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RESUMEN

Introduccidn: Los tumores de glandulas salivales son un grupo poco frecuente y heterogéneo de
neoplasias, lo que implica dificultades tanto en el diagndstico como en el prondstico de esta
patologia. Ki67 es un marcador que se expresa en las células en division, se ha visto que esta
asociado a mayor agresividad en distintos tipos de tumores, y se ha observado en varios estudios
que un valor elevado esta relacionado con una peor evolucion de los pacientes con neoplasias de
glandulas salivales.

El objetivo de este trabajo fue demostrar la importancia de Ki67 como factor pronostico en los
pacientes con tumores de glandulas salivales tratados con radioterapia.

Material y Métodos: Se evaluaron los pacientes con tumores de glandulas salivales localizados,
tratados con radioterapia en el Instituto Zunino; se realizé marcacion de Ki67 por
inmunohistoquimica; se lo estratifico en alto (mayor de 20%), bajo (entre 1% y 20%) y negativo
(menor o igual a 1%); y se relaciono la expresion con el porcentaje de recidivas, metastasis a
distancia y muertes por enfermedad.

Se realizo el célculo de sobrevida global, sobrevida libre de recidiva, sobrevida libre de metéstasis y
sobrevida causa especifica.

Resultados: Se estudiaron 48 pacientes tratados entre 2005 y 2015. Vientitn pacientes(43,7%)
tenian Ki67 alto, 21 (43,7%) Ki67 bajo; y 6 (12,6%), Ki67 negativo.

El seguimiento medio fue de 48,5 meses. 15 (31,25%) pacientes fallecieron; 11 en el grupo de Ki67
alto, 2 en el grupo de Ki67 bajo y 2 pacientes en el grupo en que fue negativo. Todas las muertes
por cancer fueron por metastasis a distancia; solo 2 pacientes presentaron recidiva locorregional, la
cual fue tratada con cirugia o nuevo esquema de radioterapia.

La sobrevida global para todo el grupo fue de 85% a 12 meses y 79% a 24 meses. La sobrevida
global a 2 afios para el grupo de Ki67 alto fue de 67%, mientras que para el grupo de Ki67 bajo y
negativo fue de 96%, lo cual es estadisticamente significativo(p<0.015). La sobrevida libre de
metastasis a 2 afios fue 57% para los pacientes con Ki67 alto, mientras que para los Ki67 bajo-
negativo, esta fue de 85%. Estas diferencias fueron significativas (p<0,0008); mientras que no hubo
diferencias en la sobrevida libre de recidiva local.

Conclusiones: Una alta expresion de Ki67 esta asociado con mayor nimero de metastasis y muertes
por enfermedad, con peor sobrevida en los pacientes con tumores de glandulas salivales.

Palabras clave: Glandulas salivales, tumores malignos, nmunohistoquimica, factores prondsticos,
sobrevida



SUMMARY

Introduction: Salivary gland tumors are a rare and heterogeneous group of neoplasms, which
implies difficulties both in the diagnosis and in the prognosis of this disease. Ki67 is a marker that
is expressed in dividing cells, it has been found to be associated with greater aggressiveness in
different types of tumors, and it has been observed in several studies that a high value is related to a
worse evolution of patients with Salivary gland neoplasms.

The objective of this work was to demonstrate the importance of Ki67 as a prognostic factor in
patients with salivary gland tumors treated with radiotherapy.

Material and Methods: Patients with localized salivary gland tumors treated with radiotherapy at the
Zunino Institute were evaluated; Ki67 labeling was performed by immunohistochemistry; it was
stratified in high (greater than 20%), low (between 1% and 20%) and negative (less than or equal to
1%); and the expression was related to the percentage of relapses, distant metastases and deaths due
to disease.

The calculation of global survival, free survival of recurrence, survival free of metastasis and
survival specific cause was made.

Results: 48 patients treated between 2005 and 2015 were studied. Twenty-one patients (43.7%) had
high Ki67, 21 (43.7%) Ki67 low; and 6 (12.6%), Ki67 negative.

The mean follow-up was 48.5 months. 15 (31.25%) patients died; 11 in the high Ki67 group, 2 in
the low Ki67 group and 2 patients in the negative group. All deaths from cancer were due to distant
metastases; Only 2 patients had locoregional recurrence, which was treated with surgery or a new
radiotherapy regimen.

Overall survival for the entire group was 85% at 12 months and 79% at 24 months. The 2-year
global survival for the Ki67 high group was 67%, while for the Ki67 low and negative group it was
96%, which is statistically significant (p <0.015). Metastasis free survival at 2 years was 57% for
patients with high Ki67, while for Ki67 low-negative, this was 85%. These differences were
significant (p <0.0008); while there were no differences in the free survival of local recurrence.

Conclusions: A high expression of Ki67 is associated with a greater number of metastasis and
deaths due to disease, with worse survival in patients with salivary gland tumors.

Key words: Salivary glands, malignant tumors, immunohistochemistry, prognostic factors, survival
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INTRODUCCION

Glandulas salivales

Las glandulas salivales son glandulas de secrecion externa anexas a la cavidad oral cuya funcion es
secretar la saliva; se clasifican en mayores y menores. Las glandulas salivales mayores son la
parétida, la submandibular y la sublingual; son 6rganos pares ubicados fuera de la cavidad oral

cuyas secreciones alcanzan la cavidad a través de un sistema de conductos.

Las glandulas salivales menores se encuentran en la submucosa de las diferentes partes de la

cavidad oral. Comprenden las glandulas linguales, labiales, bucales, molares y palatinas.

La unidad de secrecion de las glandulas salivales es la sialona; consiste en el adenémero y los
conductos intercalado, estriado y excretor.

Los acinos puede contener serocitos, células secretoras de proteinas; mucocitos secretores de

mucina, o ambas.
Se describen tres tipos de acinos:

Acinos serosos que contienen solo serocitos; acinos mucosos que contienen solo mucocitos y acinos
mixtos que contienen ambos tipos de células, en donde se observan en las preparaciones

histoldgicas un acino mucoso con un casquete de serocitos, llamada semiluna serosa.

La luz del acino se continta con el sistema de conductos que tiene tres segmentos secuenciales: el
conducto intercalado, que parte del acino; el conducto estriado, denominado asi porque tiene
estriaciones que corresponden a pliegues de la membrana basal con numerosas mitocondrias que se
orientan en forma perpendicular a la base de la célula, su funcién es excreto — secretora; y el

conducto excretor que desemboca en los conducto mayores y luego en la cavidad oral.
Glandulas salivales mayores

La glandula parétida (Figura 1) es la mas grande de las glandulas salivales mayores, esta situada por
debajo y delante del oido externo en el espacio entre la rama de la mandibula y el proceso estiloides
del hueso temporal, el nervio facial (VII par craneal) atraviesa la glandula. Su conducto principal
desemboca en la cavidad oral.

Histologicamente estd formada por acinos serosos y presenta conductos intercalados largos y

estrechos; los conductos estriados son grandes y suele haber una gran cantidad de tejido adiposo.
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Figura 1. Glandula parétida HE. 400x. Se observan: A-acinos serosos, B- conductos estriados y C- adipocitos

La glandula submandibular (Figura 2) esta ubicada debajo y a cada lado del piso de la boca, cerca
de la mandibula, en el trigono submandibular del cuello. De cada glandula parte un conducto que
describe un trayecto oblicuo hacia adelante hasta una papila situada en el piso de la boca, lateral al
frenillo de la lengua. Entre los acinos serosos que son los predominantes, aparecen algunos acinos

mixtos. Los conductos intercalados son menos abundantes que en la glandula parétida.

Figura 2. Glandula submandibular HE 400x. Se observan: A- acinos serosos, B- acinos mucosos, C- acinos mixtos y D-
conducto estriado
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La glandula sublingual (Figura 3) es la mas pequefia. Se encuentra en el piso de la boca anterior a la
glandula submandibular. Sus mdltiples conductos pequefios desembocan en el conducto
submandibular y también en forma independiente en el piso de la boca. Predominan los acinos
mucosos Y algunos pueden presentar semilunas serosas, pero €s muy raro encontrar acinos serosos

puros. Los conductos intercalados y estriados son cortos (1).

Figura 3. Glandula sublingual HE 400x. Se observan: A- acinos mucosos y B- conductos estriados

Embriologicamente la glandula parotida se origina del ectodermo que tapiza el estomodeo, mientras

que la submandibular y la sublingual derivan del endodermo de la faringe primitiva (2).

Tumores de glandulas salivales

Epidemiologia: Los tumores de glandulas salivales constituyen un grupo de neoplasias clinica y

morfolégicamente heterogéneo, con retos significativos para su diagndstico y tratamiento.

Incluyen los originados en las glandulas mayores (parétida, submandibular y sublingual) y los de
las glandulas menores (por ejemplo, mucosa oral, labio, paladar, Gvula, piso de la boca, lengua

posterior, area retromolar y area peritonsilar, faringe, laringe y senos paranasales) (3).

Estos tumores son poco frecuentes, con una incidencia general anual de aproximadamente 2,5 a 3,0
casos por 100.000 personas en el mundo occidental, siendo mayor en paises asiaticos,
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principalmente China y Malasia (3). Las neoplasias malignas constituyen solo el 0,5% de los

canceres y aproximadamente de 3 a 6% de todos los canceres de cabeza y cuello (4-5).

Mas del 50% de las neoplasias de las glandulas salivales son benignas y aproximadamente del 70 al
80% se originan en la parotida. El paladar es el sitio mas comun de presentacion de los tumores de
glandulas salivales menores. La frecuencia de lesiones malignas varia segun el lugar de
presentacion: Aproximadamente, 20 a 25% de los tumores de la parétida, 35 a 40% de los tumores
de submandibular, 50% de los tumores del paladar y mas de 90% de los tumores de la glandula

sublingual son malignos (3-4).

La edad media de presentacion entre tumores malignos y benignos se ubica entre los 45 y 47 afios;
pero la incidencia maxima de la enfermedad maligna se da entre la sexta y la séptima décadas de la
vida. En cuanto al sexo hay un ligero predominio en mujeres, pero esto puede variar dependiendo
del tipo histolégico (3).

Histopatologia: Los tumores de glandulas salivales representan el grupo de tumores mas diverso de
cualquier tejido corporal. En la Gltima clasificacion de la OMS hay descriptos hasta el momento
mas de 30 tipos histologicos de tumores epiteliales, 11 subtipos de tumores benignos (Cuadro 1) y
22 subtipos de tumores malignos (Cuadro 2) (5); algunos son muy poco frecuentes y, de ellos, hay

pocos informes de casos (6-7).

Tumores benignos Cdbdigos OMS
Adenoma pleomorfico 8940/0
Mioepitelioma 8982/0
Adenoma de células basales 8147/0
Tumor de Warthin 8561/0
Oncocitoma 8290/0
Linfoadenoma 8563/0
Sialoadenoma papilifero 8440/0
Papiloma ductal 8406/0
Adenoma sebaceo 8410/0
Adenoma canalicular 8149/0

Cuadro 1: Clasificacion anatomo patologica segtn la OMS: tumores benignos
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Tumores malignos Codigos OMS
Carcinoma mucoepidermoide 8430/3
Carcinoma adenoide quistico 8200/3
Carcinoma de células acinares 8550/3
Adenocarcinoma polimorfo 8525/3
Carcinoma de células claras 8310/3
Adenocarcinoma de celulas basales 8147/3
Carcinoma intraductal 8500/3
Adenocarcinoma NOS 8140/3
Carcinoma del ducto salival 8500/3
Carcinoma mioepitelial 8982/3
Carcinoma epitelial-mioepitelial 8562/3
Carcinoma ex adenoma pleomérfico 8941/3
Carcinoma secretorio 8502/3
Adenocarcinoma sebaceo 8410/3
Carcinosarcoma 8980/3
Carcinoma pobremente diferenciado

Carcinoma indiferenciado 8020/3

Carcinoma de células grandes 8013/3

Carcinoma de células pequefias 8041/3
Carcinoma linfoepitelial 8082/3
Carcinoma de células escamosas 8070/3
Carcinoma oncocitico 8290/3

Cuadro 2: Clasificacion andtomo patoldgica segtin la OMS. Tumores malignos

El mas comdn de los tumores benignos es el adenoma pleomérfico, que comprende casi el 50% de
todos los tumores salivales y 65% de los tumores de pardtida, siendo esta glandula donde se

localiza con mayor frecuencia (8-10).
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El mas comuan entre los tumores malignos es el carcinoma mucoepidermoide, que comprende
alrededor de 10 a 15% de todos las neoplasias salivales y aproximadamente 30 a 40% de las
neoplasias malignas. Esta neoplasia se presenta con mayor frecuencia en la parétida y en glandulas
salivales menores (11-14). Otros autores consideran que el carcinoma adenoide quistico es el tipo

histologico mas frecuente, con una incidencia del 26% en una serie de tumores malignos (15).

