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1. Resumen

Introduccién: El carcinoma mucoepidermoide es la neoplasia maligna mas frecuente de las
glandulas salivales. Sus caracteristicas histolégicas permiten clasificarlo en tres subtipos
morfolégicos con distinto grado de malignidad. El estudio y aplicacién de algunos marcadores
inmunohistoquimicos contribuye a una mejor comprension de su histogénesis y la expresion de
éstos a su vez representa una herramienta potencial para ayudar a determinar mejor su prondstico.

Objetivo: Identificar la posible asociacién entre la inmunoexpresion de los marcadores MUCI,
MUC2, MUC4, MUCSAC, Ki-67 y Syndecan-1 (CD-138) con el grado histolégico del carcinoma
mucoepidermoide.

Diseiio del estudio: Estudio comparativo, observacional, retrolectivo y transversal en 38 casos de
carcinoma mucoepidermoide. Se analiz6 el porcentaje de expresidon obtenido por técnicas de
inmunohistoquimica de MUC1, MUC2, MUC4 y MUCSAC, Ki-67 y Syndecan-1 (CD-138) por
tipo celular en carcinomas mucoepidermoides con diferente grado histolégico. Se realizé un
modelo de regresion logistica multiple para comparar el grado histolégico y la expresion de cada
marcador, ajustando por edad y sexo.

Resultados: El marcador MUC?2 se observé en el 16% de células intermedias de tumores de bajo
grado y en 39% en tumores de alto grado (p<0.05). Se identificé una fuerte asociacion entre este
marcador y el ser una lesion de alto grado (OR =172.74, p=0.013). La expresion de MUC4 fue de
80% en células mucosecretoras en tumores de bajo grado y solo de 21% en tumores de alto grado
(»<0.0.5). La asociacion entre este marcador y el grado histologico de la lesion mostrdé que su
expresion se relaciona a un efecto protector (OR =.02, p=0.005). La expresion de Ki-67 se observo
en menos del 1% de las células epidermoides en tumores de bajo grado, y en 27% de dichas células
en tumores de alto grado (OR =4.05, p=0.044); asimismo, se observd una asociacién entre la
expresion de Syndecan-1 y lesiones de alto grado (OR =53.81, p=0.029).

Conclusiones: La expresion de MUC2, Ki-67 y Syndecan-1 fue mayor en tumores de alto grado;
en contraste, MUC4 present6é menor expresion, en células mucosecretoras, en tumores de alto grado
en comparacion con tumores de bajo grado. Los hallazgos sugieren que la aplicacion de estos
marcadores puede resultar de utilidad para la identificacion del grado histoldgico del carcinoma
mucoepidermoide.
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1. Introduccion

Las neoplasias de glandulas salivales son consideradas lesiones poco comunes, particularmente las
malignas, entre las cuales el carcinoma mucoepidermoide es el que se presenta con mayor
frecuencia. Esta es una neoplasia que cursa con una expresion clinico-patoldgica variable, la cual
depende principalmente de su grado histolégico, mismo que ha sido estudiado ampliamente y
permite determinar, en gran medida, su prondstico y tratamiento; asimismo, el tiempo de evolucién
y la expresiéon de algunos marcadores de proliferacion celular posiblemente se asocian con el

prondstico de esta lesion.

El carcinoma mucoepidermoide es la neoplasia maligna mds frecuente de las glandulas salivales.
Sus caracteristicas histolégicas permiten clasificarlo en tres subtipos morfolégicos con distinto
grado de malignidad. El estudio y aplicacién de algunos marcadores inmunohistoquimicos
contribuye a una mejor comprension de su histogénesis y la expresion de éstos a su vez representa

una herramienta potencial para ayudar a determinar mejor su prondstico

En la presente investigacion se estudid la expresion de algunas mucinas de superficie y secretoras,
moléculas de adhesion y factores de proliferacion celular en carcinomas mucoepidermoides con
distintos grados de malignidad, con objeto de determinar la posible asociacién entre grado
histolégico, caracteristicas clinicas y la expresidon inmunohistoquimica de estos marcadores, y asi
aportar informacién al conocimiento de los factores que posiblemente contribuyen a determinar la

expresion morfoldgica y conducta bioldgica de esta neoplasia.
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2. Antecedentes

Neoplasias malignas de glandulas salivales

2.1. Epidemiologia de las neoplasias de las glandulas salivales

De acuerdo con la informacién proveniente de series internacionales, la incidencia anual de
neoplasias malignas de gldndulas salivales se estima entre 0.4 a 2.6 casos por cada 100,000
habitantes (Carlson et al.,, 2013; Eveson et al., 2005). De todos los tumores que surgen en las
glandulas salivales, los tumores epiteliales benignos representan entre 54% y 79%, mientras que los
malignos representan del 21% al 46% (Lujan 2011). Ambos tipos ocurren con mayor frecuencia en
las glandulas mayores, principalmente la parétida (aprox. 64% a 80%), seguida por la gldandula
submandibular (7-11%), y en menor proporcién en la gldndula sublingual (0.3% a 1%), mientras
que en las glandulas salivales menores se presentan del 9% al 23% de los casos (Carlson et al.,
2013; Lujan 2011; Eveson et al., 2005). Los tumores malignos mds frecuentes de las glandulas
salivales son el carcinoma mucoepidermoide (CME) y el carcinoma adenoideo quistico (CAQ)
(Eveson et al., 2005), los cuales aparecen mas comtnmente entre la cuarta y sexta décadas de la
vida; no obstante, el CME es la neoplasia maligna glandular salival mds frecuentemente

diagnosticada durante la infancia y adolescencia (Hicks y Flaitz, 2000).

2.2. Estructura histologica de las glandulas salivales

El componente estructural basico de las gldndulas salivales es la unidad acino-ductal, la cual estd
compuesta por células acinares que forman el acino, las células ductales de los conductos
intercalado, estriado y excretor, las células mioepiteliales que rodean la parte externa del acino o

adendémero y que también se encuentran rodeando los conductos intercalados, estriados y las
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células de reserva del conducto excretor (Anexo 2). Estos tipos celulares son la fuente de origen de
las neoplasias de las glandulas salivales, las cuales por lo tanto pueden derivar del complejo acinar,
del componente ductal o bien de las células mioepiteliales Unicamente, aunque en algunas es

posible encontrar los tres tipos celulares (Lujan, 2011; Leivo, 2006; Eveson et al., 2005).

2.3. Clasificacion de las neoplasias de las gldndulas salivales

La maés reciente clasificacion de tumores de cabeza y cuello publicada por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) en el afio 2005, divide a los tumores de gldndulas salivales en 16 neoplasias
benignas y 24 malignas y a algunas de estas ultimas las sub-clasifica en carcinomas de bajo,
intermedio y alto grado de malignidad (Eveson et al., 2005). Dentro de las que poseen esta sub-
clasificaciéon se incluye al carcinoma mucoepidermoide (CME), carcinoma adenoideo quistico
(CAQ), carcinoma del conducto salival (CCS), carcinoma ex-adenoma pleomorfo (Cae-AP),
carcinoma de células acinares (CCA), adenocarcinoma polimorfo de bajo grado (APBQG),
carcinoma mioepitelial (CM) y el carcinoma epitelial-mioepitelial (CEM) (Leivo, 2006; Eveson et

al., 2005) (Anexo 1).

2.4. Carcinoma mucoepidermoide (CME)

Es la neoplasia maligna mds comtn de las glandulas salivales (Liu et al, 2014), compuesta por
proporciones variables de células mucosas, epidermoides e intermedias (Van Heerden et al. 2005;
Handra-Luca et al. 2005; Goode et al., 2005; Hicks et al., 2000). Afecta tanto a las gldndulas
salivales mayores como a las menores y fue descrita por primera vez en 1945 por Stewart, Foote y
Becker (Demasi et al., 2012; Hunt, 2011). Comprende del 3% al 15% de todas las neoplasias de

glandulas salivales y del 12% al 40% de las malignas (Fonseca et al., 2016, Pires et al., 2004). En
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la mayoria de los casos se detecta en la quinta década de la vida, con predileccién por el sexo
femenino en proporcién de 3:2. La localizacion del CME en més de la mitad de los casos es en las
gldndulas salivales mayores (Lujan, 2011; Goode et al., 2005), con alrededor de 80% de los casos
localizados en la gldndula pardétida, 8% a 13% en la glandula submandibular y en 2% a 4% en la
gldndula sublingual, mientras que en gldndulas salivales menores tiene predileccion por glandulas
palatinas, trigono retromolar, piso de boca, mucosa bucal, labios y lengua, en orden descendente de
frecuencia (Sirivanichsuntorn et al., 2013; Lujan, 2011; Gongalves et al,. 2011; Goode et al., 2005;
Alos et al., 2005). La mayoria de los CME diagnosticados son de bajo grado histoldgico de
malignidad y éstos raramente son fatales, registrando una tasa de supervivencia a cinco afios del
76% al 95%, mientras que en los CME de alto grado se han registrado recurrencias frecuentes y
metéstasis, con una tasa de supervivencia a cinco afios estimada entre 30-50% (Lujén et al., 2010),
aunque algunas series reportan tasas de 92 a 100% en CME de bajo grado y de 0 a 43% en tumores
de alto grado (Dantas da Silveira er al., 2006). Existen estudios que sugieren que en pacientes
jOvenes esta neoplasia tiene un comportamiento menos agresivo (Gongalves et al., 2011).
Asimismo, se sabe que existen otros factores que tienen implicaciones en el prondstico de estas
lesiones, ademds del grado histolégico, tales como la presencia de invasién neural y la mayor o
menor expresion de algunos marcadores inmunohistoquimicos, incluyendo la expresion de algunos

tipos de mucinas (Gongalves et al., 2011; Handra-Luca et al., 2005).

2.4.1. Caracteristicas clinicas del carcinoma mucoepidermoide

Se presenta cominmente como un tumor indoloro, firme y fijo a planos profundos, de tamafo
variable, a menudo de coloracién azul-violdceo cuando se presenta en la mucosa, el cual puede ser

semejante a un mucocele o malformaciones vasculares y radiograficamente se puede observar
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erosion del hueso cortical subyacente a la lesidon. Algunos de los sintomas que pueden presentarse
son dolor, parestesia, pardlisis del nervio facial, disfagia, y trismus (Goode et al., 2005), aunque
usualmente es una lesién asintomdtica en sus etapas iniciales. Una de las caracteristicas de esta
lesion es el crecimiento lento y largo tiempo de evolucién (Lujan, 2011). La via de diseminacién de
este tumor, cuando se localiza en gldndula parétida, es hacia ganglios linfiticos pre-auriculares y
region submandibular. Las neoplasias localizadas en la glandula submandibular se diseminan hacia
las cadenas ganglionares superiores de la yugular, mientras que las lesiones de paladar se
diseminan hacia la parte superior del tracto aerodigestivo y base de craneo; las de labio hacia
ganglios sub-mentonianos, y algunos tumores intraorales se diseminan hacia cadenas ganglionares
cervicales de nivel I y ganglios accesorios superiores, pero en presencia de enfermedad avanzada
también se involucran cadenas ganglionares de niveles III, IV y V; las metéstasis distantes se
presentan principalmente en pulmon, higado, hueso y cerebro (Eveson et al., 2005, Goode et al.,

2005).

2.4.2. Histogénesis y morfologia

El CME tiene su origen a partir de células del conducto excretor transformadas (Lujan, 2011;
Akrish et al., 2012; Sanchez-Mora et al., 2007), ya que se encuentra compuesto por células
epidermoides, intermedias y células mucosas, sin participaciéon de células mioepiteliales. Se
caracteriza por la frecuente formacion de espacios quisticos con un contenido mucoide, asi como
areas soOlidas que forman cordones y nidos sobre un estroma fibroso, algunas veces hialinizado
(Lujan, 2011; Akrish et al., 2012; Leivo, 2006; Goode et al., 2005). Estos espacios quisticos se
encuentran delimitados por células mucosas, asi como por células de aspecto basaloide e

intermedias. Las células mucosecretoras son grandes, de citoplasma claro, facilmente identificables
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por diferentes tinciones, como azul alciano, PAS con diastasa y mucicarmin (Lujan, 2011; Goode et
al., 2005). El comportamiento clinico de esta neoplasia suele estar determinado en gran medida por
sus caracteristicas histopatoldgicas, ya que puede tener caracteristicas de neoplasia benigna con una
morfologia de bajo grado, o haber casos en los que el comportamiento es el de una neoplasia
extremadamente agresiva con una alta tasa de mortalidad, usualmente asociada a una morfologia de

neoplasia maligna de alto grado (Siyi et al., 2014, Hicks et al., 2000).

