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Sumario

Las glandulas salivales juegan un papel muy importante en la salud bucal de cada
individuo. Especificamente mantienen lubricada la mucosa oral por medio de la saliva,
permitiendo asi una buena digestién y autoclisis de la boca.

La manifestacién de diversas lesiones, tumorales o reactivas de las glandulas salivales
trae consigo alteraciones locales y en algunas circunstancias, alteraciones sistémicas.

Las neoplasias benignas o malignas de las glandulas salivales presentan hasta la fecha,
Una gran controversia respecto a su histogénesis. El desarrollo de técnicas

inmunohistoquimicas ha ayudado a observar y determinar con més precisién

estructuras celulares y antigenos en secciones de tejido glandular normal y tumoral.

Dependiendo del antigeno de interés, estas técnicas se pueden utilizar para marcar
lineas celulares en tejidos normales y neoplésicos fijados en formalina y embebidos en
parafina. Esto ha resultado en métodos experimentales con gran valor en el diagnéstico,
pronostico y tratamiento de tumores. A pesar de ésto muy poco esfuerzo se ha dirigido
ha utilizar éstas técnicas en relacién con tumores de glandulas salivales.

La presencia de Laminina y proteina 5-100 en las glindulas salivales puede servir como

marcador en el comportamiento de las glandulas salivales normales y anormales.
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GLANDULAS SALIVALES NORMALES

La principal funcién de las glandulas salivales es humedecer las membranas mucosas
superiores del tracto aereodigestivo por medio de la saliva. La saliva es una solucién de
proteinas, glucoproteinas, glicidos y electrélitos que contiene células epiteliales planas
descamadas y leucocitos. El pH varia entre 6 y 7.4. La saliva contiene la enzima ptialina
(una alfa amilasa), que coﬁvierte el almidén y el glucégeno en maltosa. Se encuentran
inmunoglobulinas principalmente IgAs, que sirve de proteccién contra la fijacién
microbiana y la invasién de la mucosa (Cormack, 1987; Geneser, 1989; Martinez-
Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

En los seres humanos existen tres pares de glandulas salivales mayores; la_glandula
parotida, que se localiza por detras de la rama ascendente de la mandibula, por debajo

del conducto auditivo externo, por delante de la apéfisis mastoides y estiloides y de los

musculos que ahi se insertan. La glindula submandibular se localiza en la porcién
lateral de la regién suprahiodea y ocupa la depresién entre la cara interna de la
mandibula por un lado y los misculos suprahiodeos, la cara lateral de la base de la
lengua y de la faringe por otro. La glindula sublinguai se localiza en el piso de la boca,
por debajo de la mucosa del surco alveololingual. Estas estdn conectadas
simétricamente a la cavidad bucal, donde vacian su secrecién solo bajo estimulos

especificos. Ademas se encuentran glandulas salivales menores las cuales se

distribuyen en toda la cavidad bucal y se reparten en cuatro grupos principales que son

glandulas palatinas, glandulas labiales, glindulas yugales y glandulas linguales. Las

glandulas palatinas estan situadas en la b6veda palatina. Las glandulas labiales ocupan
la cara posterior de los labios. Las glandulas yugales estin anexas a la mucosa de las
mejillas. Las glandulas que se encuentran cerca de la desembocadura del conducto de
Stenon se denominan glandulas molares. Las glandulas linguales se dividen en varios
subgrupos; unos estan anexos a las papilas caliciformes y otros a las papilas foliadas;
otras llamadas glandulas de Weber, ocupan la parte posterior de los bordes laterales de
la lengua; por aitimo las conocidas con los nombres de glandulas de Blandin o de Nihn
estan situadas en la cara inferior de la lengua, cerca de la punta. Todas estas glandulas

menores producen una secrecién rica en mucopolisacdridos y la excepcién son las
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glandulas serosas de Von Ebner. (Geneser, 1989; Martinez-Madrigal y Micheau, 1989;
Rouviere, 1994; Ten Cate, 1989).
Se ha reportado tejido glandular atipico en encia (coristoma de glindula salival

gingival). (Genco, 1993).

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS.

Las glandulas salivales son glandulas exocrinas tubulo acinares caracterizadas por la
presencia de numerosas unidades secretorias. Estas unidades secretorias consisten de
acinos donde se produce la secrecién y un sistema ductal que acarrea la secrecién de la
cavidad oral y regula la concentracién de agua y eléctrolitos, {Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989).

Hay tres tipos de unidades secretorias salivales; las unidades serosas, las cuales
contienen amilasa, peroxidasas salivales (Geneser, 1989; Mansson-Rahemtulla et, al.,
1988; Martinez-Madrigal y Micheau, 1989), lisozima, lactoferrina, antiquimiotripsina,
antitripsina (Lassiter et. al., 1987; Pollock et. al., 1987; Aroni et. al., 1988); las unidades
mucosas, que secretan sialomucinas; y las unidades mixtas formadas, por células
serosas y mucosas. De acuerdo a la cantidad de estos tipos de unidades secretoras las
glandulas pueden clasificarse en tres categorias: serosas (glandula parétida y glandula
de Von Ebner) , mucosas (glandulas del paladar, de los bordes laterales y base de la
lengua) y glandulas mixtas [glandula submandibular con predominio seroso; glandula
sublingual, predominantemente mucosa y las glandulas salivales menores de labios,
mucosa bucal y apicales de la lengua (Geneser, 1989; Martinez-Madrigal y Micheau,
1989; Ten Cate, 1989)).

ACINOS

Los acinos serosos consisten de grupos de células epiteliales en forma piramidal (con su
punta dirigida hacia el lumen central) rodeadas por una membrana basal. Las células
epiteliales tienen un nucleo basal y un citoplasma denso con granulos de zimégeno
baséfilo (PAS positivos). La enzima primaria en los granulos de zimégeno es la amilasa
o ptialina y existen otras enzimas antibacterianas no especificas como son la lisozima y
lactoferrina (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

Los acinos mucosos son mds grandes que los de tipo seroso y tienen un patrén

irregular. La célula mucosa esta bien adaptada para la produccién, almacenaje y
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secrecién de material proteico. La célula mucosa es de forma piramidal con un niicleo
aplanado localizado hacia su base, un citoplasma abundante ocupado por vacuolas
mucosas, que contienen sialomucinas 4cidas y neutras en diferentes’ concentraciones.
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989)

Los acinos mixtos se encuentran normalmente en la glandula submaxilar. Esas
estructuras se caracterizan por la concentracién de células mucosas cerca del conducto
intercalado y estén rodeados por células serosas en una formacién de media luna. Las
células serosas son mas o menos visibles considerando la cantidad de secrecién

acumulada en las células mucosas. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

CELULAS MIOEPITELIALES

Las célutas mioepiteliales se encuentran entre las células epiteliales y la lamina basal del
acino y de los conductos intercalados y probablemente existan en la unién de los
conductos éstriados e intercalados. Usualmente hay una célula mioepitelial por porcién
secretoria aunque dos o tres células por porcién secretoria no es raro encontrarlas.
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989). Las células son aplanadas y
tienen un proceso citoplasmaético largo, que se extiende sobre la superficie epitelial. La
caracteristica sobresaliente de estas células es la presencia de filamentos citoplasmicos
sobre la porcién basal. La mayoria de estos consiste en miofilamentos de actina,
tropomiosina y miosina que tienen una disposicién en un patrén similar al del misculo
liso. Haces de tonofilamentos intermedios que estan unidos a las uniones celulares,
particularmente en desmosomas estos filamentos estan constituidos por citoqueratina.
La presencia de vimentina es inconstante y los filamentos de desmina estan ausentes en
el mioepitelio normal. El citoplasma muestra una fuerte actividad de ATPasa y de
fosfatasa alcalina. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989)
Generalmente se acepta que la célula mioepitelial es contractil. La oxitocina induce la
contraccién de las células mioepiteliales como en las verdaderas células musculares.
Esta funcién permite que la saliva sea expulsada por el incremento de la presién sobre
la unidad secretoria. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

La célula mioepitelial acta en el soporte de las células secretoras, ya que previenen
una sobredistencién por acumulacién de los productos secretorios dentro del citoplasma

(Ten Cate, 1989) y participa en la elaboracién de lamina basal. La ltima funcién es




importante en algunas alteraciones hiperplasicas y neoplasicas, ya que las células

mioepiteliales producen fibronectina, laminina y colagena tipo III. Todas estas

proteinas constituyen la lamina basal.

A pesar del origen endo o ectodérmico, las células mioepiteliales comparten una

estructura y funcién epitelial y mesenquimatica. Las células mioepiteliales alteradas

pueden manifestar (en la proliferacién neoplésica) una o ambas caracteristicas.

(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

Los principales tipos morfolégicos de las células mioepiteliales alteradas que se

encuentran son:

1. Célula estrellada o con aspecto mixoide, que es una caracteristica tipica observada en
areas condromixoides del Adenoma pleomorfo.

2. Células en forma de huso o célula muscular, que pueden ser identificadas en el
Adenoma pleomorfo y en algunos Mioepiteliomas.

3. Células hialinas o plasmocitoides, las cuales pueden ser descritas en Adenomas
pleomorfos y pueden estar presentes en Mioepiteliomas. Estas células contienen
abundantes filamentos citoplasmicos que le dan un aspecto hialino eosinéfilo.

4. Células claras o epiteliales que se observan en varios tumores de glandulas salivales,
en la superficie externa de conductos ¢ estructuras semejantes a conductos. También
es un tipo caracteristico en el Carcinoma epitelial-mioepitelial (Martinez-Madrigal y
Micheau, 1989).

Las células con caracteristicas mesenquimdticas secretan mucinas como &cidos

glucosaminoglucanos (4cido hialurénico, heparan sulfato, condroitin-4 sulfato, y

condroitin é-sulfato), constituyentes de la membrana basal, y elastina. En suma para los

filamentos contréctiles (actina y miosina), la vimentina es fuertemente positiva. La
proteina $-100, la cual es un marcador comiin para el mioepitelio, aumenta su
positividad en células mixoides, condroides y estrelladas, particularmente si estan
asociadas con un estroma mixocide. Por otro lado, la diferenciacién epitelial puede
manifestarse como células claras o escamosas y la consecuente presencia de filamentos

de vimentina y queratina en [a misma célula.




SISTEMA DE CONDUCTOS

Et sistema de conductos transporta la saliva desde la cavidad oral y modifica su
concentracién de agua y eléctrolitos. El sistema de conductos de las glandulas salivales
comprende una variedad de redes de conductos los cuales se caracterizan por miembros
progresivamente menores. Esta red incluye tres clases de conductos: conductos
intercalados, conductos estriados y conductos terminales o excretores. El sisterna no es
un simple conductor, sino que participa activamente en la produccién y modulacién de
la saliva. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989)

Los dos primeros segmentos, los conductos intercalares y los estriados son
intralobulares. Y son conocidos como conductos secretorios debido a su actividad
metabélica. Los otros segmentos que son interlobulares se llaman conductos excretorios.
(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

Los conductos intercalados estdn en contacto directo con el acino, son de diametro
pequenio y estan delineados por una capa simple de células epiteliales cuboidales cortas
con un nicleo central y poco citoplasma conteniendo reticudo endoplasmico rugoso
localizado basalmente y escaso aparato de Golgi localizado apicalmente y erdnulos
secretorios que se encuentran ocasionalmente en las células cercanas a la porcién
secretoria.