La clasificacion de estos tumores asi como su morfologia son muy complejas siendo su precision

de importancia fundamental a la hora de un diagnéstico correcto y un tratamiento adecuado.

Segln la teoria bicelular, los tumores de glandulas salivales estan formados por: a- epiteliocitos
ductales y/o célula acinares mas mioepiteliocitos, b- epiteliocitos ductales o acinares, o c-

mioepiteliocitos exclusivamente (16).

Diagnostico: El examen fisico y una historia clinica completa son relevantes en el diagnostico de
estos tumores. La mayoria de los pacientes con tumores benignos de las glandulas salivales
mayores, presentan una masa tumoral no dolorosa de la pardétida, submandibular o sublingual.
Cuando se observan sefiales neuroldgicas tales como debilidad o adormecimiento debido a
compromiso nervioso, tipicamente es indicio de enfermedad maligna (17). Una debilidad en el
nervio facial relacionado con tumor de la parétida o submandibular, constituye un factor de alto
riesgo. Cuando hay presencia de dolor facial persistente es una sefial clara de enfermedad maligna;
aproximadamente de un 10 a un 15% de las neoplasias malignas de la parétida presentan dolor. Sin
embargo, la mayoria de los tumores de la parétida, tanto benignos como malignos, se presentan

como una masa asintomatica en la glandula (3, 17).

El examen clinico se debe complementar con ultrasonido, método de eleccion para el diagnéstico
inicial, pero se recomienda completar con resonancia magnetica (IMR) para evaluar la interfase del
tumor y compromiso de tejidos limitantes para una adecuada planificacion de la cirugia.
Posteriormente se sugiere realizar puncién biopsia con aguja fina (FNAB) para tener un diagnostico

histologico previo que permita definir el tipo y extension de la reseccion (3, 15, 17).

La FNAB es considerada por varios autores el método de eleccion para tener el diagndstico
histoldgico, para determinar si es benigno o maligno antes de definir el tipo de cirugia a realizar, o
para definir si se debe hacer solo radioterapia en el caso de tumores irresecables o pacientes de edad
avanzada con otras comorbilidades; sin embargo, en algunos estudios se observo una alta tasa de

falsos negativos (18).

17



Tratamiento: el tratamiento de eleccion en los tumores de glandulas salivales es quirdrgico. Si el
tumor es benigno se indica la reseccion del lI6bulo afectado, a fin de evitar la recidiva, y no es
necesario un tratamiento complementario. En el caso de un tumor maligno, la cirugia debe ser mas
extensa, con una reseccion total de la glandula salival mayor involucrada y una linfadenectomia si
hubiera compromiso regional; la linfadenectomia electiva del cuello en pacientes sin metastasis
nodales demostrada es aun controversial, hay algunos autores que la sugieren argumentando que
reduce el riesgo de recidiva locorregional y que presenta una baja morbilidad, pero no esta
considerada como estandar (19-20). Con respecto a la preservacion del nervio facial, se debe hacer
siempre que no esté comprometido por el tumor en los estudios preoperatorios, ya que no afecta la

sobrevida; pero si hay compromiso del mismo, éste debe resecarse para evitar la recidiva (21).

Cuando el tumor afecta una glandula salival menor, la reseccion oncol6gicamente adecuada debe

incluir margenes quirdrgicos amplios (3, 15).

Segun el tipo histoldgico, extension de la enfermedad, invasion perineural o una reseccion
incompleta con margenes comprometidos, se debe realizar radioterapia post operatoria (22-25); para
lo cual actualmente se sugieren nuevas técnicas de irradiacion como IMRT (radioterapia de
intensidad modulada), ya que permite administrar mayor dosis de irradiacion en en la zona del
tumor con minima irradiacién en los tejidos sanos circundantes, lo cual optimiza la efectividad del
tratamiento disminuyendo la tasa de complicaciones producidas por el mismo (26-27). También hay
estudios que evallan la utilizacién de braquiterapia para los tumores inoperables, lo cual consiste en
la aplicacion directa de un material radioactivo en el volumen tumoral, tratamiento ain en etapa de

investigacion (28).

El tratamiento sistémico como la quimioterapia solo estd indicado en forma estandar cuando hay
metastasis a distancia o enfermedad recidivada luego de los tratamientos locorregionales (3, 29-30).
Hasta el momento todavia no hay un aval suficiente que demuestre beneficio en su utilizacion al
inicio en forma adyuvante, pero si presenta un gran volumen tumoral con factores de muy alto
riesgo o enfermedad irresecable, algunos autores sugieren la posibilidad de utilizarla en
concomitancia con radioterapia (31-32). Actualmente nuevas lineas de tratamiento sistémicos como

las terapias target, estan siendo evaluadas en diferentes estudios de fase 11 (33-34).

Pronostico: en general es mas favorable cuando el tumor se encuentra en una glandula salival mayor
que en las menores; en los tumores benignos, particularmente en el adenoma pleomérfico, esta
asociado principalmente a la reseccién, ya que aumenta considerablemente el porcentaje de

recidivas cuando no fue completa (9, 35-36). En cuanto a los tumores malignos, existen diferentes
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factores que inciden en el prondstico: tipo y grado histoldgico, estadio, localizacion, presencia de
parélisis facial, fijacion a la piel o estructuras vecinas, metastasis regional y a distancia (3,13-
14,37).

El tipo y el grado histolégico son fundamentales para determinar un enfoque de tratamiento
apropiado aun cuando no constituye un indicador independiente del curso clinico, pero debe ser
evaluado en el contexto de la enfermedad. Hay subtipos histologicos que estan asociados mas
frecuentemente con un grado bajo, como por ejemplo el carcinoma de células acinares o el de
células basales; otros con un grado alto como el carcinoma indiferenciado de células grandes o el
carcinoma de células pequefias; y otros como el carcinoma mucoepidermoide o el adenocarcinoma,

pueden ser de bajo, intermedio o alto grado histolégico, lo que influye en la evolucion (13-15).

Ademas, la localizaciéon del tumor primario es importante ya que los tumores submandibulares,

sublinguales y de glandulas menores tendrian peor prondéstico que los de glandula parétida (3).

Otro de los factores importantes es la estadificacion (AJCC - American Joint Committee on Cancer)
(Cuadro 3) que considera el tamafio tumoral (T), el compromiso linfoide (N) y la presencia de

metastasis a distancia.

Estadificacion AJCC

Tumor primario (T)

Tx: Tumor que no puede ser medido

TO: No evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ

T1: Tumor igual o menor a 2 cm, sin extensién extraparenquimatosa

T2: Tumor mayor a 2 cm, pero menor a 4 cm, sin extension extraparénquima
T3: Tumor mayor a 4 com y/o extension extra parénquima

T4a: enfermedad moderadamente avanzada; tumor que invade piel, mandibula, conducto auditivo y/o nervio
facial

T4b: enfermedad muy avanzada; tumor que invade base del craneo, gran extension local y/o compromiso de
grandes vasos.
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Nodos linfoides (N)

NX: no puede evidenciarse el compromiso linfoide

NO: no hay compromiso linfoide

N1: metastasis en nodos ipsilaterales menor o igual a 3 cm

N2: metastasis en nodos ipsilaterales mayores a 3 cm pero menores a 6 cm; o mdltiples nodos, o
compromiso bilateral, pero menores a 6 cm

N2a: metéstasis en nodos ipsilaterales mayores a 3 cm pero menores a 6 cm
N2b: metastasis en maltiples nodos ipsilaterales menores a 6 cm
N2c: metéstasis en nodos linfoides bilaterales, pero meores a 6 cm

N3: metastasis en nodos linfoides mayores a 6 cm de didmetro maximo

Metastasis a distancia (M)
MO: no metastasis a distancia

M1: metastasis a distancia

Estadio T N M
0 Tis 0 0
I 1 0 0
I 2 0 0
Il 3 0 0
1 0

2 1 0

3 1 0

IVa 4a 0 0
4a 1 0

1 2 0

2 2 0

3 2 0

4a 2 0

Vb cualquier T 3 0
4b cualquier N 0

Ve cualquier T cualquier N 1

Cuadro 3. Estadificacion TNM (AJCC - American Joint Committee on Cancer)
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En cuanto a los otros factores, por ejemplo presencia de paralisis facial y dolor, también constituyen
signos de mal prondstico, ya que estarian asociados a mayor extension de la enfermedad e influye

en su tratamiento y evolucion clinica (37-39).

Ki67

Ki67 es una proteina nuclear no histonica que se expresa en las células durante las fases activas de
su ciclo (G1, S, G2 y M) y que esta ausente en aquellas en fase de reposo (GO0); la deteccion permite
determinar las células que estan en ciclo celular y por lo tanto inferir la fraccion de crecimiento, que
es la proporcion de células de un tumor que esta en replicacion; y el indice de proliferacién celular
que es la velocidad de crecimiento que presenta dicho tejido, en este caso el tumor a evaluar. A
diferencia del indice mit6tico que solo evidencia division celular actual, Ki67 es un fiel marcador de
la actividad proliferativa lo que se relaciona con el grado tumoral y por lo tanto tiene utilidad como

factor pronostico (40-41).

La proteina Ki67 fue definida originalmente por Gerdes en 1983, como el prototipo del anticuerpo
monoclonal Ki67, que se generd inmunizando ratones con nucleos de la linea celular L428 de
linfoma de Hodgkin. EI nombre deriva de la ciudad de origen (Kiel) y el namero del clon original
en la placa de 96 (42).

Debido a que el antigeno Ki67 estaba presente en todas las células en proliferacion (células
normales y tumorales), pronto se hizo evidente que es un excelente marcador operacional para
determinar la fraccién de crecimiento de una poblacion celular dada. Por esta razon, los anticuerpos
contra la proteina Ki67 se utilizaron cada vez mas como herramientas de diagnostico en diferentes

tipos de neoplasias (42).

Hasta hace unos afios, la aplicacion de Ki67 estaba restringida a tejidos congelados ya que el
epitope antigénico se perdia con la fijacién en formol. Pero en la actualidad, con el advenimiento de
anticuerpos monoclonales, se puede detectar con técnicas de inmunohistoquimica en tejidos fijados

en formol e incluidos en parafina (43-44).

La inmunohistoquimica es un adyuvante eficaz para el diagnostico histopatologico en la mayoria de
los casos cuando existen dudas, y ayuda en el establecimiento del diagnéstico definitivo o la
confirmacion de las secciones tefiidas con hematoxilina y eosina. El anticuerpo contra el antigeno
Ki-67 se ha utilizado como un medio simple, rapido y confiable para evaluar la fraccion de

crecimiento de las poblaciones de células normales y neoplésicas (45).
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Ademas, segun algunos estudios, Ki67 no solo es un marcador util para evaluar el potencial
proliferativo de los tumores, sino que también se puede usar como una herramienta de diagnostico
adyuvante confiable para diferenciar los subtipos y la clasificacion de ciertos tumores malignos,
como el carcinoma mucoepidermoide, el carcinoma adenoide quistico y el carcinoma de células

acinares, que generalmente son dificiles de diagnosticar solo con criterios histopatoldgicos (45).

La inmunoreactividad de Ki67 ha sido considerada en numerosos estudios como de valor
diagnostico y pronostico en cancer, principalmente en cancer de mama en donde actualmente
constituye uno de los estudios iniciales basicos, junto a los receptores hormonales y Her2, para
poder realizar la nueva clasificacion molecular lo que orienta y define qué tratamiento se va a
indicar (46-51); y en tumores del sistema nervioso, en donde también se debe realizar como parte de
la evaluacion inicial ya que determina el grado de riesgo de estos pacientes lo que es fundamental

para orientar también el tratamiento a seguir (52-55).

Numerosos estudios sefialan que la proliferacion celular es mayor en los tumores malignos de
glandulas salivales que en los benignos, demostrando utilidad en el diagnostico diferencial y en el
pronostico de varios subtipos histoldgicos (56). Por ejemplo, en el carcinoma mucoepidermoide
donde se relaciona directamente el porcentaje del Ki67 con el grado tumoral, siendo igual o menor a

1% en el bajo grado y mayor al 10% en los tumores de alto grado histolégico.

En un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo también se demostré este resultado, estando
relacionada la alta expresion de Ki67 con el alto grado histologico de malignidad (57).

Como el prondstico de estos tumores se establece segun el grado histoldgico, luego se realizaron

estudios a fin de correlacionar el valor de Ki67 con el prondstico de esta enfermedad (56, 58-59).

En su tesis doctoral, Ruggeri (58) evalué 4 marcadores tumorales, Ki67, p53, MUC1 y cerb-2;
relacionandolos con recidivas locorregionales de los tumores salivales; en dicho trabajo el Unico

marcador que demostro tener una relacion directa con las recidivas y sobrevida fue Ki67.