2.4.3. Gradacion histologica

Se han propuesto varios sistemas para clasificar al CME, pero su aceptacion internacional ha sido
limitada; actualmente el mads utilizado es el sistema propuesto por Auclair et al., en 1992,
reconocido en la clasificacién de la OMS (Goode et al., 2005), en el que el CME se clasifica en tres
tipos: tumores de bajo grado, tumores de grado intermedio y tumores de alto grado de malignidad.
Para hacer el diagndstico de cada uno de estos se evalian cinco caracteristicas histopatoldgicas, las
cuales son: el componente quistico, invasiéon neural, focos de necrosis, nimero de mitosis
observadas por campo y anaplasia o desdiferenciacion; la presencia de cada una de estas
caracteristicas le da una puntuacién a la lesién y de acuerdo a la sumatoria se le designa como
neoplasia de bajo, intermedio o alto grado de malignidad (Lujan, 2011; Goode et al., 2005) (Anexo

3).

Debido a su diversidad histopatoldgica, los sistemas de gradacion que han sido utilizados para
clasificar al CME tratan de correlacionar las caracteristicas histolégicas con su prondstico y
supervivencia (Dantas da Silveira et al., 2006).Se estima que el comportamiento bioldgico y

prondstico de esta neoplasia dependen principalmente de su imagen histopatoldgica, ya que se han
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observado diferencias en cuanto a resultados terapéuticos en relacion al grado histolégico descritas
en diversas series de CME de glandulas salivales (Lujan et al., 2010). Sin embargo, no solo las
caracteristicas histolégicas, como son la proporcién y organizacién de estas células, la atipia o el
nimero de mitosis, sirven como criterio para determinar el grado histolégico. La gran diversidad
estructural y celularidad del CME son centro de grandes discusiones concernientes a su
histogénesis, y el papel que juega la expresion de algunos marcadores inmunohistoquimicos se
encuentra también en estudio, con objeto de lograr una mejor comprension acerca de los factores
relacionados a su histogénesis y prondstico (Dantas da Silveira et al., 2006).

Adicionalmente, en los ultimos afios algunos investigadores han empleado técnicas moleculares
para identificar alteraciones genéticas que no solo pueden ser caracteristicas de algunos TGS, sino
que pudieran considerarse como factores prondsticos o incluso utilizarse como blancos terapéuticos
de los mismos. (Fonseca et al., 2016). Al respecto, se han encontrado algunas alteraciones en TGS,
y particularmente se ha observado en CME una traslocacion conocida como: CRTC1- MAML2 ¢t
(11:19), la cual se ha establecido como elemento diagndstico si esta neoplasia se presenta de
manera intradsea, debido a que comparte caracteristicas morfolégicas con el quiste odontogénico
glandular, cuya identificaciéon es importante, ya que el prondstico de estas dos entidades es
totalmente diferente (Bishop et al, 2014). De igual manera, la identificacién de la traslocacion
parece relacionarse a mejor prondstico, ya que ésta se asocia a neoplasias de bajo grado o grado
intermedio, con caracteristicas histoldgicas de mayor benignidad, es decir, no se observan
abundantes areas de necrosis, mitosis o atipia, lo que se traduce a resultados clinicos con mejor

prondéstico (Okabe et al., 2006).



Pagina |15

2.5. Significado de la inmunoexpresion de mucina 1, mucina 2, mucina 4, mucina 5AC,

Syndecan-1y Ki-67 en diversos tipos de neoplasias

Mucinas

Todas las superficies epiteliales de los tractos gastrointestinal, respiratorio y reproductivo de los
mamiferos se encuentran recubiertas por moco, el cual es una mezcla de agua, iones,
glicoproteinas, proteinas y lipidos (Rachagani et al., 2009; Callaghan et al., 2006). Este moco
funciona como una barrera protectora en contra de microorganismos patégenos y toxinas,
contribuyendo a formar parte del sistema inmune innato, asi como de diversas vias de sefializacién
(Rachagani et al., 2009; Itoh et al., 2008; Callaghan et al., 2006).

Las mucinas son glicoproteinas de alto peso molecular (>200kDa), con oligosacaridos unidos a la
cadena central (proteina nicleo) por medio de uniones O-glicosidicas, con un extenso nimero de
repeticiones en tdndem en la proteina central (Liu ef al., 2014, Terada, 2013; Rachagani et al.,
2009; Callaghan et al., 2006). Estas repeticiones en tdndem les confieren las caracteristicas que las
distinguen de otras glicoproteinas, particularmente los sitios de ubicacién de estas repeticiones,
comprendidas por O-glicésidos, serinas y treoninas, las cuales definen el tipo de glicoproteina, asi
como la adicién de un extremo amino y carboxilo a la proteina nicleo que hace que se clasifiquen
en los dos tipos de mucinas conocidas: mucinas secretoras y mucinas de superficie (Rachagani et
al., 2009; Callaghan et al., 2006). Con base en esta clasificacion, se han descrito aproximadamente
20 tipos de mucinas (MUC s) entre secretoras y de superficie (Rakha et al., 2005; Mannweiler et

al., 2003).

Se han realizado estudios con aplicacion de marcadores para mucinas en diversas neoplasias

malignas. En tumores de mama, la expresion citopldsmica con expresion aberrante a nivel de
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membrana de MUCI en tejido neopldsico se asocia a peor prondstico, en comparaciéon a lo
observado en los tumores que tienen una expresion localizada en la zona apical (luminal) de las
células, la cual es su expresiéon normal (Siyi et al., 2014, Liu et al., 2014, Rachagani et al., 2009).
En colon, la expresion de MUC?2 se relaciona con un comportamiento indolente de las neoplasias y
un prondstico favorable (Rachagani et al., 2009). En céncer gastrico se han evaluado MUCI,
MUC2, MUC3, MUCS5AC, MUC6 y se ha observado que en muestras de tejido sano se incrementa
la expresion de MUC1, MUCSAC y MUC6, mientras que en dreas en las que hay metaplasia del
epitelio, se incrementa la expresion de MUC2 y MUC3, con disminucion de MUCI1, MUCS5AC y
MUCS6 vy por lo tanto se relaciona la expresion de MUC]1 con neoplasias de menor tamafio, mejor
prondstico y ausencia de metastasis (Rachagani et al., 2009). La aplicacion de mucinas se ha hecho
con objeto de estudiar la posible asociacién entre la expresion de é€stas con el prondstico y el
comportamiento biologico en tumores malignos originados en diversos Organos (Terada, 2013),
sugiriéndose que esta falta de regulacion es controlada por los genes MUC, los cuales se asocian a
la carcinogénesis y comportamiento maligno, progresion tumoral, metdstasis y son de importancia
para el prondstico en diversas neoplasias como mama y colon, aunque atin no se sabe claramente su
mecanismo de accién (Terada, 2013; Rakha et al., 2005). Otros autores han relacionado la
sobreexpresion de estos marcadores con modificaciones en el crecimiento celular, diferenciacion,
transformacion, adhesion, invasion y vigilancia inmune, asi como con la expresion aberrante de
estas mucinas, lo que se ha visto en varios tipos de células cancerigenas (Handra-Luca et al., 2005;
Rakha et al., 2005). Asimismo, estudios con MUC1 encontraron asociacion entre la sobreexpresion
de ésta en células tumorales con invasién y pobre prondstico, e igualmente consideran que
contribuye con el crecimiento y metdstasis de estas neoplasias, donde su dominio citosélico se ha

demostrado que interactia con proteinas que promueven el crecimiento celular (Workman et al.,
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2009). Sin embargo, la expresiéon de MUCT1 en neoplasias gastricas presenta resultados opuestos a
los que se han descrito en neoplasias de mama, colon y gldndulas salivales (Handra-Luca et al.,
2005; Rakha et al., 2005). Uno de los roles sugeridos para esta mucina es que funciona como
proteina anti-adhesiva que permite mantener la integridad del lumen (Rachagani et al., 2009),
mecanismo contrario a una molécula de adhesion, por lo que, al mantener la separacién del espacio
intercelular favorece la metastasis, al mismo tiempo que se ha descrito sobreexpresion de esta
oncoproteina en MEC de alto grado, lo cual le permite interactuar con diferentes receptores que
inducen la activacion de vias de sefalizacion, tales como el Receptor del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGFR por sus siglas en inglés) (Lujan et al., 2010). MUC4 también se ha visto
implicada, pues algunos estudios demuestran que en neoplasias de pancreas aumenta el
crecimiento, metéstasis y agresividad del tumor; sin embargo, otros reportes refieren que en
neoplasias de glandulas salivales su expresion se asocia a tumores mds diferenciados y con un
comportamiento menos agresivo, asi como ocurre en otras neoplasias de cabeza y cuello, por lo
cual, al parecer el rol de esta mucina es dependiente del tipo de cancer y el contexto celular
(Carraway et al., 2009).

Existen muy pocos estudios realizados en carcinomas mucoepidermoides, en los que se ha visto
una expresion alterada de las mucinas MUCI, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6 y
MUCT7 con respecto a lo observado en el tejido glandular salival normal. En dichos trabajos se
encontrd correlacion entre expresion intensa de MUC1 con neoplasias de alto grado, asi como una
baja expresion de MUC4 en neoplasias de bajo grado (Alos et al., 2005); sin embargo, al ser muy
pocos los estudios que se han realizado en este tipo de neoplasia, no estd claramente definido si
existe asociacion con el grado histoldgico y el prondstico (Handra-Luca et al., 2005; Alos et al.,

2005).
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Syndecan-1 (CD-138)

Syndecan es la familia mds amplia de proteoglicanos formados por heparan sulfato, los cuales se
encuentran en la superficie celular. En los mamiferos existen 4 tipos, los cuales son codificados por
diferentes genes. Se le dio este nombre porque en griego syndein significa “para unir junto” debido
a sus propiedades y funciones (Teng et al., 2012; Ishikawa et al., 2010, Whiteford et al., 2007).

El primer Syndecan clonado fue Syndecan-1 (CD-138), descrito originalmente por Saunders et al.,
en 1989. Este proteoglicano se encontré expresado predominantemente en la superficie de células
epiteliales, el cual las une a componentes de la matriz extracelular tales como coldgenos tipos I, III
y V, fibronectina y trombospondina y se asocia también al citoesqueleto celular formado por actina
(Teng et al., 2012; Ishikawa et al., 2010; Beauvais et al., 2009). Estas propiedades indican que los
proteoglicanos de hepardn sulfato de superficie cumplen con la funcién de anclar, brindando
estabilidad en la morfologia citolégica de las células epiteliales que se conectan con la matriz
extracelular y el citoesqueleto intracelular (Ishikawa ez al., 2010). Esta presente también en epitelio
escamoso, uniendo célula con célula por medio de su expresion en la membrana celular de estas.
(Teng et al., 2012).

Syndecan-1 es una proteina transmembranal que consiste en un dominio extracelular en el que las
cadenas de hepardn sulfato se unen a la membrana plasmatica. Los dominios citoplasmaticos del
Syndecan-1 contienen varias vias de sefializacion y andamiaje que incluyen una invariante Ser, tres
invariantes Tyr y el dominio de unién de Glu-Phe-Tyr-Ala PDZ al extremo terminal-C (Teng et al.,
2012). La expresion de Syndecan-1 ocurre en diferentes células y localizaciones en diferentes
momentos y niveles. En tejido maduro se expresa preferentemente en células del epitelio escamoso
simple y estratificado, células plasmaticas y también es expresado en otros tipos celulares en menor

frecuencia (Ishikawa et al., 2010). Esta familia de proteoglicanos puede unirse a través de una
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proteina central, lo que sugiere que las interacciones extracelulares pueden ser importantes para sus
funciones bioldgicas (Teng et al., 2012).

La expresion de Syndecan-1 se ha visto alterada en muchos tipos de canceres, tales como los de
préstata, mama, péncreas, ovario y colon. Su baja expresién en cédnceres de cabeza y cuello,
pulmén y colorrectal se ha relacionado con un peor prondstico (Ishikawa et al., 2010), por lo que
estos hallazgos sugieren que tanto Syndecan-1 como otros proteoglicanos tienen una funcién
importante en la biologia del tumor (Teng et al., 2012). La expresion de Syndecan-1 puede afectar
la tumorogénesis, regulando mediadores de proliferacion y supervivencia de las células tumorales,
tales como oncogenes y factores de crecimiento. Se ha visto que la union de diferentes receptores
de sefializacion a la molécula de heparan sulfato, asi como sus interacciones, favorecen el
crecimiento, supervivencia y diseminacion de varios cénceres (Teng et al., 2012; Ishikawa et al.,
2010, Sanderson et al., 2008).

El proceso de metéstasis de las células cancerigenas comprende varios pasos, que involucran la
adhesion celular, migracion y degradacion de la matriz extracelular (Teng et al., 2012); al respecto,
Syndecan-1 localizado en la superficie celular promueve la adhesion celular a la matriz
extracelular, retardando la migraciéon de células tumorales, un ejemplo de esto se ha visto que
ocurre en el carcinoma escamocelular de cabeza y cuello, donde las células que expresan altos
niveles de este marcador corresponden a neoplasias con poca migracién y diseminacién celular y
las cuales son menos invasivas comparadas con carcinomas que expresan bajos niveles de
Syndecan-1 (Teng et al, 2012; Ishikawa et al, 2010). La baja expresion de este marcador
disminuye la adhesion celular a la matriz de coldgeno, aumentando la motilidad e invasién celular

(Sanderson et al., 2008). Aunque se han realizado investigaciones aplicando este marcador en
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neoplasias de diversas estirpes, no existen antecedentes de su evaluacién en neoplasias de las
gldndulas salivales.

