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 RESUMEN
Introducción: Las neoplasias de las glándulas salivales son tumores raros y con diferente potencial maligno; corresponden a menos del 2% de todas las neoplasias humanas y el 3 a 4% de los tumores de cabeza y cuello. Su diagnóstico se enriquece con la inmunohistoquímica.
Objetivo: Basándonos en este antecedente investigamos la asociación entre los marcadores Ki67 (proliferación) y CD34 (angiogénesis) y el grado histológico del carcinoma mucoepidermoide (CME). 
Materiales y Métodos: Este estudio inmunohistoquímico se realizó en casos de 10 pacientes seleccionados de una base de datos de tumores salivales de nuestro equipo de trabajo correspondiente al período 1995-2022.
Resultados y discusión: Los tumores se clasificaron como de baja y alta proliferación con un índice de marcación de Ki67 de ≤15% y >30%, respectivamente. La marcación de CD34 se calificó como positiva (>de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión) o negativa (˂de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión) en tumores de alto y bajo grado, respectivamente. 
      Conclusiones: Consideramos que la expresión cuantitativa del índice proliferativo tumoral se asocia con su grado histológico de malignidad y el diferente grado de marcación de CD-34 en el CME salival, factores vinculados a su pronóstico.    


INTRODUCCIÓN
 Las neoplasias de las glándulas salivales son lesiones importantes de la patología oral y maxilofacial. Son tumores raros y con diferente potencial maligno; corresponden a menos del              2% de todas las neoplasias humanas y el 3 a 4% de todos los tumores de cabeza y cuello (1-2). El 90% de los tumores salivales primarios se origina del parénquima glandular y el resto corresponde a tumores no epiteliales (hemangionas, linfangiomas), etc.
La Organización Mundial de la Salud clasifica a los tumores salivales primarios en 39 subtipos histológicos benignos y malignos (3), con diferencias estructurales muy relevantes que conducen a grandes desafíos diagnósticos y de pronóstico.
El diagnóstico tumoral se enriquece con los aportes de la inmunohistoquímica, especialmente Ki67, que detecta un antígeno nuclear cuya expresión proporciona una medida directa de la fracción de multiplicación celular. (4-6).
Este anticuerpo reacciona con una estructura nuclear que sólo se encuentra en células normales y tumorales en proliferación. Las células quiescentes o en fase GO no expresan este antígeno. Un alto índice de Ki67 se vincula con un peor pronóstico en las condiciones clínicas de los pacientes afectados con una neoplasia maligna (7).
Por otro lado, durante la embriogénesis se forman nuevos vasos sanguíneos a partir de los hemangioblastos, proceso denominando vasculogénesis. Después del nacimiento, este proceso es reemplazado por la angiogénesis, neovascularización derivada de vasos preexistentes, muy importante en una variedad de situaciones fisiológicas como el ciclo menstrual, el embarazo, la inflamación crónica y la reparación de heridas y estados patológicos como la progresión tumoral (8-9). 
El crecimiento de un tumor, la invasión y las metástasis dependen de la angiogénesis, que puede ser evaluada y medida por la cantidad de vasos sanguíneos (densidad microvascular). La angiogénesis es una característica distintiva del cáncer (10-11). El método más común para evaluar la actividad de angiogénesis en un tumor es la estimación de la densidad microvascular (11).
CD34, CVD31, CD115 y VEGF se utilizan como marcadores para la evaluación de la angiogénesis (11).
CD34 es principalmente un marcador de células precursoras y progenitoras hematopoyéticas. Sin embargo, CD34 también es un marcador de varios tipos de células no hematopoyéticas, incluidos las células progenitoras endoteliales vasculares. Aunque aún se desconoce la exacta función de CD34 como antígeno de superficie, se la relaciona con la inhibición o facilitación de la adhesión, la proliferación celular y la regulación de la diferenciación (12).


OBJETIVO
Basándonos en estos antecedentes nos propusimos investigar la asociación entre Ki67 y CD34 y su correlación con el grado histológico en el carcinoma mucoepidermoide de bajo y alto grado de malignidad en glándulas salivales mayores y menores humanas.
MATERIALES Y MÉTODOS
Este estudio se realizó en el carcinoma mucoepidermoide (ICD-O 8200/3) de glándulas salivales. Se emplearon tacos de parafina pertenecientes a  tumores de 10 pacientes seleccionados de una base de datos de los protocolos de biopsias de Anatomía Patológica de nuestro equipo de trabajo, correspondiente al período 1995-2022; se  utilizó un código numérico para identificar las muestras y preservar la identidad de los pacientes (Cuadro 1).

