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RESUMEN

El carcinoma mucoepidermoide (CME) el tumor epitelial maligno de glandulas salivales mas
comun. La fraccién de crecimiento corresponde a la proporcion de células incluidas en el
ciclo celular y puede ser facilmente evaluada por el anticuerpo Ki-67. El objetivo del
presente trabajo fue comparar la fracciéon de crecimiento tumoral en CME de bajo y alto
grado, indicativa del comportamiento clinico y agresivo tumoral. Se realizaron cortes
seriados de biopsias de CME de 6 casos donde se aplicé la siguiente metodologia: estudio
estructural e histoquimico (H/E, PAS, ATO y Dane/ Alcian Blue), evaluacion de la
proliferacion celular (marcacion para Ki-67) y determinacion del indice mitético con
tricromico de Hollande. El carcinoma mucoepidermoide esta constituido por células
mucosas, epidermoides, intermedias, claras y ocasionalmente de células oncociticas En el
analisis y contaje de las muestras de CME de bajo y alto grado de diferenciacion la
expresion de Ki-67 fue muy evidente en los tumores de alto grado de malignidad. El céalculo
del indice proliferativo para CME de bajo grado de diferenciacion fue de 1.0% (rango de 1.2
- 0.8) y de 19.07% (rango de 21.7 a 17) para los CME de alto grado de diferenciacion,
siendo positivo para los CME de alto grado de malignidad. Con la técnica tricromica de
Hollande las células en divisién fueron facilmente identificadas, pudiendo observarse las
mitosis atipicas de las células neopléasicas. El indice mitético fue de 4 mitosis cada 10
campos de mayor aumento en CME de alto grado siendo sensiblemente inferior o negativo

en CME de bajo grado. Los resultados aportados demuestran que se obtiene una importante
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informacién a partir del recuento de las mitosis en 10 campos de mayor aumento lo que
permite obtener el porcentaje de células que en un momento dado estan en mitosis. El

grado histolégico tumoral se asocia a la expresion de Ki-67.

Palabras claves: gandulas salivales, carcinoma mucoepidermoide, proliferacién celular,

inmunohistoquimica

INTRODUCCION

Los marcadores de proliferacion celular son herramientas de gran ayuda para el prondstico
y tratamiento de las neoplasias, ya que la proliferaciéon celular constituye un mecanismo
biolégico de relevancia en la oncogénesis (Lazaro & Cleveland, 2000 Luuka et al. 2006 Loh
et al. 2009.).

Algunos de estos marcadores se localizan de manera exclusiva en células en proliferacion y
su identificacion inmunohistoquimica permite analizar la proliferacion celular normal y
patolégica (Ochoa Gomez et al. 2009). Los marcadores de proliferacion se han clasificado
en: 1- marcadores de fraccion de crecimiento, 2- marcadores de fases especificas del ciclo
celular.

La fraccion de crecimiento corresponde a la proporcién de células incluidas en el ciclo celular
y puede ser facilmente evaluada por el anticuerpo Ki-67. El anticuerpo monoclonal Ki-67 se
obtuvo por primera vez en la ciudad de Kiel (de alli su nombre) para el estudio de la linea
celular de linfoma de Hodgkin, por Gerdes et al en 1983, tratando de conseguir un
anticuerpo especifico contra las células de Reed Sternberg (Scholsen & Verdes, 2000).

Este anticuerpo permite marcar el antigeno nuclear Ki-67, que es una proteina no histénica
que se expresa en las células durante las fases G1, S, G2 y M del ciclo celular y que esta
ausente en células en reposo (GO). Esto permite emplear Ki-67 para medir la fraccion de
crecimiento en tejidos normales y tumores malignos (Garcia Garcia et al. 2006).

El carcinoma mucoepidermoide (CME) es un tumor epitelial maligno de glandulas salivales
constituido por proporciones variadas de células mucosas, epidermoides, intermedias, claras
y ocasionalmente de células oncociticas. El grado histolégico tumoral (bajo, intermedio,
alto) condiciona su comportamiento biolégico (Afip, Samar et al. 2004).

Basandonos en lo anteriormente expuesto hemos comparado la fraccion de crecimiento
tumoral en CME de bajo y alto grado, indicativa del comportamiento clinico y agresivo

tumoral.

