
parestesia o dolor. Los tumores de glandulas salivales menores a menudo muestran ulceras
de la mucosa suprayacente y en algunos se observa radiograficamente la destruccién 6sea

(Osna y cols., 2016).

Existen tres patrones de crecimiento, que pueden coincidir en un mismo tumor, aunque
generalmente predomina uno de ellos. El patrén cribiforme es el cldsico, consiste en células
epiteliales basaloides que contienen multiples espacios quisticos que recuerdan al “queso
suizo”. Estos espacios contienen material mucoide basoéfilo, producto hialinizado eosindfilo
o una combinacién de ambos que corresponde a mucopolisacdridos sulfatados. El patrén
tubular presenta la formacién de muiltiples ductos pequefios conformados por células
ductales y mioepiteliales, en un estroma hialinizado. La variante menos comun es la sélida,
la cual consiste en islas o mantos de células pequenas a medianas con nudcleo pequefio y

obscuro. Este patron puede mostrar mas pleomorfismo y necrosis central que otros y esta

10



asociado con una forma mds agresiva de la enfermedad (Szanto y cols., 1984). Se ha
observado invasién neural en etapas tempranas y alta recurrencia local, los cuales son
factores pronodsticos desfavorables, asociados con metdstasis a distancia especialmente a

pulmon, hueso e higado (Coca-Pelaz., 2015).

El factor predictivo del comportamiento de este tumor incluye el tamafo, tipo histolégico,
sitio de la lesion primaria, la presencia o ausencia de metéstasis al momento del diagndstico
e involucracién del nervio facial. El tratamiento de eleccién es quirdrgico, en caso de que
esté involucrada la glandula parétida se realiza reseccidén amplia ya sea parotidectomia o
lobectomia. La escision quirtrgica radical puede ser justificada para obtener margenes libre
de enfermedad, asimismo se sugiere radioterapia postoperatoria (Koj J. 2016). La
quimioterapia generalmente se recomienda cuando los pacientes tienen enfermedad
rdpidamente progresiva o son sintomaticos; dentro de las terapias mds estudiadas para este
tipo de tumor se encuentran el cetuximab, imatinib, sunitinib y el cisplatino (Coca-Pelaz.,

2015).

1.3.5. Adenocarcinoma sin otra especificacion (Adenocarcinoma NOS)

El término de adenocarcinoma sin otra especificacion se refiere al grupo de neoplasias
malignas de glandulas salivales, que no satisfacen los requisitos histopatolégicos de otros
tumores malignos previamente descritos y representan un espectro de carcinomas
epiteliales que forman estructuras ductales y/o glandulares, con o sin formacién quistica

(Batsakis y cols., 1992).
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Estos tumores representan del 10-15% de todos los carcinomas de gldndulas salivales, con
una alta incidencia entre la 5* y 6 década de la vida, siendo su localizacién mas comun la
glandula parétida, seguido por paladar duro, mucosa bucal y labios. El adenocarcinoma
NOS es extremadamente raro en nifios y presentan predilecciéon por el sexo masculino.
Clinicamente se observa como un aumento de volumen asintomatico y firme a la palpacidn,
los tumores en paladar se encuentran frecuentemente ulcerados y pueden erosionar hueso

(Barnes y cols., 2005, El-Naggar y cols., 2017).

En cuanto a su aspecto macroscopico, son particularmente circunscritos, pero pueden tener
apariencia irregular e infiltrativa; la superficie al corte es amarilla con o sin 4reas de
necrosis y hemorragia. Las caracteristicas histopatoldgicas comunes a estos tumores son la
proliferacion ductal o glandular con o sin formacién quistica y un crecimiento invasivo.
Presentan células cuboidales, columnares, poligonales, claras, mucinosas, oncociticas y/o
plasmocitoides con una variedad en patrones de crecimiento incluyendo pequefios nidos
confluentes o largos cordones e islas en un estroma de tejido conectivo maduro. Dicho
adenocarcinoma puede ser graduado en bajo, intermedio y alto grado. Las estructuras
glandulares y ductales son caracteristicas de los adenocarcinomas de bajo grado y en los de
grado intermedio y alto, estas estructuras son menos frecuentes. Al realizar su diagndstico
deben ser descartados los tumores con los subtipos primarios mds comunes, incluyendo
carcinoma del ducto salival, carcinoma mucoepidermoide de alto grado, adenocarcinoma
polimorfo y adenocarcinoma metastdsico. Los subtipos poco comunes de estos tumores
incluyen adenocarcinoma mucinoso con formacién quistica (cistadenocarcinoma) y el
adenocarcinoma tipo intestinal, donde éste ultimo presenta un curso clinico agresivo (Li y

cols., 2004; Daniele y cols 2016).
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El prondstico para este tipo de neoplasias estd influenciado por la localizacién del tumor,
grado y estadio clinico. Los adenocarcinoma NOS de alto grado presentan un curso
agresivo. El rango de supervivencia a 15 afios después de la reseccién quirdrgica para el
adenocarcinoma NOS bajo, intermedio y alto grado es de 54%, 31% y 3% respectivamente,

con algunas recurrencias reportadas (El-Naggar y cols., 2017).

El tratamiento de eleccién es quirdrgico, con diseccidén de ganglios cervicales en casos de
metdstasis. La radioterapia postoperatoria parece que controla la enfermedad, aunque
algunos investigadores creen que los adenocarcinomas NOS carecen de radiosensibilidad.
La informacion del papel de la quimioterapia en este tipo de tumores es escasa, pero existen
casos reportados en los cuales se ha utilizado de manera combinada el cisplatino,

mitomicina y fluorouracilo (Chen y cols., 2013).

1.3.6. Carcinoma mioepitelial

Es un tumor maligno de glandulas salivales que presenta diferenciacion exclusivamente
mioepitelial. La Organizacién Mundial de la Salud lo clasific6 como un tumor de grado
intermedio a alto y representa el 0.1-0.45% de todas las neoplasias de gldandulas salivales

(Nagao y cols., 1998).

El carcinoma mioepitelial se presenta en la 6* década de la vida, principalmente en la
gldndula pardétida (75%) y con menor frecuencia en la glandula submandibular y gldndulas
salivales menores. Se han reportado casos en nifios y no es clara su predominancia en

cuanto al sexo. Clinicamente suele presentarse como una masa indolora que se expande
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rdpidamente, es localmente destructivo y puede llegar a medir entre 2-10 cm (Saliba y cols.,

2012; Bisogno y cols., 2014).

Los criterios histopatolégicos actualmente aceptados para este tipo de tumor son la
presencia de diferenciaciéon mioepitelial con atipia y pleomorfismo celular; asi como la
infiltracién tumoral en glandulas salivales adyacentes u otros tejidos. El carcinoma
mioepitelial de bajo grado puede ocurrir dentro de lesiones benignas preexistentes como el
adenoma pleomorfo, aunque también pueden surgir de novo cuando son de alto grado
(Savera y cols., 2000). Presenta varios patrones (nodular, nidos, ldminas, cordones),
normalmente es muy celular, no presenta conductos y estd formado por células
mioepiteliales que pueden ser plasmocitoides, epitelioides o fusiformes. El estroma puede
ser mixoide o mucoide. Pueden verse algunas mitosis, pero la necrosis es infrecuente. El
reconocimiento de la diferenciacién mioepitelial no es facil de distinguir con tinciones de
rutina, por lo que se sugiere el uso de estudios de inmunohistoquimica, ya que los
carcinomas mioepiteliales expresan marcadores como la CK7, EMA, vimentina, calponina,

SMA y p63 (Vilar-Gonzdlez y cols., 2015).

El carcinoma mioepitelial es locamente agresivo y un tercio de los pacientes mueren por la
enfermedad, asi como también son frecuentes las recidivas y las metdstasis. El tratamiento
de eleccion es la reseccion quirdrgica completa con margenes amplios. La extension de la
cirugia depende de la ubicacién del tumor primario, por lo que se han descrito varios
procedimientos como parotidectomia superficial y total, maxilectomia, glosectomia parcial,
etc. En cuanto al tratamiento adyuvante, se desconoce el valor real de la radioterapia en este

tipo de tumores, pero se ha descrito como util en pacientes con neoplasias de alto grado. No
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existe evidencia del beneficio de la quimioterapia en estos pacientes (Mejia-Hernandez y

cols., 2013).

1.3.7. Carcinoma ex adenoma pleomorfo

Se define como un carcinoma que deriva de un adenoma pleomorfo (AP). Corresponde al
3.6% de todas las neoplasias de gldndulas salivales y el 11.6% de todos los TMGS. Este
tumor se presenta entre la 6* y 7* década de la vida, con igual distribucién por sexos. La
gldndula pardtida es la mds afectada en el 80% de los casos. Los pacientes presentan
antecedentes clinicos de AP y normalmente se produce un crecimiento rapido acompaifiado
de pardlisis nerviosa en el 40% de los casos (Di Palma. 2013). El riesgo de malignidad ha
sido asociado con recurrencia del AP, radioterapia, edad avanzada, tamafo grande del

tumor y que esté se encuentre en la region submandibular (Singh y cols., 2017).

Las caracteristicas macroscépicas del tumor dependen de las proporciones que presenten de
los componentes de adenoma o carcinoma. Cuando el componente de AP es mayor, el
tumor se ve azul grisiceo o blanco amarillento, lo cual estd relacionado con la hialinizacién
y calcificacién del estroma. Por otro lado, cuando el componente maligno es dominante, el
tumor se observa ampliamente infiltrativo, con zonas de necrosis y hemorragia. El tamafo

de los tumores varia de 1 a 25 cm (Antony y cols., 2012).

Este tumor a la examinacién microscépica, estd compuesto por una mezcla de AP y
carcinoma. En la mayoria de los casos, el carcinoma representa mds del 50% del volumen
tumoral y en ciertos casos, el carcinoma ocupa toda la neoplasia sin dejar rastro del

componente del AP. La mayoria de los tumores estdn poco delimitados y es ficil detectar
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invasién, zonas de necrosis y hemorragia. El carcinoma muestra células polimorfas con
nucleos grandes, hipercromaticos, nucléolos prominentes, figuras mitdsicas y crecimiento
destructivo. Basado en la invasion del componente carcinomatoso fuera de la cdpsula, el
carcinoma ex adenoma pleomorfo se puede subdividir en no invasivo, minimamente
invasivo e invasivo. En un carcinoma ex adenoma pleomorfo no invasivo, el componente
carcinomatoso se encuentra confinado dentro de la cdpsula fibrosa del AP. Cuando el
componente maligno penetra 1.5 mm el tejido capsular, se clasifica como minimamente
invasivo e invasivo cuando el componente maligno penetra la cdpsula mas de 1.5 mm (Di

Palma. 2013; Antony y cols., 2012).

En relaciéon a la inmunohistoquimica, el drea carcinomatosa es positiva a citoqueratina
AE1/AE3, EMA y CEA. También ha demostrado positividad a CK7 en un 94% de los

casos y s6lo el 13% ha sido positivo a CK20 (Lewis y cols., 2001).

El carcinoma ex adenoma pleomorfo puede producir recidivas locales (25-50%), son
frecuentes la metéstasis locales o a distancia (50-70%) y la mayoria de los pacientes
mueren a causa de la enfermedad (60%). Como tratamiento se requiere reseccion quirdrgica
completa. La parotidectomia superficial se utiliza en casos de tumores minimamente
invasivos, localizados en el I6bulo superficial de la gldndula; mientras que Ila
parotidectomia total se indica al tumor que es francamente invasivo. La diseccién del cuello
se realiza cuando existe evidencia de metdstasis a ganglios cervicales. La radioterapia y
quimioterapia se han utilizado como adyuvantes en el tratamiento de la enfermedad, sin
embargo existen pocos estudios que avalen su efectividad (Liiers y cols., 2009; Zhao y

cols., 2013; Singh y cols., 2017).

16



1.3.8. Carcinoma linfoepitelial

Es un carcinoma indiferenciado asociado a un infiltrado prominente de células
linfoplasmocitarias no neopldsicas. El carcinoma linfoepitelial representa menos del 1% de
todos los tumores de glandulas salivales. Se presenta en la 5* década de vida con una
incidencia médxima en la poblacién esquimal/Inuit de Alaska, China y Jap6n, donde las
mujeres presentan una mayor predisposicion a este tipo de neoplasia. La localizacién mas
frecuente es la gldandula parétida (80%), seguido por la glandula submandibular y la
mayoria de los casos surgen de novo, rara vez se desarrollan a partir de la sialadenitis

linfoepitelial (Abdulla y Mian., 1996).

Se ha relacionado este tipo de tumor, con la presencia del EBV en areas endémicas,
mientras que los casos reportados en zonas no endémicas son escasos. La teoria actual
indica que el EBV se incorpora al ADN de poblaciones susceptibles, lo cual induce la
desactivacion de genes supresores de tumores como p53, favoreciendo el desarrollo del

carcinoma (Hamilton-Dutoit y cols., 1991; Manganaris y cols., 2007).

El carcinoma linfoepitelial se presenta como un aumento de volumen que puede o no
provocar dolor al paciente y/o pardlisis del nervio facial, pudiendo llagar a medir hasta 10
cm. Se ha reportado afectacién de ganglios linféticos cervicales en 40% de los casos, asi
como metdstasis a distancia (20%) a pulmén, higado, hueso y cerebro (Tang y cols., 2012;

Kim y cols., 2017).

En relacion a su aspecto histopatolégico, es un tumor infiltrante que se caracteriza por

formar 16bulos, ldminas, islas, nidos de células poligonales o fusiformes con niucleos
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grandes, redondos u ovales, basofilos o vesiculares con abundante citoplasma anféfilo o
ligeramente eosindfilo. Presenta polimorfismo nuclear moderado e infiltrado
linfoplasmocitario no neopldsico con o sin centros germinales. El tumor invade el
parénquima glandular no neopldsico, los tejidos conjuntivos circundantes, los nervios
(neurotropismo) y los vasos (angioinvasion). Abundantes histiocitos pueden estar presentes,
lo que demuestra una apariencia de cielo estrellado. Las células neopldsicas son positivas a
citoqueratina AE1/AE3 y EMA, con expresion variable de EBER; mientras que las células
linfoides son reactivas para los marcadores CD20 y CD3 (Tang y cols., 2012; Ambrosio y

cols., 2013; Liuy cols., 2015).