Larsen y col (59) demostraron que Ki67 es un importante factor pronostico independiente de las

caracteristicas clinicas e histopatologicas de los carcinomas de glandulas salivales.

En el presente estudio se realizd un analisis restrospectivo de pacientes con diagnostico de cancer
de glandulas salivales tratados con cirugia y radioterapia postoperatoria con criterio curativo y se
estudio Ki67 con inmunohistoquimica, para relacionar su expresion con el grado tumoral y la
evolucion clinica de estos pacientes. Destacamos que el nuestro es el primer estudio donde se
incluyo solamente este grupo de pacientes, a diferencia del estudio danés mencionado, en donde no
se especifican los tratamientos recibidos (59).
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HIPOTESIS

La alta expresion de Ki67 se asocia con menor sobrevida en los pacientes con tumores de glandulas

salivales.

OBJETIVOS

Objetivo general

- Determinar la importancia de Ki 67 como factor pronéstico en los pacientes con tumores de

glandulas salivales tratados con radioterapia con intento curativo.

Objetivos especificos
- Determinar la frecuencia de Ki67 en los tumores de glandulas salivales.
- Determinar la asociacion de Ki67 con el grado histoldgico del tumor.

- Determinar la asociaciéon de Ki67 con la evolucion clinica de los pacientes con tumores de

glandulas salivales.

- Relacionar la intensidad de la marcacion de Ki67 con el porcentaje de recidiva local,

metéastasis a distancia y muerte por cancer.

- Relacionar la intensidad de la marcacion de Ki67 con la sobrevida global, sobrevida causa
especifica y sobrevida libre de enfermedad de los pacientes con tumores de glandulas

salivales tratados con radioterapia.
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MATERIAL Y METODOS

Este estudio forma parte de un proyecto marco de investigacion que se realiza en la Universidad
Nacional de Cordoba perteneciente al Programa de incentivos a los docentes investigadores: “ La
matriz extracelular y el componente mioepitelial de los tumores epiteliales de glandulas salivales
humanas: estudio estructural, histoquimico e inmunohistoquimico”, subsidiado por SECYT (UNC)

(RR 2472/10, RR 2093/12, RR 1565/14, RR 1634/16 y RR 411/18).

Dicho proyecto marco se presentd ante el Comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas y esta

aprobado segun protocolo 188/14.

Este estudio es de tipo retrospectivo, en donde se analizaron pacientes con diagnéstico de tumores
epiteliales de glandulas salivales, que fueron tratados por su enfermedad, con radioterapia con
criterio curativo, ya sea postquirdrgica o como Unica modalidad en los pacientes no operables, pero
a dosis plena (no esquemas solo con criterio paliativo). Se investigd en las historias clinicas su
evolucion y sobrevida, y se determiné en el material de archivo de anatomia patoldgica la expresion

de Ki67 para relacionarlo con la evolucién clinica.

Los pacientes fueron seleccionados de la revision de Historias Clinicas de la base de datos
informatizada del Instituto Zunino — Fundacién Marie Curie. En principio fueron incluidos todos
los pacientes con diagndstico de tumores epiteliales de glandulas salivales que se trataron con
radioterapia desde el afio 2003 hasta el 2013, pero debido a la no disponibilidad de material para ser
estudiado de los 2 primeros afios, se decidié incorporar los pacientes del periodo 2005 a 2015.
Ademas, debido a la forma de clasificacion en el sistema de archivo electronico se tuvieron que
incluir solo los casos de tumores de glandulas salivales mayores, ya que los pacientes con
diagnosticos de tumores de glandulas salivales menores estan incorporados segun el sitio de origen
(dentro de cavidad oral u orofaringe, junto con los tumores epidermoides de dichas localizaciones),

por lo cual no fue posible identificar dichos datos desde el registro.

Los tacos del material incluido en parafina, fueron obtenidos de los archivos de Anatomia
Patologica de centros de referencia de la Ciudad de Cordoba.

Se estudiaron cortes histoldgicos de casos de pacientes con tumores salivales provenientes de
clinicas privadas y hospitales publicos de la ciudad de Cordoba, que hayan sido tratados con
radioterapia para su enfermedad y que tuvieran un seguimiento aceptable para determinar como fue

su evolucién clinica.
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Se realizo estudio inmunohistoquimico: Marcacion con Ki67 de las células incluidas en el ciclo
celular. La técnica se hizo sobre cortes de material incluido en parafina con kit LSAB+ de DAKO

en la Fundacion para el Progreso de la Medicina y el Hospital Privado SA de Cérdoba.

Las muestras de tejidos fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en parafina. Luego de la
seleccion de los tacos, se realizaron cortes de 5 um de espesor, secados durante 3 hs a 60° C. Para la
realizacion de la técnica inmunohistoquimica los vidrios fueron desparafinados con xilol
y soluciones de alcohol etilico en concentraciones descendentes. Luego se procedio al bloqueo de
la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrogeno al 3% durante 25 minutos. En la recuperacion
antigénica se utilizo citrato pH 6 (Dako), en 3 ciclos de microondas (uno de 10 min a 800w, el
segundo de 8 min a 800w y el ultimo de 10 min a 600w).

Para la marcacion de Ki67 se utilizé el anticuerpo marca Dako, clon Mib-1 incubando durante 30
minutos a temperatura ambiente y revelando del mismo con sistema LSAB+ (Dako) (15 minutos
anticuerpo secundario y 15 minutos de reactivo terciario). Para la reaccion de color se incubaron las
muestras por 5 minutos con DAB (Dako) produciendo una reaccién de color marrén en nucleos

positivos.

La marcacion con Ki67 se clasifico en tres niveles:
- Negativa: menor al 1%

- Postiva baja: entre 1% a 20%

- Positiva alta: mayor a 20%.

Esta clasificacion se determind basandose en la literatura internacional, pero posteriormente se
evalu6 y modificé utilizando test estadistico para determinar el valor de corte significativo para esta
patologia en los pacientes de nuestro medio (63-64).

Analisis estadistico
Descripcion del grupo de estudio

Las variables cuantitativas que describen al grupo de pacientes fueron presentadas con su media y

desviacidon estandar (60), mientras que las categoricas se presentaron con sus porcentajes.
Nivel de Ki67 y pronostico

Para estudiar la relacion entre el nivel de Ki67 y el pronostico, los pacientes fueron clasificados en
dos grupos: mal prondstico, que incluye a pacientes fallecidos o con recidivas (local o metastasis), y
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buen pronostico aquellos vivos Yy sin recaidas. Para relacionar si el pronostico depende del nivel de
Ki67, se aplico la prueba Chi cuadrado, la cual produce un estadistico asociado con un nivel de
significancia (p) que permite determinar si hay dependencia entre el nivel de Ki67 y el prondstico:
si p>0,05; no hay relacion entre las dos variables y el prondstico no depende del nivel del indice

Ki67, mientras que si p<0,05; el valor de Ki67 determina el pronostico de los pacientes (60).
Nivel de Ki67 y estado actual

La prueba Chi Cuadrado también fue utilizada para evaluar la dependencia entre el nivel de Ki67 y
el estado actual (vivo sin enfermedad, vivo con enfermedad o fallecido).

Sobrevida y Ki67
El célculo de la sobrevida se realiz6 utilizando el método de Kaplan-Meier.

Para la sobrevida global se midi6 el seguimiento de los pacientes desde el final de la radioterapia

hasta la muerte o el tltimo control.

Para la sobrevida libre de recidiva local desde el final de la radioterapia hasta la aparicion de una

recidiva o el altimo control.

Para la sobrevida libre de metéstasis el seguimiento se consider6 entre el fin de la radioterapia y la

aparicion de metastasis o el ultimo control.

Para la sobrevida causa especifica, se calculd el seguimiento entre el final de la radioterapia y la

muerte por cancer, o el ultimo control (o fecha de muerte por otra causa).

Para comparar si la sobrevida difiere entre pacientes con distinto nivel de Ki67, se empled la prueba
de Mantel-Cox (61) que produce un estadistico (Log Rank Test) que permite comparar
estadisticamente si hay diferencias entre la sobrevida de ambos grupos. La comparacion fue
realizada entre pacientes con Ki67 alto vs pacientes con Ki67 bajo y Ki67 negativo, que fueron
comparados como un solo grupo debido al bajo nimero de pacientes con Ki67 negativo.

Los analisis fueron realizados con el programa InfoStat (62).

Evaluacion del punto de corte para Ki67

Para validar el nivel de corte del indice Ki67 se evalud la sensibilidad y especificidad del indice a
través del uso de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). Este método se ha empleado en

investigacion clinica como herramienta estadistica para comparar la capacidad discriminativa de
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indices medidos en escala continua y que tienen un punto de corte para categorizar los pacientes en

dos grupos (63).

Para ello, primero los pacientes se clasifican simultaneamente de acuerdo con su pronéstico y nivel
de Ki67 (Tabla 1). Los pacientes con Ki67 bajo-negativo y buen pronéstico, son efectivamente los
pacientes verdaderos negativos, y los pacientes con Ki67 alto y mal prondstico son los verdaderos
positivos. Si el indice funciona perfectamente, solo deberia haber pacientes verdaderos negativos y
verdaderos positivos, pero puede haber casos con pacientes que tuvieron Ki67 bajo-negativo y mal

prondstico (falsos negativos) o casos con buen prondstico y Ki67 alto (falsos positivos).

Tabla 1. Clasificacién de los pacientes segin su prondéstico y nivel de Ki67. Se identifican los verdaderos y falsos

positivos y negativos para el calculo de la sensibilidad y especificidad.

Nivel del Ki67 Buen Prondstico Mal Pronostico Total
Ki67 bajo-negativo Verdaderos negativos Falsos negativos Total Ki67
(VN) (FN) bajo-negativo
Ki67 alto Falsos positivos Verdaderos positivos Total — Ki67
(FP) (VP) alto
Total Total buen pronostico Total mal pronéstico  Total
pacientes

A partir del niamero de pacientes indicados en la Tabla 1 se calculan las medidas de sensibilidad y
especificidad de acuerdo con las siguientes formulas:

La sensibilidad es la fraccion de verdaderos positivos, dividida por todos los pacientes con mal
prondstico. Mide la probabilidad de detectar como positivo a un paciente con mal prondstico, es
decir, es la capacidad del indice de detectar el mal prondstico.

La especificidad es la fraccion de verdaderos negativos, y se calcula como la fraccion de verdaderos
negativos divididos por el total de pacientes con buen pronostico. Refleja la capacidad de detectar

como negativo un paciente que en realidad tiene buen pronostico (64).

Un buen indice diagnostico tiene una alta sensibilidad y una alta especificidad al mismo tiempo, en
otras palabras, debe ser capaz de distinguir pacientes “enfermos” de pacientes “sanos” muestran
como el punto de corte de las curvas de sensibilidad y especificidad permiten detectar cual es el
nivel 6ptimo de corte en el indice que maximiza la sensibilidad y especificidad de un determinado
indice (63-64).
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Por otro lado, la curva ROC es una representacion grafica de la sensibilidad vs el complemento de
la especificidad (1-especificidad) de un indice. El area bajo esta curva (AUC, area under the curve),
es una medida de qué tan bueno es el test para discriminar pacientes con y sin la enfermedad a lo
largo de todo el rango de puntos de corte posibles (64). Este analisis fue realizado con el programa
InfoStat, que permite calcular la sensibilidad y especificidad del indice, asi como la curva ROC para
determinar cuél podria ser un 6ptimo de corte del indice Ki67 y si este indice es significativamente
una medida que permita discriminar el pronostico de los pacientes de estudio (62).

Criterios de inclusion

Pacientes de todos los grupos etarios, de ambos sexos, con diagnostico histopatoldgico de tumor de

glandulas salivales localizado o con extension locorregional.

Pacientes con tratamiento oncoldgico con radioterapia con criterio curativo, ya sea posterior a

cirugia completa, parcial o biopsia.

Criterios de exclusién

Pacientes con enfermedad metastasica a distancia de inicio.

Pacientes con enfermedad locorregional muy avanzada o deterioro de su estado general, por lo cual

el tratamiento realizado haya sido solo con criterio paliativo.

No disponibilidad del material histopatologico para realizar el estudio inmunohistoquimico
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RESULTADOS

Entre los afios 2005 y 2015 un total de 61 pacientes con diagnostico de tumores de glandulas
salivales fueron ingresados y tratados en el Instituto Zunino - Fundacion Marie Curie, de los cuales
se seleccionaron quienes recibieron tratamiento completo de radioterapia con criterio curativo; y
que ademas tuvieran disponible el material de anatomia patologica para poder realizar el estudio
inmunohistoquimico, quedando seleccionados un total de 48 casos para ser incluidos dentro del
presente estudio.

Las caracteristicas del grupo de estudio se muestran en la Tabla 2.