CUADRO 1. CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE. CASUÍSTICA (n=10) 


	LOCALIZACIÓN

	GRADO HISTOLÓGICO DE MALIGNIDAD

	Parótida (50%)

Submandibular (10%)           
                                       
	Bajo grado (n=3). Alto grado (n=2)

Bajo grado (n=1)

	Paladar (10%)

Base de la lengua (20%)         

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

Alto grado (n=2)


Alto grado (n=1)

	
	

	
	



El análisis histológico se realizó con H/E y Azul de toluidina a pH 3,8. Para la determinación de su grado de malignidad seguimos la gradación histológica según Ellis y Auclair (1):



Parámetros	 Puntaje
*Componente intraquístico < 20%	    +2
*Invasión neural	    +2
*Necrosis	    +3
*4 mitosis/10 campos a mayor aumento      +3
*Anaplasia                                                 +4


	Grado                          
	 Score                                

	*Bajo
	0-4                             

	*Intermedio
	5-6                            

	*Alto
	7                               

	
	



Estudio inmunohistoquímico: se utilizó el kit LSAB+ de DAKO en cortes histológicos de 4μm de espesor de las piezas quirúrgicas incluidas en parafina.
La inmunomarcación nuclear con Ki67 se evaluó por el sistema de cálculo de contaje celular en campos de mayor aumento homogéneas en la población celular objeto de estudio y sin áreas de necrosis. Sobre cada campo se hizo el recuento del número total de células y las células marcadas.  Se obtuvo un índice proliferativo aplicando la fórmula células     marcadas / células totales x 100 (en porcentaje).
Los resultados se clasifican como de baja, intermedia y alta proliferación con un índice de marcación de Ki67 de ≤15%, 16-30% y >30%, respectivamente (13).
La glicoproteína transmembrana CD34, antígeno marcador endotelial, se expresa en células
precursoras hematopoyéticas y principalmente en el
endotelio vascular. La marcación de CD34 se calificó como coloración positiva (>de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión a 400x) o negativa (˂de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión a 400x) (14). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
-Características histológicas
El carcinoma mucoepidermoide es un tumor maligno formado por proporciones variables de varios tipos celulares, mucocitos, células epidermoides, intermedias, columnares, claras y ocasionalmente oncocitos que presentó características morfológicas específicas, asociadas a su grado histológico. En los carcinomas de bajo grado de malignidad predominaron las formaciones quísticas revestidas por        un epitelio mucosecretor.  Algunas áreas sólidas con células epidermoides, claras y mucosecretoras se disponían entre las estructuras quísticas predominantes (Figura 1 A y B).         
Por el contrario, en las lesiones de alto grado se destacaban cordones sólidos con células epidermoides con atipia, áreas con células intermedias y escasas células secretoras de mucinas. Las mitosis eran frecuentes. En la Figura 2 A y B se puede observar un caso localizado en la base de la lengua. 

-Inmunohistoquímica (Figuras 3 y 4).
	
CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

	
Ki67
(proliferación)

	
CD34
(angiogénesis)

	
 Bajo grado de malignidad (n=4, 40%)
	
Baja proliferación
≤ 15%
	
Negativa: ˂de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión (400x)  


	
 Alto grado de malignidad (n=6, 60%)
	
Alta proliferación
>30%
	
Positiva: >de 5 vasos sanguíneos marcados en el campo de visión(400x)  