Ki-67

Este marcador se considera como elemento util para determinar el prondstico en diversos tipos de
neoplasias, ya que revela el indice de proliferacion celular, el cual tiene un gran valor en el estudio
de la biologia tumoral. Es una proteina nuclear con un pico de expresion en la fase M del ciclo
celular y su consecuente reduccion después de la mitosis, por lo que es expresada solamente en
células en proliferacion, pero no en células inactivas Gy, las cuales no producen esta proteina (Do
Prado et al., 2011).

La expresion del marcador Ki-67 se ha aplicado tanto para investigaciones, como para fines
diagnosticos y pronosticos (Gongalves et al., 2011) y ha sido utilizado como marcador operacional
que determina la fraccion de crecimiento de una poblacion celular. Este marcador estd presente en
todas las células proliferantes, ya sean de tejidos normales o neoplasicos. Existe evidencia de que el
nivel de expresion de Ki-67 en cdncer de mama sirve como factor prondstico independiente de la
supervivencia, recurrencia y posiblemente también puede tener valor predictivo, en cuanto a la
respuesta terapéutica del tumor (Do Prado et al., 2011). Este marcador se ha estudiado en
numerosas neoplasias, incluyendo los tumores de glandulas salivales, tanto para diferenciar
neoplasias benignas de malignas, asi como para establecer un factor prondstico de las mismas
(Gongalves et al., 2011; Do Prado et al., 2011; Luukkaa et al., 2006). Al respecto, en varios
estudios realizados en CME en los que se incluyé el marcador Ki-67 se ha visto una mayor
expresion del mismo en relaciéon a un mayor grado histolégico de malignidad (véase Cuadro 2). Por
otra parte, en un estudio realizado en el 2006 en el Hospital Universitario de Finlandia, en el que se

incluyeron 212 casos de tumores malignos de glandulas salivales, de los cuales se incluyeron 37
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CME y 58 CAQ, se evalu6 la expresion de Ki-67 y p53 y se correlaciond su sobre-expresion con la
supervivencia a 5 afos y se encontré que hubo resultados estadisticamente significativos en cuanto
a que los CME que tuvieron una expresiéon menor del 20% de Ki-67 presentaron una supervivencia
mayor a 5 afos que los que tuvieron mayor expresion; sin embargo, en este estudio no se evaluo el
grado histoldgico ni se correlaciond éste con la expresion de estos marcadores. En contrapartida, en
el mismo estudio se encontrd que el valor predictivo de este marcador en el carcinoma adenoideo
quistico represent6 un elemento de utilidad en cuanto al prondstico a corto plazo (Luukkaa H et al.,
2006). En otra investigacion realizada en 2011 en Sao Paulo, Brasil, con 66 tumores de glandulas
salivales, en la cual se evaluaron el marcador Ki-67 y la sintasa de acido graso (FAS), se encontr6
una mayor tasa de proliferacion en el carcinoma mucoepidermoide, seguido del carcinoma
adenoideo quistico y después el adenocarcinoma polimorfo de bajo grado, pero tampoco se
correlacionaron dichos resultados con el grado histologico (Do Prado et al., 2011). Resulta pues
importante sefialar que son pocas las investigaciones que han evaluado el posible papel prondstico
del marcador Ki-67 en carcinomas mucoepidermoides y que ellas no han analizado su posible

asociacion con el grado histolégico (Gongalves et al., 2011).
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3. Planteamiento del problema

El CME es una neoplasia que presenta una amplia diversidad morfolégica dentro de una misma
masa tumoral, debido principalmente a la presencia de tres tipos de células: epidermoides
(escamosas), intermedias y mucosecretoras, y sus caracteristicas histolégicas impactan
directamente en su gradacion, asi como en su pronodstico y la seleccion del tratamiento.

Estudios realizados en neoplasias malignas de estdémago, pincreas y mama, en los que se ha
evaluado la expresion de las mucinas MUC1, MUC2, MUC4 y MUCS5AC, sugieren que estos
marcadores son indicadores potenciales del grado de malignidad. Sin embargo, son pocas las
investigaciones que han estudiado en CME la inmunoexpresién de estas proteinas y su posible
asociacion con el comportamiento bioldgico de estas neoplasias y la supervivencia de los pacientes
de acuerdo al grado histolégico del tumor. Al respecto, en la mayoria de los trabajosa se ha observé
ado, que los CME de alto grado expresan un porcentaje mayor de MUCI1, mientras que MUC4 se
expresé en mayor porcentaje en CME de bajo grado, e igualmente se observé un menor tiempo de
supervivencia en relaciéon a una mayor inmunoexpresion de MUCI. Sin embargo, alin existen
controversias en estudios realizados en CME con aplicacion de MUCI y las investigaciones
realizadas no hacen referencia a la expresion de marcadores de manera especifica en las sub
poblaciones celulares que componen este tipo de tumor.

Por otra parte, existen escasos estudios dirigidos a relacionar la expresion de marcadores de
proliferacion celular (Ki-67) con el grado histologico y prondstico del CME, asi como con la
supervivencia. Algunos investigadores encontraron mayor tasa de supervivencia asociada a una
baja inmunoexpresion de Ki-67. Asimismo, de acuerdo a la revision de la literatura, no existen
estudios que hayan evaluado el papel de la inmunoexpresién del marcador de adhesion celular

Syndecan-1 en CME, a pesar de que éste ha sido estudiado en diversos tipos de neoplasias malignas
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y benignas localmente infiltrativas de cabeza y cuello, las cuales mostraron resultados
significativos en cuanto a la disminucién de su expresion relacionada con una mayor capacidad de
infiltracién y por tanto, mayor agresividad de dichas neoplasias.

Por lo anterior, en esta investigacién se planteao analizar la expresion de diversas mucinas
secretoras y de superficie (MUC1, MUC2, MUC4 y MUC5AC), asi como del marcador de
proliferacion celular Ki-67 y la proteina de adhesion celular Syndecan-1 en CME y la posible

asociacion de la expresion de estos marcadores con el grado histologico de esta neoplasia.

4. Pregunta de investigacion

(Existe asociacion entre la inmunoexpresion de MUC1, MUC2, MUC4, MUCS5AC, Syndecan-1 y

Ki-67 con el grado histolégico del carcinoma mucoepidermoide?

5. Justificacion

Si bien existen estudios realizados en neoplasias malignas de cabeza y cuello en los que se ha
evaluado la expresion de marcadores como MUC’s, Ki-67 y Syndecan-1, no existe suficiente
informacion acerca de su presencia en CME y los pocos datos existentes no ofrecen resultados
concluyentes. El desarrollo de este estudio permitird conocer el patron de inmunoexpresion de los
marcadores MUC1, MUC2, MUC4, MUCSAC, Ki-67 y Syndecan-1 en los distintos componentes
celulares del CME y evaluar su posible asociacion con el grado histolégico de esta neoplasia, con
lo cual se pretende generar informacién relativa a posibles mecanismos implicados en su
histogénesis y comportamiento biolégico, asi como de la posible aplicacion diagnéstica de dichos

marcadores.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Identificar la posible asociacién entre la inmunoexpresiéon de los marcadores MUC1, MUC2,
MUC4, MUCSAC, Ki-67 y Syndecan-1 (CD-138) con el grado histolégico del carcinoma

mucoepidermoide.

6.2. Objetivos especificos

- Identificar el porcentaje de expresion de las mucinas de superficie: MUC1 y MUC4 y de las
mucinas secretoras: MUC2 y MUCSAC, por tipo celular en casos de CME y evaluar su posible
asociacion con el grado histoldgico de las lesiones.

- Identificar la posible asociacion entre la inmunoexpresion del marcador de adhesion celular
Syndecan-1 (CD-138) y el marcador de proliferacion celular Ki-67 con el grado histolégico del
CME de acuerdo al porcentaje de expresion de estos marcadores por tipo celular.

- Comparar el patrén de inmunoexpresion de los controles de tejido glandular sano de acuerdo a los
marcadores MUC1, MUC2, MUC4, MUCS5AC, Ki-67 y Syndecan-1 (CD-138) con los casos de

CME.

-Identificar la posible asociacion entre cada uno de los inmunomarcadores incluidos en este trabajo
(MUC1, MUC2, MUC4, MUCS5AC, Ki-67 y Syndecan-1) en CME BG/GI y CME AG por tipo

celular, a través de modelos de regresion logistica multiple, ajustados por edad y sexo.
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7. Material y Métodos

7.1. Diseiio del estudio

Estudio comparativo, observacional, retrolectivo y transversal. Se incluyeron casos de carcinoma
mucoepidermoide obtenidos de los archivos de los laboratorios de Patologia del INCan, del
laboratorio de Patologia bucal de la UAM-X y de un servicio de diagndstico histopatolégico de

patologia bucal de practica privada de la ciudad de México (Peribact).

7.2. Grupo de estudio

Se recolectaron 38 casos de carcinoma mucoepidermoide, 22 de ellos obtenidos del laboratorio de
patologia del INCan, 13 provenientes de un servicio de diagndstico Histopatolégico de préctica
privada (Peribact) y 3 del laboratorio de Patologia bucal de la UAM-X, los cuales fueron divididos
en dos grupos: grupo 1: correspondientes a CME de grados bajo e intermedio y grupo 2:
correspondiente a tumores de alto grado. Al realizar la agrupacion de estos, se decidi6 incluir en un
solo grupo a los CME de bajo grado e intermedio, debido a que suelen tener un comportamiento
bioldgico, un prondstico y tratamiento similar en ambos grados (Nance et al., 2008).
Adicionalmente, se incluyeron como controles 4 muestras de tejido glandular salival sano
provenientes de gldndula pardtida, submandibular, sublingual y gldndulas menores seromucosas,
respectivamente. Se obtuvieron datos demograficos y clinicos de cada uno de los casos a estudiar,
tales como: nimero de expediente, edad, sexo, localizacién de la neoplasia, tiempo de evolucion,
fecha de diagnoéstico y grado histolégico (Anexo 5), a través de fuentes secundarias (expediente
clinico y base de datos del INCan, asi como solicitudes de estudio de los laboratorios de la UAM-X

y laboratorio privado Peribact). El trabajo de laboratorio se realiz6 en el laboratorio de
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histopatologia del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) y en el laboratorio de patologia
bucal de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco en el periodo comprendido

de septiembre del 2013 a diciembre del 2014.

7.2.1. Criterios de inclusion

- Muestras tisulares incluidas en parafina con caracteristicas histomorfoldgicas de carcinoma
mucoepidermoide de acuerdo con los criterios de diagnéstico establecidos por la O.M.S. (Goode et
al., 2005).

- Muestras de tejidos glandulares sanos procedentes de: glandula parétida, submandibular,

sublingual y glandulas salivales menores tomadas como controles.

7.2.2. Criterios de exclusion

- Casos con diagndstico de CME con tratamientos de radioterapia o quimioterapia previos a la
escision quirdrgica, mismos que pudiesen ocasionar alteraciones en el tejido tumoral y por
consecuencia en la inmunoexpresion de los marcadores aplicados.

- Tumores que no contaran con suficiente tejido en el bloque de parafina para realizar el

procedimiento de inmunohistoquimica (IHQ).

7.2.3. Criterios de eliminacion

- Casos en los que las laminillas hayan sufrido algin dafio durante el procedimiento de
inmunohistoquimica, mismo que imposibilite su evaluacion.

Fue posible identificar de las fuentes antes mencionadas 39 casos de los cuales se incluyeron 38 y
se excluyd 1 debido a que la cantidad de tejido fue insuficiente para elaborar las tinciones

necesarias.
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7.3. Material histologico y recoleccion de informacion clinica y datos de seguimiento de los

expedientes.

Se incluyeron en este trabajo 38 bloques de CME: 16 bloques de carcinomas mucoepidermoides de
grado bajo/intermedio y 22 de carcinomas mucoepidermoides de alto grado. Cada lesién fue
revisada en laminillas tefiidas con H&E y mucicarmin, por al menos tres patélogos para confirmar
su diagnéstico y grado de malignidad y se realizé una prueba estadistica de Kappa para verificar el
grado de reproducibilidad y concordancia entre dos patélogos (AMT y ALT) que consistié en la
gradacion de 25 CME (kappa= 0.93). La gradacién de las 38 lesiones fue realizada de acuerdo con
los criterios histoldgicos establecidos en la Clasificacion Histologica de Tumores de la OMS del
2005 para este tumor (Anexo 3). Paralelamente, se revisaron expedientes clinicos o la base de datos
de los registros de biopsia y se hizo la captura de la informacién clinica y de seguimiento en la

ficha de recoleccion de datos disefiada para tal fin (Anexo 5).