Las células cuboidales de los conductos intercalares tiefe pocas microvellosidades hacia
el lumen del conducto y en sus bordes laterales presentan interdigitaciones con cada
una de las otras células y son conectadas por complejos de unién situados apicalmente
y uniones desmosdémicas. Adems de que se encuentran cubiertos de una capa irregular
de céludas mioepiteliales. Las células mioepiteliales se encuentran entre la membrana
basal y las células ductales. Las células epiteliales muestran una fransformacién
progresiva hacia la luz del conducto y las células secretorias, teniendo una fuerte
actividad citoplasmica de lactoferrina y lisozima. La longitud de los conductos
intercalados es variable en las tres glandulas salivales mayores. En la par6tida son
relativamente largos. En contraste son cortos en la submandibular y dificilmente visibles
en la sublingual. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989; Ten Cate, 1989).

Los conductos estriados en la glandula submandibular son mas largos que los de las

otras glandulas. Estos conductos estdn cubiertos por células columnares simples que




tienen un nicleo central y un citoplasma eosinéfilo (Ten Cate, 1989). La principal
caracteristica de estas células son las prominentes estriaciones paralelas que se
encueniran en la porcién basal de la célula, estas estriaciones son causadas por
invaginaciones de la membrana, dentro de las cuales se encuentran mitocondrias
verticalmente orientadas. Esta estructura comprende una superficie especializada sobre
el epitelio que se encarga del transporte de agua y eléctrolitos. Varias enzimas como la
ATPasa, succinildeshidrogenasa y la anhidrasa carbonica estin presentes en el
citoplasma de los conductos estriados, estas enzimas proveen a los conductos de un
sistema energético y metabdlico listo para concentrar algunos de los elementos
presentes en la saliva. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989)

Los conductos estriados estén conectados a los ductos interlobulares localizados en el
tejido conjuntivo septal. Estos conductos estdn cubiertos por un epitelio columnar
pseudoestratificado con escasas células de Goblet. (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).
Conforme el conducto esta méas préximo a la cavidad oral, el epitelio cambia
gradualmente a un epitelio estratificado que se une con el epitelio estratificado de la
cavidad oral por medio del orificio del conducto. El conducto excretor principal
modifica la saliva final por la alteracién en la concentracion de electrélitos y tal vez por
la adicién de un componente mucoide (Ten Cate, 1989).

La principal funcién de los conductos estriados es el transporte de saliva, y ademas
pueden jugar un rol importante en la regeneracién por medio de células indiferenciadas

pluripotenciales (Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).




TUMORES DE LAS GLANDULAS SALIVALES

Los tumores de glandulas salivales son poco comiines y forman menos del 3% de las
neoplasias de cabeza y cuello (Evenson y Cawson, 1985). La incidencia anual mundial es
de 1 a 6.5 casos por cada 100,000 personas (Neville et. al. 1995) El sitio m4s comfin para
los tumores de glandulas salivales es la glindula parétida que tiene un porcentaje del 64
al 80% afortunadamente solo del 15 al 32% son tumores malignos. De un 8 a un 11% de
los tumores de glandulas salivales ocurren en la glandula submandibular, pero.de estos
del 37 al 50% son tumores malignos. Los tumores en glandula sublingual son muy raros
y no son més del 1% de todos los tumores de glandulas salivales. Aunque del 70 al 90%
de estos tumores son malignos. (Regezi y Sciubba, 1991; Neville et. al, 1995)

Los tumores de glandulas salivales menores abarcan del 9 al 23% de todos los tumores
y por lo tanto este grupo de glandulas es el segundo mas comutn para la aparicién de
tumores de glandulas salivales. Desafortunadamente el 50% de estos tumores son
malignos. Mas del 50% de las glandulas salivales menores se localizan en las glandulas
del paladar, el 50% restante se encuentra en labios (15%), mejillas (12%), lengua (5%),
piso de la boca (6%), y otras regiones (Seifert et. al, 1986, Neville et. al. 1995). El
Adenoma pleomorfo es la neoplasia méas comin de las glandulas salivales (Evenson y
Cawson, 1985; Eversole, 1991; Regezi y Sciuba, 1991; Neville et. al, 1995).

Los tumores benignos generalmente son redondos, bien delimitados, de crecimiento
lento, indoloros, méviles y no interfieren con las funciones de las estructuras adyacentes
y pueden estar presentes por varios afios (Blitzer, 1986).

Los tumores malignos se presentan como una masa (60-85% de los casos), pueden estar
asociados con paralisis facial (15%), se presentan con dolor, por compresién o invasién
de.terminaciones nerviosas (10%). Se dividen en: bajo y alto grado de malignidad. Los
tumores de bajo grado de malignidad son: el Carcinoma mucoepidermoide, Carcinoma
de células acinares, Oncocitoma maligno, los cuales tienen un mejor pronéstico. El
Carcinoma adenoideo quistico tiene un prondstico reservado por la invasién temprana
de terminaciones nerviosas. Por Gltimo entre los de alto grado de malignidad estan: el
Carcinoma mucoepidermoide, Carcinoma de células escamosas, Adenocarcinoma y

tumores indiferenciados, todos estos de crecimiento rapido (Blitzer, 1986).
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CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE GLANDULAS SALIVALES

Existen diferentes clasificaciones basadas en el tipo de glindula, caracteristicas
histolégicas, caracteristicas clinicas, edad, sexo y la posible histogénesis del tipo de
neoplasia. Eversole propuso una clasificacién y posteriormente la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) sugirié otra; a partir de ésta se han desarrollado otras
clasificaciones. Work y Batsakis presentaron una clasificacién de glindulas salivales
neoplésk.as y no neopldsicas y posteriormente Batsakis desarrollé otra. En 1987 se
reunieron expertos que elaboraron la siguiente clasificacién histolégica internacional de

tumores de glandulas salivales de la OMS, que es la actual y viene a substituir a la

| antigua clasificacién de dicha organizacion (Seifert y Sobin, 1992; Simpson, 1994).

TIPOS HISTOLOGICOS DE LOS TUMORES DE LAS GLANDULAS SALIVALES
1. Adenomas
1.1 Adenoma pleomorfo
1.2 Mioepitelioma (Adenoma mioepitelial)
1.3 Adenoma de células basales
1.4 Tumor de Warthin (Adenolinfoma)
1.5 Oncocitoma (Adenoma oncocitico)
1.6 Adenoma canalicular
1.7 Adenoma sebéceo
1.8 Papiloma ductal
1.8.1 Papiloma ductal invertido
1.8.2 Papiloma intraductal
1.8.3 Sialoadenoma papilifero
1.9 Cistadenoma
1.9.1 Cistadenoma papilar .
1.9.2 Cistadenoma mucinoso
2. Carcinomas
2.1 Carcinoma de células acinicas
2.2 Carcinoma mucoepidermoide

2.3 Carcinoma adenoideo quistico
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2.4 Adenocarcinoma polimorfo de bajo grado (Adenocarcinoma del conducto terminal)
2.5 Carcinoma epitelial-mioepitelial
2.6 Adenocarcinoma de células basales
2.7 Carcinoma sebéceo
2.8 Cistadenocarcinoma papilar
| 2.9 Adenocarcinoma muciﬁoso
2.10 Carcinoma oncocitico &
2.11 Carcinoma del conducto salival
2.12 Adenocarcinoma
| 2.13 Miepitelioma maligno (Carcinoma mioepitelial)
2.14 Carcinoma en Adenoma pleomorfo
2.15 Carcinoma de células escamosas
2,16 Carcinoma de células pequenas
2.17 Carcinoma indiferenciado
2.18 Otros Carcinomas

3. Tumores no epiteliales

r 4, Linfomas malignos

| 5. Tumores secundarios

6. Tumores no clasificados

7. Lesiones pseudotumorales

7.1 Sialoadenosis

7.i Oncocitosis

7.3 Sialometaplasia necrozante (infartacién de la glandula salival)

7.4 Lesion linfoepitelial benigna

7.5 Quistes de las glandulas salivales

7.6 Sialoadenitis esclerosante crénica de la glandula submandibular (Tumor de Kiitner)

7.7 Hiperplasia linfoide quistica en SIDA
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CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LOS ADENOMA PLEOMORFO DE
LAS GLANDULAS SALIVALES.

ADENOMA PLEOMORFO

El Adenoma pleomorfo es la neoplasia epitelial benigna més comén de las glandulas
salivales humanas (Eversole, 1991; Regezi y Sciuba, 1991 ; Neville et. al., 1995)

Los términos Adenoma pleomorfo y tumor mixto intentan describir las caracteristicas
histolégicas inusuales de este tumor pero ninguno de estos términos es adecuado por
completo (Neville et. al, 1995). No obstante el término de Adenoma pleomorfo indica la
diversidad histolégica del tumor, al mismo tiempo que indica su origen epitelial. (Seifert
et. al,, 1986).

La histogenesis de los tumores de glandulas salivales se basa en dos tipos de células
como posibles progenitoras. Se sugiere que la célula del conducto intercalar da origen al
Adenoma papilar, Carcinoma adenoideo quistico y algunos Adenocarcinomas como el
de Células acinares. El otro tipo de célula es la célula de reserva del conducto excretor
como posible precursora de Papilomas intraductales, Adenoma pleomorfo, Carcinoma
epidermoide y Carcinoma muccepidermoide (Eversole, 1971). Se cree que la célula del
conducto intercalar origina al Adenoma pleomorfo y otros tipos de neoplasias
{(Martinez-Madrigal y Micheau, 1989).

El tipo de células precursoras del Adenoma pleomorfo y su localizacién no ha sido
claramente establecido. Algunos autores proponen a la célula de reserva del conducto
intercalar como la célula progenitora de ésta neoplasia (Batsakis, 1980; Regezi, y Sciuba,
1989). Otros autores han cbnsiderado a la célula mioepitelial como célula precursora y
sugieren que la célula indeterminada puede estar en estado indiferenciado. En las areas
mixoides de la neoplasia, las células presentan variaciones en sus caracteristicas
epiteliales y estromales. Esto sugiere que existe una célula que tiene la capacidad para
diferenciarse en célula acinar, célula de conducto y célula mioepitelial (Dardick et. al.,
1982, 1993; Kahn et. al., 1985; Sato et. al., 1987)

Seifert y cols. propusieron una clasificacién histolégica del Adenoma pleomorfo:

Tipo 1: Es el tumor cuyo estroma constituye del 30 al 50% del total de la masa tumoral.

El epitelio forma estructuras trabeculares, tubulares o quisticas constituidas de células
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epiteliales en diferentes grados de diferenciacién. Estas incluyen epitelio del conducto,
celulas mioepiteliales, células epidermoides y otras formas de células. El estroma
muestra principalmente una diferenciacién mucosa y contiene gran cantidad de
mucopolisacaridos acidos. El tejido normalmente esta delimitado por una capsula
incompleta de tejido conjuntivo y tejido glandular salival. Cerca del 30% de todos los
Adenomas pleomorfos son del tipo 1.

Tipo 2: Es un Adenoma pleomorfo rico en estroma. A este tipo pertenecen el 55% de los
Adenomas pleomorfos. El estroma es mucoide y constituye aproximadamente ef 80% de -
la masa tumoral; en muy raras ocasiones se observa la formacién de un patrén
condroide, o un estroma mixto condroide-mucoide. Un patrén 6seo puede ser
observado en ocasiones. El estroma puede mostrar cambios degenerativos con formas
hialino-fibrosas sobre todo en tumores de larga evolucién o bien después de
radioterapia. La diferenciacién epitelial es variada como en el tipo 1.