La supervivencia a los 5 afios oscila entre el 75% y el 85%, aproximadamente 20% de los
pacientes presentan recurrencia. El tratamiento es de tipo multimodal consistente en
reseccion quirdrgica, diseccion cervical y radioterapia. El papel de la quimioterapia no esta
bien documentada en la literatura y se ha considerado el uso de cetuximab en casos de

metéstasis (Kaidar-Person y cols., 2011; Kim y cols., 2017).

1.4. Estadificacion de los tumores malignos de glandulas salivales

El sistema de estadificacion se basa en una extensa revision de la literatura mundial sobre
los tumores malignos de las glandulas salivales mayores, el cual se utiliza como un
complemento del diagndstico y tratamiento de este tipo de neoplasias, que ayuda a cumplir
con los requisitos de la prictica diaria para beneficio tanto del clinico como de los
pacientes. En el sistema se han incorporado caracteristicas patologicas importantes

propuestas por la OMS, AJCC y la UICC (AJCC., 2011; CAP., 2017).
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Existen numerosos factores esenciales que afectan la supervivencia del paciente, entre los
que se incluyen el diagndstico histopatoldgico, diferenciaciéon celular del tumor, sitio,
tamafio, afectacion del nervio facial, situaciéon de los margenes, estado de los ganglios
linfaticos regionales, asi como las metdstasis a distancia. Aunque no se consideran
requeridos, se acuerda que existen elementos no esenciales como patologia coexistente,
resultados de estudios auxiliares de histoquimica, inmunohistoquimica y andlisis
moleculares que pueden ser clinicamente importantes y recomendados para una buena

practica clinica ( Seethala R. 2009; Seethala y cols., 2018).

La estadificaciéon TNM suele ser realizado por el médico durante la evaluacion del paciente
y antes del tratamiento. Cuando la clasificacion patoldgica no es posible, la estadificacion
se realiza después del procedimiento quirtrgico, ya sea que el tumor primario haya sido o
no completamente resecado. Si un tumor biopsiado no es resecado por cualquier motivo,
puede confirmarse microscépicamente, para que los criterios de la estadificacion sean

satisfechos sin la extirpacion total del cancer primario (CAP., 2017).

En el anexo 2 se muestra la Clasificacion de la Estadificacion Patolégica (pTNM) para las
neoplasias malignas de gldndulas salivales y estadio anatémico de los pacientes con TMGS

(AJCC., 2011; CAP., 2017).

1.5. Células dendriticas y su distribucion en las glandulas salivales normales
Las CDs desempefan un papel clave en la activacion de la respuesta inmune contra los
patégenos, asi como en la modulacidn de la tolerancia periférica hacia los antigenos. Las

CDs, monocitos y macrofagos tradicionalmente forman parte del sistema de fagocitosis
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mononuclear, que derivan de precursores de la médula 6sea. En los epitelios las CDs
inmaduras son las células de Langerhans (CL), cuya funcién es captar antigenos proteicos
microbianos y transportarlos a los ganglios linfaticos. Durante su migracion, las CDs
maduran y se depositan en la zona T de los ganglios linfaticos, donde presentan los

antigenos a los linfocitos T (Angel y cols., 2007; Sanjana y cols., 2017).

Las CDs expresan altos niveles de MHC clase II con un linaje HLA-DR+ y se subdividen
en tipo mieloide y plasmocitoide. Las CDs mieloide expresan CD1c y CD141, mientras que
las plamocitoides se distinguen por la expresion de CD123, CD303 y CD304 (Ziegler-

Heitbrock y cols., 2010).

La mayoria de los tejidos epiteliales contienen CDs “migratorias” cuya funcion es adquirir
antigenos y migrar hacia los ganglios linfdticos expresando CDIc y CDI14. El tejido
linfoide contiene una gran cantidad de células no migratorias o “residentes” y contienen
CDlc, CD14 y CD141 (Satpathy y cols., 2012; Segura y cols., 2012; Collin y cols., 2013;

Segura y cols., 2013).

Las CL corresponden a una poblacién especializada de CDs que se encuentra en el epitelio
escamoso estratificado, capaz de diferenciarse en CD “migratoria” y expresan altos niveles
de langerina y CDla. En general, las CL mantienen la salud epidérmica y conservan la

capacidad de responder a patégenos intracelulares (Collin y cols., 2013).

A diferencia de las CL encontradas en la piel, mucosa bucal y vaginal; las CDs de las

glandulas salivales carecen de granulos de Birbeck, de uniones intercelulares estrechas y
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desmosomas. También carecen de uniones gap, que se encuentran comuinmente entre las
células acinares de las glandulas salivales y entre las células del conducto intercalado, lo
cual explica el ensanchamiento que se observa del espacio intercelular entre las CDs y las
células epiteliales adyacentes. Por otro lado, los ductos y acinos de las glandulas salivales
expresan fractalquina, la cual es una quimiocina con funciones adhesivas y migratorias, que
posiblemente ayude al reclutamiento de CDs dentro del epitelio de las glandulas salivales.
La presencia de CDs dentro del epitelio glandular parece ser importante para las funciones
de vigilancia inmunoldgica, activacion de las células T y B, asi como para la tolerancia a
los antigenos propios; lo cual lleva a la presentacion de antigenos a las células T virgenes,
dando lugar al desarrollo de células reactivas o la induccién de células T reguladoras

(Sanjana y cols., 2017).

An Le y cols han demostrado que las CDs son constituyentes normales de las glandulas
salivales y que estdn presentes dentro del epitelio de los ductos y acinos, asi como en los
tejidos intersticiales; constituyendo el 10% del volumen celular de la pared de los
conductos estriados y excretores en la glandula submandibular y 4% en la gldndula
pardtida, lo cual sugiere que las CDs de las glandulas salivales tienen un papel importante

en su funcionamiento normal (An Le y cols., 2011).

Resultados parecidos fueron obtenidos en estudios realizados en tejidos de gldndulas
salivales mayores de roedores, indicando que la presencia de CDs dentro del epitelio ductal
se debe a que los antigenos posiblemente tienen acceso de forma retrograda desde la
cavidad bucal hasta el tejido glandular, lo cual provoca la activacion de las CDs con la

posterior presentacion del antigeno. Por lo tanto, se sugiere que las CDs participan en
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respuestas inmunes locales manteniendo la homeostasis en los tejidos glandulares (Stasulis

y Hand., 2003; Lu y cols., 2017).

1.6. Presencia de células dendriticas en diversos tumores malignos

En 1989 Nakano y cols, fueron los primeros en realizar un estudio sobre la importancia
pronostica de la infiltraciéon de las CL en carcinomas de células escamosas del cuello
uterino que fueron tratados solo con radioterapia. Las CL fueron identificadas por
inmunotincién con proteina S-100, observdndose que estaban presentes principalmente en
los espacios intercelulares de las células tumorales; sugiriendo que la presencia de CDs en
tumores malignos juega un importante papel en la defensa inmunolégica contra el cidncer

(Nakano y cols., 1989).

Coventry y cols, realizaron un estudio sobre la importancia clinica de las CDs en una
variedad de tumores malignos, ya que pocos estudios estaban enfocados a conocer el estado
de maduracién de las células dendriticas, indicando que esto es un factor prondstico muy
importante en carcinoma de mama. Para ello evaluaron 130 carcinomas de mama con el
anticuerpo anti-CDla para células dendriticas inmaduras y anticuerpo anti-CD83 para
células dendriticas maduras. Todas las muestras contenian células dendriticas CDla y
CD83. El estudio revelé también que existia una asociacién significativa (p<0.001) al
aumentar CD83 con mads tiempo libre de recaidas y una supervivencia mayor. Por lo que
indicaron que la infiltracién de células dendriticas CD83 maduras en los carcinomas de
mama podia ser de gran importancia en la respuesta inmune antitumoral y confirmaron que
era un factor prondstico para la supervivencia en pacientes con cancer de mama (Coventry

y cols., 2002).
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Asimismo se ha demostrado que las CDs aisladas de la circulacién de pacientes con cincer
de mama en etapa temprana exhiben mayores tasas de apoptosis espontdnea. Los estudios
in vitro sugirieron que un factor soluble secretado por las células tumorales del céncer de
mama es responsable de este fendmeno. Por otro lado, el acondicionamiento ex vivo de CDs
con ligando CD40 e IL-12 fue un protector contra la apoptosis inducida por el tumor. Estos
hallazgos ayudaron a definir ain més el entorno inmunolégico que fomenta la tolerancia
inmune del tumor y conlleva importantes implicaciones para el disefio de estrategias

inmunoterapéuticas (Lenahan y Avigan., 2006).

Preynat-Sauve y cols realizaron un estudio en varios tipos de melanomas de ratén
demostrando que las CDs infiltrantes del tumor fueron predominantemente mieloides, con
un fenotipo de maduraciéon intermedia con capacidad de captar particulas antigénicas.
También observaron que las CDs infiltrantes del tumor aumentaron la produccién de 1L.-12
y fueron capaces de migrar a los ganglios linfaticos para activar tanto a linfocitos T CD4 y
CD8; confiriendo proteccion contra las células tumorales. Indicando que las CDs infiltradas
del tumor tienen el potencial de ser manipuladas y por lo tanto representan un objetivo

prometedor para la inmunoterapia contra el cancer (Preynat-Sauve y cols., 2006).

Por otro lado, se ha tratado de demostrar el papel de las CDs plasmocitoides en otros
tumores cutdneos malignos. Saadeh y cols, identificaron grandes grupos de CDs
plasmocitoides en lesiones tempranas y en recurrencias iniciales en linfomas cutdneos de
células B y T; postulando la hipétesis de que las CDs plasmocitoides contribuyen en la
inmunidad antitumoral, asi como también en el crecimiento y diferenciacion de los

linfocitos neoplasicos, contribuyendo a una tolerancia inmunolégica (Saadeh y cols., 2016).

23



En 2010 Ishigami y cols, realizaron un estudio con el marcador CD208 para células
dendriticas maduras y su correlacion entre el infiltrado de células CD208 positivas y el
céancer gastrico. En dicho estudio se demostré que los pacientes con una alta infiltracion
celular CD208 positiva en el peritumor tuvieron un peor resultado quirtdrgico que en

aquellos con baja infiltracién de CD208 (Ishigami y cols., 2010).

Arantes-Cruz y cols, investigaron las diferencias en las poblaciones de células de
Langerhans entre pacientes VIH positivos y VIH negativos con carcinoma de células
escamosas anales, utilizando el anticuerpo CD1a para identificar las células de Langerhans
activas; encontrando que el recuento de estas células fue menor en pacientes VIH+ con
carcinoma de células escamosas anales que en VIH-, lo que sugiere un empeoramiento de

la respuesta inmune (Arantes-Cruz y cols., 2012).

Jivan y Meer, realizaron un estudio de casos y controles, en el cual se cuantificaron las CL
en pacientes con VIH/SIDA asociado a Sarcoma de Kaposi en paladar con y sin co-
infeccion por Candida, utilizando CD1a como inmunomarcador de las CL. Teniendo como
resultados que el nimero de CL fue mucho mayor en la mucosa de paladar no infectada
(p=0.0001) y mds baja en pacientes que presentaban Sarcoma de Kaposi co-infectado con
Candida (p=0.0014). Encontrando también una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.0035) en pacientes con Sarcoma de Kaposi sin infeccién por Candida (Jivan y Meer.,

2016).

Estudios previos han demostrado la presencia de CL en el epitelio bucal normal, displasico

y canceroso, asi como en tejido conectivo. Algunos investigadores han demostrado un
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aumento gradual en el nimero de estas células en presencia de lesiones premalignas o de
carcinomas (Kindt y cols., 2016; Costa y cols., 2016; Wang y cols., 2017); sin embargo,
otros han demostrado una disminucién gradual durante la carcinogénesis bucal, sugiriendo
pérdida parcial de la capacidad de inmunovigilancia contra células displdsicas y

favoreciendo la transformacién maligna (Gomes y cols., 2016).

Por su parte, Lucas y cols, demostraron que mutaciones en la via RAS de las CDs
plasmocitoides provocan un exceso de estas células en médula dsea, promoviendo una
transformaciéon y expansiéon de células madre a monocitos, lo cual interfiere con la
producciéon normal de otras células sanguineas con el posterior desarrollo de leucemia

mielomonocitica crénica (Lucas y cols., 2019).

Lui y cols, realizaron un estudio in vitro en el cual comprobaron que la oximatrina tiene la
capacidad de promover la maduracién de CDs, lo cual ayuda a revertir la resistencia de las
células tumorales a la accién del cisplatino en cédncer pulmonar. Con base en lo anterior
existe una evidencia creciente del papel de las CDs presentes en tumores malignos,
observando que los pacientes con deficiencias funcionales de estas células son incapaces de

montar una respuesta antitumoral efectiva (Liu y cols., 2019).

1.7. Caracterizacion de la proliferacion linfoide asociada a tumor (PLAT) en tumores
de glandulas salivales

El infiltrado linfoide en las gldndulas salivales se encuentra presente en una variedad de
afecciones que incluyen trastornos autoinmunes como el sindrome de Sjogren, linfomas y

trastornos no autoinmunes. Dentro de los trastornos no autoinmunes se encuentran lesiones
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reactivas como la sialolitiasis y la sialometaplasia necrotizante, enfermedades infecciosas
producidas por el citomegalovirus y el VIH; enfermedades granulomatosas como la
sarcoidosis, sialadenitis xantogranulomatosa y la enfermedad de Kimura; asimismo se
identifica infiltrado linfoide como reaccién del huésped frente a un tumor, particularmente

carcinomas (Simpson y Sarsfield., 1997).