MATERIALES Y METODOS



Se seleccionaron biopsias de CME de 6 casos provenientes de cirugias de clinicas privadas
de la ciudad de Cérdoba (Argentina), (Tabla 1 y 2). Se revisaron los informes de Anatomia
Patolégica existentes en los archivos para ser reevaluados de acuerdo a la actual
clasificacion de la OMS (Auclair et al. 1992).

Se realizaron cortes seriados de cada muestra de 5 pm donde se aplicd la siguiente
metodologia: estudio estructural e histoquimico (H/E, PAS, ATO y Dane/ Alcian Blue),
evaluacion de la proliferacion celular (marcacion para Ki-67 de las células incluidas en el
ciclo celular) y determinacién del indice mitético con tricromico de Hollande que permite
observar los nucleos en mitosis de color rojo.

Se analizé y determiné su grado histoldgico en cortes histoldgicos coloreados con H/E segun
el sistema de gradacién tumoral de Auclair et al basado en variables observables con el
microscopico optico.

La evaluacion de la inmunomarcacion con Ki-67 se realizé en las preparaciones histoldgicas
a través del sistema de célculo de contaje celular en campos que carecian de areas de
necrosis y eran homogéneas en la poblacién celular objeto de estudio (Gil- Salu et al.
2001). Sobre cada campo se contabilizaron a mayor aumento el nimero total y acumulado
de células y las células marcadas mediante Ki-67.

A partir de este contaje se obtuvo un indice proliferativo aplicando la férmula células
marcadas / células totales x 100 (en porcentaje). La expresividad se determin6é dando sélo
puntuacion positiva si existia mas de un 10% de células marcadas y negativo si este
porcentaje no llegaba a esta cifra o no habia expresion de células tefiidas.

De la misma manera se determiné el indice mit6dtico en cortes coloreados con tricromico de
Hollande a partir de la topografia tisular puesta de manifiesto con esta coloraciéon
aplicando la siguiente féormula: células coloreadas / células totales x 100 (en porcentaje)
cada 10 campos de mayor aumento (Gray, 1995).

RESULTADOS

Caracteristicas estructurales e histoquimicas

El diagnostico del grado histologico tumoral basado en los parametros de Auclair y Goode
nos permitié diferenciar CME de alto y bajo grado. En los tumores de bajo grado de
diferenciacion (score de 0 a 4) predominaban quistes y microquistes delimitados por un
epitelio donde se destacaban células mucosecretoras cuyo citoplasma era intensamente PAS
positivo, metacromatico y alcianofilico. Entre las areas quisticas se identificaron nidos
celulares solidos que presentaron células epidermoides y claras entre las que se disponian
células mucosas dispersas. No se observo atipia celular. (Fig 1y 2).

En los 3 casos de tumores de alto grado de diferenciacion (score de 7 o mas) se observo un

patron de crecimiento sélido donde se destacaban las células epidermoides e intermedias
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con un alto grado de atipia, anaplasia y mitosis atipicas. Las células PAS positivas se
identificaron ocasionalmente. Se observaron areas necroticas e invasion vascular.
Determinacioén del indice mitético y evaluacion de la proliferacion celular

Del analisis y contaje de las muestras de CME de bajo y alto grado de diferenciacion la
expresion de Ki-67 fue muy evidente en los tumores de alto grado de malignidad (Fig. 3). El
calculo del indice proliferativo para CME de bajo grado de diferenciacién fue de 1.0% (rango
de 1.2 - 0.8) y de 19.07% (rango de 21.7 a 17) para los CME de alto grado de

diferenciacion, siendo positivo para los CME de alto grado de malignidad.

Expresion de Ki-67 para CME de bajo grado de diferenciacion
Ki-67 (n=3)
Media: 1.0 %
Rango: 1.2 - 0.8

Expresion de Ki-67 para CME de bajo alto de diferenciacion
Ki-67 (n=3)

Media: 19.07 %
Rango: 21.7 - 17.0

Con la técnica tricromica de Hollande en cortes histolégicos de CME de bajo y alto grado de
diferenciacion las células en division fueron facilmente identificadas, pudiendo observarse
las mitosis atipicas de las células neoplasicas (Fig. 4). El indice mitético fue de 4 mitosis
cada 10 campos de mayor aumento en CME de alto grado siendo sensiblemente inferior o

negativo en CME de bajo grado.