7.3.1. Procedimientos para seleccion y realizacion de microarreglos

Se realizaron macroarreglos tisulares de la siguiente manera:

1. Se comparé la laminilla con el bloque del tejido, para corroborar que fueran correspondientes

ambas a la misma lesion.

2. Se visualizé al microscopio la laminilla, se seleccioné el drea representativa de la lesion y se

marco el drea con un plumoén de punto fino.

3. Se realiz6 mapa de los bloques de tejido para identificacion de cada uno de los tumores.

4. Se coloco cinta adhesiva doble en la platina.
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5. Se tomo el drea seleccionada del bloque de tejido con un punch de 5mm de didmetro y se colocé

en la platina de acuerdo al orden establecido en el mapa.

6. Se deparafinizaron las dreas seleccionadas de cada tumor colocadas en la platina.

7. Se coloco el cassette de plastico sobre las dreas seleccionadas y se llené con parafina.

8. Se dej6 enfriar el bloque.

9. Se retir6 la platina y la cinta adhesiva.

10. Se establecieron los mapas representativos del orden correspondiente de cada caso de CME

(Figura 1) (Véase indice de figuras).

11. Se procedié a realizar cortes de 4 um de grosor en laminillas electrocargadas para aplicacion de

los marcadores de IHQ.

7.3.2. Procedimientos de inmunohistoquimica

Cada laminilla fue identificada con un cddigo establecido por el laboratorio de Patologia del INCan
para identificar por separado ambos grupos de CME. Las reacciones de inmunohistoquimica fueron
realizadas previa calibracion de las técnicas, con el asesor externo y el técnico de
inmunohistoquimica en el laboratorio de patologia del INCan, con los inmunomarcadores y
diluciones que se muestran en el Anexo 6. Asimismo, en el Cuadro 2 se describe el método de

evaluacién de los marcadores MUC1, MUC2, MUC4, MUCSAC, Ki-67 y Syndecan-1.

7.3.3. Técnica para la aplicacion de inmunomarcadores

Se realizaron las reacciones de inmunohistoquimica en el Laboratorio de Inmunopatologia y

Patologia Molecular del INCan utilizando el sistema automatizado BenchMark ULTRA (Ventana
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Medical Systems, Tucson Arizona, EUA), el cual realiza el procedimiento mediante los siguientes
pasos:

1. Se efectuaron cortes de 4um de espesor de cada uno de los bloques, los cuales se colocaron en
laminillas electrocargadas se introdujeron en las platinas del aparato.

2. Se realiz6 la deparafinizacion de los cortes por calor (72°C durante 30 minutos).

3. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno utilizando xileno.

4. Se procedié a rehidratar los tejidos mediante lavados de 5Smin cada uno en alcoholes en
concentracion decreciente (100%, 95% y 80%) hasta llegar a agua destilada.

5. El bloqueo de peroxidasa endégena se realizé con perdxido de hidrogeno al 3% durante 20
minutos.

6. Después de bloquear con suero de bloqueo universal (Ventana Medical Systems Inc., Tucson,
Arizona) durante 30 min, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario (MUCI, MUC2,
MUC4, MUCSAC, Syndecan-1 y Ki-67 respectivamente) a 4°C.

7. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario marcado con biotina y estreptavidina-
peroxidasa durante 30 minutos (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, Arizona).

8. El revelado se realizé con sustrato 3,3 -tetrahidrocloruro de Diaminobencidina (Ventana Medical
Systems Inc., Tucson, Arizona).

9. Después se procedié a contrastar con hematoxilina (Ventana Medical Systems Inc. Tucson,
Arizona).

10. Enseguida, las muestras se deshidrataron y montaron.

Se utilizé acondicionamiento celular estidndar (segin recomendaciones de Ventana) para la
recuperacion de antigenos.

La evaluacion de las laminillas se realizé en un microscopio multicabezal Olympus BX40F.



7.4. Variables

7.4.1. Variables predichas
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Porcentaje de inmunoexpresién de MUC1, MUC2, MUC4, MUSAC, Syndecan-1 y Ki-67.

7.3.2. Variables predictoras

Grado histolégico, localizacién de la lesidn, tamafio del tumor, tiempo de evolucion, edad, y sexo.

7.3.3. Operacionalizacion de las variables

. . Definicion Ti . PR
Variables predichas etmiclo po de Indicador o indice
variable
Expresion de MUC1 Mucoproteina de Cuantitativa | Porcentaje de células positivas entre el
membrana y continua total de células por campo — Conteo de
‘. Mucoproteina Cuantitativa | células positivas a la tincién de acuerdo al
Expresién de MUC2 secretora y continua tipo celular: mucosecretoras, epidermoides
. Mucoproteina de Cuantitativa | 0 intermedias.
Expresion de MUC4 p .
membrana y continua
., Mucoproteina Cuantitativa
Expresion de MUCSAC P .
secretora y continua
.. Marcador de Cuantitativa
Expresion de Syndecan-1 .. .
adhesion celular y continua
.z . Marcador de Cuantitativa
Expresion de Ki-67 . - .
proliferacién celular. | y continua

Variables predictoras

Definicion

Tipo de variable

Tiempo de evolucion

Meses

Continua

Glandula parétida, submandibular, submaxilar

hombres y mujeres.

Localizacion Categorica y dicotémica
y menores
Bajo grado: menos de 4 puntos . .
Grado histolégico CME 1o '8 ) P Categoérica y dicotomica
Alto grado: més de 7 puntos
Afios cumplidos del paciente referidos en .
Edad . L. Continua
expediente clinico
Condicién biolégica que distingue entre . L.
Sexo g q g Categodrica y dicotomica

Tamaiio del tumor

Medida en cm del tumor de acuerdo con los
datos registrados en el expediente clinico.

Cuantitativa y continua

Véase anexos 4 y 5.
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7.5. Anadlisis estadistico

Se realiz¢ la distribucion de frecuencias de las variables categdricas, y se indicaron los porcentajes
de las diferentes categorias de las variables de interés. Para las variables continuas que no
presentaran una distribucién normal se presenté el valor de la mediana y los valores inter
cuartilares (ql- q3) para la descripcién de las mismas. Se realiz6 el andlisis bivariado entre la
inmunoexpresion de la MUCI1, MUC2, MUC4, MUCS5AC, Syndecan-1 y Ki-67 y el grado de la
neoplasia. Se generaron modelos de regresion lineal multiple (OR) para el tipo de CME y la
presencia de los inmunomarcadores MUCI, MUC2, MUC4, MUCS5AC, Syndecan-1 y Ki-67
controlando por edad y sexo y se estudid la presencia de posibles interacciones. Se capturaron los

datos en el programa Excel 2012 y se realiz6 el andlisis estadistico con el programa Stata SE/10.

8. Consideraciones bioéticas

El articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
(www.cofepris.gob.mx/MJ/Paginas/Normas-Oficiales-Mexicanas.aspx), expresa que este estudio
esta dentro del grupo de investigaciones que no son de riesgo, ya que emplea técnicas y métodos de
investigaciéon documental retrospectivos sin intervencion o modificacién intencionada en la
variables. Debido a que las muestras estaban resguardadas en los laboratorios de patologia antes
mencionados, el riesgo para los pacientes es inexistente. Asimismo, se desea incrementar el
conocimiento sobre las lesiones descritas y mejorar la comprension del problema en estudio, al
considerar la mayor prevalencia que muestran estas lesiones entre los tumores malignos de
glandulas salivales de acuerdo a estudios previos. Adicionalmente, se asegura la confidencialidad
de los datos clinicos de los pacientes involucrados, los cuales sélo se utilizardn con fines

estadisticos y no podra relacionarse con ellos.
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9. Resultados

Se incluyeron 38 casos con diagndstico de carcinoma mucoepidermoide, de los cuales 21 fueron
pacientes de sexo femenino (55.3%) y 17 de sexo masculino (44.7%), con una media de edad de
47.7 (DE£ 19.99) y una media de tiempo de evolucion de las neoplasias de 26.5 meses (DE+ 37.6)

(Cuadro 3).

De acuerdo al grado histolégico de la lesion, se identificaron 16 neoplasias de bajo grado (BG) y
grado intermedio (GI) (BG/GI), de las cuales 12 (75%) fueron pacientes del sexo femenino y
4(25%) del masculino; mientras que el grupo de lesiones de alto grado (AG) quedo conformado por
22 casos, de los cuales 13 (59.1%) eran del sexo masculino y 9 del femenino (40.9%) (p= 0.016).
Con respecto al grupo BG/GI, la media de edad fue 38.43 afios (DE+ 17.32), mientras que en el

grupo AG, esta fue de 54.5 afios, (DE+ 19.39) (p= 0.112) (Cuadro 4).

9.1 Caracteristicas clinicas

En el Cuadro 4 se muestra la distribucién por sitio anatémico de los 38 casos de CME incluidos, en
donde se observa que 12 (75%) de los 16 tumores del grupo BG/GI se localizaron en glandulas
salivales menores y los 4 (25%) tumores restantes se encontraron en gldndula parétida. Con
respecto al grupo AG, 11 (50%) tumores se localizaron en gldndula parétida, 2 (9.1%) en glandula
submandibular y 9 (40.9%) en glandulas salivales menores.

En el grupo BG/GI, la media del tamafio de los tumores fue de 8.23cm (DE+ 14.15), mientras que

en el grupo AG fue de 21.74 cm (DE=+43.09) (p=0.178).
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9.2 Andlisis de la inmunoexpresion de los marcadores

Analisis de la inmunoexpresion de los marcadores MUC1 y MUC2

Con respecto al porcentaje de expresion de MUCI1 la diferencia entre los dos grupos no fue
significativa de acuerdo a los tres tipos celulares, ya que en las células mucosecretoras en tumores
BG/GI la media de expresion fue de 0.4891 (DE+0.4166) y para los de AG fue de 0.3181
(DE+0.4767) (p= 0.0785). En células epidermoides de tumores de BG/GI fue de 0.4596 (DE+
0.2805) y para los de AG fue de 0.4753 (DE+ 0.3623) (p= 0.9764), y finalmente, en células
intermedias de los tumores de BG/GI se registré una media de 0.1696 (DE+0.1959) y en los de AG
de 0.2787 (DE+0.3049) (p=0.1880).

Por su parte, en el anélisis del marcador MUC?2 se identificaron diferencias significativas en cuanto
a su expresion en células intermedias, ya que la media de expresion del grupo BG/GI fue de 0.1628

(DE+0.2178) y en el grupo AG de 0.3896 (DE+0.2669) (p=0.0058) (Cuadro 5).

Adicionalmente, al evaluar el patrén de inmunoexpresiéon del marcador MUCI en cuatro controles
correspondientes a tejido glandular sano no se observéd expresion en glandula parétida, mientras
que en glandula sublingual se encontrd positividad en la porcién luminal de las células acinares
(menor al 2%) al igual que en la glandula submandibular y en gldandulas salivales menores
solamente se observé expresion en la porcién luminal de los conductos excretores, con una

expresion menor al 2%.

Con respecto a la expresion de MUC2 en estos controles sanos positivos, ésta fue negativa en

parétida. En cuanto a la glandula sublingual, se observé expresion citopldsmica en las células
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acinares de tipo seroso en un 100% y también en la glandula submandibular se encontré expresion
en la membrana citopldsmica de células acinares mucosas y expresion citopldsmica de células

acinares serosas y ductales en su totalidad, al igual que en gldndulas salivales menores.

Inmunoexpresion de los marcadores MUC4 y MUCSAC

Se observo una diferencia significativa en cuanto a la expresion de estos marcadores de acuerdo al
grado histologico de la lesion, tanto en células epidermoides como en las mucosecretoras. En las
primeras se obtuvo una media de expresion en el grupo BG/GI de 0.5511 (DE+0.3116), mientras
que en el grupo AG fue de 0.2299 (DE+0.2913) (p=0.0029) y en las mucosecretoras en el grupo de
BG/GI se observo una media de 0.7993 (DE=+ 0. 3147) y para el grupo de AG fue de 0.2128 (DE+

0.4024) (p=0.0002).

Con respecto al marcador MUCS5AC, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la

expresion por tipo celular de cada grupo. (Cuadro 6).

Al observar los patrones de inmunoexpresion del marcador MUC4 en los 4 controles positivos de
tejido glandular sano no se observd expresion en gliandula pardtida, mientras que en glandula
submandibular se encontré positividad en la membrana citopldsmica de células ductales en la
totalidad de estas; en glandula sublingual la expresion fue a nivel luminal en células acinares y en
glandulas salivales menores esta fue positiva en la membrana celular de las células ductales,

encontrandose una positividad menor al 2% en ambos tejidos glandulares.
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La expresion del marcador MUCSAC en muestras de tejido glandular sano se observé tinicamente
a nivel citoplasmdtico de células acinares mucosas de gldandulas salivales menores en porcentaje
menor al 2%, en tanto que en los controles de gldndula pardtida, sublingual y submandibular esta

fue negativa.