Tipo 3: Este tipo de Adenomas pleomorfos es rico en células pero pobre en estroma; el
cual s6lo constituye el 20% de la masa tumoral. Las diversidades y arreglos del estroma
lo hacen muy similar al tipo 2. Aproximadamente el 9% de todos los tumores
pertenecen a este grupo.

Tlpo 4: Se trata de un Adenoma rico en células y pobre en estroma, como el tipo 3, pero
con la diferencia que el componente epitelial en algunas zonas son uniformemente
diferenciados, simulando un Adenoma monomérfico. Una caracteristica importante
para el diagnéstico diferencial con los Adenomas monomérficos es el componente
mucoide del estroma, el cual no se presenta en los Adenomas monomérficos. De todos
los Adenomas pleomorfos aproximadamente el 6.5% pertenecen al tipo 4. La edad de
incidencia del tipo 4 es la séptima década de la vida, la cual es una década mas en
comparacién con los tipos 1 al 3.

Casi el 50% de los Carcinomas ex Adenoma pleomorfo provienen de los tipos 3 y 4, lo
cual justifica la recomendacién de que todos los Adenomas pobres en estroma
particularmiente en pacientes de edad avanzada tengan seguimiento prolongado por el
posible desarrollo de un Carcinoma. Las recurrencias son mas comiines en el tipo 2, el

cual es rico en estroma. (Seifert et. al. 1986)

14




La OMS ha decidido no subclasificar a los Adenomas pleomorfos. Debido a que en un

mismo Adenoma pueden encontrarse los 4 tipos en un mismo tumor lo que impide que

sean subclasificados correctamente.
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LAMININA

Los andlisis bioquimicos y ultraestructurares han dado como resultado un modelo
fundamental de la membrana basal. La membrana basal se divide en dos componentes
basados en su origen celular. La ldmina basal bordea el epitelio del cual se deriva,
mientras que la lamina reticular se origina y se une al tejido conjuntivo subyacente. La
lamina basal puede dividirse en lamina densa y lamina licida las cuales se encuentran
directamente subyacentes a la capa de células epiteliales. La membrana basal en algunos
Srganos como el rifién consiste de una lamina densa emparedada entre la lamina licida
interna y la lamina lucida externa. (Campbell y Terranova, 1988)

Se han identificado algunos componentes moleculares de la membrana basal. Estas
incluyen coldgeno tipo IV, el cual es el principal componente de la membrana basal; la
laminina, la cual provee un mecanismo de unién de las células epiteliales a la colagena
tipo 1V, proteoglucano heparan sulfato, el cual provee de una barrera para limitar el
paso de moléculas y nidogen (entactina) cuyas funciones no han sido determinadas.
Aqui nos enfocaremos a la laminina.

La laminina es la glucoproteina mas abundante que se encuentra en la membrana basal,
la cual tiene multiples funciones en los tejidos eucariéticos. Se piensa que tienen gran
importancia en la proliferacién celular, adherir las células épiteliales a la membrana
basal y la migracion de células normales y neoplasicas. Se piensa que la laminina es uno
de los factores responsables para la adherencia de células tumorales metastasicas a la
membrana basal. {Campbell y Terranova, 1988)

ESTRUCTURA MOLECULAR Y ORGANIZACION

La laminina es una glucol:;roteina de alto peso molecular, que consiste en 2 cadenas de
polipéptidos en una proporcién de 1:2 (Timpl et. al, 1979). La cadena A, también
llamada GPI o subunidad-beta esta representada solo por una molécula y tiene un peso
molecular de aproximadamente de 440 kilodaltones (kD). La cadena B (GP2 o
subunidad alfa) se presenta como 2 o 3 subunidades en clara asociacién a la cadena
A(Rao et. al.. 1982; Kurkinen et. al,, 1983). La cadena B ha mostrado que consiste de 2
polipéptidos, llamados Bl y B2 de peso molecular similar (Campbell y Terranova, 1988).

Un cuarto componente, derivado de la placenta y visualizado como una banda de 230-
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240 kD sobre un gel de electroforesis de sodio dodecil sulfato poliacrimida (SDS PAGE),
ha sido llamada cadena M. La cadena M no se ha encontrado en todas las membranas
basales (Campbell y Terranova, 1988).

Se sabe que la laminina es sintetizada por las células epiteliéles y endoteliales, asi como
por células musculares y algunos tipos de fibroblastos y tal vez por una matriz

extracelular detectable. (Campbell y Terranova, 1988).

Se han identificado algunos receptores para la laminina. Una proteina integral de
membrana muestra una alta afinidad para unirse a la laminina, Esta proteina ha sido
identificada sobre lineas celulares de Carcinoma, sarcoma y normales. Este receptor
cuando se purifica de las células de Carcinoma de mama muestra al menos dos sitios
antigénicos; solamente uno de ellos se une a la laminina. Un estudio mas reciente
sugiere que una glucoproteina de 120 kD denominada cranina, la cual puede
comportarse como un componente integral de la membrana, es la proteina
predominante que se une a la laminina dentro de las membranas plasmaticas.
(Campbell y Terranova, 1988). Un tercer complejo de glucoproteinas de membrana,
denominado antigenc de unién del substrato celular (CSAT Ag) parece tener propiedades
de receptor para la laminina y la fibronectina (Horwitz et al., 1985; Knudsen et. al,
1985). La identificacién de multiples receptores para la molécula de la laminina sugjere
varias funciones de la glucoproteina, como por ejemplo:

¢ Estructura de la membrana basal

» Migracién celular en el desarrollo

¢ Adhesién celular y polaridad

* Invasién y metastasis

¢ Enfermedades autoinmunes

* Interacciones hormonales

* Adhesién bacteriana

¢ Efectos anti-bacterianos y anti-tumorales

» Cicatrizacién

La laminina se ha observado inmunochistoquimicamente en el Carcinoma
mucoepidermoide en tumores de glandulas salivales determinada por diversos

anticuerpos, entre los que se encuentran MAM-3 y MAM-6 que pertenecen a un grupo
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de antigenos de la membrana epitelial (EMA) de la membrana del glébulo de la grasa
de la leche humana (Taylor-Papadimitrou et. al, 1981; Hilkens et. al., 1984). los
antigenos EMA, MAM-3 y MAM-6 han sido examinados en la saliva humana

(Gusterson, et. al., 1982; Caselitz et. al.,, 1986) y lesiones obstructivas de las glandulas
salivales (Tatemoto et. al., 1987).
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PROTEINA S-100

La proteina $-100 es una proteina soluble distribuida en varios tejidos, fue aislada por

primera vez del cerebro de bovinos por Moore (Hara et al., 1983; Crocker et al., 1985;

Nakazato et al., 1985). La proteina S-100 es termolabil y 4cida; con un peso molecular de

20 kD . Muestra una marcada conservacién de su secuencia de aminoacidos aunque

existe una ligera variacién en la estructura primaria entre diferentes especies (Jensen,

1985).

Isobe caracterizé bioquimicamente las dos subunidades conocidas de la proteina

5-100, 1a cadena B (1978) y la cadena a (1981) y ha demostrado que las cadenas 8 de S-

100a y $-100b son idénticas (1981). Las cadenas 8 y a, de sus 93 y 91 aminoacidos, 58%

son homélogos y aparentemente con caracteristicas funcionales similares (True, 1990).

Aunque se desconocen las funciones de la proteina 5-100 en vivo se han sugerido

algunas funciones como por ejemplo que es una proteina moderadora de la union de

calcio, lo cual puede influir en varias caracteristicas de crecimiento de las células. Se

cree que la proteina $-100 es un regulador de crecimiento (True, 1990).

También se han propuesto las siguientes funciones de la proteina S-100 (True, 1990):

1. Incrementar la permeabilidad de la membrana a los cationes bajo condiciones
fisiolégicas. La subunidad alfa puede estar involucrada en la regulacién de
eléctrolitos.

2. Estimula la actividad de la polimerasa RNA nucleolar.

3. Ser proteina mensajera de los acidos grasos en adipocitos.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES

El sistema inmune protege a todos los vertebrados de infecciones por microorganismos
o parasitos que provocan una respuesta. Al igual que sustancias no infecciosas como
proteinas y polisacaridos pueden inducir una respuesta inmune. Toda sustancia {viva o
muerta) que induce una respuesta es denominada antigeno (anticuerpo generador). Los
linfocitos son las células responsables de la especifidad inmune. Son producidos en la
médula ésea y en los ganglios linfaticos y se especializan en los érganos linfoides [timo,
ganglios linfaticos, bazo y apéndice (Alberts et al., 1989)].

El sistema inmune puede diferenciar entre antigenos de estructuras similares. Por lo

que puede generar dos tipos de respuesta inmunolégica: (1) respuesta de anticuerpos o

respuesta humoral, a cargo de los linfocitos B (son producidos en la médula ésea del

adulto o en el higado fetal). Esta respuesta involucra la produccién de anticuerpos, los
cuales son proteinas denominadas inmunoglobulinas (Igs) que pueden encontrarse en

el torrente sanguineo o permanecer en otros fluidos corporales; (2) respuesta inmune

mediada por células, producida por los linfocitos T (se desarrollan en el timo). Esta

respuesta involucra la produccién de células especializadas, las cuales reaccionan con
antigenos extrafos en la superficie de otras células huésped (Alberts et al., 1989).

Los linfocitos T y B morfolégicamente son imposibles de diferenciar. Sélo pueden ser
distinguidos posterior a un estimulo por antigenos. El linfocito B se transforma en célula
plasmatica y secreta anticuerpos contenjendo abundante-reticulo endoplasmico rugoso.
En contraste, el linfocito T contiene muy poco reticulo endopldsmico rugoso (Alberts et
al., 1989).

Existen cinco clases de Igs y a su vez se han subclasificado por las caracteristicas de su
estructura bésica siendo las siguientes: IgG (IgG1, IgG2, 1gG3 y IgG4), [gM, Iga (IgAl,
igA2 e IgA secretoria), IgD e IgE. La estructura bésica de la Ig consiste de dos cadenas
ligeras y dos cadenas pesadas de polipéptidos iguales, unidas por puentes de disulfuro
(Roitt et al., 1993).

El sistema inmune puede.responder a diferentes millones de antigenos extrafios con
una alta especificidad. Esto puede ser explicado por la teoria de la seleccién de colonias

en las cuales un antigeno activa solamente colonias especificas de células T o B. El
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sitema inmune estd constituido por millones de diferentes colonias de linfocitos. El
término “colonia” (clonal) deriva de la seleccién de una colonia de acuerdo con el
postulado que dice que el sitema inmune estd formado de millones de diferentes
familias o “colonias” (clones) de células cada una de las cuales consiste de linfocitos T o
B que desciende de una misma célula progenitora (Alberts et al., 1989).

Muchos antigenos estimulan varias colonias diferentes de linfocitos. Muchas
macromoléculas, incluyendo todas las proteinas y varios polisacaridos, pueden servir
como antigenos. Estas partes de un antigeno est4n combinadas con el sitio estructural
antigénico en una molécula de anticuerpo o en un linfocito receptor y son llamados
determinantes antigénicos (o epitopes). Las moléculas con un sitio estructural
antigénico especifico que no puede inducir una respuesta inmune se llaman haptenos.
Los haptenos son pequefias moléculas orginicas (Alberts et al., 1989).