De los 48 pacientes incluidos, 21 (43,7%) tenian Ki67 alto, 21 (43,7%) Ki67 bajo; y 6 (12,6%),
Ki67 negativo.

Todos los pacientes recibieron tratamiento con radioterapia a dosis completa, en solo 6 (12,6%) se

realiz6 ademas quimioterapia en forma concomitante, debido al volumen de la enfermedad inicial.

El sequimiento medio fue de 48,5 meses. De los 48 pacientes tratados, 15 (31,25%) fallecieron; 11
pacientes en el grupo de Ki67 alto, 2 pacientes en el grupo de Ki67 bajo y 2 en el grupo en que fue

negativo.

De los 15 fallecidos, 14 fueron por cancer y un solo paciente por causa cardiovascular; todas las
muertes por cancer fueron debido a metastasis a distancia; y solo 2 pacientes presentaron recidiva

locorregional, la cual fue tratada con cirugia o nuevo esquema de radioterapia.

La sobrevida global para todo el grupo fue de 85% a 12 meses y 79% a 24 meses. La sobrevida
global a 2 afos para el grupo de Ki67 alto fue de 67%, mientras que para el grupo de Ki67 bajo y

negativo fue de 96%, lo cual es estadisticamente significativo.
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Tabla 2. Caracteristicas del grupo de estudio.

n (%)

Edad (afios) promedio (min-max.)

Sexo

Femenino

Masculino

K167 (porcentaje) promedio (min-max.)

Clasificacion de Ki67

Ubicacion (origen)

Estadificacion T

Estadificacion N

Estadio

Tipo de cirugia

Linfadenectomia

Tipo de radioterapia

Quimioterapia

Alto

Bajo

Negativo
Pardtida
Submandibular
T1

T2

T3

T4

NO

N1

N2

El

Ell

El

EIV

Reseccion total
Reseccion parcial
Biopsia

Si

No

IMRT

CRT

Si

No

58,0 (21,0-87,4)

24 (50,0%)
24 (50,0%)
18 (0-42%)
21 (43,7%)
21 (43,7%)
6 (12,6%)
42 (87,4%)
6 (12,6%)
5 (10,4%)
23 (47,9%)
12 (25,0%)
8 (16,7%)
24 (50,0%)
14 (29,2%)
10 (20,8%)
4 (8,3%)
13 (27,1%)
16 (33,3%)
15 (31,2%)
32 (66,7%)
14 (29,1%)
2 (4,2%)
19 (39,6%)
29 (60,4%)
29 (60,4%)
19 (39,6%)
6 (12,6%)
42 (87,4%)
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Anatomia Patoldgica

En los 48 casos incluidos para el estudio hubo 14 subtipos histolégicos (Figura 4), segun la nueva

clasificacion de la OMS, con los codigos correspondientes; los cuales fueron:

Carcinoma adenoide quistico (8200/3): 11 pacientes

Carcinoma mucoepidermoide (8430/3): 10 pacientes

Adenoma pleomdrfico (8940/0): 5 pacientes

Adenocarcinoma NOS (8140/3): 5 pacientes

Carcinoma del ducto salival (8500/3): 4 pacientes

Adenocarcinoma de células basales (8147/3): 2 pacientes

Carcinoma pobremente diferenciado - Indiferenciado (8020/3): 2 pacientes
Carcinoma pobremente diferenciado - Célula grandes (8013/3): 2 pacientes
Carcinoma de células escamosas (8070/3): 2 pacientes

Carcinoma pobremente diferenciado - Células pequefias (8041/3): 1 paciente
Carcinoma epitelial-mioepitelial (8562/3): 1 paciente

Carcinoma de células acinares (8550/3): 1 paciente

Carcinoma secretorio - andlogo mamario (8502/3): 1 paciente

Carcinoma ex adenoma pleomérfico (8941/3): 1 paciente

Tipos Histolégicos

5

-
e

= Carcinoma adenoide quistico

= Carcinoma mucoepidermoide
= Adenoma pleomarfico
Adenocarcinoma NOS
= Carcinoma del ducto salival
= Adenocarcinoma de células basales
m Carcinoma pobremente diferenciado - indiferenciado
m Carcinoma pobremente diferenciado - celulas grandes
m Carcinoma de celulas escamosas
= Otros

Figura 4. Tipos histoldgicos de los tumores analizados
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Carcinoma adenoide quistico (8200/3):

El carcinoma adenoide quistico es un tumor epitelial maligno de células con diferenciacion ductal y
mioepitelial modificadas. Este tumor se distingue de otros tumores de glandulas salivales de similar
composicion celular, por sus caracteristicas citomorfoldgicas y un patron de crecimiento cribiforme,

tubular, sélido y trabecular (Figura 5).

En nuestra casuistica, el carcinoma adenoide quistico fue el tumor mas frecuente. Correspondié a un
total de 11 pacientes, 9 mujeres y 2 varones, la edad promedio fue de 43,9 afios (rango 21-80); en 7
casos la glandula de origen fue par6tida y 4 submandibular; 5 pacientes tuvieron Ki67 alto (> a
20%) , 5 pacientes con Ki67 bajo y 1 negativo; el grado histologico fue alto solamente en 2
pacientes, y en ambos la expresion de Ki67 era alta. El resto era de grado moderado o no estaba

referido en el informe anatomo patoldgico.

En relacién a la evolucidn 9 pacientes estan vivos libres de enfermedad, 1 vivo con enfermedad y 1

fallecido por cancer.
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Figura 5. A-Carcinoma adenoide quistico, en donde se observa un patron histologico de tipo cribiforme HE 100x; B-

Carcinoma adenoide quistico Ki67 positivo en menos del 20% de las células, clasificado como bajo 400x

Carcinoma mucoepidermoide (8430/3):

El carcinoma mucoepidermoide es un tumor epitelial maligno constituido de proporciones variables
de mucocitos, células epidermoides, intermedias, columnares, claras y ocasionalmente células

oncociticas; su comportamiento bioldgico se relaciona con el grado histoldgico tumoral.

Puede ser de bajo grado, con predominio de areas quisticas relacionadas con células
mucosecretoras bien diferenciadas; de alto grado con nidos con células PAS positivas aisladas y

células anaplasicas y mitosis atipicas o de grado intermedio que presenta un menor contenido de
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mucinas y con los tipos celulares semejantes al carcinoma mucoepidermoide de bajo grado de

malignidad (Figura 6).

En nuestra serie hubo un total de 10 pacientes, 6 varones y 4 mujeres; la edad promedio fue de 63
afios (rango 49 a 75); 9 casos fueron originados en glandula parétida y uno solo en submandibular;
Ki67 fue alto en 5 pacientes, bajo en 4 pacientes y negativo en uno. Con respecto al grado
histologico 6 pacientes tenian tumores de alto grado y 4 de grado intermedio 0 moderado, en cuanto
a la relacion con la expresion de Ki67, de los 6 pacientes con alto grado 4 (66%) tenia expresion
alta de Ki67, mientras que de los 4 con tumores de grado intermedio, solo 1 (25%) tenia Ki67 alto,

2 con Ki67 bajo y uno negativo.

Cinco pacientes permanecen vivos libres de enfermedad, 4 fallecieron por cancer y una paciente

permanece viva con recidiva.

Figura 6. A- Carcinoma mucoepidermoide, con lagos de mucina, rodeado de células anaplésicas y células
mucosecretoras HE 100x; B- Carcinoma mucoepidermoide Ki67 positivo en mas del 20% de las células, clasificado

como alto 100x

Adenoma pleomorfico (8940/0):

El adenoma pleomorfico es el tumor benigno epitelial mas comun de glandulas salivales; de
apariencia histologica pleomoérfica con células ductales y mioepiteliocitos que se ordenan
constituyendo conductos, nidos sélidos y laminas, coexistiendo con areas estromales hialinizadas,
condroides y mixoides. A veces se observan zonas parecidas a tejido 6éseo y metaplasia escamosa.
Sobre las bases de su apariencia histoldgica se lo clasifica en dos tipos: hipercelular y mixoide
(Figura 7).

Si bien se trata de un tumor benigno, la recidiva es relativamente frecuente y todos los pacientes con
diagnostico de adenoma pleomdrfico incluidos en este trabajo tenian enfermedad recurrente que
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requeria tratamiento con radioterapia, ya sea porque fueron irresecables o tenian margenes
comprometidos luego de la cirugia de rescate. El total fue de 5 pacientes, 3 varones y 2 mujeres, la
edad promedio de 53.6 afios (rango 27 - 87); todos los casos eran de glandula parétida; Ki67 fue

bajo en 1 y negativo en 4 pacientes.

Cuatro pacientes permanecen vivos, libres de enfermedad, mientras que una paciente fallecid
debido a progresion en forma muy temprana; pero ya presentaba enfermedad local avanzada de

inicio.

Figura 7. A- Adenoma pleomorfico, se observan nidos celulares alternando con areas estromales hialinizadas HE 100x,

B-Adenoma pleomorfico Ki67 en menos del 1% de las células, clasificado como negativo, 100x

Adenocarcinoma NOS (8140/3):

El adenocarcinoma NOS (no especificado de otra manera) es un carcinoma que presenta
diferenciacion ductal o glandular con gran diversidad citolégica y estructural que no permite su
caracterizacion a diferencia de los otros tipos de carcinomas. Algunos autores diagnostican
subclasificaciones anaplasica, trabecular, solida, papilar, tubular, a células mucosas,

seudoadamantino, quistico, mucinoso y oncocitico (Figura 8).

Fueron cinco pacientes en total, 4 mujeres y un varon, con una edad promedio de 61,4 afios (rango
47 - 72), 4 casos de glandula parétida y uno de submandibular; 2 tenian Ki67 alto y 3 Ki67 bajo. El
grado histolégico fue alto en 2 pacientes, y son las 2 que tenian Ki67 alto (100%).

Dos pacientes permanecen vivas libres de enfermedad, 2 vivas con recaida y el paciente varén

fallecio por cancer.
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Figura 8. A- Adenocarcima NOS, se observan areas con estructuras ductales HE 400x, B- Adenocarcinoma NOS Ki67

positivo en menos del 20% de las células, clasificado como bajo, 400x

Carcinoma del ducto salival (8500/3):

El carcinoma del ducto salival es una neoplasia maligna de alto grado poco comin que deriva,
aparentemente, de los conductos excretores intralobulares e interlobulares; hay una variante de bajo
grado que es un tumor excepcional que tiene diferente potencial oncoldgico en relaciéon al

carcinoma del ducto salival tipico (Figura 9).

Tuvimos cuatro pacientes con esta histologia, 2 varones y 2 mujeres; edad promedio de 57,5 afios

(rango de 45 a 75), los 4 de glandula pardétida.

Todos eran tumores de alto grado, 3 tenian Ki67 alto y uno con Ki67 bajo; 2 pacientes estan vivos

libres de enfermedad y 2 fallecieron por progresion.

Figura 9. A- Carcinoma del ducto salival, donde se observa el area cribiforme con abundantes células HE 100x; B-

Carcinoma ductal Ki67 positivo en mas del 20% de las células, clasificado como alto 400x
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Adenocarcinoma de células basales (8147/3):

El adenocarcinoma de células basales es la contraparte maligna del adenoma de células basales, que
se diferencia de éste por su crecimiento infiltrante, invasion vascular y perineural mas agresiva y
una incidencia baja de metastasis. En algunos trabajos se lo denomina como: carcinoma salival
basaloide, carcinoma ex adenoma monomorfico, adenoma de células basales maligno y carcinoma

de células basales (Figura 10).

Hubo 2 pacientes con cancer localizado en la glandula parétida, mujeres de 54 y 29 afios de edad,

una con Ki67 alto, que fallecio por el cancer y la otra con Ki67 bajo y grado histolégico moderado,

que permanece viva libre de enfermedad.

Figura 10. A- Adenocarcinoma de células basales, donde se observa un patron sélido HE 400x, B- Adenocarcinoma de

células basales Ki67 positivo en més del 20% de las células, considerado alto 400x

Carcinoma pobremente diferenciado - indiferenciado (8020/3):

El carcinoma indiferenciado es un tumor epitelial maligno poco comun que no presenta
caracteristicas histomorfolégicas de diferenciacion glandular ni epidermoide. No se lo puede

caracterizar como ningun otro tipo de tumor de glandulas salivales (Fugura 11).

Dos pacientes, ambos eran de sexo masculino, de 61 y 66 afios, con tumor originado en parétida;
uno con Ki67 alto que fallecié por su enfermedad, el otro con Ki67 negativo y permanece libre de
enfermedad.
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Figura 11. A- Carcinoma pobremente diferenciado - indiferenciado con abundantes células anaplasicas HE 100x, B-
Carcinoma pobremente diferenciado - indiferenciado Ki67 positivo en mas del 20% de las células considerado como
alto 400x

Carcinoma pobremente diferenciado - célula grandes (8013/3):

El carcinoma pobremente diferenciado de células grandes es un subtipo de carcinoma
indiferenciado con grandes células poligonales de citoplasma eosinofilico palido (Figura 12).