En la bibliografía se menciona que el carcinoma mucoepidermoide es el tumor de glándulas salivales maligno más común; corresponde al 10-15% de todos los tumores salivales y un 30% de los cánceres de estas glándulas, seguido por el carcinoma adenoide quístico (15).
La localización anatómica principal es la glándula parótida, seguida de paladar, submandibular y otras glándulas salivales menores (16-17).
Esta lesión maligna se caracteriza por su diferente agresividad y pronóstico, que depende de su grado tumoral (18). Como es bien conocido existen diferentes esquemas de gradación tumoral histológica para abordar su potencial clínico/patológico, diferenciándose lesiones de grado de malignidad bajo, intermedio y alto. 
El grado histológico de diferenciación tumoral se determina mediante análisis microscópico y es un factor importante para la sobrevida y para el tratamiento, ya que demuestra su potencial biológico y la agresividad de la neoplasia.  En el presente trabajo clasificamos los casos de carcinoma mucoepidermoide siguiendo los criterios de Ellis y Auclair et al (1) porque consideramos que los criterios de gradación de esta clasificación cuantitativa son más objetivos y disminuyen la subjetividad en comparación con los métodos cualitativos.
Un diagnóstico diferencial certero y una valoración segura de la patología tumoral en la práctica diaria genera dificultades en muchos casos si se emplea solamente la coloración de H/E. Una herramienta de referencia ante esta situación es la inmunohistoquímica, que permite orientarnos hacia un diagnóstico definitivo y a una determinación pronóstica del curso clínico de la neoplasia. (19). 
El anticuerpo Ki67 brinda la información sobre la multiplicación celular de un tumor, constituyéndose en un factor pronóstico de gran valor relacionado con la potencial agresividad de la lesión (20). 
Como ha sido plenamente demostrado, la proliferación celular es un proceso primordial en la oncogénesis y Ki67 es el marcador básico para distinguir tumores benignos y malignos. Asimismo, su expresión posibilita además marcar   diferencias en el pronóstico si se comparan tumores con varios grados de malignidad como el carcinoma mucoepidermoide (21). En estos casos el porcentaje de células positivas con Ki67 coincide con su grado histológico, lo que concuerda con el resultado obtenido en nuestro estudio.
Como ya se mencionó en la Introducción la angiogénesis tumoral se asocia con los tumores malignos en muchos órganos.
Tabatabaei et al, (22) realizaron un estudio de la densidad de la microvasculatura de 17 casos de carcinoma mucoepidermoide de glándulas salivales con CD34 y encontraron diferencias significativas entre el promedio de la densidad microvascular y el grado histológico del tumor, siendo significativamente superior en lesiones de grado intermedio y alto comparados con las de bajo grado, datos que coinciden con nuestros resultados.  
Luukkaa et al (9) evaluaron la importancia pronóstica de los vasos CD34 positivos en el carcinoma adenoide quístico y el carcinoma mucoepidermoide de glándulas salivales demostrando una mayor intensidad de marcación en el carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad, lo que predice una peor sobrevida.
Sin embargo, Taher et al (23) estudiaron la expresión de CD34 y D2-40 como marcadores de la angiogénesis y linfoangiogénesis en el carcinoma mucoepidermoide y no encontraron correlación entre su grado o estadio tumoral.
Hussien et al (24) revelaron una intensa coloración citoplasmática positiva con los anticuerpos CD34 y D2-40 en todos los casos estudiados de carcinoma mucoepidermoide de alto grado. 
Consideramos que la expresión cuantitativa del índice proliferativo tumoral estudiada con Ki67 se asocia con la localización y el diferente grado de marcación de CD-34 en el carcinoma mucoepidermoide salival, factores ambos vinculados al pronóstico tumoral.

CONCLUSIONES  
-En el carcinoma mucoepidermoide las marcaciones inmunohistoquímicas con KI67 y CD34 tuvieron correlación con las características morfológicas y el grado histológico del tumor.
-Se observó un mayor índice de proliferación en los tumores de alto grado de malignidad.
-La densidad vascular fue superior en el carcinoma mucoepidermoide de alto grado.
-A posteriori se medirá la densidad microvascular comparando los resultados en los tumores salivales benignos y malignos. 
-También se realizará en estudio comparativo de la densidad vascular teniendo en cuenta la presencia o ausencia de mioepiteliocitos ya que se describe en la literatura que estas células producen en los tumores factores antiangiogénicos que pueden relacionarse con la mayor o menor agresividad y crecimiento que presentan los tumores malignos en general.
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Figura 1. Carcinoma mucoepidermoide de bajo grado de malignidad
A- Nido tumoral sólido con mucocitos fuertemente metacromáticos. Coloración Azul de toluidina pH 3,8. 20x. B- Estructura quística con mucocitos y contenido luminal intensamente  metacromáticos. Coloración Azul de toluidina pH 3,8. 40x.
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Figura 2. Carcinoma mucoepidermoide de alto grado de malignidad
   Células tumorales (estrella). Músculo lingual (M). Coloración H/E. A-Objetivo   10x. B-Coloración H/E. Objetivo 40x.
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Figura 3. Carcinoma mucoepidermoide
A-Bajo grado de malignidad. Inmunomarcación Ki67. Objetivo 40x.
B-Alto grado de malignidad. Inmunomarcación Ki67. Objetivo 40x.
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Figura 4. Carcinoma mucoepidermoide 
A-Bajo grado de malignidad. Inmunomarcación CD34. Objetivo 40x.
B-Alto grado de malignidad. Inmunomarcación CD34. Objetivo 40x.
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