Los anticuerpos defienden al organismo contra infecciones, desactivando las toxinas
bacterianas y virus en colaboracién con el sistema del complemento y varios tipos de
células blancas destruyendo a los microorganismos y/o parésitos invasores. Los
anticuerpos son producidos en millones de formas diferentes, cada una de las cuales
tiene una secuencia de aminodcidos diferentes y un sitio estructural diferente para un
antigeno (Alberts et al., 1989),

Los anticuerpos existen de muchas formas en un individuo no inmunizado, algunas
formas constituyen menos de una parte en un millén de moléculas de g en la sangre.
Las células del Mieloma mdltiple secretan grandes cantidades de anticuerpos sencillos
dentro de la sangre del paciente. Estos cuerpos son homogéneos o monoclonales. El
cancer es el resultado del crecimiento descontrolado de una linea celular. En el Mieloma
muitiple, la célula individual es una célula plasmitica que secreta anticuerpos. El
anticuerpo se acumula en la sangre denominandose Proteina Mieloma; posteriormente
pasa a la orina en donde es excretada. Esta proteina urinaria fué llamada proteina de
Bence Jones (Alberts et al,, 1989).

El estudio del Mieloma mﬁltiple. ha permitido el desarrollo de anticuerpos sencillos
producidos por las células B, por unién de esta célula activada con un antigeno
especifico con una célula de Mieloma que no secreta anticuerpos. Esto resulta en la
formaci6n de hibridomas y asi en la formacién de anticuerpos monoclonales, los cuales

son posibles de inmortalizar (Alberts et al., 1989).
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

La técnica para producir anticuerpos monoclonales fue desarrollada por Kohler y
Miistein (1975). Estos investigadores obtuvieron hibridos entre una colonia celular de
plasmacitoma que producen anticuerpos especificos y Mielomas en respuesta a un
antigeno determinado. Estos anticuerpos especificos producidos por un hibridoma se
han denominado anticuerpos monoclonales (Kennett, 1979).

La producci6n de hibridos preliminares para la elaboracion de anticuerpos en contra de
un antigeno seleccionado es de suma importancia para la diferenciacién entre los
anticuerpos que reaccionan con el antigeno deseado y con los que reaccionan con otros
antigenos a los cuales el ratén fue expuesto. Los hibridomas proporcionan una
abundante cantidad de anticuerpos que pueden ser producidos sin la absorcién de
anticuerpos no deseados (Kennett, 1979).

Los anticuerpos monoclonales se pueden desarrollar dependiendo de las necesidades
(Winter y Milstein, 1991). Las células plasmaticas normales expresan un anticuerpo
resultando en el fenémeno de la exclusién alélica. En contraste cuando dos células de
Mieloma se unen, se produce un hibrido, capaz de expresar co-dominantemente el gen
de los anticuerpos de ambos padres (Kéhler y Milstein, 1975). La técnica para producir
anticuerpos monoclonales se usa basdndose en el resultado de que cuando se fusiona
con una célula de Mieloma y una célula esplénica de ratén inmunizado se produce un
hibridoma (K&hler y Milstein, 1975).

La céiula de Mieloma que se usa no secreta anticuerpos, asi que los tnicos anticuerpos
producidos son esos que se han cultivado en la céfula normal. Cada cadena de
inmunoglobulina resulta de la expresién integrada de uno o varios genes que codifican
una regién variable (V) y una regién constante (C) respectivamente. Cada célula expresa
solamente uno de los dos posibles alelos (exclusién alélica). Cuando las células
productoras de anticuerpos se unen, los productos de las lineas de ambos padres son
expresados (Kohler y Milstein, 1975).

Esta técnica tiene varias ventajas (Kohler, 1986):

1. Especifidad, cada hibrido produce solamente un anticuerpo.

2. La produccién ilimitada de anticuerpos. Los hibridos son células tumorales

inmortales, que pueden ser congeladas, secretan de 10 a 50 mg de anticuerpos por
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milimetro de medio de cultivo, e inyectados en ratones producen de 1 a 10 mg de
anticuerpos por milimetro de fluido corporal.

Los antigenos impuros pueden generar con este método anticuerpos puros. Los
anticuerpos monoclonales caracterizan solamente un antigeno de los muchos que
pueden ser inyectados dentro del ratén.

Todas las especifidades pueden ser rescatadas, si una respuesta inmune puede darse
en el ratén, los hibridomas especificos pueden ser derivados también,

Los hibridomas especificos pueden ser enriquecidos. Las células B son raras en la
poblacién celular del bazo de un ratén inmunizado. Por lo que es posible
enriquecerlo con células B especificas.

Secrecién con altos titulos de anticuerpos, al igual que puede provocarse una gran

produccién de células B.

- Los anticuerpos pueden ser manejados. En las lineas celulares de hibridomas pueden

provocarse mutaciones para la produccién de anticuerpos no fundamentados en la
naturaleza.
Este es un método general, que puede ser aplicado para el rescate de las funciones de

los linfocitos T. Las lineas de hibridomas T secretan diferentes linfoquinas.

APLICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales pueden ser elaborados en contra de varios antigenos de

superficie de células humanas (Reth et al, 1981) incluyendo antigenos en la

diferenciacién de los leucocitos {Kennett, 1979; Trucco et al., 1978), antigenos asociados

a tumores (Kennett y Gilbert, 1979), para la especificidad de grupos sanguineos

(Kennett, 1979) y para los antigenos de histecompatibilidad humana (Parham y
Bodmer, 1978).

Los anticuerpos monoclonales son utilizados en gran diversidad de trabajos:
1.

Determinacion de antigenos: Para la elaboracién de clasificaciones més sencillas de
bacterias, virus, parasitos y células. Por ésta técnica en los linfocitos T humanos se
han detectado once antigenos de superficie. También han sido tipificados antigenos
de histocompatibilidad y antigenos tumorales en la superficie celular.

Para purificacién: De factores hormonales. Como enriquecimiento de interferén,

purificacién de membrana celular, como enriquecimiento del antigeno la de rata.
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3. Para detectar y cuantificar;: Combinaciones en bruto, como la gonadotropina
coriénica humana en pruebas de embarazo.

4. Para mapear: Caracterizacién de epitopes, varios determinantes en la cadena u de
ratén.

5. Para modificar: Infectividad como en el esporozoito del Plasmodium berghei. En la
toxicidad de sobredosis con Digoxin. En funciones como del Ly2 supresor de los
linfocitos T destructores y en la inmunogenicidad del factor Rhesus.

6. Para seleccién: Seleccionado idiotipos. En la supresion y realce de la respuesta
inmune anti-NP (NP= 4-hidroxi-3 nitrofenilacetil)

7. Para localizacién: En 6rganos, como en el sitema nervioso de la sanguijuela. En

cuerpos humanos, imégenes de tumores.
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ANTICUERPOS POLICLONALES

La inmunizacién exitosa en animales produce una variedad de anticuerpos o
diferentes especificidades y afinidades de unién. Teéricamente el suero policlonal
maximiza el nimero de anticuerpos que se unen a una molécula que tienen una
pequefia repeticién de epitopes. Los anticuerpos moléculo-especificos de diferente
subclases pueden unirse a la molécula deseada. El antisuero policlonal se obtiene mas
rapido y fécilmente que los anticuerpos monoclonales (True, 1990).

Una desventaja significativa es la naturaleza heterogénea de anticuerpos policlonales.

Porque el suero es una mezcla de anticuerpos hacia varios epitopes del antigeno y para

algunas moléculas (True, 1990).
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CROMOGENOS

Las partes constituyentes de la célula y material intercelular son usualmente
transparentes, y no existen diferencias apreciables en el indice de refraccién por lo que
son indistinguibles unos de otros. Existen tres clases de tinciones biolégicas. La primera
son las tinciones que utilizan desde uno o hasta tres colorantes para diferenciar el
nicleo del citoplasma de las células y permite la diferenciacién entre los diferentes tipos
de tejido. La segunda categoria involucra el uso de tinciones especiales para demostrar
la presencia de cierto tejido o sustancia. La tercera clasificacién incluye métodos por
impregnaci6n de metales pesados. (Sheehan y Hrapchak,.1980).

Los colorantes pueden clasificarse ademas en: colorantes naturales y colorantes
artificiales; dentro de estos twltimos se clasifican los cromogénos utilizados en

inmunohistoquimica. (Sheehan y Hrapchak, 1980).

Muchas combinaciones de cromégeno y pardmetros de incubacién han sido descritos
para experimentos histoquimicos con Peroxidasa de rabano. La mayoria se basan en la
benzidina mientras que otros emplean sustancias alternativas como 4-cloro-1-naftol
(Warr, 1975), p-fenilenediamina y pirocatecol (Hanker et al., 1977) o acido homovanilico
y rodamina B. Los derivados de la benzidina que han sido utilizados para la
histoquimica de Peroxidasa de rébano incluye tetracloruro de diaminobenzidina
(Graham y Karnovsky, 1966; LaVail y LaVail, 1974; Adams, 1977; Streit y Reubi, 1977;
Malmgren y Olsson, 1978; itoh et al., 1979}, dehidrocloruro de benzidina {(Lynch et al.,
1973, Mesulam, 1976; DeOlmos y Heimer, 1977) o~diz?m'sidina (Dimetoxybenzidina)
(DeOlmos, 1977); tetramethiybenzidina (Hardy y Heimer, 1977; Mesulam y Rosene,
1977; DeQlmos et al,, 1978; Mesulam, 1978} y o-tolidina (dimetilbenzidina) (Somogyi et
al, 1979). La mayoria de los procedimientos de diaminobenzidina producen una
reaccién de colos café aunque el procedimiento de la o-diansidina produce un
precipitado de color verde y otros métodos basados en derivados de la benzidina
producen un precipitado de color azul.. (Mesulam, 1982)

Norgrem y Lehman (1990} propusieron el azu! de indofeno en combinacién con la DAB. .

El cual produce unos granulos verdes o azules claros que son facilmente distinguibles
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del color café de la DAB. La desventaja de este método es que la reaccién se pierde

rdpidamente por lo que las laminillas deberdn ser observadas y fotografiadas

inmediatamente después de ser montadas(Cuello, 1993).

Para seleccionar el cromégeno se deberdan de tomar en consideracion los siguientes

factores (True, 1990):

1. Color: El color debera contrastar con otros colores. Por ejemplo un cromégeno no
café podria se utilizado para contrastar con melanina y un segundo cromogeno de
diferente color deber ser seleccionado para la inmunchistoquimica doble.

2. Solubilidad ante los deshidratantes y medios de montaje: Solo DAB forma
precipitados, los otres cromogénos son solubles en solventes orgénicos.

3. Sensibilidad

4. Compatibilidad para microscopia electrénica

SUBSTRATOS PARA PEROXIDASA

CROMOGENO COLOR
Diaminobenzidina Café
3-Amino-9-ethilcarbazole Rojo
4-Cloro-1-Naftol Azul
Alfa-naftol pironina Rosa
Benzidina Azul
p-fenilenediamina y pirocatecol Negro
Tetrametilbenzidina ‘ Azul
o-Dianisidina Verde
Azul de indofeno Azul/Verde claro
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los Adenomas Pleomorfos presentan clinicamente un comportamiento biolégico muy
variado, esto tiene una relacién con las caracteristicas histolégicas y con los productos
metabolicos de estas neoplasias, como puede ser la produccién de membrana basal que
es determinada por varios anticuerpos entre los que se encuentra la laminina, dado que
la membrana basal juega un rol importante en el comportamiento biolégico de las
neoplasia la deteccién de laminina en los Adenomas Pleomorfos pudiera ser un factor
predictor para establecer el comportamiento biolégico de estos tumores.