Anadlisis de la inmunoexpresion de los marcadores Ki-67 y Syndecan-1

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de Ki-67 en células mucosecretoras de
ambos grupos, mientras que en las células epidermoides se observé un mayor porcentaje de
expresiéon en el grupo AG (0.2732; DE+ 0.2266) comparado con tumores de BG/GI (0.0357;
DE=+0.0397) y de igual manera ocurri6 en las células intermedias, cuya expresion en lesiones de
AG fue mayor (0.0549) con respecto a la observada en los tumores de bajo grado (0.0053)

(p=0.0011).

Al observar la expresiéon de Syndecan-1, se encontraron diferencias significativas en las células
intermedias, con una media de expresion de 0.0312 (DE=+ 0.1250) en el grupo BG/GI y de 0.1218

(DE+0.2336) en el grupo AG (p=0.0256) (Cuadro 7).

Con respecto a los controles positivos de tejido glandular sano, se observd el patrén de
inmunoexpresion de Ki-67 menor al 2% en células acinares y ductales, en las muestras tanto de

gldndulas mayores como menores estudiadas.

La expresion de Syndecan-1 en tejido glandular sano fue positiva en la membrana celular de acinos

y conductos excretores en glandula pardtida con un 30% de expresion positiva; en las muestras de
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tejido de la gldndula submandibular se observé en 20% y en glandula sublingual con casi la
totalidad del tejido positivo (90%) en la membrana celular de células ductales. Por su parte, en el
tejido de glandulas salivales menores se expres6 en la membrana de células acinares y ductales en

alrededor del 15% de dichas células.

Analisis de la expresion de Mucinas, Syndecan-1 y Ki-67 por grado histolégico

Los resultados del modelo de regresion logistica multivariada para grado de la lesiéon y MUC?2,
controlando por edad y sexo se presentan en el Cuadro 9. El aumento en el valor promedio de
MUC?2 en células intermedias incrementa notablemente la probabilidad de un CME de alto grado
(OR=172.74, p=0.013). Asimismo, se observé que los hombres tuvieron mayor probabilidad (OR=
15) de tener lesiones de alto grado que las mujeres (p=0.013) y la probabilidad de presentar una
neoplasia de alto grado aumenta en las personas mayores de 50 afios en comparacién con las de

menor edad.

Los resultados de la expresion de MUC4 en el modelo multivariado controlando por edad y sexo,
mostraron un importante efecto protector de este marcador, con un OR= 0.02, lo que indica que su
presencia se asocia con una probabilidad 98% menor de tener una lesiéon de alto grado. Sin

embargo, al considerar la edad, los resultados no presentaron asociacién significativa. (Cuadro 10).

Con base en los resultados de la expresion positiva de Syndecan-1, se detectd que hay
aproximadamente cincuenta veces mds probabilidades de tener una neoplasia de alto grado al
presentar mayor expresion de dicho marcador (OR=53.81; p=0.029); asimismo, el grado de la

lesién se asocié con la edad, ya que las personas mayores de 50 afios tuvieron mayor riesgo de
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presentar neoplasias de alto grado (p= 0.004), y también se asocid con el sexo, pues los hombres

presentaron mayor probabilidad (p=0.032) de presentar neoplasias de alto grado. (Cuadro 11).

En cuanto al anélisis de la expresion del marcador Ki-67, se observé que la mayor expresion en las
células epidermoides se asocid a una mayor probabilidad de presentar una neoplasia de alto grado
(OR=4.05, p=0.044), pero al asociar la expresion positiva controlada por sexo (p=0.375) y edad

(p=0.064) no se obtuvieron resultados significativos (Cuadro 12).
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Cuadro 1. Resultados de la inmunoexpresion del marcador Ki-67 en el carcinoma
mucoepidermoide reportados en diversas investigaciones.

Marcadores aplicados y Resultados
tamafio de la muestra.

Marcador PCNA y Ki-67 Ki-67 PCNA
26 CME CME BG 7% 9%

CME GI 12% 17%

CME AG 26% 32%
Marcador Ki-67, p53 Mayor inmunoexpresién en Grupo 1:

Ki-67 (p=0.19) y MUCI1 (p=0.35)
8 CME =25 afios (Grupo 1)
Expresion independiente de MUC1 y Ki-67
8 CME >25 afios (Grupo 2)
Caracteristicas histoldgicas:

Mayor % de estructuras quisticas vs Tumores
s6lidos <Ki-67 (p= 0.05).

Marcador p53 y Ki-67 VCI Ki-67 (indice de volumen corregido)
<20 >20 afos

CME 35

BG 22 20 2 Supervivencia 5 afios 80%

Gl 5 4 1

AG 8 3 5
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Cuadro 2. Patréon de inmunoexpresion y evaluacion de los inmunomarcadores estudiados en
la presente investigacion.

Inmunomarcador Inmunopostividad Evaluacién

MUCI1 Membrana celular apical. Se valor6 el patrén de inmunoexpresion de los

MUC2 Citopldsmica. marcadores en las células neopldsicas tomando 4

MUC4 Citopl4dsmica apical. fotomicrografias a un aumento de 40X,
representativas de los cuatro cuadrantes de la lesion,

MUGC5AC Citoplasmica. se coloco una gradilla, en los que se contd el niimero
de células totales y el nimero de células positivas a la

Syndecan-1 Membrana celular. tincién de cada tipo celular: células mucosecretoras,
intermedias y epidermoides.

Ki-67 Nuclear fina con

acentuacion nucleolar.

Controles de tejido
glandular sano

Citoplasmica y de
membrana en cada
inmunomarcador  descrito
previamente.

Se observo el patrén de expresion de acuerdo con lo
descrito anteriormente y se comparé con el patrén de
expresion de cada tipo celular tumoral.

Véase anexo 4. Funcién y expresion de las mucinas secretoras y de superficie en los tejidos glandulares, asi como su

importancia en su fisiologia y patologia.
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Cuadro 3. Caracteristicas sociodemograficas de los 38 pacientes con CME.

CME
(n=38)
n (%)
Sexo
Masculino 17 44.7)
Femenino 21 (55.3)
Edad
Media (DE=) 47.7 (£19.99)
Localizacion
Gléandula pardétida 15 (37.8)
GSM 2 (5.4)
GSm 21 (56.8)
Tamaiio del tumor
Media 16.05 (+43.4)
Tiempo de evolucion(meses)
Media (DE=) 26.5 (37.6)

CME: Carcinoma mucoepidermoide, GSM: glandula submandibular GSm: glandula
salival menor, DE+: desviacion estandar.
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Cuadro 4. Caracteristicas demograficas de los 38 casos de CME de acuerdo al grado

histologico.
Grupo 1 Grupo 2
CME BG CME AG
n=I16 n=22
n % n % p*

Sexo
Masculino 4 (25) 13 (59.1)
Femenino 2 (75 9 (409 0167
Edad
Media (DE) 38.43 (17.32) 54.5 (19.39) 0.112
Localizacion p*
Glandula parotida 4 (25) 11 (50) 0.050*
GSM 0 (0) 20D
GSm 1205 9 (40.9) 0.034*
Paladar 9  (56.25) 3 (13.63)
Trigono retromolar 2 (12.5) 1 (4.54)
Labio - 1 (4.54)
Carrillo 1 (6.25) -
Lengua 3 2 (9.08)
Mandibula - 2 (9.08)
Area del tamaiio del tumor(cm)
Media(DE+) 8.23 (14.15) 21.74 (43.09) 0.178
Tiempo de evolucion (meses)
Media (DE*) 12.93 (17.30) 36.36 (45.15)  0.007*

*Prueba de Xi% + Prueba t

CME: Carcinoma mucoepidermoide, BG/GI: bajo grado/grado intermedio, AG: alto grado. GSM:
glandula submandibular, GSm: glandula salival menor, DE+: desviacion estandar.
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Cuadro 5. Comparacion del porcentaje de inmunoexpresion de MUC1 y MUC2 por grado
histolégico en 38 CME de acuerdo al tipo celular.

Grupo 1 Grupo 2

CME BG CME AG
n=16 n=22

MUCI p*

CMS

Media (DE+) 0.4891(0.4166) 0.3181(0.4767) 0.0785
CE

Media (DE+) 0.4596(0.2805) 0.4753(0.3623) 0.9764
cI

Media (DE+) 0.1696(0.1959) 0.2787(0.3049) 0.1880

MuUcC2 p*

CMS
Media (DE+) 0.3029(0.3192) 0.4296(0.4614) 0.5111
CE
Media (DE+) 0.5957(0.2920) 0.7020(0.3065)  0.1690
cI
Media (DE+) 0.1628(0.2178) 0.3896(0.2669) 0.0058*

*Wilcoxon Rank-sum test

CME: Carcinoma mucoepidermoide, BG/GI: bajo grado/grado intermedio CMS: células
mucosecretoras, CE: células epidermoides, CI: células intermedias, MUC1: mucinal,
MUC2: mucina 2.
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Cuadro 6. Comparacion del porcentaje de inmunoexpresion de MUC4 y MUCSAC por grado
histolégico en 38 CME de acuerdo al tipo celular.

Grupo 1 Grupo 2
CME BG CME AG
n=16 n=22
MUC4 p*
CMS
Media(DE+)  0.7993(0.3147) 0.2128(0.4024) 0.0002*
CE
Media (DE£) 0.5511(0.3116) 0.2299(0.2913) 0.0029*
Ccl
Media (DE+)  0.00 (0.00) 0.0119(0.0386) 0.1292
MUC54C p*
CMS
Media (DE£)  0.4631(0.4061) 0.3225(0.4424) 0.2547
CE
Media (DE£)  0.0022(0.0060) 0.0310(0.1047) 0.1269
CcI

Media (DE£)  0.0000(0.0000) 0.0466(0.1946) 0.1292

*Wilcoxon Rank-sum test

CME: Carcinoma mucoepidermoide, BG/GI: bajo grado/grado intermedio CMS: células
mucosecretoras, CE: células epidermoides, CI: células intermedias, MUC4: mucina 4 y
MUCS5AC: mucina 5AC.
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Cuadro 7. Comparacion del porcentaje de inmunoexpresion de Syndecan-1y Ki-67 por grado
histolégico en 38 CME de acuerdo al tipo celular.

Grupo 1 Grupo 2
CME BG CME AG
n=16 =22
Syndecan-1 p*
CMS
Media (DE£) 0.4820(0.3972) 0.3112(0.4604) 0.2263
CE
Media (DE£) 0.4201(.3098) 0.6097(0.3131) 0.0863
Cl
Media (DE£) 0.0312(0.1250) 0.1218(0.2336) 0.0256*
Ki-67 p*
CMS
Media(DE+) 0.0077(0.0246) 0.0902(0.2371) 0.3361
CE
Media (DE+) 0.0357(0.0397) 0.2732(0.2266) 0.0001"
Cl

Media (DE£) 0.0053(0.0144) 0.0549(0.0755) 0.0010*

*Wilcoxon Rank-sum test

CME: Carcinoma mucoepidermoide, BG/GI: bajo grado/grado intermedio CMS: células
mucosecretoras, CE: células epidermoides, CI: células intermedias, Ki-67: marcador de
proliferacién celular, Syndecan-1: marcador de adhesion celular.
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Cuadro 8. Resultado del modelo de regresion logistica multivariada de los 38 CME por grado
histologico, de acuerdo a la inmunoexpresion de MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, Ki-67 y
Syndecan-1.

VARIABLE OR DE+ IC (95%) P
Edad 15.11 17.22 (1.62-141.09) 0.017%
Sexo 20.14 24.38 (1.90-215.92) 0.013*
MUC2 172.74 358.03 (1.97-10037.45) 0.013*
Edad 8.59 9.80 (0.0180-80.40) 0.059%
Sexo 14.81 19.14 (1.18-186.51) 0.037+*
MUC4 0.02 0.03 (0.0020-0.34) 0.005%*
Edad 7.98 775 (1.19-53.51) 0.032
Sexo 31.84 38.52 (2.97-341.09) 0.004*
Syndecan-1 53.81 97.99 (0.0013-0.40) 0.029%
Edad 2.51 2.61 (0.33-19.31) 0.375
Sexo 7.02 7.37 (0.90-54.98) 0.064*
Ki-67 4.05 3.53 (1.59-1.03) 0.044%

Categorias de referencia: sexo hombre, edad menor o igual a 50 aios. Porcentajes de células positivas a cada
marcador (variable continua).
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10. Discusion

Con base en numerosas series realizadas de esta neoplasia, queda claro que el grado histoldgico es
un fuerte marcador prondstico y define el tratamiento de esta misma. El estudio y aplicacion de
ciertos marcadores de IHQ confieren una valiosa informacién acerca del comportamiento y

prondstico de la misma de acuerdo a la expresion positiva de estos inmunomarcadores.