Dos pacientes varones, de 64 y 81 afios de edad con tumores de par6tida; uno con Ki67 alto el otro

con resultado negativo, los 2 estan vivos libres de enfermedad.

Figura 12. A, B y C- Carcinoma indiferenciado de células grandes; donde se observan células anaplésicas y frecuentes
mitosis. HE 200 y 100x; D- Carcinoma indiferenciado de células grandes Ki67 positivo en mas del 20% de las células,
considerado como alto 400x
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Carcinoma de células escamosas (8070/3):

El carcinoma de células escamosas es un tumor epitelial maligno que presenta células epidermoides
con diferentes grados de diferenciacion. Se localiza en glandulas salivales mayores. Los términos
epidermoide y escamoso se utilizan como sindnimos (Figura 13).

Los 2 pacientes incluidos fueron evaluados en forma completa para descartar otro posible primario,
pero al no encontrarse se consideraron carcinomas primarios de la glandula salival; los 2 fueron
varones con tumores originados en parétida, de 77 y 85 afios de edad; ambos con grado histologico

moderado; uno con Ki67 alto que permanece vivo libre de enfermedad; y otro con Ki67 bajo que

fallecio, pero debido a causa cardiovascular.

Figura 13. A- Carcinoma de células escamosas en donde se puede observar las células con diferenciacion escamosa HE

400x, B- Carcinoma de células escamosas Ki67 positivo en menos del 20% de las células, clasificado como bajo 400x

Carcinoma pobremente diferenciado - Células pequefias (8041/3):

El carcinoma de células pequefias es un tumor maligno de glandulas salivales con células pequefias
que muestran diferenciacion neuroendocrina. La inmunohistoquimica es indicativa de la

diferenciacion neuroendocrina (Figura 14).

Un paciente de sexo masculino de 76 afios de edad, con tumor de par6tida; presentd el Ki67 alto y
fallecié debido a la progresién de enfermedad.
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Figura 14. A- Carcinoma de células pequefias donde se observa la gran poblacién de pequefias células HE 100x, B-

Carcinoma de células pequefias Ki67 positivo en mas del 20% de las células, considerado alto 400x

Carcinoma epitelial-mioepitelial (8562/3):

El carcinoma epitelial - mioepitelial es un tumor epitelial maligno bifasico de bajo grado. Su
estructura histologica muestra formaciones ductales revestidas por una doble capa de células, una

interna de epiteliocitos y una externa de mioepiteliocitos (Figura 15).

Una paciente de sexo femenino de 78 afios de edad, con tumor de par6tida cuyo Ki67 fue de bajo

porcentaje; actualmente viva libre de enfermedad,

Figura 15. A- Carcinoma epitelial-mioepitelial donde se observan mioepiteliocitos con citoplasma claro HE 400x, B-
Carcinoma epitelial-mioepitelial Ki67 positivo en menos del 20% de las células, clasificado como bajo 400x

Carcinoma de células acinares (8550/3):

El adenocarcinoma de células acinares es un tumor epitelial maligno, donde se observan células
neoplésicas con diferenciacion predominante tipo serocitos, semejantes a los serocitos normales. Se
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localiza en la glandula parétida en el 80% de los casos. Sus patrones de crecimiento pueden ser de

tipo solido o lobular, microquistico, papilar, quistico o folicular (Figura 16).

Un paciente de sexo masculino de 52 afios de edad con tumor de par6tida; tuvo una expresion baja

de Ki67; un grado histolégico moderado y actualmente esta vivo libre de enfermedad.

Figura 16. A-Carcinoma de células acinares, en donde se observan células neoplésicas con diferenciacion de serocitos

HE 400x, B-Carcinoma de células acinares Ki67 positivo en menos del 20% de las células, clasificado como bajo 400x

Carcinoma secretorio (8502/3):

El carcinoma secretorio es una nueva entidad tumoral descrita por primera vez por Skélova et al en
2010. Con grandes similitudes al carcinoma secretorio de mama, desde el punto de vista
histoldgico presenta diferentes patrones: microquistico, quistico papilar, glandular o sélido (Figura
17).

Tiene una predileccién por los hombres y una mayor prevalencia para sitios no parotideos.
Denominado actualmente por la OMS (2017) como carcinoma secretorio, para estandarizar su
nomenclatura en todos los 6rganos que aparece dado su similitud.

Un paciente de 60 afios de edad, sexo masculino, con tumor de parétida, cuya expresion del Ki67
fue alta, pero con un grado histolégico moderado y fallecié debido a metéstasis por su enfermedad.
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Figura 17. A- Carcinoma secretorio, que presenta un patrén microquistico HE 100x, B- Carcinoma secretorio Ki67

positivo en mas del 20% de las células, clasificado como alto 400x

Carcinoma ex adenoma pleomdrfico (8941/3)

El carcinoma ex adenoma pleomérfico es un carcinoma que muestra evidencia histoldgica de origen
en un adenoma pleomérfico benigno. Su diagndstico requiere la identificacion de tumor benigno o
de un carcinoma originado en un sitio previamente comprometido por un adenoma pleomorfico
(Figura 18).

Una paciente de sexo femenino, de 75 afios de edad, con tumor de parétida de grado histolégico
moderado; el Ki67 fue bajo y permanece libre de enfermedad hasta el Gltimo control.

En este caso la paciente presentaba el primer diagnostico de adenoma pleomorfico pero en la

recidiva local no se pudo demostrar el componente estromal en dicho material de anatomia

patoldgica, solo el componente maligno es epitelial (carcinoma).

Figura 18. A- Carcinoma ex adenoma pleomérfico donde se observa el componente de carcinoma epitelial HE 400x, B-
Carcinoma ex adenoma pleomorfico Ki67 positivo en menos del 20% de las células, considerado bajo 400x
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Analisis de sobrevida

Nivel de Ki67 y estado actual

La Figura 19 muestra la dominancia de pacientes vivos libres de enfermedad en los grupos con

Ki67 bajo y Ki67 negativo, mientras que los pacientes con Ki67 alto tienen predominio de pacientes

muertos. Sin embargo, también hay que considerar que dentro de los pacientes con Ki67 alto, hay

mas pacientes libres de enfermedad que pacientes vivos con enfermedad.
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Figura 19. Estado actual de los pacientes, vivos libres de enfermedad o con enfermedad y fallecidos relacionado con

Ki67 alto, bajo y negativo.

La Tabla 3 indica que 19,0% de los pacientes con Ki67 alto, estan vivos con enfermedad y que

52,3% fallecieron, mientras que 90,4% de los pacientes con Ki67 bajo, asi como 66,7% de

pacientes con Ki67 negativo, estan vivos y libres de enfermedad.

El 28,5% de pacientes estan vivos y libres de enfermedad con Ki67 alto, asi como 33,3% de

pacientes con Ki67 negativo y 9,5% de pacientes con Ki67 bajo que han fallecido. A pesar de ello,

el indice esta asociado con el estado de los pacientes de forma significativa ( p=0,0083), por lo que

el nivel de Ki67 esta relacionado con el estado actual de los pacientes.
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Tabla 3. Numero de pacientes (%) con Ki67 alto, bajo y negativo, clasificados seguin su estado actual.

Vivo libre de Vivo con Fallecido Total
enfermedad enfermedad
Alto 6 (28,5%) 4 (19,0%) 11 (52.3%) 21
Bajo 19 (90,4%) 0 (0,0%) 2 (9,5%) 21
Negativo 4 (66,7%) 0 (0,0%) 2 (33,3%) 6
Total 29 4 15 48

Sobrevida y Ki67

Sobrevida global

De los 48 pacientes, 15 (31,25%) fallecieron; 11 pacientes en el grupo de Ki67 alto, 2 pacientes en

el grupo de Ki67 bajo y 2 en el grupo en que fue negativo.

La sobrevida global para todo el grupo fue de 85% a 12 meses y 79% a 24 meses; mientras que la
sobrevida global a 2 afios en el grupo de Ki67 alto fue de 67% vy para el grupo de Ki67 bajo y

negativo fue de 96%, lo que es estadisticamente significativo (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevida global para pacientes con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo. Ambas curvas son significativamente

diferentes.
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Sobrevida libre de recidiva local

Dos pacientes (4,2%) presentaron recidiva local post radioterapia. Uno de ellos a los 4,6 meses de la
radioterapia, el cual fue tratado con re irradiacion y quimioterapia. EIl otro paciente, presento

recidiva local a los 5,5 meses y recibio cirugia de rescate a los 6,6 meses de la radioterapia.

Los dos casos de recidiva local ocurrieron en pacientes con Ki67 alto, pero la sobrevida que se mide
a partir del paciente con mayor seguimiento en el grupo con Ki67 alto (74 meses) es
estadisticamente similar a la sobrevida libre de recidiva local de los pacientes con Ki67 bajo-
negativo (100%), por lo que no hay diferencias significativas (p=0,1045) en la sobrevida libre de

recidiva local.
Sobrevida libre de metéastasis

Dieciséis pacientes (33,3%) presentaron metastasis post radioterapia, en promedio a los 19,5 meses
(0,5-53,3 meses). De estos, uno fue tratado con cirugia + re irradiacion, un paciente no especifico

tratamiento de rescate, y el resto fallecio.
La sobrevida libre de metastasis fue 83% a los 12 meses 'y 77% a los 24 meses.

Las metéstasis aparecieron tanto en pacientes con Ki67 alto como Ki67 bajo-negativo, pero el grupo
con Ki67 alto tuvo una sobrevida libre de metastasis de 62% a 12 meses, mientras que el grupo con
Ki67 bajo-negativo tuvo 93%. A 24 meses, la sobrevida libre de metastasis fue 57% para los
pacientes con Ki67 alto, mientras que para los Ki67 bajo-negativo, esta fue de 85%. Estas
diferencias fueron significativas (p=0,0008), lo que muestra que los pacientes con Ki67 alto tienen

menor sobrevida libre de metastasis que aquellos pacientes con Ki67 bajo-negativo (Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida libre de metastasis para pacientes con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo. Ambas curvas son
significativamente distintas.
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Sobrevida causa especifica

De los 15 pacientes que fallecieron, 14 (93,3%) fueron por cancer, y solo uno por otra causa. La

sobrevida causa especifica fue del 85% para 12 meses y del 79% para 24 meses.

La sobrevida causa especifica fue estadisticamente diferente en los dos grupos contrastados

(p=0,0075). En el grupo con Ki67 alto, hay una sobrevida de 71% a 12 meses, mientras que en el

grupo con Ki67 bajo-negativo fue de 96%. A 24 meses, la sobrevida causa especifica fue de 67%

para el grupo con Ki67 alto y se mantuvo en 96% para el grupo con Ki67 bajo-negativo (Figura 22)
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Figura 22. Sobrevida causa especifica para pacientes con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo. Ambas curvas son

significativamente distintas.

Resumen Sobrevida

Sobrevida Global Sobrevida Libre de  Sobrevida Libre de Sobrevida Causa
Recidiva Local Metastasis Especifica
m Ki67 Alto 12 meses Ki67 Bajo-Negativo 12 meses
m Ki67 Alto 24 meses m Ki67 Bajo-Negativo 24 meses
m Ki67 Alto 60 meses E KiG7 Bajo-Negativo 60 meses

Figura 23. Resumen de sobrevida para pacientes con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo.
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La Figura 23 muestra que hubo diferencias entre grupos para la sobrevida global, sobrevida libre de

metastasis y sobrevida causa especifica, pero no asi en la sobrevida libre de recidiva local.

La Tabla 4 presenta un resumen de la comparacion los valores de sobrevida a 12, 24 y 60 meses a
nivel general y por grupos, asi como el nivel de significancia (p) para la comparacion estadistica de
la sobrevida entre grupos con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo.

Tabla 4. Resumen de la sobrevida para los pacientes a 12, 24 y 60 meses post radioterapia. Se indica el nivel de

significancia para la comparacién entre la sobrevida de pacientes con Ki67 alto y Ki67 bajo-negativo.

Sobrevida
) . . Sobrevida  Sobrevida
Tiempo Sobrevida Libre de

Grupo o Libre de Causa

(meses)  Global Recidiva o .

Metastasis  Especifica
Local

Todos 12 0,88 0,96 0,83 0,88

24 0,85 0,96 0,79 0,85

60 0,71 0,96 0,67 0,71
Ki67 Alto 12 0,71 0,90 0,62 0,71

24 0,67 0,90 0,57 0,67

60 0,52 0,90 0,43 0,52
Ki67 Bajo- 12 0,96 1,00 0,96 0,96
Negativo

24 0,96 1,00 0,96 0,96

60 0,85 1,00 0,85 0,85
Diferencia Alto vs Bajo-

0,0151 0,1045 0,0008 0,0075

Negativo

Analisis multivariados

Se realizd una regresion lineal maltiple para determinar si el estadio, estadificacion TNM, el tipo de
cirugia y el tipo de radioterapia tuvieron efecto sobre el valor numérico del Ki67. También, se hizo
una regresion logistica para determinar si dichos factores tuvieron un efecto sobre el hecho de tener
Ki67 bajo-moderado o Ki67alto.