La PLAT se caracteriza por un denso infiltrado linfoide en un tumor con o sin formacion de
centros germinales. Se presenta tanto en tumores benignos como malignos, siendo su
patogénesis desconocida, aunque se ha sugerido que el componente epitelial elabora
diversas citoquinas que causan la acumulacién del tejido linfoide. Se ha visto que la PLAT
varia desde un componente difuso a un infiltrado denso con foliculos definidos. En muchos
de los casos la proliferacion es tan densa que recuerdan a un ganglio linfético, el cual ha
sido remplazado por un tumor metastdsico, lo cual lleva a confusién durante el diagndstico.
En el caso de las neoplasias malignas como el carcinoma mucoepidermoide, se ha visto la
presencia de dreas focales de infiltrado linfoide en el centro del tumor que pueden exceder

en tamafio al elemento epitelial (Auclair P.1994; Shilo y cols., 2005).

Existen pocos estudios sobre la relaciéon de la PLAT vy el desarrollo de neoplasias malignas
de gldndulas salivales. Uno de esos estudios fue el realizado por Michal y cols, quienes
estudiaron 21 carcinomas de células acinares, de los cuales 12 casos mostraron un denso
infiltrado linfoide con centros germinales bien desarrollados que rodeaban al componente
epitelial, con un patrén de crecimiento microquistico. Todos los tumores se encontraban
envueltos por una delgada pseudocdpsula fibrosa, mostrando una baja actividad

proliferativa con un indice promedio de 1.7%. Todos los pacientes permanecieron sin
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recurrencias o metdstasis durante el seguimiento que fue de 19 meses a 14 afios. Un
segundo subgrupo de 9 carcinomas de células acinares también present6 un denso infiltrado
linfoide con formacién de centros germinales, pero su distribucion fue distinta al del primer
grupo y la pseudocdpsula fibrosa estaba incompleta o ausente, mostrando un indice de
proliferacién del 17%, lo cual se asocié con la presencia de recidivas y metéstasis. En vista
de los datos clinicos y patoldgicos, se especuld que los focos tumorales del segundo
subgrupo representaron un clon de alto grado de malignidad que surgié dentro de un

carcinoma con poca infiltracién linfoide (Michal y cols., 1997).

Otro estudio realizado por Velickovic y cols, demostraron el hallazgo de abundante tejido
linfoide con formacién de centros germinales presentes en el estroma del tumor de
carcinoma de células acinares. Algunas partes de alto grado del componente tumoral
mostraron reaccion linfoide estromal con infiltracion intratumoral de linfocitos T CD4 y
CD8 y un bajo indice de proliferacion celular, llegando a la conclusiéon que la presencia o

ausencia de la PLAT puede determinar la agresividad del tumor (Velickovic y cols., 2013).

Un ejemplo mds de un carcinoma que demuestra una gran proliferacién linfoide es el
carcinoma linfoepitelial, el cual a menudo se identifica por un denso infiltrado linfoide en
el estroma con una mezcla de linfocitos y células plasmaticas que rodean y penetran las
células del carcinoma. Es importante sefialar que aproximadamente 40% y 20% de los
tumores de este tipo metastatizan a ganglios linfiticos cervicales y sitios distantes
respectivamente. Sin embargo, mas del 60% de los pacientes sobreviven cuando son

tratados con cirugia, incluida la diseccion del cuello y la radioterapia (Ellis G.2007).
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Aunque la PLAT no ha recibido tanta atencién como otros tipos de infiltrados en glandulas
salivales, al parecer su identificacién en tumores malignos tiene implicaciones importantes

con respecto al prondstico y manejo del paciente (DiGiuseppe y cols., 1996).

1.8. Descripcion de los inmunomarcadores

1.8.1. HLA-DR

La funcién del antigeno leucocitario humano (HLA) consiste en reconocer péptidos y
presentarlos en la superficie de las células presentadoras de antigeno. Existen dos clases de
moléculas HLA: las de clase I (formadas por los antigenos HLA-A, HLA-B y HLA-C) y las
de clase II (que incluyen los antigenos HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP). En el caso del
HLA-DR, es un receptor de superficie celular MHC clase II, codificado por el complejo de
HLA, relacionado con el antigeno D del cromosoma 6. Es un heterodimero que consta de
una cadena alfa y una cadena beta, ambas ancladas a la membrana. Desempefia un papel
central en el sistema inmune presentando péptidos derivados de proteinas extracelulares.
Las moléculas de clase II se expresan en células presentadoras de antigeno como las células
dendriticas y macréfagos. La cadena alfa tiene aproximadamente 35 kD y la cadena beta 27

kD (Abbas y Lichtman., 2007).

Las CDs desarrollan sus habilidades de captura y procesamiento del antigeno durante el
proceso de maduracién, aumentando la expresion superficial de MHC clase II. Las CDs
inmaduras presentan abundantes estructuras endosémicas a diferencia de las CDs maduras,
donde las moléculas de MHC clase 1I se localizan principalmente en la membrana celular,

proporcionando una memoria antigénica a largo plazo (Villadangos y cols., 2005).
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La expresion de las moléculas de HLA de clase II no es exclusiva de las células inmunes,
ya que se han descrito también en las células cancerosas. La pérdida de heterocigocidad del
HLA se relaciona con la evasién inmune del tumor. La relevancia clinica de la expresion de
HLA de clase II en células cancerigenas podria depender del tipo de cancer; por ejemplo, su
expresion ha sido asociada con un resultado clinico favorable en el cdncer colorectal y en
metastasis cerebral; no asi en el melanoma o sarcomas, donde se ha vinculado con un
resultado clinico pobre. Por otro lado se han identificado antigenos HLA I y II en tumores
de baja mutacién como el carcinoma ovarico (Swanson y Wick., 1990; Moretti y cols.,

1997; Algarra y cols., 2000; Zeiner y cols., 2018).

La expresion de HLA clase II varia entre los diferentes tipos de tumores, segin su origen
y/o fenotipo molecular. En el caso del carcinoma ductal de mama, mas del 80% de las
lesiones carecen de la expresion de esta molécula. En contraste con el 50% y 60% que
presentan el carcinoma papilar de tiroides y melanoma, respectivamente. Asimismo, se ha
observado que tienen un mejor resultado clinico aquellos carcinomas de células escamosas
en orofaringe asociados a VPH, que presentan una alta expresion de HLA clase II (Ndsman

y cols., 2013; Seliger y cols., 2017).

El papel de la expresion de MHC II en células tumorales ha sido controvertido, ya que
existe evidencia que indica que su expresion puede conducir tanto a una respuesta inmune
antitumoral, al provocar la apoptosis de dichas células, como también presentar funciones
pro-tumorales. En el cancer existen numerosas mutaciones y son comunes las mutaciones
que se presentan en el HLA-DR, provocando con ello un mal prondstico, pero se ha visto

que el carcinoma de estdbmago representa una excepcion, donde los datos indican que las
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mutaciones especificas del MHC 1I se asocian con un resultado més favorable (Yavorski y

Blanck., 2017).

Miiller y cols, estudiaron la expresion de HLA clase I en 288 casos de carcinomas de
glandulas salivales, entre los que se encontraban: el carcinoma de células acinares,
carcinoma mioepitelial, cistadenocarcinoma, adenocarcinoma de células basales y
adenocarcinoma polimorfo. Dichos investigadores identificaron que una alta expresion de
HLA-A en estos tumores se asocia con periodos de supervivencia mds cortos (p<0.001).
Hasta la fecha no se ha realizado ningin estudio que correlacione HLA-DR con alguna

neoplasia maligna de gldndulas salivales (Miiller y cols., 2013).

1.8.2. CD1a

Es una glicoproteina transmembrana que estd estructuralmente relacionada con las
proteinas del MHC y forman heterodimeros con beta-2 microglobulina. Posee un peso
molecular de 49 kD. Las proteinas CD1 median la presentacion de los antigenos lipidicos y
glicolipidos principalmente de origen propio o microbiano ante las células T. El genoma

humano contiene cinco genes familiares CD1 (a, b, ¢, d y e), organizados en el cromosoma

1 (Han y cols., 1999).

CDla se expresa en timocitos, células presentadoras de antigenos, epitelio intestinal,
musculo liso y endotelio de vascular. La naturaleza quimica de los antigenos presentados
por CDla y los diferentes subconjuntos de células T que activan, plantean la posibilidad de
que el funcionamiento de CD1 y el MHC pueden ser diferentes durante la maduracion de

las células dendriticas y tener un papel crucial en la defensa del hospedero, incluso antes de
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la méxima activaciéon de las células T es decir, las CD1 son capaz de presentar

eficientemente antigenos en células dendriticas inmaduras (Xiaochun y cols., 2002).

En diversos estudios se ha asociado la presencia de enfermedades inflamatorias crénicas
con la expresion de CD1a en células presentadoras de antigenos. Kim y cols, demostraron
que en psoriasis y dermatitis de contacto por urushiol, las CL tienen una alta expresion de
CDla que activan a las células T, aunado a un incremento de IL-12, IL-17 e IL-22.
Concluyeron que el bloqueo de CDla podria ser utilizado como una terapia potencial
contra enfermedades inflamatorias en la piel. Por otro lado, se ha demostrado que los
monocitos y macrofagos que expresan CDla podrian actuar como mediadores de la
inflamacion en la colitis ulcerosa, induciendo la activacién de células T citotoxicas por la
presentacion de lipidos como la fosfatidilcolina o el triacilglicerol provenientes del epitelio

de la mucosa intestinal (Kim y cols., 2016; Al-Amodi y cols., 2018).

La positividad a CD1la se ha documentado en diversas lesiones malignas como cancer de
tiroides, pulmonar, renal, prostitico, mamario y bucal (Schroder y cols., 1988; Troy y cols.,
1998; Troy y cols., 1999; Katsenelson y cols., 2001; Coventry y cols., 2002; Kikuchi y
cols., 2002). Coventry y Heinzel, exponen como hipétesis que las moléculas de CDla
pueden unirse a los glicolipidos de las células tumorales, produciendo un reconocimiento
temprano de las células malignas con posterior respuesta de las células T y NK. Asimismo
indican que las lesiones que carecen de expresion de CDla progresan hacia displasia o
cancer y concluyen que la regulacion de CD1a podria llevar a nuevas terapias antitumorales

(Coventry y Heinzel., 2004).
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Por otro lado, la positividad a CD1a se ha correlacionado directamente con la supervivencia
general en muchos tipos de tumores sélidos, donde los hallazgos también sugieren que el
microambiente del tumor puede retrasar o provocar falla en la maduracién y activacién de
las células dendriticas. Se ha descrito que una baja cantidad de CDla en las células
dendriticas puede explicar el mal prondstico en el cincer de mama (Coventry y cols.,

2002).

Se han realizado estudios para investigar la expresion de CD1a en la metaplasia de Barrett
del tipo géstrico, proponiendo una funcién de diagndstico y prondstico de éste marcador
que puede ayudar a predecir su evolucién a cancer y planteando la hipétesis de un papel
pro-inmunitario de la expresion de CD1a por las células epiteliales (Capello y cols., 2005).
También se ha observado que las lesiones cutdneas benignas presentan un nimero mayor
de CL, comparadas con los tumores malignos. Zhevchuk y cols, demostraron que el nimero
de CL es considerablemente menor en los carcinomas cutdneos de células basales y de
células escamosas, en comparacion con la piel normal (p<0.001), sugiriendo que las CL
pueden ser un factor prondstico valioso para los tumores en piel (Zhevchuk y cols., 2014).
En el mismo sentido se han realizado estudios en pacientes con carcinoma escamoso de
cabeza y cuello asociado a VPH, en donde las alteraciones epigenéticas relacionadas a la
hipermetilaciéon de CD1la son directamente proporcionales con un aumento del tiempo de

supervivencia de los pacientes (Virani y cols., 2015).

El estudio mds representativo en cuanto a la aplicacion de CD1a en tumores malignos de
glandulas salivales, es el realizado por Dultra y cols, quienes estudiaron su expresion en el

carcinoma mucoepidermoide, adenoideo quistico y adenocarcinoma polimorfo. Dultra y
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cols, investigaron la presencia de CDs positivas a CDla y su relacién con E-cadherina en
los tumores de gldndulas salivales menores, donde la ausencia o expresion reducida de E-
cadherina se asocia con la pérdida de diferenciacion, invasion y metdstasis de tumores
epiteliales que involucran diferentes sitios anatémicos, incluyendo otros tumores de cabeza
y cuello. El estudio consistié en analizar 26 tumores de glandulas salivales menores
utilizando inmunohistoquimica para CDla y E-cadherina. Los resultados indicaron una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.001) con respecto a la presencia de CDs
positivas para CD1a entre adenomas pleomorfos y tumores malignos de glandulas salivales
como carcinoma mucoepidermoide y adenocarcinoma polimorfo. No detectindose CDs
positivas a CD1a en la mayoria de los casos de los carcinomas adenoideos quisticos. A su
vez no se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la presencia
de E-cadherina pero esta fue detectada en 24 casos. Por lo que los investigadores concluyen
que la falta de positividad a CD1a en los tumores malignos de gldndulas salivales, facilita el
desarrollo neoplésico y sugiere que estas células podrian ser ttiles como una herramienta

auxiliar de diagnéstico y prondstico (Dultra y cols., 2012).

1.8.3. CD83

La proteina codificada por este gen se localiza en la membrana y es de tipo I, miembro de
la superfamilia de receptores de inmunoglobulinas. La proteina codificada estd involucrada
en la regulacién de la presentacidn del antigeno. Una forma soluble de esta proteina puede
unirse a las células dendriticas e inhibir su maduracién. CD83, junto con CD40, CDS8O0,
CD86 y HLA clase I y II, representan un marcador importante para la maduracién de las
células dendriticas generadas en presencia de 11.-4, GM-CSF. La expresion de CD83 no se

limita a la CDs madura sino también se observa en linfocitos B y linfocitos T activados.
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Ademds CD83 se encuentra constitutivamente presente en el citoplasma de monocitos y

macrofagos (Aerts-Toegaert y cols., 2007).