Dentro de los hallazgos sobresalientes registrados en este estudio destacan las diferencias
encontradas en la expresion de MUC2 por tipo celular, ya que, aunque este marcador ha sido
estudiado en otras investigaciones sobre CME (Mahomed 2011, Alos et al., 2005, Lujan et al.,
2005), su expresion no se ha evaluado en asociacién con el comportamiento clinico, progresion o
grado de agresividad de esta neoplasia. De acuerdo con la inmunoexpresion registrada en células
intermedias, ésta se encontrd asociada al grado histolégico (p=0.0058), con una mayor expresion en
tumores de alto grado. Esta asociacidon podria estar relacionada con la histogénesis y los factores
biolégicos del tumor, ya que al ser las neoplasias de alto grado mds sélidas y por ser las células
intermedias las que dan origen las células epidermoides, que en conjunto con las intermedias
conforman la mayor parte del tumor, resulta explicable la sobre-expresion de este marcador en
CME de alto grado; asimismo, al igual que MUC3, MUC2 se ha relacionado con metaplasia
escamosa del epitelio glandular (Rachagani et al., 2009) y podria estar asociado a una mayor
capacidad de diferenciacion (produccién) de células epidermoides a partir de las células

intermedias.

La expresion de MUC4 en este estudio arrojo resultados significativos en cuanto a su mayor
expresion en células mucosecretoras y epidermoides, los cuales son consistentes con estudios

previos que sugieren cierto efecto “protector” de esta mucina; es decir, que de acuerdo a lo



Pagina |47

encontrado en distintas investigaciones se ha determinado que el aumento en el porcentaje de
expresion de MUC4 en neoplasias malignas de cabeza y cuello se asocia a neoplasias de bajo
grado, con un comportamiento clinico menos agresivo, asi como con menores tasas de recurrencia,
tal y como se aprecia en los estudios publicados por Handra et al. y Alos et al. en 2005, en los
cuales se observé que los CME que presentaron expresion de este marcador en mas de 50% de las
células tumorales tuvieron una tasa de recurrencia menor del 20%, mientras que aquellos CME con
menos de 50% de poblacion celular con inmunoexpresion positiva tuvieron tasas de recurrencia de
hasta 66%. Asimismo, diversos estudios encaminados a identificar la funcién y las vias de
sefalizacion asociadas a esta mucina han demostrado que ésta interactia con moléculas que
favorecen la proliferacion y diferenciaciéon celular y que la sobreexpresion de MUC4 en la
superficie celular contribuye a numerosas actividades celulares que podrian estar relacionadas con
la conducta del tumor (Workman et al. 2009). De acuerdo con esta funcién (diferenciaciéon celular),
particularmente en glandulas salivales y especificamente en el CME, se podria explicar en cierta
medida el aumento en el porcentaje de células mucosecretoras y epidermoides con expresion de
MUC4 en CME de bajo grado, debido a que son neoplasias con células mds diferenciadas
comparadas con CME de alto grado, en donde la atipia celular y la anaplasia se encuentran
presentes con mayor regularidad y existe minima poblacion de células mucosecretoras. Al respecto,
es importante considerar que los resultados que asocian la sobreexpresion de MUC4 con neoplasias
de bajo grado y con un comportamiento biol6gico més benigno solo se han observado en estudios
con tumores de glandulas salivales, ya que en estudios realizados en otras neoplasias glandulares de
otras regiones, como en pancreas, su expresiéon se asocia a un peor prondstico y menor
diferenciacion del tumor (Workman et al, 2009), por lo que se podria decir que de acuerdo a la

informacion conocida hasta ahora, MUC4 puede ser un marcador de prondstico bueno o malo de
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acuerdo al contexto celular (Alos et al., 2005). Sin embargo, se requieren mds estudios acerca del
posible efecto de MUC4 sobre el comportamiento tumoral, dada la elevada fuerza de la asociacién
detectada en el presente trabajo y en otros estudios, a fin de identificar su valor como marcador

prondstico de manera particular en las neoplasias de gldndulas salivales.

Estudios previos sobre la expresion de MUC1 en CME han sefialado que este marcador presenta
asociacion con el grado de agresividad y progresion de este tumor. Al respecto, Alos et al., y
Handra-Luca et al., en 2005, encontraron una expresion significativamente mayor de MUCI en los
CME de alto grado, pero estos resultados deben tomarse con reserva, debido al reducido niimero de
casos estudiados de lesiones de alto grado. No obstante, los resultados obtenidos por Liu et al. en
2014, entre los que habia 54 tumores de alto grado respaldan dichos hallazgos, ya que encontraron
mayor expresion en tumores de bajo grado, comparados con tejido glandular salival sano y
observaron que la expresion en los CME aumenta de acuerdo al grado histolégico del tumor, por lo
que la informacion disponible hasta ahora parece indicar que existe cierta asociacion con el grado

de agresividad de las neoplasias que expresan MUCI.

Por otra parte, cabe sefialar que la expresion reportada de MUC1 en poblaciones celulares de
neoplasias de mama, colon, estdmago, entre otras, ha sido mayor tanto en cantidad de células como
en intensidad en los tumores de mayor agresividad y con mayor tasa de diseminacién, por lo que se
ha considerado que esta mucina, presente normalmente en pequefias cantidades la superficie
luminal acinar de glandulas sublinguales y submandibulares y en la superficie luminal de los
conductos excretores de glandulas salivales menores, podria estar relacionada con una menor
cohesidn celular y quizds favorecer la diseminacion de las células tumorales de las neoplasias que
la expresan. Sin embargo, es importante sefialar que la diferencia de expresion encontrada en los

resultados en los distintos tipos celulares del CME en la presente investigacion no fue significativa,
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por lo que habria que puntualizar que no es posible realizar comparaciones con los diferentes
estudios realizados sobre este tumor, en los que no se realiz6 una categorizacion por tipo celular y
en los cuales el punto de corte utilizado para considerar a la tincién como negativa fue cuando
habia menos del 5% de la poblacién celular con expresion del inmunomarcador, mientras que en
este trabajo se tuvo el cuidado de analizar la expresiéon de los inmunomarcadores por tipo celular y

su expresion se contd como positiva aun si esta fuese menor al 5% de las células tumorales.

Al recordar las caracteristicas histolégicas que definen al CME como de bajo grado, en donde
predominan las células mucosecretoras, resulta explicable que estos tumores presenten una
importante expresion del marcador MUCI, puesto que la funcion principal de dichas células es la
de favorecer la acumulacion de secreciones mucoides, lo que las obliga a producir esta mucina para
favorecer la creacion de un espacio entre las células, mediante un efecto anti-adhesivo que permite
dar espacio a la luz del quiste y asi secretar y acumular el material mucoide; luego entonces la
expresion en células mucosecretoras justificaria ser similar en ambos grupos, al menos en este tipo
celular, aunque no se descarta su posible participacion en lesiones de alto grado localizadas en otros
tejidos glandulares con otros componentes celulares, en los cuales la expresion de MUCI1 podria ser
considerada como elemento de importancia prondstica al disminuir la capacidad de adhesion

celular.

Al evaluar la expresion de este marcador en las células intermedias y epidermoides, se encontrd que
esta fue menor en tumores de bajo grado, lo cual podria atribuirse nuevamente a las caracteristicas
morfolégicas que predominan en este grado de malignidad, en donde la presencia de espacios
quisticos hace que la neoplasia sea menos sélida y por consecuencia las células intermedias y
epidermoides se encuentran en menor proporcién que las mucosecretoras, contrario a lo que ocurre

en tumores de alto grado, donde forman neoplasias solidas sin espacios quisticos, resultados que
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coinciden con lo que se ha observado en estudios previos, como los de Alos et al. 2005 y Handra-
Luca et al. 2005, en los cuales encontraron mayor expresion en los tumores de alto grado y dichos
hallazgos sugieren que entonces la expresion de esta mucina podria ser considerada un marcador de
mal prondstico cuando se incrementa su expresion en poblaciones celulares que normalmente no la

presentan (distintas a las células mucosecretoras acinares y del revestimiento ductal).

La expresion de MUCSAC se encuentra asociada principalmente a epitelios gastricos (Mahomed,
2011), ya que como se sabe, es una mucina que normalmente se encuentra en las secreciones
mucoides de las células epiteliales secretoras; sin embargo, existen algunas investigaciones que han
demostrado su expresion en CME, como en la realizada por Alos et al. (2005), quienes observaron
una mayor expresion en los tumores de bajo grado, pero sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas. Por su parte, Handra-Luca et al. (2005) obtuvieron resultados significativos en
asociacion a ciertas caracteristicas histoldgicas, tales como una mayor expresion de esta mucina en
tumores que presentaban mayor cantidad de espacios quisticos y sin invasion neural. Al respecto,
es de hacer notar que en la presente investigacion no se identificaron diferencias significativas entre
los dos grupos (BG/GI y AG) y, contrario a lo observado por Alos et al., se registr6 un mayor
porcentaje de expresion en tumores de AG. En este sentido, autores como Lee et al. (2005), quienes
realizaron la evaluacion de este marcador en diversos tumores de glandulas salivales, incluyendo al
CME, sugieren que la expresion positiva de MUCS5AC en esta neoplasia parece estar relacionada al
proceso mismo de carcinogénesis, pero ante la carencia de evidencias concluyentes consideran

necesario que se realicen nuevas investigaciones que sustenten dicha premisa.

Con respecto a los resultados del marcador de proliferacion celular Ki-67, estos indican que existe
un mayor porcentaje de inmunoexpresion en células epidermoides en los tumores de alto grado (p=

0.044), lo cual es consistente con los resultados publicados por otros autores, como Hicks et al. en
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2000. Estos hallazgos se pueden relacionar al hecho de que un CME de alto grado tiene un mayor
componente s6lido y dicha densidad celular se compone en casi su totalidad por la proliferacion de
células epidermoides e intermedias, las cuales se ha visto que tienen un mayor indice de
proliferacion, a diferencia de las células mucosecretoras que son células altamente especializadas,
con una menor capacidad de multiplicacién y que regularmente se encuentran en neoplasias de bajo

grado y localizadas en las zonas quisticas.

En cuanto a la expresion de Syndecan-1, es interesante destacar que en el presente estudio se
observo una disminucion en el porcentaje de expresion en tumores de BG (0.03) en comparacion a
los tumores de AG (0.12), particularmente en células intermedias y en menor medida en las células
epidermoides. Ya que estos resultados difieren con lo reportado en estudios efectuados en
carcinomas escamocelulares, en los que el porcentaje de expresion de este marcador es
inversamente proporcional a la agresividad del tumor, es necesario encontrar una posible
explicacion con base en la concentracidn, interacciéon y funciones de los distintos componentes
celulares presentes en los subtipos de este tumor. Asi, debemos recordar que el CME de bajo grado
se compone de una mayor cantidad de células mucosecretoras y una menor proporcion de células
intermedias y epidermoides, y que son éstas dos ultimas las que suelen contener una mayor
concentracion de manera natural de este proteoglicano, cuya funcion principal es el unirlas entre si
y con diversos componentes de la matriz extracelular (Ishikawa et al., 2010; Teng et al., 2012). Al
no ser aparentemente €sta una funcion relevante en las células mucosecretoras, mismas que
expresaron Syndecan-1 solo en porcentajes muy inferiores a lo observado en células ductales
(precursoras de los otros tipos celulares) en los tejidos glandulares utilizados como control,
nuestros resultados podrian ser explicados con base en que existe una menor cantidad de células

intermedias y epidermoides encontradas en tumores de BG/GI, y por ello tendrian una menor
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concentracion del proteoglicano, en comparacion a una expresion algo mayor en los tumores de AG
debido a diferencias en las proporciones de los distintos componentes celulares y posiblemente a
variaciones en cuanto a la presencia o no de anaplasia (dato no cuantificado en este estudio), sin

que la diferencia encontrada en inmunoexpresion afecte la conducta bioldgica de la neoplasia.

Los resultados del modelo de regresion logistica multiple realizados en este trabajo permitieron
identificar que el tener una mayor edad y ser del sexo masculino, representan situaciones que
confieren una mayor probabilidad de presentar una lesion de alto grado, resultados similares a los

encontrados por Liu et al., en 2014.

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra su disefio de corte transversal, en el que no
es posible identificar la secuencia temporal de los eventos. No obstante, dada la naturaleza de estas
lesiones, los estudios de seguimiento tienen restricciones éticas. El tamafio de la muestra fue
pequeiio, pero aun asi permitié identificar diferencias significativas en la inmunoexpresion de los

marcadores utilizados.

Con respecto a las fortalezas de este trabajo, una de ellas fue el uso de los marcadores y su andlisis
de manera especifica al tipo celular de cada subgrupo de tumores, lo que disminuye el efecto de
solo evaluar el nimero de células presentes en los campos seleccionados. Asimismo, el uso de
modelos multivariados incorporando la edad y sexo de los pacientes en la evaluaciéon de los
marcadores, disminuye la posibilidad de tener efectos de confusién o variables modificadoras en el

estudio al utilizar este tipo de marcadores.