En ambos casos, ninguna de las variables fue incorporada a los modelos, por lo que estos resultados

no permiten establecer relacion entre estos factores y el valor del Ki67. Por ejemplo, el hecho que
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un paciente tenga T1 o T3 no varia la probabilidad de que el paciente tenga un determinado valor de

Ki67 o que este sea alto o bajo.

Evaluacion del punto de corte para Ki67

La clasificacion de los pacientes de acuerdo con su pronoéstico y nivel de Ki67 se presenta en la
Tabla 5.

Tabla 5. Clasificacion (tabla cruzada) de los pacientes en funcidn de su pronéstico y nivel de Ki67.

Nivel del Ki67 Buen Prondstico Mal Pronostico Total
Ki67 Bajo-Negativo 22 7 29
Ki67 Alto 5 14 19
Total 27 21 48

La sensibilidad, o fraccion de verdaderos positivos es 67%, por lo que el indice Ki67 sirve para

detectar 67 de cada 100 pacientes que van a tener mal pronostico.

La especificidad, o fraccién de verdaderos negativos es del 81%, por lo que Ki67 detecta 81 de cada

100 pacientes con buen pronostico.

Ki67 tiene mayor probabilidad de detectar pacientes que no van a tener mal pronostico que aquellos

con mal prondstico, es decir, es mas especifico que sensible.

El valor que maximiza la sensibilidad y la especificidad de Ki67 es el punto donde se interceptan

las curvas de sensibilidad y especificidad (Figura 24).

Estas curvas las calcula el programa InfoStat suponiendo distintos puntos de corte posibles para el
Ki67. Si tomamos un punto de corte bajo, la sensibilidad sera alta, por cuanto el indice detectara la
mayoria de los pacientes con mal prondstico, pero la especificidad sera muy baja porque
practicamente no sera capaz de detectar pacientes con buen prondstico. Por el contrario, si el limite
se toma muy alto, tendra una muy baja sensibilidad (detectara pocos pacientes con mal prondstico),
pero tendréa alta especificidad detectando los pacientes con buen pronostico. El punto 6ptimo o ideal
es aquel que permite maximizar ambas funciones, es decir, su interseccion, que en este caso es un
valor tedrico de 20.2 unidades. Por lo tanto, este resultado permite validar el punto de corte elegido

(20%) como punto ideal para separar los pacientes con Ki67 alto y bajo.
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Figura 24: Curvas de sensibilidad-especificidad para determinacion del punto de corte del Ki67.

El pardmetro AUC (area under the curve o area bajo la curva ROC) es una medida que refleja la
capacidad de Ki67 para discriminar pacientes con buen y mal pronostico a lo largo de todos los
puntos de corte posibles de Ki67. La curva ROC grafica la sensibilidad (%) vs el complemento de
la especificidad (%) (Figura 25)

En este estudio, el AUC fue de 0,760 con un error estandar de 0,074 (p=0,0002); el AUC obtenido
se encuentra en un punto intermedio entre la no discriminacion y la discriminacion perfecta, y el
valor es significativo (p=0,0002), por lo tanto es razonable proponer que Ki67 es un indice con

capacidad aceptable para la prediccion del prondstico en pacientes con este tipo de cancer.

Variable: Prondstico
AUC = 0,760 + 0,074 - p-valor = 0,0002

Sensibilidad(%)

0 25 50 75 100
1-Especificidad(%)

Figura 25: Curva ROC para la evaluacién de Ki67 como indicador de pronéstico, relacionando la sensibilidad con la

especificidad, la cual se encuentra en un punto intermedio, lo que significa que el valor de corte es significativo
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Capitulo IV

DISCUSION Y CONCLUSIONES
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DISCUSION
Frecuencia

Los tumores de glandulas salivales son poco frecuentes, representan aproximadamente el 0,5% de
todas las neoplasias malignas del organismo y corresponden al 3 a 6% de los tumores malignos de
cabeza y cuello (3). En nuestra casuistica la frecuencia fue levemente mayor a la reportada en la
literatura; comparativamente con todos los pacientes con cancer epitelial del area de cabeza y cuello

tratados en el Instituto Zunino en en el mismo periodo, los tumores salivales fueron el 7,4%.

Una de las caracteristicas de esta enfermedad es la gran variabilidad de subtipos histoldgicos
identificados, que segln la ultima clasificacion de la OMS, teniendo en cuenta solamente los
tumores epiteliales primarios, hay descriptos hasta el momento 22 subtipos de tumores malignos y
11 subtipos de tumores benignos (5), lo que constituye un verdadero desafio, tanto para realizar el
diagndstico como para poder determinar factores prondsticos relevantes y significativos, que
puedan ayudar a definir el tratamiento adecuado y especifico para cada paciente.

En nuestro trabajo, sobre un total de 48 pacientes incluidos, tuvimos 14 subtipos histolégicos
diferentes, los cuales fueron segun su orden de frecuencia: carcinoma adenoide quistico, carcinoma
mucoepidermoide, adenoma pleomodrfico, adenocarcinoma NOS, carcinoma del ducto salival,
adenocarcinoma de células basales, carcinoma pobremente diferenciado-indiferenciado, carcinoma
pobremente diferenciado a células grandes, carcinoma de células escamosas, carcinoma pobremente
diferenciado de células pequefas, carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma de células acinares,
carcinoma secretorio y carcinoma ex adenoma plomdrfico. Esto confirma la gran heterogeneidad de

esta enfermedad, teniendo en cuenta su baja frecuencia (65).

El subtipo histologico mas frecuente en nuestra casuistica fue el carcinoma adenoide quistico con
un total de 11 casos, que corresponde al 22.9% de toda la serie, esta incidencia coincide con la
publicada en el estudio danés de Larsen y col (59) en donde constituye el 28% de su serie, y con el

estudio finlandés de Luukkaa y col (66) en donde representa el 27,6%.

El segundo tipo histologico en frecuencia fue el carcinoma mucoepidermoide, con 10 casos, que
representa el 20.8% de toda la muestra, lo que también es similar a lo reportado en los estudios
nordicos de referencia, en donde constituye el 16% en el estudio danés y 17,6% en el estudio
finlandés (59,66).

Sin embargo la mayoria de la literatura, incluyendo libros de oncologia, anatomia patoldgica y
diferentes revisiones, mencionan al carcinoma mucoepidermoide como el tumor maligno mas
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frecuente de las glandulas salivales, con porcentajes que varian entre el 27 y el 37% segun las
distintas publicaciones (3,67-71); y no hay concordancia con el segundo tipo tumoral en frecuencia,
mientras algunos autores mencionan al carcinoma adenoide quistico como el que ocupa el segundo
lugar (67-70); hay otros que tuvieron mayor frecuencia de otro tipo histoldgico en sus series, como

el carcinoma de células acinares o el adenocarcinoma NOS (41,71-72).

Inclusive hay autores que refieren al carcinoma adenoide quistico como una entidad de baja
frecuencia, con una incidencia menor al 10% de todos los tumores de glandulas salivales, aunque lo
mencionan como el tumor mas frecuente de la glandula submandibular y de las glandulas salivales

menores (72).

En nuestra casuistica siguieron en frecuencia el adenocarcinoma tipo NOS con 5 pacientes en total,
que era el 10% de la muestra, el adenoma pleomorfico con 5 pacientes (10%) y luego el carcinoma
ductal con 4 pacientes (8%).

La incidencia del adenocarcinoma NOS y el carcinoma ductal es variable segun las distintas
publicaciones de la literatura, sobre todo en el adenocarcinoma NOS, el cual es discutible, ya que
algunos autores sugieren que se da por la no clasificacién en otras entidades mas especificas;
mientras que el adenoma pleomoarfico es el tumor mas frecuente de las glandulas salivales, pero
como se trata de un tumor benigno, en este trabajo solo se incluyeron los que presentaban recidivas

que requirieron tratamiento de radioterapia (3,71-75).

De las otras entidades menos frecuentes, como el carcinoma pobremente diferenciado-
indiferenciado, carcinoma de células pequefias y carcinoma de células acinares, solo tuvimos 1 o 2
pacientes en nuestra serie; pero en los casos que se trataron de tipos tumorales mucho menos
frecuentes, que son considerados tumores raros porque solo hay publicados pocos casos en la
literatura internacional, como el carcinoma de células grandes (76-78), el carcinoma epitelial-
mioepitelial (79-81), el carcinoma secretorio (82-85 )y el adenocarcinoma de células basales (86-
88), fueron motivo de publicaciones de nuestro grupo de trabajo (89-91), ademas de presentaciones

en diferentes eventos cientificos como congresos nacionales e internacionales.

Se incluyeron también dos pacientes con diagnéstico de carcinoma epidermoide o escamoso, la cual
es una entidad descripta como primaria de glandulas salivales, pero es poco frecuente, ya que la
mayoria de las veces se trata de tumores secundarios metastasicos de otros sitios del area de cabeza
y cuello; pero se lo debe considerar como originado en la glandula siempre que no se encuentre
ningun otro foco factible de tumor primario, y hay varios casos con estas caracteristicas, inclusive

series, publicados en la literatura (65,92-95), en el caso de los dos pacientes incluidos en nuestro
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trabajo, se confirmo en la historia clinica, que habian sido evaluados previamente en forma

completa sin encontrarse evidencia de que pudieran tener otro posible origen primario.

Como se explico anteriormente, el Unico tumor benigno en nuestra serie fue el adenoma
pleomorfico, aclarando que se incluyeron solo los que habian recidivado luego de un tratamiento
quirargico inicial, ya sea en primera o segunda recaida después de la cirugia; y que requerian en
este momento tratamiento con radioterapia, por lo cual fueron estudiados y evaluados al igual que
los tumores malignos. Inclusive hubo una paciente con este diagndstico que presentd metastasis
pulmonares y fallecié por la enfermedad. Si bien este desenlace es excepcional, hay casos
publicados y refieren que hay varios factores estudiados que pueden estar relacionados con una
evolucion desfavorable, como invasion de la cépsula, nodos linfoides satélites, tamafio tumoral,
subtipo mixoide; o mas recientemente descriptos algunos factores moleculares tales como

pseudoploidia, expresion de oncoproteina bcl2 o marcador BMP6 (96-99).

Si bien el adenoma pleomérfico es un tumor histolégicamente benigno, se considera la indicacién
de radioterapia cuando se trata de un tumor con varias recidivas; cuando la recidiva no es
quirargicamente resecable; o bien se ha realizado cirugia pero no pudo resecarse en forma completa

y presenta margenes comprometidos por la enfermedad (100-102).

Ademas, hubo una paciente con diagndstico de carcinoma ex adenoma pleomorfico, debido a que
presentaba diagnostico inicial en el mismo sitio de adenoma pleomorfico, pero en la recidiva
presentaba solo componente maligno epitelial y no estromal, dicho potencial de transformacion
maligna esta descripto aproximadamente en el 2% de los adenomas pleomorficos y puede aumentar

con el tiempo de evolucion (71,103-104).

En relacion al sexo, en la mayoria de las publicaciones se describe un ligero predominio en mujeres
que va de un 52 a 55% aproximadamente en el sexo femenino (3,59,67,71), en otras hay un
predominio en varones, pero superando apenas el 50% de los pacientes (66), en nuestra serie el

porcentaje fue igual en hombres y mujeres; aunque esto vario segun el tipo histoldgico.

En el carcinoma adenoide quistico, que estd descripto en la literatura como un tumor de gran
predominancia en el sexo femenino (3,59,66), en nuestra serie hubo 9 mujeres y 2 varones; en el
adenocarcinoma tipo NOS, la frecuencia también fue mayor en el sexo femenino con una relacion
4:1; pero en otras histologias, como el carcinoma mucoepidermoide y el adenoma pleomorfico,
donde no estd claramente determinado una mayor incidencia segun el sexo (3,71), en nuestra

casuistica hubo un predominio de varones.
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Sobrevida

La sobrevida global de todo el grupo fue de 85% a 1 afio; 79% a 2 afios y del 70% a 5 afos, estos
datos son compatibles en principio con los estudios nordicos de referencia, que son los semejantes
al nuestro ya que evaluaron Ki67 y sobrevida; en donde en el trabajo danés también es de 70% a 5
afios para todo el grupo(59), pero en el de Finlandia (66) si bien es similar, es mas variable porque
estd discriminado segun el subtipo histoldgico; lo cual es una asociacion que no se determino en

nuestro trabajo, ya que no era un de los objetivos.