Una forma soluble de CD83 liberado por CDs y células B es detectable en el suero de
humanos y niveles elevados de esta proteina se observan en una serie de neoplasias
hematoldgicas como la leucemia linfocitica crénica y el linfoma de células del manto. En el
mismo sentido, se ha observado que la expresion de CD83 en las células de Reed-Sternberg
del linfoma de Hodgkin, puede ser de ayuda para realizar el diagndstico diferencial con el
linfoma anaplésico de células grandes ALK negativo, el cual es un linfoma no-Hodgkin de
células T que no presenta positividad a este inmunomarcador (Hock y cols., 2004; Kiippers

R. 2018).

Existen hallazgos que sugieren que la alta expresion de CD83 en CDs puede estar
relacionada con la patogénesis de la tiroiditis de Hashimoto y enfermedad de Graves, donde
la regulacion positiva tanto del nimero como de las funciones de las CDs maduras pueden
conducir a presentar mds antigenos y producir mds anticuerpos que pueden estar
involucradas en la patogenia de estas enfermedades tiroideas autoinmunes (Xu y cols.,
2004). Tsoumakidou y cols, realizaron un estudio en el cual demostraron por medio del
marcador CD83 que existe una disminucién de CDs maduras en los pacientes con EPOC,
mientras que CD1la no mostré alteraciones; concluyendo que los altos niveles de elastasa
neutrofilica, TGF-3 y MMPs en los pulmones, podrian conducir la supresiéon en la
maduraciéon de las CDs, provocando alteracion en la respuesta inmune que conlleva a

infecciones persistentes en este tipo de pacientes (Tsoumakidou y cols., 2009).
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Gondak y cols, realizaron un primer estudio del conteo de CL maduras utilizando CD83 en
tejido lingual de pacientes con SIDA y co-infeccion por VHS-1, reportando una
disminucién de CDs maduras en comparacién con las CDs presentes en el tejido de
pacientes sanos. Concluyeron que el VIH utiliza la maquinaria metabdlica de las CDs para
su replicacion, lo cual provoca rdpidamente su muerte; contribuyendo atin més a la falta de
activacion de células T, independientemente de la infeccion por VHS. En un segundo
estudio, realizaron el conteo de CDs maduras de ganglios linféticos cervicales y amigdalas
palatinas en pacientes sanos y con SIDA, donde estos dltimos presentaron una menor
cantidad de células positivas a CD83; proponiendo que la disminucién de CDs maduras en
los tejidos linfoides de los pacientes con SIDA pueden ser predictivos de la pérdida de

control del sistema inmune (Gondak y cols., 2013; Gondak y cols., 2014).

En otro estudio se utiliz6 el anticuerpo CD83 como medio para detectar CDs y evaluar su
estado de activacion en 29 muestras de fibroadenoma de mama, encontrando una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de CD83 en comparacién al tejido mamario
sano (p<0.001), lo cual podria representar una actividad inmune intensa contra los tumores
benignos y la reduccién de expresion de este inmunomarcador seria indicativo de riesgo de
neoplasias malignas (Borges y cols., 2011). En relacién al cdncer de mama, se ha observado
que existen mejores tasas de supervivencia en las pacientes que muestran un mayor nimero

de células positivas a CD83 (Iwamoto y cols., 2003).

Asimismo se han observado tasas de supervivencia mdas cortas entre los pacientes con
carcinoma gastrico que presentan una cantidad menor de CDs positivas a CD83. De manera

similar, el prondstico del carcinoma de vesicula biliar estd influenciado por la infiltracion
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de CDs positivas a CD83, ya que los individuos con un indice alto de CD83 tuvieron una
mayor sobrevida. Por el contrario Bodelon y cols, sugieren que la variacion genética de
CD83 no esta relacionada con el cancer cervical o vulvar asociado a VPH (Ananiev y cols.,

2001; Furihata y cols., 2005; Bodelon y cols., 2012).

Gomes y cols, realizaron un estudio de 21 casos de carcinomas de células escamosas en
labio, en los cuales identificaron las CL positivas a CD83. Encontrando una disminucién de
dichas células en los carcinomas en comparacién con las CL del epitelio normal, sugiriendo
que esto representa una importante condiciéon para el desarrollo del cancer labial.
Actualmente no existen estudios que relacionen la inmunoexpresion de CD83 y neoplasias

malignas de glandulas salivales (Gomes y cols., 2016).

1.8.4. Ki-67

El antigeno Ki-67 también conocido como MKI67 es una proteina que se codifica en el gen
del mismo nombre. El gen de Ki-67 se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma
10. Esta proteina se presenta durante la fase G1, S, G2 y en toda la fase M del ciclo celular,

encontrandose ausente en las células estacionarias o sin replicacién (Takagi y cols., 2018).

La mayoria de los estudios que han investigado la importancia pronostica de Ki-67 han
demostrado que su sobreexpresion se correlaciona con la supervivencia libre de metdstasis
y la supervivencia general. Actualmente el uso de Ki-67 como factor prondstico o
predictivo es controvertido, debido principalmente a una falta de consenso sobre qué
niveles de Ki-67 son considerados de peor prondstico y a que se basa en un método que

genera mucha variabilidad de interpretacion entre laboratorios y observadores. Como con
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todos los biomarcadores con valores continuos, el valor que diferencia a Ki-67 de los
tumores de alto y bajo grado es algo arbitrario. Se ha sugerido que el valor de corte 6ptimo
para Ki-67 es del 15%. Sin embargo, no se recomienda el uso sistematico de este marcador
en la prictica clinica debido a la falta de reproductibilidad adecuada (Colleman y

Tsongalis., 2009).

Por otro lado, varios estudios han reconocido su valor como factor predictivo, demostrando
su utilidad para medir la respuesta a un determinado tratamiento adyuvante, ademads altos
niveles de Ki-67 predicen una mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia. En cuanto
a su papel como factor prondstico, altos niveles de Ki-67 se asocian a mayor probabilidad
de recaida en cdncer mamario en estadios tempranos, independientemente de la afectacion
de los ganglios linfaticos (De Azambuja y cols., 2007). El ultimo Consenso Internacional
de Expertos de St. Gallen 2013 incluye el nivel de expresién de Ki-67 como marcador
fenotipico para diferenciar entre los subtipos moleculares del cdncer de mama, por ejemplo
el luminal A, presenta un Ki-67 bajo o menor del 20%, mientras que el luminal B, presenta
valores altos mayores al 20% (Goldhirsch y cols., 2013). Un estudio realizado por Cusati y
cols, encontr6 una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de Ki-67 y
otros factores predictivos y prondsticos cldsicos del cdncer de mama. Mostrando que
tumores mayores de 15 mm, con una expresion de receptores de estrogenos y de
progesterona con un mayor grado histoldgico, estaban asociados a mayor expresion de Ki-

67 (Cusati y cols., 2014).

Goncalves y cols, cuestionaron la validacion de los porcentajes de expresion de Ki-67 para

su implementacion clinica, por lo cual crearon un sistema de conteo manual de células
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positivas a Ki-67 en 66 pacientes con cancer de mama ER+HER?2-negativo. Concluyeron
que los pacientes que expresaron un Ki-67 menor o igual a 2.7%, debian ser tratados
quirdrgicamente sin terapia coadyuvante, mientras que los que mostraron un Ki-67 mayor a
10%, requerian terapia con inhibidor de aromatasa. Por lo tanto, sugirieron que la decision
de administrar terapia adyuvante debe ser influenciada por el porcentaje de proliferacion de
Ki-67. Cidado y cols, proponen un modelo en donde existe disminucion de la expresion de
Ki-67 en las células tumorales después de la quimioterapia, lo cual conduce a la reduccién
y erradicacion del cancer de mama. Asimismo indican que la poblacién celular con alta
expresion de Ki-67 es resistente a la quimioterapia, lo cual resulta en la presencia de

metdastasis (Cidado y cols., 2016; Goncalves y cols., 2017).

En el mismo sentido se han realizado estudios sobre la expresion de Ki-67 en cancer
pulmonar. Ishibashi y cols, realizaron un estudio en 19 pacientes con cdncer pulmonar, los
cuales habian sido tratados previamente con radioterapia. Un primer grupo mostré un valor
de corte para Ki-67 menor a 79%, mientras que un segundo grupo presentd valores mayores
a 79%, observando que estos dltimos respondieron mejor a la radioterapia; concluyendo
que los tumores con una alta expresion de Ki-67 responden mejor a la radioterapia como
resultado de un incremento de radiosensibilidad por parte del tumor (Ishibashi y cols.,
2017). Asimismo, Wei y cols, estudiaron 14,732 pacientes con cdncer pulmonar, dicho
estudio revel6 que la alta expresion de Ki-67 se asocia con estadios mds avanzados y con

un tumor mds agresivo con alta capacidad de provocar metdstasis (Wei y cols., 2018).

Barnes y cols, realizaron un estudio con el objetivo de investigar los niveles de Ki-67 en

208 tumores neuroendocrinos, los cuales fueron gradificados como: bajo grado (Ki-
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67<3%), grado intermedio (Ki-67 del 3-20%) y alto grado (Ki-67>20%). Este estudio
confirmé que la expresion de Ki-67 se encuentra fuertemente asociado con el grado
histopatoldgico del tumor y que podria ser de ayuda para determinar el diagndstico, junto

con las caracteristicas clinicas y radioldgicas (Barnes y cols., 2017).

Asimismo, Ki-67 se ha estudiado como un marcador prondstico en cancer renal, uterino,
prostatico, pancredtico, gastrointestinal, hepdtico y nasofaringeo; en los cuales su alta
expresion se relaciona con un prondstico desfavorable, donde la tasa de supervivencia
general aumenta en los grupos con Ki-67 bajo (Pan y cols., 2015; Berlin y cols., 2017; Yi

Cao y cols., 2017; He y cols., 2018; Liu y cols., 2018; Menon y cols., 2019).

Takkem y cols, estudiaron la expresion de Ki-67 en epitelio bucal sano y con diferentes
grados de displasia. Observaron que la expresion de Ki-67 en el epitelio normal se
restringié a las capas basales; en el caso de displasia, la tincion se presentd en las capas
suprabasales y en el carcinoma de células escamosas se ubicd en la periferia y édreas
centrales de las islas tumorales; concluyendo que la expresion de Ki-67 aumenta de acuerdo
a la severidad de la displasia epitelial. Resultados similares fueron obtenidos por Yagyuu y
cols, quienes estudiaron 94 casos de displasias, donde la sobreexpresion de Ki-67 se asocid
significativamente con la recurrencia y/o transformacién maligna del epitelio bucal

(Yagyuu y cols., 2015; Takkem y cols., 2018).

En cuanto a neoplasias de glandulas salivales, Ki-67 es el marcador mas estudiado para
diferenciar neoplasias benignas de malignas y como un factor pronostico. Nguyen y cols,

estudiaron los marcadores Ki-67 y HER2/neu en 42 casos de carcinoma mucoepidermoide
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de glandulas salivales mayores y menores. Se observd una tincién fuerte de ambos
inmunomarcadores en carcinomas de alto grado, mientras que los carcinomas de bajo grado
presentaron una tincién débil o negativa; concluyendo que la sobreexpresion de ambas

proteinas se asocia con un tumor mas agresivo (Nguyen y cols., 2003).

Alves y cols, describieron por primera vez la expresion de Ki-67, PCNA y p53 en tumores
benignos y malignos de la glandula submandibular; mostrando que todos los adenomas
pleomorfos fueron negativos para Ki-67 y p53, pero el 66% positivos a PCNA. Caso
contrario sucedi6 con los carcinomas mucoepidermoides y adenoideos quisticos, los cuales
fueron positivos a p53 en un 53% y 20% y a Ki-67 un 47% y 40%, respectivamente;
mientras que todos los tumores malignos fueron positivos a PCNA. Los carcinomas
mucoepidermoides mostraron una alta expresion de estos inmunomarcadores, debido a que
todos los tumores estudiados con este subtipo histoldgico eran de alto grado (Alves y cols.,

2004).

De igual manera, se realizé un estudio de inmunohistoquimica en el que se analizaron 212
bloques de tumores malignos de glandulas salivales; utilizando el marcador Ki-67 y p53.
Dicho estudio demostré que el carcinoma mucoepidermoide, seguido por el carcinoma de
células acinares, presentaron una expresion menor del 20% de Ki-67 y una sobrevida mayor
a 5 afnos. Mientras que el carcinoma adenoideo quistico presenté una expresion de Ki-67
del 32% y una sobrevida menor. Este estudio no evalud ni correlacioné el grado histolégico
con la expresion de los marcadores. En el caso del carcinoma adenoideo quistico se
encontrd que el valor predictivo de Ki-67 era una herramienta confiable en cuanto al

prondstico a corto plazo (Luukkaa y cols., 2000).
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Do Prado y cols, evaluaron 62 tumores de glandulas salivales utilizando Ki-67 y se
encontré una mayor tasa de proliferaciéon en el carcinoma mucoepidermoide, seguido del
adenoideo quistico y el adenocarcinoma polimorfo, sin embargo este estudio no relacioné
la expresion de Ki-67 con el grado histoldgico. Zielnsk y cols, realizaron un estudio
retrospectivo en el que compararon la expresion de Ki-67 y MCM-3 en tumores benignos y
malignos de glandulas salivales mayores en pacientes pedidtricos; mostrando una mayor
expresion de MCM-3 con respecto a Ki-67. Concluyeron que MCM-3 podria ser una
herramienta alternativa a Ki-67 para la evaluacién de la proliferacion celular en diversos

tumores (Do Prado y cols., 2011; Zielnsk y cols., 2016).
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2. Planteamiento del problema
Como se ha descrito en el cancer bucal, mamario, uterino y gastrico; asi como en
melanoma y sarcoma de Kaposi, la presencia de células dendriticas juega un papel

importante en la defensa inmunoldgica contra el desarrollo tumoral.