Trabajos subsecuentes podrian enriquecer la informacién obtenida en la presente investigacién, con
resultados que pudiesen tratar de predecir el comportamiento biolégico de estas lesiones a través de

estudios longitudinales con seguimiento de mayor nimero de pacientes. Hasta ahora los resultados
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obtenidos con MUC1, marcador que de acuerdo a algunas investigaciones se relaciona con una
mayor agresividad, no han demostrado una asociacién definitiva entre su expresiéon y el
comportamiento del CME. Por su parte, la aplicacién de Syndecan-1 en el CME en el presente
estudio marcé un precedente, ya que no existen antecedentes de su evaluacidon en este tipo de
neoplasia; sin embargo, a pesar de saber que suele haber pérdida de expresion en lesiones con
mayor agresividad tumoral, es necesario investigar a mayor profundidad su posible participacion en

la biologia del CME de acuerdo al tipo celular y a su grado histolégico de malignidad.
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11. Conclusiones

La expresion del marcador MUC2 en células intermedias arrojé resultados significativos. De
acuerdo con reportes de investigaciones previas en CME, este es el primer estudio en que se
observan resultados significativos asociados a una mayor expresion de MUC2 en lesiones de alto

grado.

La utilizacién del marcador de adhesion celular Syndecan-1 (CD-138), del cual no se tiene
precedente en CME, revel6 una expresion menor en las neoplasias de bajo grado en comparacioén
con los tumores de alto grado; sin embargo, esta diferencia en la expresion puede explicarse con
base en las funciones propias que esta molécula tiene en los distintos tipos celulares en la unidad
acino-ductal y en tumores de bajo grado, asi como en la proporcién en que se presentan estos tipos

celulares en los distintos grados histologicos del CME.

Por otro lado, la expresion del marcador de proliferacion celular Ki-67, al igual que lo registrado en
otros estudios, se encontré aumentada en las neoplasias de alto grado, con una fuerte asociacion, lo
que corrobora su utilidad como elemento indicador de mayor agresividad, factor particularmente
importante en el CME, ya que la diversidad histomorfolégica y la frecuente limitacion en la
representatividad de las muestras tisulares obtenidas para diagndstico de esta neoplasia a menudo
hacen dificil el poder establecer desde un punto de vista histopatolégico una verdadera diferencia

entre los grados bajo e intermedio comparadas con las lesiones de alto grado.

Al realizar la categorizacion de la expresion de cada uno de los marcadores por tipo celular,

enfatizamos que esta neoplasia debe ser considerada como una entidad dnica, la cual evoluciona y
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cambia su comportamiento de acuerdo a los componentes celulares que predominen en ella al
evaluar tanto mucinas como marcadores de adhesién y proliferaciéon celular, se tiene mads
informacion sobre las caracteristicas de la lesion; no obstante, se considera que el hecho de
observar su positividad no es criterio suficiente para determinar su prondstico, sino que se debe
observar cuidadosamente el patrén de expresion en cada tipo celular de esta neoplasia para
identificar su participacion en la determinacion de su morfologia y funcién y determinar entonces si

es posible dar un prondstico sobre su comportamiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos y con base en el objetivo principal de la presente
investigacion, se identificaron algunos hallazgos que merecen estudiarse mas a fondo, tal es el caso
de la expresion de MUCSAC y Syndecan-1, con el fin de acrecentar la informacién sobre las
posibles teorias sobre la evolucion y crecimiento de esta neoplasia en sus diversos estadios de
agresividad y determinar si la expresion alterada de estos marcadores pudiese asociarse a un grado

histolégico en especifico o determinar su conducta bioldgica.

Por otra parte, en neoplasias glandulares de otras regiones del organismo se ha identificado el valor
prondstico de la expresion de mucinas y se han desarrollado blancos terapéuticos. Si bien los
resultados de la presente investigacion son alentadores se requiere de mds investigaciones en CME
para identificar los marcadores prondsticos mds adecuados que permitan ofrecer el mejor

tratamiento al paciente que presenta este tipo de neoplasias.



Pagina |56

12. Referencias

— Akrish S, Ben-IO, Peled M. P27/SKP-2 Histochemical profile is relevant to malignant salivary
gland tumors (MST) histogenesis and tumor grade. Head Neck Pathol. 2012; 6: 157- 65.

— Alos L, Lujan B, Castillo M, Nadal A, Carreras M, Caballero M, et al. Expression of
Membrane-Bound Mucins (MUC1 and MUC4) and secreted Mucins (MUC2, MUCS5AC,
MUCSB, MUC6 and MUC7) in Mucoepidermoid Carcinomas of Salivary Glands. Am J Surg
Pathol. 2005; 29: 806-813.

— Auclair P, Goode RK, Ellis GL. Mucoepidermoid Carcinoma of Intraoral Salivary Glands
Evaluation and Application of Grading Criteria in 143 Cases. Cancer. 1992; 8: 2021- 2030.

— Beauvais DM, Ell BJ, McWhorter AR, Rapraeger AC. Syndecan-1 regulates alphavbeta3 and
alphavbeta$ integrin activation during angiogenesis and is blocked by synstatin, a novel peptide
inhibitor. J Exp Med. 2009; 206:691-705.

— Bishop JA. Yonescu R, Batista D, Warnock G, Westra W. Glandular Odontogenic Cysts
(GOCs) Lack MAML2Rearrangements: A Finding to Discredit the Putative Nature of GOC as a
Precursor to Central Mucoepidermoid Carcinoma. Head Neck Pathol. 2014; 8:287-290.

— Callaghan RM, Voynow JA. Respiratory Tract Mucin Genes and Mucin Glycoproteins in health
and disease. Physiol Rev. 2006; 86: 245-278.

— Carraway KL, Theodoropoulos G, Kozloski GA, Coralie A Carothers Carraway CA.
Muc4/MUCH4 functions and regulation in cancer. Future Oncol. 2009; 5: 1631-1640.

— Carlson J, Licitra L, Locati L, Raben D, Persson F, Stenman G. Salivary Gland Cancer: An
Update on present and emerging therapies. J Clin Oncol. 2013; 33: 257-63.

— Dantas da Silveira EJ, Veras BS, Batista de Amorim RF, Guedes Queiroz LM, de Almeida
Freitas R, Batista de Souza L. Cytokeratin profile in mucoepidermoid carcinoma is not related to
its histological grading of malignancy. Exp Mol Pathol. 2006; 81: 72-6.

— Demasi AP, Silva C, D Silva A, Furuse C, Soares AB, Altemani A, et al. Expression of the
vascular Endothelial Growth Factor and Angiopoietins in mucoepidermoid carcinoma of
salivary gland. Head Neck Pathol. 2012; 6:10-5.7?

— Do Prado R, da Silva AL, Dias CE, Carvalho YR. Immunohistochemical study of the expression
of fatty acid synthase and Ki-67 in salivary gland tumors. J Oral Pathol Med. 2011; 40: 467—
475.



Pagina |57

Eveson JW, Auclair P, Gnepp DR, El-Naggar AK. In: Barnes L, Eveson JW, Reichart P,
Sidransky D. (Eds.) World Health Organization Classification of Tumors. Pathology and
Genetics of Head and Neck Tumours Lyon: IARC Press. 2005. pp.212-215.

Fonseca FP, Filho MS, Altemani A, Speight PM, Vargas PA. Molecular signature of salivary
gland tumors: potential uses diagnostic and prognostic marker. J Oral Pathol Med. 2016; 45:
101-110.

Goémez M, Campos A. Histologia, embriologia e ingenieria tisular bucodental [CD-ROM].
México D.F.: Editorial Médica Panamericana. 2009.

Gongalves CF, Oliveira MM, Gongalves RC, Duarte EM, Silva TA, Carvalho AB, et al.
Expression of Ki-67 and MUCI in mucoepidermoid carcinomas of young and adult patients:
Prognostic implications. Exp Mol Pathol. 2011; 90: 271-275.

Goode RK, El-Naggar AK. Mucoepidermoid carcinoma. In Barnes L, Eveson JW, Reichart P,
Sidransky D. (Eds). World Health Organization Classification of Tumors. Pathology and
Genetics of Head and Neck Tumours. Lyon: IARC Press. 2005. pp. 219-220.

Handra-Luca A, Lamas G, Bertrand J-Ch., Fouret P. MUC1, MUC2, MUC4, and MUC5AC
Expression in Salivary Gland Mucoepidermoid Carcinoma Diagnostic and Prognostic
Implications. Am J Surg Pathol. 2005; 29: 881-889.

Hicks J, Flaitz C. Mucoepidermoid carcinoma of salivary glands in children and adolescents:
assessment of proliferation markers. Oral Oncol. 2000; 36: 454-460.

Hunt JL. An update on molecular diagnostics of squamous and salivary gland tumors of the head
and neck. Arch Pathol Lab Med. 2011; 135: 602—-609.

Ishikawa T, Kramer RH. Sdcl Negatively Modulates Carcinoma Cell Motility and Invasion.
Exp Cell Res. 2010; 6: 951-965.

Itoh Y, Kamata-Sakurai M, Denda-Nagai K, Nagai S, Tsuiji M, Ishii-Schrade K, et al
Identification and Expression of Human Epiglycin/MUC21: a novel transmembrane mucin.
Glycobiology. 2008; 18: 74-83.

Leivo I. Insights into a complex group of neoplastic disease: Advances in histopathologic
classification and molecular pathology of salivary gland cancer. Acta Oncol. 2006; 45: 662-668.

Liu S., Ruan M., Li S., Wang L., Yang W. Increased expression of MUCI predicts poor survival
in salivary gland mucoepidermoid carcinoma. J Cranio Maxil Surg. 2014; 42: 1891-1896.

Lujan B. Expresiéon de mucinas y moléculas relacionadas en los carcinomas mucoepidermoides
de glandulas salivales: implicaciones diagnésticas y pronosticas. Tesis Doctoral. Barcelona:
Universidad de Barcelona, 2011.



Pagina |58

Lujan B, Hakim S, Moyano S, Nadall A, Caballero M, Diaz A, et al. Activation of the
EGFR/ERK pathway in high-grade mucoepidermoid carcinomas of the salivary glands. Br J
Cancer. 2010; 103: 510-516.

Luukkaa H, Klemi P, Leivo I, Vahlberg T, Grénman R. Prognostic significance of Ki-67 and
p53 as tumor markers in salivary gland malignancies in Finland: An evaluation of 212 cases.
Acta Oncol. 2006; 45: 669-675.

Mannweiler S, Beham A, Langner C. MUC1 and MUC?2 expression in salivary gland tumors
and in non-neoplastic salivary gland tissue. APMIS. 2003; 111: 978- 984.

Mahomed F. Recent advances in mucin immunohistochemistry in salivary gland tumors and
head and neck squamous cell carcinoma. Oral Oncol. 2011; 47: 797- 803.

Nance M, Seethala RR,Wang Y, Chiosea SI, Myers EN, Johnson JT, Lai SY. Treatment and
Survival Outcomes Based on Histologic Grading in Patients with Head and Neck
Mucoepidermoid Carcinoma. Cancer. 2008; 15: 2082-20809.

Okabe M, Miyabe S, Nagatsuka H, Terada A, Hanai N, Yokoi M, Shimozato K, Eimoto T,
Nakamura S, Nagai N, Hasegawa Y,Inagakil H. MECT1-MAML2 Fusion Transcript Defines a
Favorable Subset of Mucoepidermoid Carcinoma. Clin Cancer Res. 2006; 13: 3902-3907.

Pires FR, de Almeida OP, de Araujo VC, Kowalski LP. Prognostic factors in head and neck
mucoepidermoid carcinoma. Arch Otolaryngol Head Neck Surg. 2004; 130: 174- 180.

Rachagani S, Torres MP, Moniaux N, Batra SK. Current status of mucins in the diagnosis and
therapy of cancer. Biofactors. 2009; 6: 509-527.

Rakha EA, Boyce RW, Abd El-Rehim D, Kurien T, Green AR, Paish EC, et al. Expression of
mucins (MUCI1, MUC2, MUC3, MUC4, and MUCS5AC) and their prognostic significance in
human breast cancer. Mod Pathol. 2005; 18:1293- 1304.

Rapidis AD, Nikolaos G, Hariklia G, Spyros DS, Faratzis G, Lagogiannis GA, et al
Mucoepidermoid carcinoma of the salivary glands. Review of the literature and clinic
pathological analysis of 18 patients. Oral Oncol. 2007; 43: 130— 136. Ojo no esta citado en el
texto

Sanchez-Mora N, Parra BV, Cebollero PM, Carretero-Albifiana L, Herranz ML, Alvarez-
Ferndndez E. Mucoepidermoid tumors of the bronchus. Ultrastructural and
immunohistochemical study. Histogenic correlations. Histol Histopathol. 2007; 22: 9-13.