Estos numeros de sobrevida son levemente mayores a lo publicado en libros y series historicas
(3,67,71) pero hay que tener en cuenta que todos fueron tumores localizados o con enfermedad
localmente avanzada, por lo cual fueron tratados con cirugia, ya sea reseccion completa o parcial y
radioterapia post operatoria; 0 en aquellos casos en que la enfermedad fuera irresecable de inicio, se
realizé radioterapia (+/- quimioterapia) como tratamiento definitivo, pero siempre con dosis
completas con criterio curativo; y fueron excluidos todos los pacientes que tenian inicialmente
metéstasis a distancia, o aquellos que en un comienzo presentaban deterioro de su estado general,

por lo cual el tratamiento indicado tuviera solo un objetivo paliativo.

Los factores pronosticos mas importantes considerados hasta el momento son principalmente el
tamafio tumoral, el TNM, el grado de malignidad, los méargenes quirdrgicos, la invasion del nervio,
invasion linfovascular y la edad (105); en el ultimo tiempo se comenzaron a publicar estudios que
relacionan la expresion de Ki67 con el grado histologico de estos tumores, lo cual llevo a que

posteriormente se empezara a estudiar dicha relacién con el pronostico y sobrevida (106).

Ki67

El primero de los objetivos de este trabajo fue determinar la frecuencia de Ki67 en los tumores de
glandulas salivales, el cual fue clasificado, como se explica mas adelante en alto, bajo y negativo;
de los 48 pacientes evaluados, 42 (87%) tenian positivo Ki67, pero una expresion alta fue observada
solo en 21 pacientes (43,7%), que fue lo que realmente se encontr6 como un factor detrminante en

el prondstico, mientras que en solo 6 fue negativo.

Ki 67 es una proteina no histdnica que se expresa solamente en las células que estan en ciclo
celular, en cualquiera de las fases, pero comienza a expresarse en G1, aumenta en sintesis y en las
fases posteriores, mientras que no se expresa en las que se encuentran en GO por lo que su

expresion proporciona una medida directa de la fraccion del crecimiento celular (106).
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Gerdes y col (107) describieron Ki67, un anticuerpo monoclonal de raton que reaccionaba con un
antigeno nuclear de células en proliferacion activa. Sus estudios experimentales en células
estimuladas con mitdgenos demostraron que el anticuerpo reconocia un antigeno presente en todas
las fases del ciclo de division celular. Sin embargo, dicho anticuerpo no reaccionaba con células
quiescentes ni con células en la fase G1 precoz (G1T, G1A) que habian sido estimuladas por

primera vez con mitdgenos.

La inmunotincion con Ki67 develaba una reactividad nuclear en varias lineas de células humanas en
division celular activa (células corticales del timo, germinales del centro de nddulos corticales, de
la region del cuello de la mucosa géastrica, espermatogonias indiferenciadas) y, por el contrario,
carecia de efecto en células bien diferenciadas (linfocitos, monocitos, hepatocitos, células renales,

parietales de la mucosa gastrica, cerebrales) (107).

La expresion del antigeno reaparecia en linfocitos tras ser estimulados con un mitégeno
(fitohemaglutinina) y desaparecia en las células HL-60 inducidas a diferenciarse en macréfagos
maduros por exposicion a ésteres de forbol. Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de utilizar el
antigeno Ki67 para valorar la fraccion de crecimiento, es decir, la proporcion de células que se estan
dividiendo en un tumor. Asi, Gerdes J y col (42) efectuaron, en 1984, las primeras aplicaciones

clinicas del anticuerpo contra el antigeno Ki67 en linfomas no Hodgkin.

Este anticuerpo reconoce partes recombinantes del antigeno Ki67. El gen para este antigeno se
localiza en el brazo largo del cromosoma 10 (10925). El antigeno Ki67 comienza a expresarse en la
fase S, incrementando progresivamente su expresion a través de la fase S y G2, alcanzando una
meseta en la fase de mitosis. Después de la division las células retornan a la fase G1 con un stock de

Ki67, cuyo nivel decrece progresivamente durante esta fase (108).

La actividad proliferativa de un tumor depende ademas de la velocidad del ciclo, de la fraccion de
células que se encuentran en ciclo celular (fraccidn de crecimiento o G). Resulta evidente que ni la
fraccion de crecimiento ni la velocidad del ciclo celular, por si mismas definen la actividad
proliferativa real de un tumor; la fraccion de crecimiento de un tumor puede ser facilmente evaluada
a través de la medicion de Ki67, ya que este antigeno se expresa en todas las células que estan en el
ciclo celular (109-110).

Ki67 y grado histoldgico

En uno de los estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se evaluaron 13 casos de carcinoma

mucoepidermoide para determinar factores histoprondsticos, se realizd inmunomarcacion para

56



Ki67, ademas de varias coloraciones; la graduacion de la marcacion de Ki67 se realizé en forma
cualitativa en términos de intensidad de coloracion, en alta, baja y negativa. En los resultados se
encontrd6 que habia una relacion directa entre una alta expresion de Ki67 y un alto grado
histologico, con lo cual se concluyd que deberia considerarse como factor prondstico histoldgico e
inmunohistogimico, y que deberia asociarse con estudios clinicos para determinar la correlacion con

la supervivencia de estos pacientes (57).

En el presente trabajo el segundo de los objetivos fue reproducir este resultado, determinando la
asociacion de la expresion de Ki67 con el grado histoldgico, pero aqui se evalué en forma
cuantitativa considerando el porcentaje de células marcadas; y se lo clasificé en alto, mas del 20%,
bajo entre el 1 y 20%, y negativo, menos del 1%.

En la mayoria de los casos hubo una asociacion entre el alto grado histologico y un Ki67 alto, sin
embargo esto no ocurri6 en la totalidad, y hubo variaciones segun los tipos histoldgicos.

En el carcinoma adenoide quistico hubo solo dos pacientes con tumores de alto grado, los cuales
presentaron un valor alto de Ki67, pero la mayoria fue de grado moderado o intermedio y la tincién
fue alta en algunos y baja en otros; en el carcinoma mucoepidermoide el 66,6% de los pacientes con
tumores de alto grado presentd también un Ki67 alto, pero también hubo un 25% con tumores de
grado intermedio que tenian una marcacion alta; en el adenocarcinoma tipo NOS la asociacion fue
del 100% ya que los 2 pacientes que tenian tumores de alto grado fueron Ki67 alto y los pacientes
con grado moderado presentaron una tincién baja; mientras que en el carcinoma ductal, que por
definicion es un tumor de alto grado y asi lo corroboraba el informe histologico de los pacientes

evaluados; el 75% tuvieron Ki67 alto y el 25% una marcacién baja (111).

En el adenoma pleomérfico que es un tumor benigno o de bajo grado no hubo ningin paciente con
marcacion alta de Ki67, pero en los otros tumores de baja frecuencia en donde hubo solo 1 o0 2 casos
de cada subtipo (incluyendo carcinomas pobremente diferenciados, carcinomas de células basales,
carcinomas de células acinares, carcinomas epidermoides, carcinoma epitelial-mioepitelial,
carcinoma secretorio y carcinoma ex adenoma pleomorfico) la asociacion de Ki67 y grado
histoldgico fue variable (111-112).

Ki67 y evolucion clinica

Debido a los hallazgos y conclusiones mencionadas en el trabajo anterior de nuestro grupo, el
siguiente objetivo de esta tesis fue determinar la asociacion de Ki67 con la evolucion clinica de los
pacientes con tumores de glandulas salivales (57).
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En su trabajo de tesis doctoral Ruggeri (58) estudid varios biomarcadores (MUC1; Ki67; erb2 y
p53) en biopsias de tumores epiteliales de glandulas salivales benignos y malignos de pacientes
operados con reseccion completa y los relaciono con la evolucion clinica para determinar si estaban

asociados con el pronostico.

En sus resultados observd que el Unico de estos marcadores que estuvo relacionado con un mayor
porcentaje de recidivas tanto en tumores benignos como malignos, fue la alta expresion de Ki67. En
su trabajo la graduacion utilizada para medir la intensidad de marcacion también fue cualitativa, y

lo clasifico en una, dos o tres cruces (58)

En otros tumores ya se ha demostrado la utilidad de Ki67 como factor prondstico, como en el
cancer de mama en donde se ha concluido que una expresion alta (mayor de 20%) esta asociado con
peor pronostico (46-47); y asi también para definir uno de los subgrupos como el Luminal A, en el
cual, ademas de receptores hormonales positivos y Her2 negativo, debe presentar un Ki67 bajo,
menor al 20% (48-49), cuyo prondstico es mas favorable; y puede recibir tratamientos menos
agresivos, ya que responden a tratamiento hormonal, sin necesitar en la mayoria de los casos,
tratamientos de quimioterapia, por supuesto que esto también asociado a otro factor como el estadio
tumoral; por lo cual se puede inferir que ademas de factor prondstico constribuye como factor

predictivo de respuesta a tratamientos (50-51).

Otros tipos de tumores en el cual Ki67 ha demostrado tener importancia como factor pronéstico es
en el SNC, en donde la expresién se asocia directamente con un alto grado y una mayor
agresividad, por lo cual es un factor que asociado a otros, se debe considerar para decidir
tratamiento, principalmente en gliomas: astrocitomas y oligodendrogliomas. Solo que debido a las
caracteristicas propias del tejido nervioso que tiene una menor o nula proliferacion celular, el valor

de corte para ser considerado como alta expresion es del 2% (52-54).

Actualmente ha sido asociado a sobrevida en nifios con diagnostico de astrocitomas, lo cual abre
también una importante area para investigar teniendo en cuenta que SNC es una localizacion con

cierta frecuencia dentro de los tumores solidos en nifios (55).

Posteriormente se fue estudiando en distintos tipos de neoplasias, hasta que comenz6 a determinarse
en los tumores epiteliales de glandulas salivales, entre otros tumores del area de cabeza y cuello. El
analisis de numerosas publicaciones, ha demostrado el valor pronostico de la proliferacion celular
en el carcinoma de células escamosas de la cavidad oral, en donde, una alta actividad proliferativa

se asocia con un peor pronostico (113).

Skalova y col.(114) evaluaron por inmunohistoquimica el material obtenido de treinta pacientes a
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fin de relacionar la proliferacion celular con el prondstico de carcinomas originados en glandulas
salivales. Segun estos autores, un indice de marcacion del Ki67 superior al 10% se correlaciona con
un alto grado histolégico, un incremento de recidivas tumorales y de metastasis a distancia, con la
consiguiente disminucion de la supervivencia. Por ello, concluyen que Ki67 es un factor prondstico
significativo que esta relacionado con una mayor incidencia de recurrencia y metastasis tumoral a

distancia.

Vacchi-Suzzi y col.(115) en un estudio en el que analizaron la relevancia pronostica de la
proliferacion celular asociada a la inmunomarcacion del Ki67 en tumores malignos de glandulas
salivales mayores, concluyeron que los pacientes con valores del 15% o menos en la expresion del
Ki67 tenian un mejor prondstico de sobrevida que aquellos que presentaron valores superiores a

dicho porcentaje.

Luukkaa y col.(66) correlacionaron la expresion IHQ del Ki67 con la sobrevida del paciente a
través del indice mitotico de volumen corregido de Ki67 descrito por Haapasalo y col. (116), el cual
corresponde a Ki67/mm2 de tejido tumoral (IVC Ki67). Los autores observaron que un alto IVC
Ki67 estaba asociado con una baja sobrevida de los pacientes con cancer de glandulas salivales y
concluyeron que ese indice podria ser considerado como un factor prondstico independiente, en

pacientes con patologia tumoral maligna de estas glandulas.

En el presente estudio de tesis doctoral se evalud la importancia y la intensidad de marcacion de
Ki67 como factor prondstico, en los pacientes con tumores de glandulas salivales que ya habian
sido tratados con radioterapia por enfermedad localizada, se lo relacion6 con la evolucion clinica
post tratamiento, y se demostrd que los paciente con Ki67 alto presentaron una peor evolucion con
sinificativa mayor mortalidad, lo cual esta relacionado en forma evidente con una peor evolucion, lo
que se condice con los resultados de los estudios mencionados (59, 66, 114-115). En estos trabajos
se incluyeron todos los pacientes con este diagndstico, pero no se describieron ni se evaluaron las
caracteristicas especificas en relacién al estadio ni al tratamiento realizado. Por el contrario, en
nuestro estudio se trabajé con un grupo bien especifico de pacientes, quienes tenian posibilidades

de curacion y requerian tratamiento de radioterapia.