JUSTIFICACION

Por lo anteriormente expuesto es importante y necesario establecer mecanismos que
permitan determinar desde el momento de la toma de la biopsia o enucleacién de la
neoplasia establecer el grade de diferenciacién celular en base a sus productos
metabolicos como es el caso de la laminina, como un factor predictor.

HIPOTESIS

Las hipotésis a probarse en este trabajo son:

H1: Los tumores de glandulas salivales que presentan mayor cantidad de material
mixo-condroide muestran una menor reaccién con el MoaAb laminina.

H2: Aquellos tumores de glandulas salivales con mayor cantidad de estructuras
ductiformes mostraran mayor respuesta a laminina.

Hn: Los adenomas pleomorfos con mayor o menor cantidad de material mixocondroide
y estructuras ductiformes mostraran la misma inmunoreaccién con laminina.

OBJETIVO GENERAL

Determinar y cuantificar la respuesta inmunohistoquimica con el MoAb laminina en las
neoplasias de gléndulas salivales. Asi como cuantificar células mioepiteliales con
proteina 5-100.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Correlacionar la respuesta inmunohistoquimica de laminina y proteina S-100 con las
caracteriticas microscépicas de los Adenoma pleomorfo.
2. Comparar la respuesta inmunohistoquimica a laminina y proteina S-100 en

‘Adenoma pleomorfo.
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3. Cuantificar células mioepiteliales en los Adenomas pleomorfos de glandulas

salivales.

4. Comparar, edad, sexo y tamafio del tumor con la respuesta inmunchistoquimica.
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MATERIALES Y METODOS

Se revisaron los archivos del Laboratorio de Patologia Experimental de la Divisién de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Odontologfa, U.N.A.M. en busca de Adenomas
pleomorfos, los casos que se seleccionaron fueron aquellos entre 1975 a la fecha y se
encontraron 26 casos de Adenomas pleomorfos. Todas las muestras fueron fijadas en
formalina y embebidas en parafina y se cortaron en secciones de 4p en el Laboratorio de
Patologia Experimental de la Divisién de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Odontologia, UN.A.M. y en Laboratorio de Patologia Experimental del Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se colocaron dos secciones por
portaobjetos. Todas aquellas secciones en las cuales se desprendié el tejido del
portaobjetos fuerén desechadas para evitar los resutados falsos positivos. Una vez
obtenidas las laminilla se procedio a la observacién de las mismas en el microscopio de
luz. Para la cuantificacién de células mioepiteliales con Protefna S-100en Adenoma
Pleomorfo nos valimos de un ocular cuadriculado y un contador manual. La
cuantificacién se hizé observando con el objetivo de 40x y con el citado ocular en cinco
campos elegidos al azar y sélose contaron las células mioepiteliales que se encontraron
dentro del cuadriculado del ocular y se clasificaron de acuerdo a su tipo morfolégico y
se obtuvo el porcentaje de cada tipo morfolégico de las células mioepiteliales. En todos
aquellos casos en los cuales existié mas de una laminilla se contaron las celulas de todas
las laminillas del caso y se obtuve un promedio.

En el caso de la laminina se observé la intensidad de la reaccién y en la porcién del

tumor en que se localizé dicha reaccién y se buscé la relacién entre edad, sexo e

intensidad de la reaccidn.

PROCEDIMIENTO

Técnica de inmunohistoquimica. Se utilizaron los métodos de Avidina-Biotina con el
anticuerpo policlonal 5-100 y el método de Estreptavidina-Biotina para el anticuerpo

monoclonal Laminina. Una vez obtenidas las secciones (las laminillas fueron tratadas
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con Poly-L-Lisina), se procedié a desparafinar (xilol, dos cambios), se deshidrataron
(alcohol de 100%, dos cambios; alcohol de 96%, dos cambios) y rehidrataron con agua
corriente. Después de esto se colocaron en los vasos de Coplin conteniendo tripsina al
0.1% a 37° C durante 5 minutos. Se enjuagaron con agua bidestilada. En el caso de los
tejidos que se tifieron con laminina se realizé un tratamiento con el buffer de citratos
este consistié en sumerguir las laminillas en este buffer y meterlas al horno de
microondas durante 3 minutos a 600 W; una vez transcurridos los 3 minutos se sacaron
del homno y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Después de esto se colocaron las secciones dentro de las cdmaras himedas, las cuales
tenian en el fondo gasa humedecida con agua bidestilada, lo cual permitié6 mantener un
ambiente hiimedo, evitando asi la desecacién del tejido, a los tejidos tratados con 5-100
se les inhibié la peroxidasa en este momento con el H202 durante cinco minutos,
después de esto se enjuagaron con PBS-Triton se drenaron las secciones y se les coloct
el suero normal durante 30 minutos. Posteriormente se dreno el exceso de suero y sin
enjuagar se le agregaron los anticuerpos primarios (5-100 y Laminina) y se incubaron
durante toda la noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente las secciones se lavaron con PBS-Triton y se aplicaron los anticuerpos
secundarios y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después las
secciones se lavaron con PBS-Triton. (En el caso de laminina hasta este paso fue cuando
se inhibié la peroxidasa endégena durante 5 minutos, posteriormente se enjuagaron con
PBS Tritén). Después se aplicé el complejo ABC (5-100) y la Estreptavidina (Laminina)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron con PBS-Triton y se les
afiadi6 su respectivo substrato de DAB, se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Las secciones se lavaron con agua bidestilada y se constrastaron con Hematoxilina de

Harris.
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MATERIAL

EQUIPO

Balanza

Tina de flotacién
Histokinette

Micrétomo y cuchillas
Afilador de cuchillas
Plancha

Potenciometro
Microscdpio (Carl Zeiss)
Ocular cuadriculado
Contador manual
Fotomicroscopio (Carl Zeiss Photolab)
Refrigerador

Horno de microondas
Parrilla

Termometro

Bateria y tincién con Hematoxilina y Eosina
Canastillas para tincién
Camaras hamedas
Jeringa de 25 pl (Hamilton)

Pinzas
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CRISTALERIA

Portaobjetos con pantalla
Cubreobjetos

Frasco de Coplin

Vaso de precipitado de 500 ml
Vaso de precipitado de 600 ml
Matraz Erlenmeyer de 1000 ml
Matraz Exlenmeyer de 500 ml
Matraz Erlenmeyer de 100 ml
Probeta de 500 mi

Probeta de 100 ml

Probeta de 50 ml

Pipeta de 10 mi

Pipeta de 1 ml

Cajas de cristal

Canastillas de cristal

OTROS ACCESORIOS
Botella de plastico de 100 ml
Botella de plastico de 50 ml

Recipientes de plastico
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REACTIVOS
Tripsina

Hematoxilina de Harris

Eosina

Acido citrico

Citrato de sodio

Carbonato de Litio (Li2CO3)

Cloruro de sodio (NaCl)

Cloruro de Potasio (KCl)

Fosfato de sodio monobasico (Na2HPO4-H20)
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4)
Poly-L-Lisina (SIGMA, Chemical Co.)

Alcohol de 96°

Alcohol absoluto

Xilol

Acido clorhidrico (HCI)

Hidréxido de amonio (NH40H)

Per6xido de hidrégeno (H202)

Triton X-100 (SIGMA, Chemical Co.)

Tetracloruro de diaminobenzidina [diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB))
Agua bidestilada -

Agua desionizada

ANTICUERPOS

Los anticuerpos se mantienen en refrigeracion a 4°C

Laminina (DAKO Corporation)

Proteina 5-100 (DAKO Corporation)

Vectastain ABC kit (Rabbit IgG) (Vector Laboratories inc. USA)
DAKO LSAB + Kit, Peroxidase K0679 (DAKO Corporation)
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PREPARACION DE SOLUCIONES
TRIPSINA AL 0.1%

Para preparar 50 ml

Se pesan 5 mg de tripsina y se disuelven en 50 ml de agua bidestilada.

PEROXIDO DE HIDROGENO AL 3% (Para inhibir la actividad de la peroxidasa
enddgena)

Para preparar 100 m}. A 97 ml de agua bidestilada se le agregan 3 m! de H202.

SOLUCION SALINA AMORTIGUADA [PHOSPHATE BUFFER SALINE (PBS)]
Preparaci6n de 1 litro de PBS

1) Pesar:

7.75 g. NaCl

0.20g Na2HPO4-H20

1.50g Na2HPO4

2)Disolver: Los reactivos se colocan en un matraz y se disuelven en 1000 ml de agua
bidestilada.

3) Medir pH: Se mide el pH el cual debe ser entre 7.2 y 7.6.

Siel pH es menor de 7.2-7.6 se usa el ion NaOH (Hidréxido de sodio)

Siel pH es mayor de 7.2-7.6 se agrega Hcl (4cido clorhidrico).

BUFFER DE CITRATOS

Preparar las siguientes soluciones:

A) Solucién de 4cido citrico (Esta se prepara disolviendo 21.01g de 4cido citrico en 1000
ml)

B) Solucién de citrato de sodio (Se disuelven 29.41 g de citrato de sodio en 1000 mi)

La solucién de trabajo se prepara con 9 ml de la solucién A + 41 ml de la solucién B, y

aforar a 500 ml.
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PBS -TRITON

Para prepara un litro de PBS-Triton
A un litro de PBS se le agrega 1 ml de Triton X-100.

SUERO NORMAL
Agregar 3 gotas (150 ul) del suero stock (bote amarillo del paquete de Vectastain ABC) a
10 mi de buffer. De preferencia el suero normal debera ser preparado de la misma

especie del que es preparado el anticuerpo biotinolado secundario.

ANTICUERPOS PRIMARIOS
El anticuerpo 5-100 se usé en una dilucién de 1:80.

El anticuerpo laminina se usé en una dilucién de 1:30

ANTICUERPO BIOTINILADO

Agregar 3 gotas del suero stock (bote amarillo del paquete de Vectastain ABC) a 10 ml

de buffer y después agregar 1 gota del anticuerpo stock biotinilado {Bote azul).

REACCTIVO ABC

Se agregan 2 gotas del reacctivo A a 5 ml de buffer y después se agregan 2 gotas del
reacctivo B se mezcla perfectamente y no deber4 ser utilizada la mezcla antes de 30

minutos.

PREPARACION DEL SUBSTRATO DAB

Esta es la preparacién del substrato DAB cuando se utilizé el anticuerpo S-100.
10 ml de PBS

5 ug de DAB
30 pl de H202

Esta solucién debera ser filtrada antes de ser utilizada.

Cuando se utilizé el anticuerpo laminina se hizo lo siguiente
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Por cada ml del buffer (bote namero 5) del LSAB + Kit se agrega 1 gota del substrato
DAB (bote ntimero 6) del mismo Kit..
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RESULTADOS

GLANDULAS SALIVALES NORMALES

Las glaindulas salivales normales reaccionaron de manera positiva al MoAb laminina
sobre las membranas basales que delineaban los ductos y los acinos mucosos. También
se observo positividad en vasos sﬁnguineos.