Si bien las células dendriticas presentes en el melanoma cutdneo activan a los linfocitos T
CD4 y CD8, favoreciendo la actividad antitumoral, otros estudios realizados en cadncer
géastrico y bucal han demostrado que la infiltracién de células dendriticas favorece la

transformaciéon maligna y agresividad de las células, llevando a un peor prondstico.

A este respecto, la informacion en tumores malignos de glandulas salivales es escasa, por lo
que es necesario conocer la funcién de las células dendriticas en estas neoplasias, y su
posible papel protector o estimulante del desarrollo tumoral, a través del andlisis de la

inmunoexpresion de diversos marcadores bioldgicos.

Por lo tanto, el presente estudio analiz6 y describid las caracteristicas inmunofenotipicas e
histopatoldgicas de los tumores malignos de glandulas salivales y su asociacién con las
células dendriticas, considerando la inmunoexpresion de los marcadores HLA-DR, CDla y
CD83; asi como el grado de proliferaciéon celular tumoral por medio de Ki-67. Se utiliz6
como grupo comparativo el AP, el cual es la neoplasia mds frecuente de gldndulas salivales,
que contiene tanto elementos epiteliales y mioepiteliales entremezclados con material
mesenquimatoso mixoide o condroide, cuya organizacion y estructura celular simulan a la

de los conductos de las glandulas salivales normales.
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3. Justificacion

Las células dendriticas funcionan en la regulacién del inicio y progreso de la respuesta
inmune, con un papel fundamental en el desarrollo de diversos tipos de cancer. Describir la
posible asociacién entre los tumores malignos de gldndulas salivales y las células
dendriticas, por medio de la evaluacién de marcadores biol6gicos como indicadores de una
posible funcién defensiva o incitante del desarrollo tumoral por parte de estas células
presentadoras de antigenos; aportardn informacion adicional sobre la patogénesis de este

tipo de neoplasias.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Determinar la inmunoexpresién de HLA-DR, CD1la, CD83, Ki-67 y su posible asociacién

con el tipo de neoplasias malignas de gldndulas salivales.

4.2. Objetivos especificos

- Describir las caracteristicas histopatoldgicas de los casos diagnosticados como neoplasias
malignas de gldndulas salivales y la distribucion de las células dendriticas en este tipo de
tumores, a través del andlisis de la inmunoexpresion de HLA-DR, CDla y CD83, en
comparacion con adenomas pleomorfos.

- Cuantificar las células dendriticas intratumorales y en los bordes de invasion tanto de las
neoplasias malignas de glandulas salivales y adenomas pleomorfos.

- Establecer la posible asociacién entre el grado de proliferacion celular por medio del
inmunomarcador Ki-67 y la presencia de células dendriticas en neoplasias malignas de

glandulas salivales, en comparacién con los adenomas pleomorfos.
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5. Método

5.1. Disefio del estudio

Tipo de estudio. Estudio transversal, retrolectivo, observacional y comparativo que se
realizé en la Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco (UAM-X) en colaboracién
con la Universidad Auténoma de Baja California.

Poblacion de estudio. Se analizaron los cortes histolégicos de 33 casos de neoplasias
malignas de glandulas salivales y 22 casos de neoplasias benignas de glandulas salivales
(adenoma pleomorfo) del archivo del laboratorio de Patologia del Hospital General
Regional No. 1 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) Tijuana Baja California,

diagnosticados en el periodo comprendido de 2007 a 2016.

El protocolo de investigacién fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién de la
UAM (Acuerdo 1/17, del 2 de febrero 2017, vigencia a diciembre 2018) y por el Comité de
Etica de la Escuela de Ciencias de la Salud, Valle de las Palmas de la Universidad

Auténoma de Baja California (Acuerdo 5/18, del 23 de enero 2019, vigencia a enero 2020).

Criterios de inclusion:
- Casos con diagndstico de neoplasia maligna de gldndula salival y adenoma pleomorfo,
que contaran con laminilla en H&E y bloque de parafina, con muestra tisular suficiente

para los ensayos con tincién inmunohistoquimica.

Criterios de exclusion:
- Casos en que haya presentado puncion por aspiracion previa a la reseccion parcial o total

de la neoplasia maligna de gldndula salival.
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- Casos con tratamiento de radioterapia y/o quimioterapia previa a la reseccién parcial o

total de la neoplasia de gldndula salival.

Criterios de eliminacion:

Muestras que hayan sufrido dafios que impidan realizar pruebas inmunohistoquimicas.

5.2. Evaluacion de casos

Se obtuvieron los datos demogréficos y clinicos de cada uno de los casos de una fuente
secundaria (expediente clinico), entre los que se incluyeron edad, sexo, localizacion,
tamafio y diagndstico histopatologico. Los datos fueron registrados en una ficha de

recoleccion de datos (anexo 3) y cada caso fue identificado con un cédigo.

5.3. Procedimientos de laboratorio

Se incluyeron 33 casos con diagndstico de neoplasia maligna de glandulas salivales y 22
casos con diagnostico de adenomas pleomorfos. Se recolectaron los cortes en laminillas
correspondientes a cada bloque de parafina, de aquellos bloques que no contaran con

laminilla se obtuvo un corte para ser tefiido con hematoxilina y eosina (H&E).

5.3.1. Analisis histopatologico. Cada lesion fue analizada con tincién de rutina H&E y en
la ficha de recoleccién de datos (anexo 3) se registraron las caracteristicas histopatolégicas
de los tumores tanto malignos como benignos de glandulas salivales, incluyendo la PLAT.
Asimismo se registré la presencia de invasion neural, invasion perivascular, necrosis,

componente quistico y grado histopatolégico, dependiendo del tipo de neoplasia maligna.
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El diagnodstico histopatolégico fue confirmado por dos examinadores, previamente
estandarizados; se seleccionaron 10 laminillas al azar para realizar el test de Kappa de

concordancia inter-observador, obteniéndose un valor de Kappa igual a 0.80.

5.3.2. Andlisis inmunohistoquimico. Para estudiar la expresiéon de HLA-DR, CD1a, CD83
y Ki-67 en los TMGS y AP, se sigui6 el protocolo de la técnica inmunoenzimadtica de la
peroxidasa con el método polimérico del sistema Envision+ Dual Link System-HRP para
cada anticuerpo. Como tejido control se utilizé piel y epitelio de mucosa bucal en HLA-
DR, CDla y CD83, asi como amigdala en Ki-67. En el anexo 4 se incluyen las

caracteristicas de los anticuerpos utilizados en el presente estudio.

De los bloques de parafina, se obtuvieron 3 cortes seriados de 3 um de espesor, los cuales
fueron montados en portaobjetos previamente silanizados, posteriormente se
desparafinizaron durante 30 minutos a 60°C en una estufa y se realizé un doble bafio en
xilol de 10 minutos cada uno, seguido por la hidrataciéon en alcoholes con concentraciones

decrecientes hasta llegar a agua destilada por 5 minutos.

El desenmascaramiento antigénico se realizé con calor y presiéon. Con un precalentamiento
de 5 minutos de una olla de presién, se colocaron los portaobjetos en solucién de
desenmascaramiento (tampoén de citrato 0.01M a pH6), procurando que los portaobjetos
quedaran completamente sumergidos durante 20 minutos. Se dejé enfriar la olla a
temperatura ambiente hasta que bajo la valvula y los portaobjetos fueron lavados con agua
destilada. A continuacién se procedidé con la inhibicion de la peroxidasa enddgena de los

tejidos mediante la aplicacion de Dako Dual Endogenous Enzyme Block (H202 al 3% y
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fosfatasa alcalina), de modo que cubriera la muestra durante 10 minutos a temperatura
ambiente, seguido por un lavado con PBS durante 5 minutos, antes de aplicar el anticuerpo

primario.

Posteriormente, con previa dilucién de cada anticuerpo, se realizd la incubacién de los
anticuerpos primarios durante 30 min, seguido de un lavado con solucién tamponada PBS
procurando no incidir directamente en el tejido. Se retir6 el excedente de la solucién
tamponada y se aplicd una cantidad suficiente de polimero marcado HRP para cubrir la
muestra, incubandose durante 30 minutos. Se lavaron las laminillas y se volvieron a colocar

en PBS durante 5 minutos.

La reaccion se reveld con la aplicacion de la solucidén de sustrato-cromégeno DAB+ Dako
en cantidad suficiente hasta cubrir la muestra y se incubd durante 10 minutos, lo cual
produjo un precipitado de color marrén y se realizé un lavado suave con agua destilada.
Finalmente se realizé el contraste sumergiendo las laminillas en un bafio de hematoxilina
acuosa, lavandose posteriormente con agua destilada durante 5 minutos. Los tejidos se
deshidrataron en alcoholes con concentraciones crecientes, posteriormente se colocaron en

xilol y se montaron en un medio permanente.

5.3.3. Cuantificacion de la inmunoexpresion de HLA-DR, CD1a, CD83 y Ki-67

Para obtener una buena representatividad en la evaluacién de los resultados de la valoracién
inmunohistoquimica, se realizo la estandarizacion de criterios del examinador contra la de
otro patdlogo. Se evalu6 cada inmunomarcador en todos los casos de tumores malignos de

glandulas salivales y adenomas pleomorfos con la ayuda de un microscopio de luz acoplado

48



a una camara digital Leica Biosystems, por medio de la cual se tomaron fotomicrografias
de los 10 campos mds representativos a 40x. Las imdgenes fueron descargadas a una
computadora personal y guardadas como archivos JPEG para posteriormente realizar el
conteo de células peri e intra tumorales en todos los casos, por medio del programa de

procesamiento de imagen digital ImageJ, desarrollado por el National Institutes of Health.

Para el registro de la expresiéon inmunohistoquimica de las células dendriticas, se utiliz6 el
método cuantitativo, en el cual se contabilizaron sélo las células positivas para los
anticuerpos HLA-DR, CDla y CD83; en el caso de la inmunoexpresion de la proliferacion
celular tumoral por medio de Ki-67, se registraron tanto las células positivas y negativas a
este anticuerpo, asi como el total de células por cada campo. El sitio de marcaje que se
consideré positivo fue membranal y/o citoplasmatico para los anticuerpos HLA-DR, CDla
y CD83, asi como positivo a nivel nuclear para Ki-67. Los datos fueron registrados en

tablas Excel para su posterior anélisis estadistico.

5.4. Variables

Dependientes

Inmunoexpresiéon de HLA-DR, CD1a, CD83 y Ki67.
Independientes

- Tumores malignos de glandulas salivales (El-Naggar y cols., 2017).
- Adenomas pleomorfos.

- Caracteristicas clinicas (edad, sexo, localizacion y tamafio del tumor).
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- Caracteristicas histopatoldgicas (distribucion de las células dendriticas en el tumor
maligno y benigno de gldndulas salivales, PLAT, invasién perineural e invasion
perivascular).

En el anexo 5 y 6 se presenta la operacionalizaciéon de las variables dependientes e
independientes respectivamente, en los cuales se describen los tipos de variables,

indicadores, definicién conceptual y fuente de obtencion de los datos.

5.5. Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron capturados en una base disefiada ex profeso para el presente
estudio y se realizé su andlisis estadistico en el programa IBM ® SPSS Statistics versién

22.0.

Las variables continuas se expresaron mediante medidas de tendencia central (medias y
medianas) y de dispersion (desviacion estdndar y rangos intercuartilares). Las variables
nominales fueron presentadas en proporciones. Se analizé la asociacion entre el diagndstico
de la lesion y las caracteristicas clinicas e histopatolégicas mediante Chi-cuadrada y la
prueba exacta de Fisher para variables categéricas, mientras que U-Mann-Whitney para
variables cuantitativas. La comparacion de los niveles de expresion de los anticuerpos en
los grupos analizados se llevé a cabo mediante la prueba de suma de rangos de Kruskal-
Wallis. Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias con valores de

p< 0.05.
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5.6. Consideraciones bioéticas

En consideracién al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, expresa que este estudio puede clasificarse dentro del grupo de
investigaciones sin riesgo, explicando que estos son estudios que emplean técnicas y
métodos de investigacion documental retrospectiva en los que no se realiza ninguna
intervenciéon o modificacién intencionada en las variables fisioldgicas, psicoldgicas y
sociales de los individuos que participan en el estudio, asimismo el estudio se basa en su
Capitulo VI articulo 59 y 60 sobre la investigacion en 6rganos, tejidos y sus derivados,
vigente hasta la fecha.

De acuerdo al articulos 16 de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos en
materia de que toda persona tiene derecho a la protecciéon de sus datos personales, se
asegura la confidencialidad de los datos clinicos de las muestras de los pacientes
involucrados en el estudio, los cuales s6lo se utilizardn con fines de investigaciéon y no

podrd relacionarse con ellos de ninguna manera.
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6. Resultados

En el presente estudio se incluyeron 33 casos de neoplasias malignas de gldndulas salivales
y 22 casos de adenoma pleomorfo como grupo comparativo. El cuadro 1 muestra las
caracteristicas demogréficas y clinicas en cada grupo, la distribucién por sexo fue similar
en ambas neoplasias (TMGS: 55% mujeres, AP: 50% mujeres, p=0.741), con una mediana
de edad de 49 afios en los tumores malignos, y de 45 afios en los AP (p=0.144). Si bien la
glandula parétida fue la localizaciéon mdas frecuente en ambos grupos, se identificé una
mayor proporcion de tumores malignos en gldndulas salivales menores (24.2%) que de

adenomas pleomorfos (4.5%) (p=0.026).