DISCUSION

De acuerdo al criterio de Auclair et al (1992) los tumores estudiados por nosotros fueron
clasificados en CME de bajo y alto grado de diferenciacion. Este sistema de gradaciéon es una
herramienta que permite detectar casos de mayor riesgo con una coloracién standard de
H/E en cortes histolégicos de rutina. La inmunohistoquimica mostré una diferente coloracion
nuclear siendo su expresion importante en tumores de alto grado (score de 7 o + seguln
gradacion tumoral), lo que se asocia a un indice proliferativo positivo y, en consecuencia, a
un pronoéstico desfavorable y posiblemente refleje su curso clinico. (Gil- Salu et al. 2001
Uzma et al. 2008 Lao & Chen 2011). Por el contrario, en CME de bajo grado (score de 0 a 4)

el indice proliferativo era negativo.



En nuestra casuistica no diagnosticamos casos de CME de grado intermedio (score de 5-6).
Algunos autores consideran a estos tumores como potencialmente de alto grado (Okabe et
al. 2001).

Por otro lado, un sin niamero de técnicas tricrémicas aportan importante informacién sobre
aspectos funcionales normales y patolégicos de células y tejidos (Samar et al. 2004).
Basandonos en esas aplicaciones empleamos la técnica tricromica de Hollande () en los 6
casos de CME para observar las células en mitosis dentro de la poblacion celular neoplasica
y determinar el indice mitdético.

Se concluye que:

Los resultados aportados demuestran que se obtiene una importante informacién a partir
del recuento de las mitosis en 10 campos de mayor aumento lo que permite obtener el
porcentaje de células que en un momento dado estan en mitosis.

El grado histolégico tumoral se asocia a la expresion de Ki-67, que nos permite evaluar la
proporcion de células en ciclo celular.

Se estudiara el factor de crecimiento transformante B (1) ya que su expresion elevada
puede jugar un importante papel en la trasformacion y proliferacion celular en el CME (Lao
& Chen, 2011).

Finalmente, se debe investigar la historia de seguimiento de los pacientes para correlacionar

su evolucién con el tipo histolégico tumoral.
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ANEXOS

Tabla 1: Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad: Distribuciéon por sexo,
edad y ubicaciéon segun caso.

Sexo edad ubicacion
Caso 1 fem 70 afnos Pardtida
Caso 2 Fem 15 afios Pardétida
Caso 3 Masc 62 afnos Submaxilar

Tabla 2: Carcinoma mucoepidermoide de bajo grado de malignidad: Distribucién por sexo,
edad y ubicacién segun caso.

Sexo edad ubicacion
Caso 1 Fem 44 afos Pardtida
Caso 2 Fem 16 afios Paladar
Caso 3 Fem 51 afios Carrillo




Tabla 3. Sistema de gradacion tumoral de Auclair et al.

GRADACION TUMORAL

PARAMETROS PUNTAJE
- Componente intraquistico < 20% +2
- Invasion neural +2
- Necrosis +3
- 4 mitosis/10 campos a mayor aumento +3
- Anaplasia +4
GRADO SCORE
- Bajo 0-4
- Intermedio 5-6
- Alto 7




FIGURA 1: Carcinoma mucoepidermoide de bajo grado de malignidad. A. Nidos de células claras y epidermoides.

H/E. 100x B. area quistica con gran cantidad de células mucosas. Tricrémico de Dane/Alcian blue.100x.

FIGURA 2: Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad. A y B. nidos sélidos de células con signos de

anaplasia. Mitosis atipicas. H/E. 200x.



FIGURA 3: carcinoma mucoepidermoide. A. CME de bajo grado de malignidad con débil y escasa marcacion. Ki-67.

100x. B. CME de alto grado de malignidad con abundante células marcadas. Ki-67. 100x.

FIGURA 4: Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad. Ay B. Células anaplasicas con signos de

mitosis atipicas. Tricromico de Hollande. 100x.