S-100 fue ligeramente positiva en células que delineaban los conductos y en fibras

nerviosas.

ADENOMA PLEOMORFO

Caso FO7177 A-F

Lesi6n localizada en glandula parétida.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. La muestra observada corresponde a una
neoplasia benigna originada en epitelio glandular, estd compuesta por células epiteliales
de diversas formas como: poliedricas (con aspecto epidermoide), fusiformes huso,
redondas, de niicleo grande intensamente tefiido y citoplasma eosinéfilo, organizadas
en laminas, cordones y nidos o islas grandes y pequeiias, sélidos o con estructuras
ductales que contienen coadgulos eosinéfilos en el interior. Entre las islas de células se
encuentran bandas de tejido conectivo con aspecto hialino. También se observaron
algunas células estrelladas en forma aislada en zonas de aspecto hialino, mixoide,
condroide y mucoide correspondiendo al estroma metapléasico que compone a la lesién.
Se observaron algunas zonas de necrosis.

Tincién inmunohistequimica. Se observé una reaccién de moderada a fuerte (2-3+) con
MoAb laminina en estructuras ductales y se observé una reaccién heterogénea en la
porcién epitelial de la muestra.

La proteina 5-100 reaccioné de forma fuerte (3+) en las' células que delimitaban a las

estructuras ductales, asi como en células mioepiteliales de aspecto condromixoide en -

areas mixoidales. Una reaccién moderada (2+) se observé en células fusiformes y
plasmocitoides en zonas hialinizadas. De las 1215 células examinadas el 19.75% (240

células) reaccioné positivamente a la proteina S-100.
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Fig. 1. Inmunoreaccion de las glandulas salivales normales con el anticuerpo monoclonal Laminina y Proteina  5-100:
{2 y b} 5c observa que la Laminina reacciona (3+) en los conductos estriados e intercalares, (¢ y d) Se observa
reaccidn (3-4+) en conductes y acinos mucosos y (e y [} La Proteina 5-100 reacciona (1+) sobre las células que
delineaban los conductos.
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Caso FO6383

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se revis6 espécimen con caracterfsticas de una
neoplasia derivada de tejido glandular, altamente celular con estroma metaplasico. La
mayor parte de la neoplasia est4 formada por célulé.s redondas de citoplasma claro,
vacuolado y niticleo central picnético, en forma aislada o en grupos, intercalados con
células fusiformes y poligonales de nicleo intensamente baséfilo, con poco citoplasma
eosinéfilo, con aspecto epidermoide. Las células se agruparon en cordones, nidos
s6lidos grandes y pequefios, no presenté estructuras ductiformes bien definidas, entre
éstas agrupaciones se encuentra material hialinizado. El estroma estaba compuesto por
tejido conectivo laxo con zonas hialinas, mucoides y mixoides, Esta neoplasia mostré
variedad de células claras. |

Tincién inmunohistoquimica. Con laminina se observé una reaccién de fuerte a muy
fuerte (3-4+) en células de tipo fusiforme. Una reaccién de moderada a fuerte (2-3+) se
observé en estructuras vasculares y fue escasa en estructuras ductales.

Con proteina $-100 se observé una reaccitn leve ya que sol6 el 5.52% (28 células) de las
507 células examinadas fueron positivas a 5-100. de estas el 42.85% (12 células) fueron
del tipo plasmocitoide, el 35.71% (10 células) fueron del tipo condromixoide y el 21.42%

(6 células) fueron del tipo fusiforme.

Caso FO14385

Paciente masculino de 19 afios de edad con lesién localizada en la unién del paladar
duro y blando.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El tejido examinado correspondib a una neoplasia
benigna de epitelio glandular, altamente celular, con células poliédricas, fusiformes,
redondas y de tamaiio variable, con nicleo intensamente baséfilo, escaso citoplasma
eosinéfilo. También se obserlvaron algunas células de citoplasma claro, vacuolado, tipo
mucosecretor en forma aislada o en grupos (variedad de células claras) junto con las
células epiteliales que forman nidos o islas compactas o con pequehas estructuras
ductiformes no muy bien definidas. Con poco estroma laxo, zonas hialinas y mixoides

con células estrelladas.
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Tincién inmunohistoquimica. Con el MoAb laminina se presento una reaccién fuerte
(3+) en las escasas estructuras vasculares que se presentaron en la muestra.

Con 5-100 se observé una reaccién fuerte (3+) y el 63% (617 células)de las 973 células
examinadas fueron positivas. De estas el 65% fueron del tipo plasmocitoide, el 25% del

tipo fusiforme y el 10% del tipo condromixoide.

Caso FO5887.

Paciente masculino de 30 afios de edad con lesién localizada en el labio superior.
Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observé una neoplasia benigna de epitelio
glandular, muy celular. Compuesto por células epiteliales con forma poliédrica,
cuboidai, columnar y algunas fusiformes, agrupadas en cordones, laminas y nidos o
islas con estructuras ductiformes y tibulo-ductales, con coagulos eosinéfilos. También
fueron observadas formaciones de micro y macroquistes, metaplasia escamosa con
formacién de perlas de queratina. El estroma de tejido conectivo laxo, contiene haces
gruesos de colagena, algunos hialinizados. Cubriendo a la neoplasia se observé una
cépsula fibrosa.

Tincidn inmunchistoquimica. Con el anticuerpo anti-laminina esta neoplasia fué
negativa.

Con 5-100 se observé muy leve (+) y solo el 3.04% (18 células) de las 591 células

examinadas fueron positivas. E1 100% de estas células fueron fusiformes.

Caso FO6287
Paciente masculino de 14 afios de edad con lesién localizada en la regiébn geniana .
izquierda.

Tincién con Hematoxilina y Eosina.

El espécimen examinado correspondié a una neoplasia benigna de tejido glandular,
formada por células epiteliales de forma poliédrica, cuboidal, columnar, fusiforme y
estrellada, arregladas en nidos, laminas y cordones, formando estructuras ductiformes
algunas con codgulo eosinéfilo con arreglo mixoide y condroide. Se observé un
fragmento de cépsula infiltrada por células neoplasicas.

Tincién inmunohistoquimica. Se observé una reaccién moderada (2+) al MoAb

laminina en conductos estriados e intercalados asi como en algunos nidos de células.
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Con S-100 reaccioné de forma moderada a fuerte (2-3+) principalmente en células que
delimitaban o formaban ductoes estas constituyeron el 44.64% (50 células) de las células
examinadas, las células plasmocitoides positivas constituyeron el 35.71% (40 células) ,
las células fusiformes positivas fueron el 13.39% (15 células) y el 6.25% fueron del tipo
condromixoide (7 células). El 44.44% (112 células) de las 252 células examinadas fueron

positivas a 5-100.

Caso FO20687 A-B

Paciente femenino de 48 aiios de edad con lesién localizada en paladar del lado derecho,
Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observé una neoplasia de epitelio glandular,
moderadamente celular, constituida por cordones, ldminas y nidos celulares compactos -
o con formaciones ductiformes y estructuras tubulo-ductales, conteniendo coagulos
eosinéfilos. Las células son de forma poligonal ctibica, fusiforme de ndcleos grandes
hipercromadticos, con escaso citoplasma eosinéfilo y algunas células con forma estrellada
entre el estroma de tejido conectivo laxo, hialino, firoso y mucoide. También se
observaron células adiposas e infiltrado inflamatorio crénico. La neoplasia se encontré
rodeada por una capsula fibrosa.

Tincién inmunohistoquimica. Se observé una reaccién difusa de moderada a fuerte (2-
3+) en nidos y cordones de células. Se observé una reaccién de muy leve a leve (+-1+}
en conducto con el MoAb laminina..

Con 5-100 se encontré una reaccién de moderada a fuerte (2-3+) en células que se
encontraban rodeando estructuras ductales. Se observaron nidos de células que fueron

positivos. E1 27.20% (117 células) de las 430 células examinadas fueron positivas.
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Fig. 2. (a y b) Cortes histopatolégicos tefiidos con H y E de un adenoma pleomorfo donde se observan numerosas
estructuras ductales, vasculares y zonas de aspecto hialino; (¢ y d) Se observa una reaccién (3+) de las estructuras
ductales y vasculares con Laminina en la misma neoplasia y (e y f) Se observa una reaccién (3-4+) con Laminina en
porciones de epitelio, estructuras vasculares y células epiteliales en adencma pleomorfo.
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Caso FO25287 S

Paciente femenino de 47 afios de edad con gSI(SI’I localizada en la mucosa bucal
izquierda. _
Tincién con Hematoxilina y Eosina. La revisién microscopica permitié observar una
neoplasia de epitelio glandular, compuesta principalmente por tejido metaplasico de
aspecto condroide y mixoide, con células condroides, estrelladas, fusiformes y redondas
en forma aislada y en pequefios grupos, ocupando la parte central de la neoplasia. La
zona celular estd compuesta por células epiteliales poligonales, fusiformes de nicleos
hipercromaticos y escaso citoplasma, formando laminas, cordones y nidos compactos o
con estructuras ductiformes. En la periferia de la neoplasia se encontraron islas celulares
conteniendo en ¢l centro material condroide o mucoide. El estroma de tejido conectivo
laxo se encontréd hialinizado en la mayor parte. La neoplasia se enconiré cubierta por
una capsula fibrosa infiltrada en algunas areas por células neoplésicas.

Tincidén inmunohistoquimica. Esta neoplasia fue negativa con laminina.

Con 5-100 se vidé una reaccién de moderada a fuerte.El 21.53% (70 células) de las 325
células examinadas fueron positivas. De éstas el 15% (11 células) fueron del tipo
condromixoide, el 47.14% (33 célule;s) fueron del tipo plasmocitoide y el 37.44% (26

células) fueron del tipo fusiforme

Caso FO31487.

Paciente femenino de 18 afios de edad con lesion localizada en zona de iaa]adar duro.
Tincion con Hematoxilina y Eosina. Se observé la presencia de una neoplasia benigna
de tejido glandular, altamente celular, algunas células con forma plasmocitoide,
fusiforme, estrellada, poliédrica, de niicleo central grande e hipercromatico y citoplasma
eosindfilo. Otras células observadas, muestran aspecto basaloide con nicleo polarizado
e hipercromético acomodadas en empalizada. Las otras células formaron cordones y
nidos compactos o con estructura ductales que contenian secrecién eosindfila. También
se observaron zonas con edema. Mostré escaso estroma de tejido conectivo laxo, con

zonas hialinas, mixoides, mucoides y zonas de hemorragia.
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Tincién inmunohistoquimica. Con el MoAb laminina se observé una reaccién muy
fuerte (4+) en estructuras vasculares y una reaccién moderada (2+) en las estructuras
ductales,

Con S-100 se observé una reaccién fuerte (3+) sobre células. De las 887 células
examinadas 162 células (18.26%) fueron positivas. 35 células (21.6%) fueron del tipo
condrom1x01de 119 células (73.45%) fueron plasmocitoides, 4 células (2 46%) del tipo

fusiforme e igual porcentaje de células de tipo epitelial fue observado.