Sanderson RD, Yang Y. Syndecan-1: A dynamic regulator of the myeloma microenvironment.
Clin Exp Metastasis. 2008; 25: 149-159.



Pagina |59

Saunders S, Jalkanen M, O'Farrell S, Berntield M. Molecular Cloning of Syndecan, an Integral
Membrane Proteoglycan. J Cell Biol.1989; 108: 1547-1556.

Seethala RR. Histologic Grading and Prognostic Biomarkers in Salivary Gland Carcinomas,
Adv Anat Pathol. 2011; 18: 29- 45.

Sirivanichsuntorn P, Keelawat S, Danuthai K, Mutirangura A, Subbalekhal K, Kitkumthorn N.
LINE-1 and Alu hypomethylation in mucoepidermoid carcinoma. BMC Clin Pathol. 2013; 13:
10-21.

Siyi L, Shengwen L, Min R, Wenjun Y, Lizheng W, Chenping Z. Increased expression of Muc-1
has close relation with patient survivor in high-grade salivary gland mucoepidermoid carcinoma.
J Oral Pathol Med. 2014; 43: 579-584.

Stewart FW, Foote FW, Becker WF. Mucoepidermoid tumors of salivary glands. Ann Surg.
1945; 122:820—44. Ojo no esta citado en el documento

Teng YH, Aquino RS, Park PW. Molecular functions of syndecan-1 in disease. Matrix Biol.
2012; 1: 3-16.

Terada T. An inmunohistoquemical study of primary signet-ring cell carcinoma of the stomach
and colorectum: II Expression of MUCI1, MUC2, MUC5AC and MUC6 in normal mucosa and
in 42 cases. Int J Clin Exp Pathol. 2013; 6: 613- 621.

Van heerden WFP, Raubenheimer EJ, Dreyer L. The role of DNA ploidy and ki-67 in the
grading of mucoepidermoid carcinomas. Anticancer Res 2005; 25: 2589-2592.

Weed DT, Gomez-Fernandez C, Pacheco J, Ruiz J, Hamilton-Nelson K, Arnold DJ, et al. Muc4
and ERBB2 Expression in Major and Minor Salivary Gland Mucoepidermoid Carcinoma. Head
Neck. 2004; 26: 353-364. Ojo no esta citado en el documento.

Whiteford JR, Behrens V, Kirby H, Kusche-Gullberg M, Muramatsu T, Couchman JR.
Syndencans promote integrin-mediated adhesion of mesenchymal cell in two distinct pathways.
Exp Cell Res 2007; 313: 3902-3913.

Workman HC, Sweeney C, Carraway III KL. The membrane mucin Muc4 inhibits apoptosis
induced by multiple insults via ErbB2-dependent and ErbB2-independent mechanisms. Cancer
Res. 2009; 69: 2845-2852.

www.cofepris.gob.mx/MJ/Paginas/Normas-Oficiales-Mexicanas.aspx. Consulta de la pagina
julio 2015.



Pagina |60

ANEXOS



Pagina |61

Anexo 1

Clasificacion Histoldgica de los Tumores de Gldndulas Salivales segtin la Organizacién Mundial de
la Salud.

TUMORES MALIGNOS
Carcinoma de células acinares
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma adenoideo quistico
Adenocarcinoma polimorfo de bajo grado
Carcinoma epitelial-mioepitelial
Carcinoma de células claras no especificado
Carcinoma de células basales
Carcinoma sebéceo
Linfadenocarcinoma sebaceo
Cistadenocarcinoma
Cistadenocarcinoma cribiforme de bajo grado
Carcinoma oncocitico
Carcinoma ductal salival
Adenocarcinoma no- especificado
Carcinoma mioepitelial
Carcinoma ex adenoma pleomorfo
Carcinosarcoma
Adenoma pleomorfo metastatizante
Carcinoma escamocelular
Carcinoma de células pequefias
Carcinoma de células grandes
Carcinoma linfoepitelial
Sialoblastoma

TUMORES BENIGNOS
Adenoma pleomorfo
Mioepitelioma
Adenoma de células basales
Tumor de Warthin
Oncocitoma
Adenoma canalicular
Adenoma sebaceo

Linfadenoma sebaceo

Linfadenoma no sebaceo
Papiloma ductal

Papiloma ductal invertido

Papiloma intraductal

Sialadenoma papilifero
Cistadenoma

Eveson JW, Auclair P, Gnepp DR, El-Naggar AK. In: Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D. (Eds.) World Health
Organization Classification of Tumors. Pathology and Genetics of Head and Neck Tumours Lyon: IARC Press 2005; 212-5.
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Arquitectura de los conductos excretores y unidad secretora principal y las caracteristicas

principales de las células del parénquima glandular.

g’g

\ v o
'
Células

secretoras

L»M-Qﬁfﬁ&'

Célula mioepitelial

Luz del conducto

RIS

A\ —— P ——

Adenémero Conducto intercalar Conducto estriado

Lamina basal

e ————

©2009 Editorial Médica Panamericana

Tomado de: Gémez M, Campos A. Histologia, embriologia e ingenieria tisular bucodental. México D.F.: Editorial Médica

Panamericana; 2009.
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Caracteristicas histopatoldgicas, valor en puntos y puntuacién usada para establecer el grado del

carcinoma mucoepidermoide.

Caracteristicas histopatolégicas

Valor en puntos

Componente quistico < 20% 2

Invasion neural 2

Necrosis 3

4 0 mas mitosis/ 10 campos de 40x 3

Anaplasia 4

Grado del tumor Calificacion
Bajo 0-4
Intermedio 5-6

Alto 7 0 més

Tomado de: Goode RK, El-Naggar AK. Mucoepidermoid carcinoma. In Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D.
Eds. World Health Organization Classification of Tumors. Pathology and Genetics of Head and Neck Tumours. Lyon: IARC

Press 2005; 219-20.
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Anexo 4

Funcion y expresion de las mucinas secretoras y de superficie en los tejidos glandulares, asi
como su importancia en su fisiologia y patologia.

Funcién y expresion de mucinas secretoras y de superficie en los tejidos glandulares. Importancia en su
fisiologia y patologia.

Mucinas Funcién Expresion en tejido Expresion en érgano Importancia

secretoras sano o tejido maligno

MUC 2 Mucinas Expresion leve o difusa | Aumento en la La expresion normal de

MUCSAC formadoras en el citoplasma de las | intensidad de expresién | estas mucinas se ha

MUC5B de moco células muco- en el citoplasma de las | observado en

MUC6 productoras, algunas de | células mucosas. neoplasias malignas de

MUC7 ellas son expresadas en bajo grado, neoplasias

MUCS forma granular. benignas y tejido

MUC9 glandular sano.

MUC19

Mucinas de Funcion Expresion en tejido Expresion en érgano Importancia

superficie sano o tejido maligno

MUCI1 Mucinas Expresadas en la Expresion intensa en Expresion aberrante de

MUC3A expresadas membrana celular las membranas estas mucinas

MUC3B en la luminal de las células celulares y citoplasma | demuestra un aumento

MUC4 membrana de tejidos epiteliales de las células del en la proliferaciéon y

MUCI11 celular glandulares, estructuras | epitelio glandular. progresién de la

MUCI12 ductales y acinos. neoplasia, relacionado

MUC13 con el alto grado de

MUCI16

MUC17

MUC20

MUC21

Tomado de: Alos ef al., 2005; Rakha ef al., 2005; Weed et al., 2004.
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Anexo 5

Caracterizacion y analisis de la inmunoexpresion de mucina 1, 2, 4, Sac, Syndecan-1 y Ki-67
en el carcinoma mucoepidermoide.

Hoja de recoleccion de datos

Fecha: Folio: Folio INCan:

Datos demograficos
Nombre: Edad: Sexo:

Caracteristicas clinicas y seguimiento

Neoplasia 1*Vez ___/ _/__ Recurrencia ___/___/_____ Tiempo de evolucién: ___/___/
Metastasis /[ Ultima cita Y A
Localizacién 'GP ( )?GSL( )’GSM ( )*GSm: Tamaiio del tumor:
Clasificaciéon TNM T ( )°N( ) 'M( ) Etapa clinica: Tratamiento *CX ( )°QT( )''RT( )
Caracteristicas histologicas
% Componente quistico: Areas de necrosis Si ( )No( ) Invasionneural Si( )No( )
Mitosis por 10 campos de 40x: Anaplasia Si( )No( ) Invasion vascular Si( )No ( )
Inmunomarcador Células totales Células Inmunomarcador Células totales Células
positivas positivas
"MucC1 “MUC4
FM1 FM1
FM?2 FM2
“MUC2 MUC5AC
FM1 FM1
FM2 FM2
“Ki-67 SYNDECAN-1
FM1 FM1
FM2 FM2
FM3 FM3

Abreviaturas: ! Glandula pardtida, % Glandula sublingual, 3 Glandula submaxilar, 4 Glandulas salivales menores, STumor, °

Nédulo, " Metastasis, ® Cirugia, o Quimioterapia, 10 Radioterapia, "' Mucinal, > Mucina2, > Marcador de proliferacion celular
Ki-67, " Mucina4, ' Mucina5AC, '* Marcador de adhesién celular Syndecan-1.
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Caracteristicas de los anticuerpos utilizados en la presente investigacion para el analisis

inmunohistoquimico.

Anticuerpo Laboratorio Dilucion Tincion
MUC1 Biocare 1:200 Membrana
MUC2 GeneTex 1:1000 Citoplasmica
MUC4 Biocare 1:100 Citoplasmica
MUCSAC Biogenex 1:100 Citoplasmica
Ki-67 BioSB 1:70 Nuclear
SYNDECAN- 1 Dako 1:100 Membrana
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Anexo 7

Norma Oficial Mexicana para el manejo de material de laboratorio*

Esta investigacion cumple con la Norma Oficial Mexicana-NOM-007-SSA3-2011 para la
organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos, que en su parrafo 8 de Higiene y
Bioseguridad, aplicdndose el inciso 8.2, sefiala que el personal que realiza el trabajo de laboratorio
cuente con las medidas necesarias para la protecciéon y correcta utilizaciébn, manejo y

almacenamiento de las muestras de tejido utilizadas para la presente investigacion.

www.cofepris.gob.mx/MJ/Paginas/Normas-Oficiales-Mexicanas.aspx
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Indice de Figuras

Figura 1. Mapa de microarreglos Grupo 1 (BG/GI)

1 2 3 4 5
A IC12-9175 IC12-10225 IC12-13207-2 I1C13-832-1
B IC14-443-1 AM-187-92 QA-205-93-A QA-54-96
C QA-474-99-B B01-172-B QA-286-01-B QA-133-02-C2
D QA-98-07 QA-114-09 QA-09-423 QA-215-11
E QA-468-12-B B13-185 QA-339-13 QA-59-14-2

* Abreviaciones otorgadas a los bloques de las lesiones por el laboratorio de procedencia.

Figura 2. Mapa de microarreglos Grupo 2 (AG)

1 2 3 4
A 1C04-8288-1 1C06-2218-3 1C07-913-2 1C08-856-7
B 1C09-6226-20 1C09- 7004-1 1C09-12307-6 1C10-3949
C 1C10-8150-1 IC1011670 IC10-13100 IC10-13291-1
D IC11-13014 1C12-545 IC12-6079 1C12-8702-2
E IC11-2627 I1C12-8749

* Abreviaciones otorgadas a los bloques de las lesiones por el laboratorio de procedencia.
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Figura 3. CME de bajo grado, marcador MUC1. Expresion positiva de

MUCI en la membrana citopldsmica de células epidermoides y en la
porcién luminal de los espacios quisticos. Aumento 40x.

Figura 4. CME de alto grado, marcador MUCI1. Véase expresion
positiva en membrana celular de células mucosecretoras 'y
epidermoides. Aumento 40x.
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Figura 5. CME de bajo grado, aplicaciéon del marcador MUC2.
Expresion positiva del marcador en el citoplasma de células
epidermoides y algunas intermedias. Aumento 40x.

N : : o v i
Figura 6. CME de alto grado, aplicaciéon del marcador MUCS5AC.
Véase expresion positiva en el citoplasma de algunas células
mucosecretoras y en secreciones mucoides de los espacios quisticos.

Aumento 40x.
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Figura 7. CME de bajo grado. Se puede observar la expresion positiva
de CD-138 en la membrana celular de algunas células epidermoides y
en la porcién apical de células mucosecretoras. Aumento 40x.

Figura 8. CME de alto grado. Se observa expresion positiva de CD-138
en la membrana celular de células epidermoides. Aumento 40x.



Figura 9. CME de bajo grado. Se observa expresion positiva de Ki-67
en los nucleos de algunas células epidermoides. Aumento 40x.

[ “dﬂ L 't‘w 3 . .“. - L’»".I‘ . \ ! = ', .“’ g .
Figura 10. CME de alto grado, marcador Ki-67. Véase expresion
positiva nuclear en algunas células epidermoides e intermedias.
Aumento 40x.
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