El diagnéstico histopatoldgico més frecuente en los TMGS fue el carcinoma adenoideo
quistico, el cual se presenté en diez individuos (30.3%); seguido por el carcinoma
mucoepidermoide, presente en ocho casos (24.3%) y el carcinoma de células acinares, que
fue encontrado en cuatro casos (12%). Seis individuos presentaron carcinoma ex adenoma
pleomorfo y carcinoma secretor (3/9.1% cada uno). Finalmente, se identificaron dos casos
de carcinoma mioepitelial, dos de carcinoma linfoepitelial (6.1%, cada uno) y uno de
carcinoma NOS (3%). Cabe mencionar que el grado histopatolégico del carcinoma
mucoepidermoide mds frecuente fue el de tipo intermedio con cuatro casos (50%), seguido
por el de bajo y alto grado (25% cada uno). En las figuras 1 a 4 se muestran algunos

ejemplos representativos de los TMGS estudiados.

Ocho (24.2%) de los 33 individuos con TMGS presentaron metdastasis, 3 (9.1%) en pulmon,
2 (6.1%) en ganglios cervicales, y 2 (6.1%) afectando concomitantemente pulmén vy

ganglios cervicales. Adicionalmente, se identificoé un caso de metdstasis a nasofaringe
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(3%). Es importante sefialar que de los 8 casos con metéstasis, 6 (75%) correspondieron a

carcinoma adenoideo quistico con patrén cribiforme.

Dentro de los 22 casos de adenoma pleomorfo, se identificaron 12 tumores (54.5%) con un
subtipo mixto (mixoide/condromixoide) y 4 casos (18.2%) con estroma mixoide. Seis de
los AP representaron neoplasias celulares sin metaplasia alguna (27.2%), la mitad de los

cuales presentaron gran hipercelularidad como caracteristica relevante.

En el cuadro 2 se describen las caracteristicas histopatoldgicas por grupo de estudio. Los
tumores presentaron infiltrado inflamatorio, principalmente de predominio linfocitario
(TMGS: 78.8%, AP: 59.1%, p=0.052), localizado mayoritariamente en el estroma (72.7%
en TMGS y 90.9% en AP), con una distribucién focal. En cuanto a las caracteristicas
propias de los TMGS, se observé con mayor frecuencia invasién perivascular (70%) que

perineural (48.5%), asi como una baja proporcion de necrosis (7/33, 21.2%).

Inmunomarcaje CD1a, CD83, HLA-DR y Ki-67

CD1a y CD83. Aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, la mediana de
células dendriticas inmaduras perilesionales en TMGS fue mayor en comparacién con los
AP (8 [0-19] vs. 0 [0-13]). En contraste, la mediana de células dendriticas intralesionales

fue significativamente mayor en los AP que en los TMGS (31 vs. 18, p=0.042).

Aunque no se observo una diferencia estadisticamente significativa, la inmunoexpresion
intralesional de CD83, que identifica células dendriticas maduras, fue mayor en los

adenomas pleomorfos (19.5) que las identificadas en los tumores malignos (14); por su
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parte, la cantidad de células dendriticas inmaduras perilesionalmente fue muy baja, tanto en
las lesiones benignas como malignas. La mediana de células positivas a los diferentes
inmunomarcadores se describe en el cuadro 3, de acuerdo con el grupo de neoplasia

estudiado.

Como se observa en el cuadro 4, la mediana de células dendriticas inmaduras fue
significativamente mayor en el carcinoma secretor y el carcinoma ex adenoma pleomorfo
(48 y 41, respectivamente), en comparacion con los otros TMGS (p=0.008). En contraste,
la cantidad de células dendriticas maduras no vari6 significativamente entre los 6 tipos de

TMGS analizados.

HLA-DR. Este receptor de superficie del MHC II que se expresa en células dendriticas, asi
como en otras células con funcién inmunoldgica tanto de tipo humoral y celular, es de gran
importancia para la presentacion de antigenos a las células CD4+. Se identificé que tanto en
los TMGS como en los AP, la mediana de células positivas a HLA-DR, fue més bajo en la
periferia (6 y 4, respectivamente) que las encontradas intralesionalmente (cuadro 3);
identificindose ademads un nimero significativamente menor en las neoplasias malignas (27
vs. 45, p<0.001). Adicionalmente, la cantidad de células que inmunoexpresaron HLA-DR

fue similar entre los diferentes tipos de neoplasia maligna (cuadro 4).

Ki-67. La mediana de inmunoexpresion del marcador de proliferacién celular Ki67, fue
significativamente mayor en los TMGS (5.92 [Q;-Q3: 3.6-14.6]) que en los AP (1.37 [Q;-
Q3:0.9-2.4]) (p<0.001). En relaciéon al tipo histologico (cuadro 4), si bien no se

identificaron diferencias significativas, el carcinoma ex adenoma pleomorfo presentd la
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mediana de inmunoexpresion de proliferacion celular més alta (12 [2-29]) en comparacién
con el carcinoma adenoideo quistico y el carcinoma de células acinares, que presentaron
medianas muy similares (8.1 [5-16] vs. 8 [2-19]), y que el carcinoma mucoepidermoide, el
carcinoma mioepitelial y el carcinoma secretor, que presentaron las medianas de

inmunoexpresion de Ki-67 mds bajas (5 [4-6] vs. 4 [1-5]).

Aunque no se incorporaron en el andlisis estadistico por el limitado nimero de casos, es
importante sefialar que los 2 casos de carcinoma linfoepitelial presentaron proporciones
altas de proliferacion celular (10.8 y 19.6); por su parte, el tnico caso de adenocarcinoma
NOS mostré una mediana de 7.2 células positivas a Ki-67. En las figuras 5 y 6 se muestran
casos representativos de la inmunoexpresion de los diferentes inmunomarcadores

estudiados tanto en AP como en TMGS respectivamente.
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Cuadro 1. Caracteristicas demogréficas y clinicas en 55 pacientes con tumores de gldndulas
salivales.

TMGS AP
(n=33) (n=22) P
Caracteristicas n (%) n (%)
Sexo
Masculino 15 (45.5) 11 (50.0) 0.741°
Femenino 18 (54.5) 11 (50.0)
Mediana de edad (Q;.Q3)aiios 49 (39.5-59.50) 45.5 (25.5-53.25) 0.144"
Localizacion en glandulas salivales
Parétida 22 (66.7) 16 (72.7)
Sublingual 2 (6.1) 0 (00.0) 0.026¢
Submandibular 1 ( 3.0 5 (22.7)
Glandula salival menor 8 (24.2) 1 ( 4.5)
Mucosa labial 1 (12.5) 1 (100.0)
Paladar 6  (75.0) .0 (00.0)
Zona retromolar 1 (12.5) 0 (00.0)
Tamaiio del tumor (Q;-Q3) cm 4(2-6) 4(3-5) 0.695"

*Prueba exacta de Fisher; "U-Mann-Whitney; ‘Chi-cuadrada
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Cuadro 2. Caracteristicas histopatolégicas en 33 pacientes con tumores malignos de
gldndulas salivales y 22 con adenomas pleomorfos

TMGS AP
(n=33) (n=22)
Caracteristicas n (%) n (%) )
Tipo de infiltrado
Linfocitario 26 (78.8) 13 (59.1)
Linfoplasmocitario 7 (21.2) 9 (40.9) 0.052°
Cantidad de infiltrado
Leve 9 (27.3) 9 (40.9)
Moderado 9 (27.3) 11 (50.0) 0.016°
Abundante 15 (45.5) 2 (9.1
Ubicacion del infiltrado
Estroma 24 (72.7) 20 (90.9)
Parénquima 2 (6.1) 0 (00.0) 0.216°
Ambos 7 (21.2) 2 (9.1
Patron de distribucion
Focal 17 (51.5) 15 (68.1)
Difuso 16 (48.5) 7 (31.9) 0.220°

* Prueba exacta de Fisher; ° U-Mann-Whitney;® Chi-cuadrada
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Cuadro 3. Mediana de células positivas a los diferentes inmunomarcadores de células
dendriticas en 55 neoplasias de gldndula salival.

AP

TMGS (n=22)

(n=33)

Md. células Md. células P*
positivas (Q1-Q3) positivas (Q1-Q3)

CD1a (PL) 8 (0-19.5) 0 (0-12.7) 0.060
CD1a (IL) 18 (9-415) 31 (19-44.2) 0.042
HLA-DR (PL) 6 (0-17.5) 4 (0-25.5) 0.993
HLA-DR (IL) 27 (21.5-35.5) 45 (34.7-61.0) <0.001
CD83 (PL) 3 (0-28.0) 0 0-7.7) 0.440
CD83 (IL) 14 (8—-20.5) 19.5 (12 - 26) 0.062

Md= mediana; PL= perilesional; IL= intralesional;*U—Mann—Whitney
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Cuadro 4. Mediana de células positivas a los diferentes inmunomarcadores de células dendriticas en 33 tumc

de glandula salival.

CDla HLA-DR CD83 K
Md. Cél+  (Q;-Q;) Md.Cél+  (Q-Q3) Md.Cél+  (Q4-Q3) Md de IE

CAQ (n=10) 90  (0.7-13.5) 38 (25.7-442) 155 (6.7-21.2) 8.1
Ca ME (n=8) 249 (16.2-28.5) 23 (165-30.0) 162  (102-19.7) 5.5
Ca CA (n=4) 297  (11-52.7) 33 (25.2-36.2) 12 (6.5 27.7) 8.0
CaEx AP (n=3)  41.0 (0 - 45) 25 (24 - 31) 8 (7 -19) 12
Ca S (n=3) 48.0 (37 - 53) 30 (17 - 45) 14 (8 —20) 43
Ca Mio (n=2) 9.5 (1-18) 32.5 (32 - 33) 6.5 (4-9) 48

P=0.008 P=0.159 P=0.892 P=

CAQ-= Carcinoma adenoideo quistico, Ca ME= Carcinoma mucoepidermoide, Ca CA= Carcinoma de células acinares,
Carcinoma ex adenoma pleomorfo, Ca S= Carcinoma secretor, Ca Mio= Carcinoma mioepitelial, Md. Cél+= Mediana

positivas, Md de IE= Mediana de inmunoexpresién
*Suma de rangos de Kruskal-Wallis



Figura 1. Ejemplo representativo de carcinoma adenoideo quistico, patrén cribiforme
(A, B) y del carcinoma mucoepidermoide de bajo grado (D, E) y sus respectivas zonas de
proliferacion linfoide asociadas a tumor (C, F) (H&E,10x y 40x).

Figura 2. Ejemplo representativo de carcinoma de células acinares, patrén de
predominio sélido con grandes células poligonales y abundande citoplasma granular (A, B),
con su respectiva zona de proliferacion linfoide asociada a tumor (C) y carcinoma ex
adenoma pleomorfo, con dreas de células mioepiteliales en un estroma mixoide (D, E),
con marcado pleomorfismo nuclear y mitosis atipica (F) (H&E, 10x y 40x).
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Figura 3. Ejemplo representativo de carcinoma secretor con patrén papilar y quistico
que presenta espacios con material eosindfilo, cuyo diagndstico fue confirmado al ser
positivo a mamaglobina (A, B), con su respectiva proliferacién linfoide asociada al tumor
(C) y carcinoma mioepitelial con células de aspecto epitelioide en un patrén nodular (D,
E, F) (H&E, 10x y 40x).

Figura 4. Ejemplo representativo de carcinoma linfoepitelial conformado por infiltrado
linfoplasmocitario no neoplédsico con formacion de centros germinales (A, B) con células
poligonales que muestran polimorfismo nuclear moderado (C) y adenocarcinoma NOS
con patrén papilar (D) y células de aspecto oncocitico (E, F) (H&E, 10x y 40x).
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Figura 5. Inmunoexpresion en AP. Se observa la inmunoexpresiéon membranal (flecha
naranja) y citoplasmaética (flecha amarilla) en CDla (A), CD83 (B) y HLA-DR (C), asi
como la inmunoexpresién nuclear de Ki-67 (flecha roja) (D) (40x).
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Figura 6. Inmunoexpresion en TMGS. Se observa la inmunoexpresiéon membranal
(flecha naranja) y citoplasmatica (flecha amarilla) en CD1a (A), CD83 (B) y HLA-DR (CO),
asi como la inmunoexpresion nuclear de Ki-67 (flecha roja) (D) (40x).
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7. Discusion

En el presente estudio se confirmé el papel significativo de las células dendriticas en la
patogénesis de las neoplasias de glandulas salivales, al identificar un mayor nimero de
estas células inmunolégicas maduras e inmaduras en el interior de los tumores benignos en
comparacion de los malignos. En contraste, se observd una mayor cantidad de células
dendriticas inmaduras en la periferia de las lesiones malignas, lo cual podria estar
relacionado con la respuesta hospedera a la carcinogénesis; en donde las células dendriticas
regulan la activacion de células de defensa para el control del crecimiento y diseminacion

tumoral.

La distribucién por sexo y edad tanto en tumores malignos como en adenoma pleomorfo
fue muy similar, afectando igualmente a hombres y mujeres, de la quinta década de la vida.
Semejante a otro estudio realizado en nuestro pais con 67 casos de tumores de glandulas
salivales (64% tumores benignos y 36% malignos), el cual inform6 una frecuencia del
57.6% en mujeres (Ledesma y Garcés., 2002); cifra similar al 54% reportado en una
muestra hospitalaria de San Luis Potosi, que incluyé 59 tumores (56% benignos y 44%
malignos) (Toranzo y cols., 2008), y al 56% encontrado en 23 casos de TMGS en Espaiia
(Ata-Ali y cols., 2016). Aunque la frecuencia de mujeres afectadas es ligeramente mayor,
no se ha identificado de manera contundente una predisposicion genética u hormonal para
el desarrollo de este tipo de neoplasias (Horn-Ross y cols., 1999; Fonseca y cols., 2012; Jin

y cols., 2012).