Caso FO13588

Paciente masculino de 28 afos de edad con lesién en la glandula parétida del lado
izquierdo

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El estudio microscépico reveld la presencia de una
lesién neopldsica benigna originada en tejido glandular, poco celular, compuesta
principalmente por un estroma metaplésico, con caracteristicas condroides, mixoides y
mucoides. Entre este tejido metaplasico se encontraron células epiteliales de forma
(fusiformes, poliédricas) y tamano variable, acomodadas en bandas, nidos grandes y
pequerios. Se observ6 un tipo de célula de aspecto ductal con citoplasma ligeramente
baséfilo y nicleo central formando estructuras ductiformes con y sin lamen. Algunas
células aisladas con forma estrellada y condroide se localizaron entre el tejido
metaplasico. La neoplasia se encontré dividida en 16bulos por bandas gruesas de fibras
de colagena gruesas, algunas hialinizadas, con infiltrado inflamatorio crénico. La
neoplasia se encontré parcialmente cubierta por una capsula fibrosa.

Tincién inmunohistoquimica. Se observé una reaccién de moderada a fuerte (2-3+) con
el MoAb laminina en las escasas estructuras vasculares que se encontraron en las dreas
mixoides de la neoplasia.

Con S-100 se observé una fuerte reaccién y el 213 células (40.72%) de las 523 células
examinadas fueron positivas. Las células condromixoides conformaron el 71.36% (152
células), las células fusiformes constituyeron el 20.65% (44 células) y el 7.98% (17

células) fueron células fusiformes.
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Caso FO4690

Paciente de sexo femenino de 39 afios de edad con lesi6n localizada en glandula
submandibular izquierda.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observé la presencia de una neoplasia benigna
formada por gran cantidad de tejido de aspecto mixoide, condroide, abundantes isias de
epitelio, formando cordones, ldminas o nidos dispersos por toda la neoplasia, en
ocasiones formaban estructuras ductiformes.

Tincién inmunohistoquimica. Con laminina se observé una reaccién positiva de
moderada a fuerte (2-3+) en estructuras vasculares y ductales asi como en los nidos de
células epiteliales. En areas mixoides se observé una reaccién moderada (2+) en las
células condromixoides y fusiformes.

Con §-100 el 67.27% (479 células) de las 712 células fueron positivas aunque con una
intensidad moderada. El 35.69% (171 células) fueron células condromixoides, 33.19%
(159 células) pertenecieron al tipo plasmocitoide, el 20.25% (97 células) fueron

fusiformes y el 10.85% (52 células) pertenecieron al tipo epitelial,

Caso FO9290

Paciente de sexo femenino de 49 afios de edad con lesién localizada en glandula
parétida derecha.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observé la presencia de una neoplasia benigna
de origen epiteliai glandular formada por abundantes islas de grﬁpos pequefios, nidos
cordones, estructuras compactas de diferente forma y tamafio, ademas de estructuras
ductiformes de diferente calibre, algunas con crecimientos papilares intraluminales,
inmersas en un estroma de tejido que én ocasiones fue baséfilo de aspecto condroide,
mixoide 0 mucinoso, en otras &reas principalmente en los grupos celulares grandes fue
eosindfilo acelular que las rodeaba por completo o pareci6 tener aspecto osteoide,
también se identific6 la capsula de tejido conjuntivo, libre de células neoplésicas y tejido
glandular parotideo.

Tincién inmunohistoquimica. Esta neoplasia fue negativa con laminina.

Se observé una reaccién de leve a fuerte (1-3+) con 5-100. De las 914 células examinadas

€l 30.63% { 280 células) fueron positivas. El 27.14% (76 células) fueron condromixoides,
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€] 58.21% (163 células) fueron células plasmocitoides, el 12.5% (35 células) fueron células
fusiformes y el 2.14% (6 células) fueron células del tipo epitelial.

Caso FO17450

Paciente masculino de 32 afios de edad.

Tincién con Hematoxilina y Eosina Se observé la presencia de una neoplasia de
epitelio glandular, formada por densas laminas de células poliédricas de citoplasma
eosinéfilo y nicleo oval, las células tienden a la formacién de estructuras ductiformes de
tamafio variable, algunas de apariencia quistica y ocupadas por material de aspecto
mucoide. En algunas areas se observé degeneracién mixoide abundante. El estroma es
de tejido fibroso, el cual muestra signos de hialinizacién. La lesién estaba rodeada por
una capsula de tejido fibroso laxo en la que se aprecian discretas islas de epitelio
neoplasico.

Tincion inmunohistoquimica. Con el MoAb laminina se observé una leve reaccioén en
estructuras vasculares,

No se observé reaccién a 5-100.

FO29690

Paciente de sexo femenino de 20 afios de edad con lesién localizada en glandula
submandibular.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen representé una neoplasia benigna
bien encapsulada, formada por células epiteliales que se arreglan en masas s6lidas,
conductos, hileras, nidos, cordones algunas se encuentran aisladas y toman una forma
estrellada, existié gran cantidad de material extracelular de aspecto mixoide, condroide,
osteoide y hialino. Se observé tejido glandular predominantemente de secrecién serosa,
con algunos acinis mucosoé, ligera sialoadenitis, sialodoquitis y sialectasia.

Tincién inmunohistoquimica. Con laminina se observé una reaccién de moderada (2+)
a fuerte (3+) en estructuras vasculares, también se observé reaccién en células
fusiformes, plasmocitoides y condromixoides en la 4rea mixoidal del tumor.

Con $-100 se observé una reaccién de moderada (2+) a fuerte (3+). De las 410 células

examinadas el 38.29% (157 células) fueron positivas a 5-100. El 71.33% (112 céiulas)
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fueron plasmocitoides, el 17.19% (27 células) fueron fusiformes, el 10.82% (17 células)

pertenecieron a condromixoides y el 0.63% (1 célula) del tipo epitelial.

Caso FO13191

Paciente femenino de 28 afios de edad con lesién localizada en glandula submandibular
derecha.

Tincion con Hematoxilina y Eosina. Se observé la presencia de una neoplasia formada
por células epiteliales, agrupadas, en grupos con aspecto plasmocitoide, laminas,
ductos, algunos con codgulo eosinéfilo, dreas de aspecto mixoide y condroide. Se
observé una capsula de tejido conjuntivo fibroso laxo, con abundante infiltrado
neoplasico y tejido glandular de secrecién mixta con infiltracién grasa.

Tincion inmunohistoquimica. Las estructuras ductales y vasculares mostraron una
reaccién fuerte con el MoAb laminina, estas estructuras se encontraron en &reas
mixoides.

Con 5-100 se observé una reaccién de moderada a fuerte. De las 761 células examinadas
el 31.01% (236 células) fueron positivas. De estas el 38.55% (91 células) fueron
condromixoides, el 34.32% ( 81 células) fueron plasmocitoides, el 25% (59 células) fueron

fusiformes y el 2.11% (5 células) fueron epiteliales.

Caso FO19692

Paciente femenino de 72 afios de edad.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado estaba formado por una
neoplasia benigna constituida por células epiteliales que formaban numerosos
conductos de calibre variado y contenian en ocasiones un coagulo eosinéfilo o baséfilo
de aspecto homogéneo. Existieron areas de aspecto condroide y mixcide, zonas de
metaplasia escamosa 4reas de aspecto fibromatoso, fibrosis, células de aspecto
poligonal, fusiforme, ctbico, columnar, oval, redondeada y otras con aspecto
plasmocitoide, en otras zonas se encontraban arremolinadas. La c4psula estaba formada
por haces gruesos de coldgena, la mayor parte de ellos hialinizados, fibroblastos,
capilares, nervios, arteriolas, vénulas, islas de células neoplasicas y tejido glandular de

tipo seroso.
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Tincién inmunohistoquimica. Al anticuerpo laminina esta neoplasia presento una
reaccién moderada en células fusiformes y condromixoides.

Al anticuerpo 5-100 las células mioepiteliales reaccionaron de forma moderada a fuerte.
El 40.19% (252 células) de las 627 células examinadas fueron positivas; el 58.33% (147
células) fueron plasmocitoides, el 20.23% (51 células) fueron células fusiformes, el
14.68% (37 células) lo formaron células condromixoides y el 6.7% (17 células) fueron
células del tipo epitelial.

Caso FO29393

Paciente del sexo femenino de 52 aiios de edad con lesién localizada en la unién de
paladar duro y blando

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado estd compuesto
principalmente de masas sélidas de células epiteliales, algunas forman estructuras
tubulares llenas de un codgulo eosinéfilo. Se entremezcla con tejido conectivo fibroso
denso con zonas de hialinizacién. La lesién esta parcialmente encapsulada por una
banda de tejido conjuntivo fibroso denso bien vascularizado.

Tincién inmunohistoquimica. Esta neoplasia presenté reaccién fuerte en las estructuras
vasculares, se observé reaccién en los limites de espacids quisticos asi como una ligera
reaccién heterogénea.

No se observé reaccién con S-100,

Caso FO01094 A-C

Paciente femenino de 35 afios.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado esta compuesto por
abundante tejido mixoide que se entremezcla con células epiteliales, dispuestas en
cordones, tiras, conductos. También se observa tejicio glandular seroso y tejido
conjuntivo fibroso denso bien vascularizado.

Tincién inmunohistoquimica. Las células condromixoides que se encontraron en areas
mixoidales mostraron una respuesta moderada (2+) a la laminina.

Con S-100 se observé una reaccién no muy intensa ya que varié entre leve (1+) y

moderada (2+) pero el 80.59% (108 células) de las 134 células examinadas fueron
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positivas. De estas el 81.48% (88 células) fueron células condromixoides, el 12.96% (14
células) del tipo fusiforme y el 5.55% (6 células) del tipo plasmocitoide.

Caso FO34294

Paciente del sexo femenino de 49 afios de edad con lesién localizada en la unién de
paladar duro y blando

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado esta compuesto por masa
sélidas de células epiteliales, de aspecto monomorfo, también se formaron algunas
estructuras ductiformes que se entremezclan con escaso estroma de tejido conjuntivo
hialinizado. También se observé tejido glandular mucoso y epitelio de mucosa
superficial de aspecto normal.

Tincién inmunohistoquimica. Esta neoplasia fue negativa para ambos anticuerpos.

Caso FO35794 A-C

Paciente femenino de 29 aiios de edad con lesién localizada en paladar blando.

Tincion con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado estd compuesto por
masas sblidas de células epiteliales, que también forman estructuras ductiformes y
microquisticas. Se entremezclan con tejido conjuntivo hialino y mixoide. También posee
una cépsula de tejido conjuntivo fibroso denso, bien vascularizado con infiltracién de
células epiteliales y calcificaciones baséfilas. También se observaron fragmentos de
tejido glandular de tipo mucoso de aspecto normal.

Tincién inmunohistoquimica. Las estructuras vasculares y ductales reaccionaron de
forma moderada (2+) a la laminina, también se observé una leve reaccién heterogénea.
Con 5-100 se observé una reacci6bn moderada (2+) y de las 773 células examinadas el
21.73%. (168 células) fueron positivas, de estas el 75.59 (127 células) fueron células
plasmocitoides, el 5.35% (9 células) fueron células fusiformes, el 11.90% (20 células)

fueron condromixoides y el 7.1% (12 células) fueron células del tipo epitelial.

Caso FO5195

Paciente del sexo femenino de 44 afios de edad con lesién localizada en el paladar duro.
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Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado muestra células
epiteliales poliédricas formando nidos , cordones ductos que se entremezclan con un
estroma hialinizado. Se observé una cépsula parcial de tejido conjuntivo.