La mediana de edad de los individuos afectados con AP fue de 45 afios y de 49 afios para

los que presentaron TMGS, en congruencia con el pico de incidencia de 40-49 afos
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reportada previamente por Ledesma y Garcés., 2002 y con el promedio de 55.6 afios de
edad que informé un estudio norteamericano en 213 casos de tumores de glandulas
salivales menores (Yih y cols., 2005), y que aumenta hasta 66 afios en el trabajo realizado
en una poblacién espanola (Ata-Ali y cols., 2016). Los tumores cominmente no suelen
presentarse en poblacién infantil o juvenil dado que se ha documentado que se requieren
cambios en el genoma, principalmente en reguladores de p53 como MDM?2 y p14**F. Sin
embargo, se ha sugerido que la pérdida de integridad del genoma y la susceptibilidad a
desarrollar TMGS pudieran dar inicio antes de los 45 afios, asociado a factores de riesgo
como el tabaquismo, alcoholismo y exposicion a radiaciones (Zheng y cols., 1996; Horn-

Ross y cols., 1997; Jin y cols., 2012; Li y cols., 2017; Pan y cols., 2017).

La glandula pardétida representd la localizacién més frecuente tanto en AP (73%) como en
TMGS (67%), en concordancia con la mayoria de los estudios a nivel mundial que la
colocan como el sitio anatémico mds comtinmente afectado por los tumores de glandulas
salivales, con prevalencias que van del 67% al 82% (Toranzo y cols., 2008; Boukheris y
cols., 2009; De Ridder y cols., 2015; Ata-Ali y cols., 2016). El 24% de los tumores
malignos se presentaron en glandulas salivales menores, principalmente las palatinas, como

se ha reportado previamente (Ledesma y Garcés., 2002).

En relacién a la frecuencia de subtipos de TMGS, el carcinoma adenoideo quistico fue la
entidad maligna més frecuente (30%), en concordancia con el 34% reportado previamente
en un trabajo holandés (De Ridder y cols., 2015), y el 25% encontrado en un estudio
retrospectivo de 886 casos realizado en Dinamarca (Bjorndal y cols., 2011). El segundo

lugar de frecuencia en el presente estudio lo ocup6 el carcinoma mucoepidermoide (24%),
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neoplasia que en diversos estudios representa el TMGS mads frecuente (Vargas y cols.,
2002; Rapidis y cols., 2007; Janet-Ofelia y cols., 2017). Con respecto al grado de
malignidad en este tipo de neoplasia, se encontré que el 50% correspondia al carcinoma
mucoepidermoide de grado intermedio, en contraste con un estudio estadounidense y
brasilefio, en los cuales el carcinoma de bajo grado fue el mds frecuente (78% y 53%
respectivamente), seguido por el carcinoma mucoepidermoide de alto grado (Goode y cols.,
1998; Vargas y cols., 2002). Algunos autores han indicado que esta discrepancia en el
comportamiento bioldgico de los tumores de gldndulas salivales puede ser debido a
diferencias demograficas que incluyen factores raciales, geograficos y hébitos como el
tabaquismo (Ledesma y Garcés., 2002; Vargas y cols., 2002; Li y cols., 2008; Mejia-

Velazquez y cols., 2012; Sotelo-Gavito y cols., 2018).

El 24% de los pacientes con malignidad presentaron metdstasis, afectando pulmoén y
ganglios cervicales, el 75% correspondieron a pacientes diagnosticados con carcinoma
adenoideo quistico, patrén cribiforme. Este dato es relevante dado que se ha descrito al
carcinoma ex adenoma pleomorfo con invasiéon capsular como el tipo histolégico de TMGS
que mas frecuentemente desarrolla metdstasis a distancia, debido a que son tumores poco
diferenciados, mal delimitados, de crecimiento infiltrativo y destructivos (El-Naggar y
cols., 2017). En el presente estudio solo se incluyeron 3 casos de carcinoma ex adenoma
pleomorfo, lo cual puede explicar la diferencia en los datos. Adicionalmente, un estudio
espaifiol con 193 casos de carcinoma adenoideo quistico, asoci6 la presencia de metdstasis a
distancia en el 49% de los pacientes que presentaron la variante cribiforme (Martinez-
Rodriguez y cols., 2011). En contraste, un estudio estadounidense sefialé al patrén sélido,

como la variante histopatoldgica cuyas células presentan mayor aneuploidia; observandose
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mayor riesgo de recurrencia, metéstasis y disminucion en la supervivencia (Enamorado y
cols., 2004). En cuanto al sitio de predileccion para metdstasis, la mayoria de estudios
coinciden en que el tejido pulmonar se afecta en mas de la mitad de los casos, por lo que el
examen fisico y radiografico de térax es primordial en pacientes con TMGS (van der Wal y

cols., 2002; Gao y cols., 2013).

En relaciéon a la histopatologia de los tumores de gldndula salival, el presente estudio
permitié confirmar al infiltrado inflamatorio como una caracteristica frecuente (TMGS:
78.8%, AP: 59.1%), predominantemente el de tipo linfocitario. Se ha observado que la
PLAT se encuentra con mayor frecuencia en neoplasias malignas dado que el metabolismo
epitelial contribuye con la acumulacién de tejido linfoide, al producir antigenos que
provocan una respuesta linfocitica exagerada (Auclair P. 1994). Aunado a lo anterior, se ha
confirmado que la presencia de la PLAT en los TMGS tempranos se asocia con un mejor
prondstico y mayor tasa de sobrevida (DiGiuseppe y cols., 1996; Michal y cols., 1997; Ellis

G. 2007; Velickovic y cols., 2013).

Mas de la mitad de los casos de AP mostraron diferenciacion mixta, esto en concordancia
con el 54.2%, que se demostré en un estudio de 72 casos de AP en Alemania
(Mantsopoulos y cols., 2018). Muchos autores han confirmado una alta recurrencia del
subtipo exclusivamente mixoide, debido a que frecuentemente presentan cdpsula
incompleta, lesiones satélite y una mayor probabilidad de rotura intraoperatoria de la
capsula. En el presente estudio, este subtipo histologico se observo en el 18% de los casos

(Webb y Eveson., 2001; Witt y cols., 2015; Dulguerov y cols., 2017).
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En contraste con la escasa necrosis encontrada (21%), tres cuartas partes de los TMGS
presentaron invasion perivascular y cerca de la mitad invasion perineural, caracteristicas
relevantes en la progresion tumoral que han sido reportadas en diversos trabajos (Speight y
Barret., 2009; van der Wal y cols., 2002; Ettl y cols., 2012; Gao y cols., 2013, El-Naggar y
cols., 2017). La presencia de invasién perineural y perivascular, aunado al grado
histologico y presencia de linfadenopatia, son factores predictivos para el desarrollo de

metdéstasis a distancia (Hocwald y cols., 2001; Feinstein y cols., 2011; Ali y cols., 2015).

La presencia, nimero y grado de maduracion de las células dendriticas, intra y
perilesionalmente, son caracteristicas fundamentales en la regulacién del crecimiento de los
TMGS. Intralesionalmente, los AP mostraron casi el doble de células dendriticas inmaduras
en contraste con la mediana de células dendriticas inmaduras intralesionales de los TMGS
(p=0.042). Lo anterior coincide con el estudio realizado por Dultra y cols, quienes
encontraron una mayor proporcion de células dendriticas CD1a intratumorales en AP que
en TMGS (p=0.001) (Dultra y cols., 2012). Se ha sugerido que las células neopldsicas de
TMGS expresan sustancias inhibitorias como PD-L1, que disminuye el nimero de células
dendriticas, permitiendo la proliferacion y metdastasis del tumor (Soma y cols., 2001;

Harada y cols., 2018).

El carcinoma secretor y el carcinoma ex adenoma pleomorfo fueron los TMGS que
mostraron mayor numero de células dendriticas inmaduras. Debido a la reciente
clasificacion de TMGS, que incluye nuevas entidades como el carcinoma secretor, asi como
al reducido nimero de casos tanto en el presente estudio como en la literatura cientifica, es

dificil hacer comparaciones con estudios previos. Sin embargo, las entidades mencionadas
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son neoplasias que comparten la capacidad de producir metéstasis a distancia (El-Naggar y

cols., 2017).

Si bien, no hubo diferencias estadisticamente significativas, es importante considerar que
los AP presentaron una mayor cantidad de células dendriticas maduras intralesionalmente.
El marcador CD83 ha sido poco estudiado, por lo que no se pueden hacer inferencias al
respecto. Sin embargo, un estudio previo realizado en 12 tipos de tumores malignos (mama,
pulmén, colon y melanoma) entre los que se incluyd un caso de carcinoma adenoideo
quistico, no mostré inmunoexpresion de CD83 (Baleeiro y cols., 2008). Se ha postulado
que las células dendriticas maduras tienen una funcién inmunoldgica reguladora, con la
capacidad tanto de estimular como de inhibir la respuesta inmune contra los antigenos
tumorales; por lo que sus propiedades inmunosupresoras facilitarian el crecimiento de los

TMGS (Prechtel y Steinkasserer., 2007; Baleeiro y cols., 2008).

Asimismo, la cantidad de células que expresaron HLA-DR fue menor en los TMGS que en
los tumores benignos. Actualmente no existe informacién sobre la inmunoexpresion HLA -
DR en tumores de glandulas salivales; sin embargo, se sabe que la baja expresién de HLA -
DR se relaciona con una posible evasidon tumoral ante el sistema inmune, obedeciendo a
tres posibles mecanismos: 1) cambios oncogénicos asociados a virus, lo cual produce
alteraciones fenotipicas en HLA-DR, 2) la ausencia de un receptor por parte de las células
NK, para interactuar con diferentes moléculas HLA, y 3) la heterogeneidad en la poblacién
celular en los tumores y la generacion de multiples variantes con diferentes fenotipos de

HLA (Ruiz-Cabello y Garrido., 1999). Los mecanismos anteriormente mencionados son
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poco frecuentes en tumores benignos, y altamente eficientes en malignidad (Ibrahim y

cols., 2004; Carretero y cols., 2014; Lei y cols., 2018).

La inmunoexpresion de Ki-67 se presentd en todas las neoplasias, con una mediana de
células positivas de 6 en TMGS y de 1.4 en AP; donde el carcinoma ex adenoma pleomorfo
fue el TMGS con la mayor proliferacion celular. Este dato coincide con un estudio
brasilefio, en el cual la expresiéon de Ki-67 fue significativamente mds alta en las dreas
carcinomatosas del carcinoma ex adenoma pleomorfo en comparacién con el AP (p<0.001),
confirmando su valor como marcador de proliferacién celular (Mariano y cols., 2015).
Resultados semejantes fueron obtenidos por Faur y cols, quienes estudiaron 40 casos de
tumores de glandulas salivales, donde el 72% de los casos presentaron inmunoexpresion a
Ki-67; siendo el carcinoma ex adenoma pleomorfo el que presentd mayor positividad a este
inmunomarcador, lo cual concuerda con lo observado en el presente estudio (Faur y cols.,
2015). En contraste, un estudio danés report6 al carcinoma ex adenoma pleomorfo como el
TMGS con una mediana de inmunoexpresion nuclear de 15, cuyo valor fue menor en
comparacion con el carcinoma adenoideo quistico, el adenocarcinoma NOS vy el carcinoma
de células escamosas (28, 47 y 78, respectivamente) (Larsen y cols., 2012). Adicionalmente
en un estudio italiano, la inmunoexpresion de Ki-67 sélo se observé en nueve de 21 casos
de carcinoma adenoideo quistico (Carlinfante y cols., 2005). La variabilidad de resultados
con respecto a la inmunoexpresion de Ki-67, podria ser evidencia del hecho de que una tasa
disminuida de proliferacion celular no siempre estd relacionada con un tumor de bajo grado

(Larsen y cols., 2012).
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Al analizar los tipos histoldgicos y el inmunomarcaje para Ki-67, llama la atencién que el
carcinoma ex adenoma pleomorfo y el carcinoma linfoepitelial presentaron las frecuencias
de inmunoexpresién mds altas. De acuerdo con algunos autores (Hellquist y cols., 1997;
Suzzi y cols., 2005; Triantafillidou y cols., 2006, Vacchi-Suzzi y cols., 2010), los valores
de Ki-67 mayores a 10% sugieren agresividad tumoral y un prondstico desfavorable. La
sobreexpresion de Ki-67 apoya el modelo de carcinogénesis, ya que muestra la pérdida de
control de la proliferaciéon celular debido a la acumulacién de alteraciones genéticas.
Adicionalmente, algunos autores consideran a Ki-67 como un marcador mas preciso que
PCNA, reportando que la positividad a Ki-67 se correlaciona con el prondstico de muchas
neoplasias malignas (Allison y Best., 1998; Lim y cols., 2003; Jiang y cols., 2012). Por lo
tanto este marcador puede ser util como una herramienta de diagndstico adyuvante para
diferenciar los subtipos de ciertos tumores malignos que sean dificiles de diagnosticar sélo
con criterios histopatologicos y puede ayudar al clinico en términos terapéuticos a
pronosticar la recurrencia y metdstasis de los TMGS (Bussari y cols., 2018; Bussari y cols.,

2019; Diaz y cols., 2019).
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8. Conclusiones

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los AP y TMGS fueron similares a las
reportadas en la literatura mundial, lo cual podria hablar de la diversidad genética y
factores de riesgo que comparte nuestro grupo de estudio con otras poblaciones.

Los pulmones son el sitio de predileccidon para metdstasis asociadas a TMGS, por lo que
se sugiere la realizacién de un examen fisico y radiogréfico de térax, ante el diagndstico
de cualquier tumor primario maligno de glandulas salivales, independiente de la
valoracién de cadenas ganglionares.

A pesar de las diferencias demograficas con otros grupos étnicos, se confirmé al
carcinoma adenoideo quistico y al carcinoma mucoepidermoide como los TMGS maés
frecuentes en la poblaciéon estudiada, encontrdndose concordancia con algunos
resultados obtenidos a nivel mundial.