Tincidn inmunohistoquimica. De 305 células examinadas el 7.86% (34 células)
reacciond de forma positiva con S-100. El 35.29% (312 células) fueron condromixoides, el
35.29% (12 células) fueron plasmocitoides, el 11.76% (4 células) fusiformes y el 17.64% (6
células) pertenecian al tipo epitelial

Con laminina la neoplasia fue negativa.

Caso FO38195

Paciente del sexo femenino de 51 afios de edad con lesién localizada en la unién de
paladar duro y blando del lado derecho.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado est4 compuesto por
masas irregularmente dispuestas de células epiteliales poliedricas, algunas formando
ductos, nidos y cordones, entremezcladas con tejido de aspecto mixoide. Se observé una
delgada cdpsula de tejido conjuntivo fibroso denso, bien vascularizado y con infiltracién
epitelial.

Tincién inmunohistoquimica. Esta neoplasia mostré una reaccién entre moderada y
fuerte ante 5-100 y de las 701 células examinadas el 10.55% (74 células) reaccionaron
positivamente de estas el 60.81% (45 células) fueron plasmocitoides, el 29.72% (22
células) condromixoides y fusiformes el 9.45% (7 células).

Se observé una reaccién de moderada (2+) a muy fuerte (4+) en estruturas ductales y en
algunas células del tipo plasmocitoide y algunas fusiformes en las 4reas mixoidales. En

algunos se encontré reaccién delimitando nidos y cordones de células epiteliales.

Caso FO02396 A-B

Paciente femenino de 39 afios de edad con lesién localizada en paladar.

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado estuvo compuesto por
una masa de células poliédricas de aspecto mioepitelial con escaso tejido conjuntivo

fibroso entre ellos.
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Tinci6n inmunchistoquimica. Se observé una reaccién heterogénea leve (1+) y difusa
en toda la muestra para laminina. Asi como en las escasas estructuras vasculares y
ductales.

La muestra fue negativa para S-100.

Caso FO105%6

Paciente del sexo masculino de 21 afios de edad con lesi6n localizada en regién yugal
derecha,

Tinciéon con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado consistié en una masa
formada por gran catidad de células poligonales, fusiformes algunas, otras redondas,
formando grupos compactos de diferente tamafio y forma, existieron numerosas
estructuras ductiformes revestidas por células cibicas o planas bi- o mono-estratificadas
que contenian un codgulo eosinéfilo y poseian estructuras papilares. Se encontraron
dreas de aspecto condroide o mucoide, perlas de queratina y escaso estroma de tejido
conjuntivo fibroso en ocasiones hialinizado. Se pudo identificar una delgada capsula de
tejido conjuntivo con invasién neoplésica, tejido glandular mucosecretor Yy nédulos
linfaticos.

Tincién inmunohistoquimica. El 8.9% (60 células) de las 674 células examinadas
reacciond positivamente a S-100 y de estas 36.66% (22 células) fueron células
plasmocitoides, el 35% (21 células) del tipo condromixoide, el 15% (9 células) epiteliales
y €1 13.33% (8 células) fusiformes.

La muestra fue negativa a laminina.

Caso FO26396 A-C

Paciente femenino de 23 afios de edad con lesién en gléndula submandibular derecha,

Tincién con Hematoxilina y Eosina. El espécimen examinado se compone de células -

epiteliales poliédricas, formando masas difusas y estructuras ductiformes limitadas por
células cabicas, luz con coagulo eosinéfilo, estas células se entremezclan con tejido
conjuntivo fibroso denso y laxo, zonas de aspecto mixoide, condroide. Esta masa esta
parcialmente cubierta por una capsula de tejido conjuntivo, bien vascularizado, con

tejido adiposo y tejido glandular de aspecto normal.
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Tincién inmunohistoquimica. Con S-100 el 19.50% (71 células) de las 364 células
examinadas reaccion6 positivamente con una intensidad entre moderada y fuerte. De
esta células el 22.53% (16 células) fueron células condromixoides, el 57.74 (41 células)
fueron células plasmocitoides, el 11.26% (8 células) del tipo fusiforme y el 8.45% (6
células) epiteliales.

Las células mioepiteliales de tipo condromixoide reaccionaron de forma moderada con

laminina.

Caso B84-0713

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Fue observada una neoplasia benigna, muy
celular. originada de tejido glandular. Las células que la forman son poligonales,
fusiformes, ovales y redondas, de niicleos hipercromaticos, nucléolos prominentes, con
escaso citoplasma eosin6filo. Las células forman laminas, islas o nidos compactos con
pocas formaciones ductales y codgulos eosinéfilos. También se observaron septos de
fibras de coldgena algunas de las cuales estan hialinizadas, el estroma es laxo, hialino y
con zonas de aspecto mixoide. Junto a la neoplasia se observé tejido glandular normal.
Tincién inmunchistoquimica. Con $-100 reaccionaron positivamente el 14.60% de las
89 células examinadas también se observé una reaccién moderada (2*) en fibras
nerviosas.

Con laminina reaccioné de forma moderada en estructuras ductales.

Caso B86-13

Tincion con Hematoxilina y Eosina. Se observé una neoplasia benigna moderadamente
celular, compuesta por células epiteliales de forma poligonal, fusiforme, estrellada, de
nicleos grandes y nucléolos evidentes, formando nidos pequefios y grandes con
estructuras ductiformes rodeados por células de aspecto ctibico (con caracteristica de
célula ductal), conteniendo coagulos eosinéfilos. El estroma lo constituyé tejido
conectivo laxo, con fibroblastos grandes, algunas zonas hialinizadas y mixoides.
Tincidn inmunohistoquimica. No hub6 reaccién con laminina.

Con S-100 se observé fuerte reaccién y de las 540 células examinadas el 14.62% (79
células) fueron positivas. De estas el 56.96% (45 células) correspondié a células

plasmocitoides, el 31.64% (25 células) fusiformes y el 8.86% (7 células) condromixoides.
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Caso B86-84

Tincién con Hematoxilina y Eosina. Se observé una neoplasia benigna de epitelio
glandular compuesta por células epiteliales, adoptando patrones ductiformes, también
constituida por nidos de metaplasia escamosa, la lesién se encontré semi-cubierta por
una capsula fibrosa de tejido conectivo,

Tincién inmunohistoquimica. Con laminina no se presento reaccién.

Con 5-100 se presenté una reaccién de moderada (2+) a fuerte (3+) no obstante solo el
9.50% (50 células) de las 526 células examinadas fueron positivas. de estas el 86% (43
células) pertenecieron al ﬁ'po plasmocitoide y el 14% (7 células) restante a células

condromixoides.
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Fig. 3. (a) Zona de aspecto hialino en un adenoma pleomorfo tefida cor 1 y E y (b) Con proteina 5-100 se observa
una reaccién (4+) en células de aspecto condromixoide.
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Estrucuras ductiformes y vasculares en Adenoma Pleomorfo: Reaccién de sus

componentes con Laminina

Inmunoreaccién en  estructuras Inmunoreaccién en estructuras

ductiformes . ‘ vasculares

"0= No tiene estructuras ductiformes o vasculares; - = negativo; 1+ = lzve; 2+ = moderado; 3+ = fuerte;
4+ = muy fuecrte
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0= No tiene estructuras ductiformes o vasculares: - = negativo; 1

cve, 2+ = moderado; 3+ = fuerte;
4+ = muy fueric

Identificacion y cuantificacién con Proteina 5-100 de los diversos tipos de células
mioepiteliales en el Adenoma pleomorfo.

CASO No. CELULAS  CS - (%) CSPS(%) CSCMS(%)  CSFS(%) CSES (%)
CONTADAS . POSITIVA ' : - .
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13.33
11.26
31.64

* - = negativo; CS PS= Células plasmocitoides, CS CMS=
fusiformes; CS ES= Células cpiteliales.

Células condromixoides; CS FS= Células
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Relacién de la inmunoreaccién de Adenoma pleomorfo a Proteina 5-100 y Laminina

con edad y sexo.”

CASONO. EDAD SEXO REACCION ININA REACCION
, .

" - = negativo; 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+= fuertc; 4+= muy fuerie
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DISCUSION

La proteina 5-100 es un marcador comin para tejido nervioso y mioepitelio en este
ultimo caso aumenta su positividad en células mixoides, condroides y estrelladas,
particularmente si estin asociadas con un estroma mixoide. Por otro lado, la
diferenciacién epitelial puede manifestarse como células claras o escamosas y la
consecuente presencia de filamentos de vimentina y queratina en la misma célula
(Martinez Madrigal y Micheau, 1989).

El anticuerpo monoclonal Laminina se utiliza para detectar la membrana basal de los
tejidos. Sakashita et al. (1980) encontraron que la Laminina se une al heparan sulfato y
heparina. Toida et al. (1984) encontraron que la Laminina reaccionaba positivamente
sobre estructuras vasculares pero que la mayoria de las células tumorales no se
encontraban tefiidas.

En general se observé que la Proteina S-100 se expresé principalmente sobre el sistema
de conductos de las glandulas salivales normales asf como en fibras nerviosas.

El AbMo Laminina mostré una fuerte reaccién por los acinos mucosos asi como por los
coﬁductos y vasos sanguineos de las glandulas salivales normales. No se presento
reaccion con los acinos serosos.

Mientras que en las glindulas salivales normales se encontré patrones de reaccidn
similares, los tumores mostraron variaciones de respuesta, debida probablemente a la
variedad en su composicién histomorfolégica.

Los adenomas pleomorfo muestran gran variedad de patrones histolégicos lo cual es
utilizado como caracteristica de diferenciacion celular en las clasificaciones (Eversole,
1971; Seifert et al., 1986). En este estudio fue posible observar que aquellos tumores con
estructuras ductiformes bien definidas asi como estructuras vasculares mostraron una
reaccion con Laminina.

Con Proteina S-100 se observaron los diferentes tipos de células mioepiteliales y a
diferencia de lo ocurrido en las glindulas salivales normales donde las células que se
encontraban delineando conductos eran las mas frecuentes en Adenoma pleomorfo
tenian un porcentaje menor si se compara con los otros tres tipos celulares encontrados

den este tumor; de estas células el tipo plasmocitoide fue el mas comtn seguido por las
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de tipo condromixoide en tercer se encontraron las de tipo fusiforme y por altimo las
del tipo epitelial. Estos resultados concuerdan con los de Martinez Madrigal y Micheau
(1989) a diferencia de que elios describieron que la célula mioepitelial del tipo

condromixoide el tipo celular més frecuente en Adenoma pleomorfo.
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CONCLUSIONES

El MoAb Laminina reaccioné especificamente con el sistema de conductos de las
glandulas salivales normales asi como en los acinos mucosos, pero no sobre los acinos

Serosos.

El anticuerpo monoclonal Laminina reacciond con estructuras vasculares, ductiformes

y acinos mucosos en las neoplasias de glandulas salivales.

No se observé relacién entre edad y sexo con la intensidad de la inmunoreaccién de las

neoplasias de glandulas al MoAb Laminina.

La Proteina S-100 reaccioné positivamente en el sistema de conductos de las glandulas

salivales normales.

La Proteina S-100 mostré una inmunoreaccién positiva sobre las células mioepiteliales

en el Adenoma pleomorfo.

Las células mioepiteliales que reaccionaron con mayor frecuencia con Proteina 5-100

fueron las células del tipo plasmocitoide.

Las células mioepiteliales ‘que se presentaron con menor frecuencia fueron las células

del tipo epitelial.
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