Se sugiere que durante el estudio histopatologico de los TMGS, se evaltie la presencia de
necrosis, invasion perineural y perivascular; ya que son factores predictivos importantes
de la agresividad de estos tumores, asi como también se sugiere que ante la presencia de
estos factores, se realice una valoracion clinica en biisqueda de metéstasis a distancia.

El infiltrado de tipo linfocitario o PLAT es una caracteristica importante en los tumores
de glandulas salivales, principalmente en las neoplasias malignas, cuya presencia al
parecer se asocia a un mejor prondstico y sobrevida.

La presencia de células dendriticas inmaduras intralesionales pudiera representar los
primeros elementos de defensa en el desarrollo de los tumores de gldandulas salivales,
siendo un factor protector en tumores benignos, mientras que su disminucién o ausencia

pudieran estar asociadas a la agresividad de TMGS.
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La presencia de una menor cantidad de células dendriticas maduras intralesionales en
TMGS en comparacién con el AP, apoya la teoria de que estas células tienen un papel
fundamental en la autoregulacion de la respuesta inmune, presentando posibles
funciones inmunosupresoras en TMGS, independientemente de la secreciéon de
sustancias inhibitorias por parte de las células tumorales malignas.

La disminucién en la inmunoexpresion de HLA-DR intra y perilesionales en TMGS,
pudiera confirmar los posibles mecanismos de evasion por parte de las células
neopldsicas contra las células dendriticas, lo que pudieran reflejarse clinicamente como
una alta recurrencia y metastasis a distancia.

La inmunoexpresion del marcador de proliferacion celular Ki-67 en TMGS, podria estar
relacionado a estadios avanzados que afectaria el tiempo de supervivencia libre de
metdéstasis, actuando como un factor prondstico que podria predecir la agresividad del
tumor, asi como también podrian actuar como factor prondstico de la respuesta a

tratamientos adyuvantes.

9. Perspectivas

Los resultados del presente estudio enfatizan la necesidad de estudiar la inmunoexpresion

de las células dendriticas y su funcién en los TMGS, con la finalidad de esclarecer més el

controvertido papel anti y pro-tumoral de estas células inmunoldgicas y asi comprender

mejor la patogénesis y comportamiento clinico de estas neoplasias.
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11. ANEXOS



Anexo 1

Clasificacion de tumores de glandulas salivales OMS 2017 (El-Naggar y cols., 2017)

Tumores malignos

Tumores benignos

Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma adenoideo quistico
Carcinoma de células acinares
Adenocarcinoma polimorfo
Carcinoma de células claras
Adenocarcinoma de célula basales
Carcinoma intraductal
Adenocarcinoma sin otra especificaciéon (Adenocarcinoma NOS)
Carcinoma ductal salival
Carcinoma mioepitelial
Carcinoma epitelial-mioepitelial
Carcinoma ex adenoma pleomorfo
Carcinoma secretor
Adenocarcinoma sebdceo
Carcinosarcoma
Carcinomas pobremente diferenciados
- Carcinoma indiferenciado
- Carcinoma neuroendocrino de células grandes
- Carcinoma neuroendocrino de células pequefias.
Carcinoma linfoepitelial
Carcinoma de células escamosas

Carcinoma oncocitico

Potencial maligno incierto

Sialoblastoma

Adenoma pleomorfo
Mioepitelioma

Adenoma de células basales
Tumor de Warthin
Oncocitoma

Linfadenoma

Cistadenoma

Sialadenoma papilifero
Papilomas ductales

Adenoma sebaceo

Adenoma canalicular y otros adenomas ductales
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Anexo 2

Clasificacion de la Estadificacion Patolégica (pTNM) para los TMGS (CAP., 2017)

Descriptores de TMN (s6lo si es aplicable)

m  Tumores primarios multiples
r Recurrente

y  Postratamiento

Tumor primario (pT)

pTx No se puede evaluar el tumor primario

pTO No hay evidencia de tumor primario

pTis Carcinoma in situ

pT1l Tumor de 2 cm o més pequefio sin extension extraparenquimal

pT2  Tumor mayor de 2 cm pero no mayor a 4 cm, sin extension
extraparenquimal

pT3  Tumor mayor de 4 cm y/o tumor con extension extraparenquimal

pT4 Enfermedad moderadamente avanzada o muy avanzada

pT4a Enfermedad moderadamente avanzada. El tumor invade la piel, mandibula,
canal auditivo y/o el nervio facial

pT4b Enfermedad muy avanzada. El tumor invade la base del craneo y/o placas

pterigoides y/o la arteria carétida

La extension extraparenquimal es una evidencia clinica o0 macroscépica de invasion de
tejidos blandos. La evidencia microscdpica por si sola no constituye una extension

extraparenquimal para propdsitos de clasificacion.




Ganglios linfaticos regionales (pN)

pNx
pNO
pN1
pN2

pN2a

pN2b
pN2c

pN3

pN3a

pN3b

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

No hay metdstasis en los ganglios linfaticos regionales

Metastasis en un ganglio linfético ipsilateral, de 3 cm o menos y ENE (-)
Metastasis en un ganglio linfatico ipsilateral de 3 cm o menos y ENE (+)
Metastasis en un solo nodo ipsilateral mayor de 3 cm pero no mayor de 6
cmy ENE (-)

Metastasis en multiples nodos ipsilaterales, no mayores a 6 cm y ENE (-)
Metastasis en ganglios linféticos bilaterales, no mayores a 6 cm y ENE (-)
Metastasis en un ganglio linfatico mayor de 6 cm y ENE (-) o un solo nodo
contralateral de cualquier tamafno y ENE (+)

Metéstasis en un ganglio linfatico mayor de 6 cm y ENE (-)

Muiltiples nodos ipsilaterales o bilaterales con ENE (+), de cualquier

tamano

ENE (extension extranodal)

Metastasis a distancia (pM)

pM1

Especifique el (los) sitio (s)

Metastasis a distancia
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Estadio anatomico de los pacientes con tumores malignos de glandulas salivales

(AJCC., 2011)

Estadio T N M
I Tl NO MO
11 T2 NO MO
I T3 No MO

T1 NI MO

T2 N1 MO

T3 N1 MO

IVA T4a NO MO
T4a NI MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4a N2 MO

IVB T4b Cualquier N MO
Cualquier T N3 MO

IvC Cualquier T Cualquier N M1
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Anexo 3. Ficha de recoleccion de datos

Casa abierta al tiompo INMUNOMARCAJE DE CELULAS DENDRITICAS EN NEOPLASIAS MALIGNAS DE GLANDU

FICHA DE IDENTIFICACION

ID: No. del expediente Edad: Fecha: No. de estudio histopatoldgic

Lugar de procedencia: Fecha de nacimiento: Sexo: ( ) Tabaquismo ( )

Sexo. Masculino 1, femenino 2 Tabaquismo: 1si,0no Alcoholismo: 1 si, 0 no

DATOS CLINICOS

Vinculacidn sistémica ( ) Especificar : Sintomatologia: Localizaciéon ()

Tiempo de evolucion: Tamafno del tumor: Clasificacion TNM T

Vinculacion sistémica: 1 diabetes, 2 HTA,3 Cancer, 4 otro Localizacién: 1. Parétida, 2 Submandibular, 3 Sublingual, 4 glandulas salivales menores

Tratamiento: 1 cirugia, 2 quimioterapia, 3 radioterapia T. X. no se puede evaluar, 0. No hay indicios de tumor primario, 1tumor <2 cm sin extensién extraparenqu
extension parenquimatosa, 3. Tumor >4 cm y /o con extension extraparenquimatosa4. Tumor avanzado. N. Ganglios linfaticos regionales. X. no se pude evaluar, (
regionales, 1. Metastasis en un solo ganglio ipsolateral<3cm, 2 Metastasis en un solo ganglio ipsolateral >3 cm pero <6 cm, 3 metastasis en ganglios linfaticos >6 ¢
metdstasis 2. Metastasis a distancia.

DATOS HISTOPATOLOGICOS

Diagndstico histopatoldgico () Infiltrado inflamatorio ( ) Patron de invasion Otros
Caracteristicas citoldgicas Tipo ( ) Estado de invasion ( ) Necros
No. mitosis por campo de 40x Cantidad ( ) | Patrdénde invasion ( ) Compo
No. mitosis aberrantes por campo de 40x Ubicacion ( ) Zona deinvasion ) Grado
Pleomorfismo Patron de distribucion ( ) Invasién neural ( )

Invasién vascular  ( )

Dx histopatoldgico: 1. Carcinoma de células acinares, 2. Carcinoma mucoepidermoide, 3. Carcinoma adenoideo quistico, 4. Adenocarcinoma polimorfo, 5
Carcinoma de células claras, 7. Adenocarcinoma de células basales, 8. Adenocarcinoma sebdaceo, 9. Carcinoma intraductal, 10. Adenocarcinoma NOS, 11. Carci
mioepitelial, 13. Carcinoma ex adenoma pleomorfo, 14. Carcinosarcoma, 15. Carcinoma pobremente diferenciado, 15a carcinoma indiferenciado, 15b carcinon
15c. Carcinoma neuroendocrino de células pequefias, 16. Carcinoma linfoepitelial, 17. Carcinoma de células escamosas, 18. Carcinoma oncocitico, 19. Carcin
Adenoma Pleomorfo Infiltrado inflamatorio 1. Si, 2 No Tipo: 1. Linfocitario, 2. Linfoplasmocitario, 3. Polimorfonucleares. Cantidad. 1. Leve, 2 Moderada, 3
Parénquima, 3 Ambas. Patrdon de distribucidn. 1. Focal, 2. Difuso. Estado de invasidn. 1. Microinvasor, 2. Invasor. Patrén de invasion: 1. Sélido, 2. Cordones, 3. Cé
Intratumoral 2. Bordes Invasién neural. 1. Si, 2. No Invasion vascular. 1. Si, 2. No Necrosis. 1. Si, 2. No. Componente quistico. 1. Si, 2. No Grado. 1. Alto, 2. Bajo




EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA EN CELULAS DENDRITICAS

HLA-DR CD1a
Intratumoral Peritumoral Intratumoral Peritumoral Intratumoral
C1l: Cé6: C1: Cé: C1:
C2: C7: C2: C7: C2:
C3: ca: C3: Cc8: C3:
C4: Co: C4: C9: C4:
C5: C 10: C5: C10: C5:
Ki-67
Intratumoral Peritumoral
Campo No de células (+) No de células (-) Campo No de células (+)
C1 C6
C2 Cc7
C3 C8
ca Cc9
C5 C10
Total Total

C: campo, (+) Positivas, (-) Negativas




Anexo 4. Ficha técnica de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo Casa comercial Dilucién
HLA-DR DAKO
(monoclonal mouse anti-human HLA-DR) (M0746) 1:50
CDla DAKO
(monoclonal mouse anti-human CD1a) (M3571) 1:50
CD83 Santa Cruz
(monoclonal mouse anti-human CD83) Biotechnology, INC 1:50
(SC19677)
Ki-67 DAKO
(monoclonal mouse anti-human Ki-67) (M7240) 1:150




Anexo 5. Operacionalizacion de las variables dependientes

Variable dependiente

Definicion conceptual

Tipo de

variable

Indicador o

indice

Fuente de obtencid

Inmunoexpresion de HLA-DR

Inmunoexpresiéon CD1a

Inmunoexpresion CD83

Inmunoexpresién Ki-67

Heterodimero receptor de
superficie de membrana de

MHC clase II.

Glicoproteina transmembrana.

Proteina de membrana de la
familia de las

inmunoglobulinas.

Proteina nuclear del ciclo

celular.

Cuantitativa y

continua

Cuantitativa y

continua

Cuantitativa y

continua

Cuantitativa y

continua

Marcador + o -

Marcador + o -

Marcador + o -

Marcador + o -

De acuerdo al conte
inmunoexpresion de

40X.

De acuerdo al conte

inmunoexpresién de

De acuerdo al conte

inmunoexpresion de

De acuerdo al conte

inmunoexpresion de




Anexo 6. Operacionalizacion de las variables independientes

Variable independiente

Definicion conceptual

Tipo de variable

Indicador o indice

Tumores malignos de Presencia de células malignas en tejidos de glandulas Nominal Presencia o ausencia
glandula salival salivales mayores o menores.
Tumores benignos de Tumor epitelial benigno que contiene elementos Nominal Presencia o ausencia

glandula salival (Adenoma

epiteliales y mioepiteliales mezclados con material

Pleomorfo mesenquimatoso mixoide, mucoide o condroide

Edad Afios cumplidos del paciente referidos en expediente Cuantitativa y Escala numérica
clinico. continua

Sexo Condicién bioldgica que distingue entre hombres y Categorica y 0= femenino, 1= masculino
mujeres. dicotémica

Localizacién Glandula parétida, submandibular, sublingual y glandulas ~ Categérica y 1= parétida, 2=submandibul

salivales menores.

politémica

3=sublingual 4= glandulas

salivales menores

Tamafio del tumor

Medida en cm del tumor de acuerdo con los datos

registrados en el expediente clinico.

Cuantitativa y

continua

Escala numérica

Distribucion de células

dendriticas en el tumor

Localizacion de las células dendriticas en los tumores

malignos de glandulas salivales.

Categorica y

dicotémica

1= Intratumoral, 2= bordes ¢

invasion




Proliferacién linfoide Células linfoides con formacién de centros germinales en Categérica y 0= ausente, 1= presente

asociada a tumor (PLAT) tumores malignos de glandulas salivales. dicotémica

Invasién perineural Presencia de células tumorales malignas en tejido Categérica y 0= ausente, 1= presente
nervioso. dicotémica

Invasion perivascular Presencia de células tumorales malignas en vasos Categérica y 0= ausente, 1= presente

sanguineos. dicotémica
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