Ki67 y sobrevida

Los siguientes objetivos fueron relacionar la intensidad de la marcacion de Ki67 con el porcentaje
de recidiva local, metastasis a distancia y muerte por cancer, y luego realizar el andlisis estadistico
la sobrevida global, sobrevida causa especifica, sobrevida libre de metastasis y sobrevida libre de

recidiva locorregional.
59



De los 14 pacientes que fallecieron por progresion de la enfermedad, diez tenian Ki67 alto y todos
murieron a causa de metastasis a distancia; ademas los casos que presentaron recidiva local también
presntaban un valor elevado del marcador; lo cual confirma que en nuestra serie se demostré que un
alto valor de Ki67 esta relacionado en forma directa con un mayor porcentaje de metastasis a
distancia y de recidivas locorregionales de la enfermedad, con un mayor porcentaje de muertes
relacionadas con el cancer; lo que concuerda con lo publicado en la literatura internacional (66,
114-115).

Se realizaron tests estadisticos para evaluar la sobrevida; y se demostro que una marcacion de Ki67
alta esta asociada de forma estadisticamente significativa con una peor sobrevida global, peor
sobrevida libre de metastasis y peor sobrevida causa especifica; no asi con la sobrevida libre de
recidiva local, la cual no fue estadisticamente significativa, pero esto puede estar influido por el

bajo nimero de eventos lo cual limita el poder estadistico de los métodos utilizados.

Ademas se realizaron analisis multivariados para determinar si otros factores pueden tener un efecto
en la implicancia de Ki67 con la evolucion desfavorable; pero no se encontrd que niguno de los
otros factores evaluados influye en esta relacion, por lo que se concluye que Ki67 es un factor
pronostico independiente de los otros ya conocidos.

Estos resultados se correlacionan con los hallazgos descriptos en estudios anteriores, principalmente
el estudio danés (59) que demostré que independientemente del subtipo, la clasificacion o la
apariencia morfoldgica del tumor, el indice Ki67 es un prondstico importante e independiente. Sin
embargo, concluyen que el valor no puede predecir el resultado clinico solo, ya que el estadio
también es un factor pronostico altamente significativo. Por lo tanto, los datos clinicos e
histopatoldgicos deben considerarse al planificar el tratamiento del paciente individual, pero
teniendo en cuenta que los pacientes con Ki67 alto tendrian una peor sobrevida.

Se evalu6 ademas realizar una segunda comparacion entre pacientes con bajo porcentaje de Ki67
con los que presentaban el valor negativo; pero dicho resultado no presento diferencias entre ambos
subgrupos; lo que probablemente puede estar relacionado con el tamafio de la muestra y en el grupo
de Ki67 negativo hubo una paciente que presentd metastasis luego de 7 meses de finalizado el
tratamiento; dicho evento pudo estar relacionado con el estadio TNM avanzado de inicio de la
paciente (59,104), pero influyé negativamente en el momento de realizar una comparacién

estadistica entre estos subgrupos.

Todos los pacientes que fallecieron por cancer en nuestra serie lo hicieron por metastasis a

distancia, que fue el evento que mayormente estuvo asociado a la alta expresion de Ki67, mientras
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que aquellos pacientes que presentaron recidiva local o locorregional, fueron tratados luego con una
segunda irradiacién o rescatados quirdrgicamente y en su mayoria permanecen vivos; pero fue muy
bajo el porcentaje de recaida local debido probablemente al esquema de radioterapia utilizado (117-
118).

En la mayoria de los pacientes el tipo de radioterapia utilizada fue IMRT (radioterapia de intensidad
modulada), lo que asegura mayor dosis en el sitio del tumor o en areas comprometidas y areas de
riesgo de recaida, con menor irradiacion de los tejidos sanos (119-120); y en los casos en que fue
necesario realizar re-irradiacion; también fue utilizada esta técnica o se implementd SBRT
(radioterapia estereotaccica), en donde se puede administrar la dosis necesaria en forma mas
localizada y en pocas sesiones (de 1 a 5 fracciones), siempre que la recidiva fuera localizada o de

poco volumen (121-122).

Debido a la mala evolucion de los pacientes con Ki67 alto, asociado a otros factores pronosticos, se
podria inferir que este grupo de riesgo deberia ser considerado para proponerse de inicio algun tipo
de tratamiento sistémico, ya que hasta el momento la quimioterapia u otros tipos de tratamiento
sistémicos no estan considerados como estandar para el tratamiento de la enfermedad localizada.
Estos resultados justifican la realizacion de nuevos estudios de tratamientos adyuvantes, o al menos

su consideracion en los pacientes que inicialmente presenten un alto riesgo (123).

Hasta el momento el uso de quimioterapia ya sea de forma adyuvante o en combinacion con
radioterapia, sigue siendo controvertido debido a que no ha demostrado un beneficio significativo
en los trabajos realizados (124-125), pero esto suele ocurrir a menudo cuando se trata de tumores de
baja frecuencia, y sobre todo cuando no estan determinados claramente los factores de riesgo a tener

en cuenta para la inclusion de pacientes (125).

La quimioterapia estd considerada actualmente como un tratamiento estdndar solamente en la
neoplasia maligna recurrente 0 metastasica de las glandulas salivales, pero la tasa de respuesta
objetiva sigue siendo baja, con poco beneficio en la sobrevida, lo cual es esperable cuando se utiliza
en etapas muy avanzadas de la enfermedad en donde ya el criterio del tratamiento es paliativo, para
disminuir sintomas y evitar complicaciones por el tumor; pero es en las etapas tempranas en donde
el tratamiento tiene una intencion curativa y donde podria aportar un beneficio mayor,

principalmente a los pacientes que tengan un riesgo claramente demostrado (126).

Hay estudios que demostraron que la quimioterapia producia un porcentaje importante de
estabilidad de la enfermedad en pacientes con estadios avanzados, pero refieren que incluian una

proporcidn significativa de tipos histologicos de baja agresividad, por lo cual se discute si esta
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estabilidad de la enfermedad es el verdadero efecto terapéutico de la quimioterapia, o es la propia

biologia y comportamiento indolente de los tumores incluidos, lo que es dificil de discernir (127).

Nuevos estudios también estan evaluando la posibilidad de utilizar terapias target como posibles
tratamientos sistémicos, debido a que se ha observado que estos tumores pueden presentar
mutaciones, principalmente del K-Ras, o sobreexpresion del Her2, y también en algunos subtipos
histologicos, puede haber expresion de receptores hormonales, principalmente androgénicos (128-
129); por lo cual se estd investigando sobre la utilidad de farmacos dirigidos a dichos blancos
moleculares, incluyendo antiandrogénicos, anti Her2 e inhibidores de ALK, que ya han demostrado
efecto en tumores de otras localizaciones; con lo cual hay algunos resultados promisorios en
tumores de glandulas salivales, pero estos son variables y se considera aun experimental ya que

todavia no hay una evidencia claramente demostrada (130-132).

Ki67 valor de corte
Otro punto importante que se evaluo en este trabajo es el valor de corte de la expresion de Ki67.

Este valor es variable segun el tipo de tumor al que se evalUe, en el caso del cancer de mama que es
en el que mas se estudié Ki67, hoy se considera de 20%, pero este valor aln esta en discusion, y fue
variando segun la evolucion de los estudios clinicos realizados; en donde hay una gran variabilidad
(46).

En los tumores de SNC el valor de corte es bajo, del 2%; pero esto se debe a las caracteristicas de

proliferacion propias de las células del tejido nervioso (52).

En los tumores de glandulas salivales el valor de corte utilizado para considerar si la expresion de
Ki67 es alta 0 baja es variable en los distintos trabajos consultados; éste fue determinado en forma
cualitativa en el primer trabajo publicado por nuestro grupo (57) y posteriormente en otras
publicaciones internacionales consideraban 10% en el trabajo de Skalova (114) y 15% en el de
Vacchi-Suzzi (115).

Luego los estudios nérdicos consideraron valores mayores, como 20% en el estudio de Luukkaa
(66) 0 26% en el estudio danés (59), en donde se determind ese valor debido a que era la media de

porcentaje de marcacion.

Por este motivo y ademas debido a que los tumores de nuestra poblacién pueden ser biol6gicamente
diferentes a los que se presentan en otros grupos étnicos, se realizd un test estadistico para calcular

cual es el valor de corte significativo para nuestra serie de pacientes, y se determiné que dicho valor
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es de 20,2%, por lo cual se considerd Ki67 alto a los que presentaban una marcacion mayor a 20% y

bajo a los que tenian igual o menor a 20%.

Ki67 e implicancia futura

Por dltimo el objetivo general del trabajo que fue demostrar la importancia de Ki67 como factor
pronostico independiente en tumores de glandulas salivales quedd demostrada con estos resultados,
que se condicen con lo publicado en la literatura internacional (59,66,114-115).

Se puede inferir que la evidencia demostrada de Ki67 como factor pronostico de peor evolucion en
los pacientes con tumores que presentan una expresion alta del marcador, deberia ser considerada
para la realizacién de futuros estudios en los pacientes con tumores salivales, ya sea para la correcta
indicacion de terapéuticas disponibles como la quimioterapia; como también para los trabajos que
evallen el efecto de nuevos tratamientos como terapias target u hormonoterapia, para que se puedan

identificar los subgrupos que podrian beneficiarse o né de dichos tratamientos (133-135).

Ademas, este es el primer trabajo que evalla la importancia de Ki67 realizado exclusivamente en
pacientes con enfermedad localizada que fueron todos tratados con radioterapia con criterio
curativo, por lo cual dicho resultado se deberia tener en cuenta para planificar principalmente
estudios de adyuvancia, ya que es el grupo de pacientes en que debe intentar una curacion definitiva

y donde se deberia optimizar las opciones terapéuticas.
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CONCLUSIONES

1. El alto grado histoldgico estuvo asociado mayormente a Ki67 alto, pero esta correlacion no
fue del 100% .

2. Todos los adenomas pleomorficos presentaron Ki67 bajo o negativo.

3. El porcentaje de metastasis a distancia y de muertes por la enfermedad fue mayor en el
grupo de pacientes con Ki67 alto, que en los que presentaban Ki67 bajo o negativo.

4. Lasobrevida global, la sobrevida libre de metéastasis y la sobrevida causa especifica fueron
significativamente mayores en los pacientes con Ki67 bajo o negativo en relacion con los
valores hallados para los pacientes con Ki67 alto.

5. Lasobrevida libre de recidiva local fue estadisticamente similar en ambos grupos de
pacientes, a pesar que los dos casos de recidiva local se encontraron en pacientes con Ki67
alto.

6. El valor de corte de 20% para discriminar a los pacientes en grupos con Ki67 alto y Ki67
bajo, es un valor que optimiza la capacidad diagnoéstica del indicador, en la que se
minimizan los falsos positivos y los falsos negativos.

7. Los resultados confirman que Ki67 es un marcador pronéstico importante e independiente
en pacientes con tumores de glandulas salivales, tratados con criterio curativo.
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ABREVIATURAS:

AJJC: Comité Americano sobre Cancer (American Joint Committee on Cancer)
AUC: area bajo la curva (area under the curve)
bcl2: oncogén que interviene en la regulacion de la apoptosis
BMPG6: proteina que interviene en la trancision epitelial-mesenquima (bone morphogenetic protein)
Cerb-2 o0 Her2 neu: Receptor de factor de crecimiento epidérmico
CRT: radioterapia conformada tridimencional
DAB o AEC: sustrato cromogeno para coloracion de inmunohistoguimica
E: estadio o etapa; extencion del tumor
FNAB: puncion biopsia con aguja fina (fine-needle aspiration biopsy)
GO: fase del ciclo celular, periodo quiescente o en reposo
G1: intervalo G1; fase del ciclo celular
G2: intervalo G1; fase del ciclo celular
IHQ: Inmunohistoguimica
IRM: imagen de resonancia magnética
IMRT: radoterapia de intensidad modulada
IVC: indice mit6tico de volumen corregido
L428: linea de células de cultivo de linfoma Hodgkin
LSAB+ de DAKO: kit de anticuerpo para estudio de inmunohistoquimica
M: metastasis a distancia
M: mitosis, fase del ciclo celular
MUCL: glicoproteina asociada a membrana de la célula glandular normal
N: nodos linfoides
NOS: adenocarcinoma NOS, no especificado (not otherwise specified)
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
p53: gen supresor tumoral
ROC: curvas de caracteristica operativa del receptor (Receiver Operating Characteristic)
RT: radioterapia
S: sintesis, fase del ciclo celular. Rplicacion de DNA
SECYT: Secretaria de ciencia y tecnologia
T: tamafio del tumor primario
UNC: Universidad Nacional de Cdrdoba
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VISTO:

Cordoba. )2 JUL 2013

La nota presentada por el Sr. Médico PEDRO EMILIO GARCIA, DNI N°
22.126.856, solicitando iniciar el Ciclo de Desarrollo de la CARRERA DE
DOCTORADO EN MEDICINA Y CIRUGIA, durante el periodo lectivo 2013, y

CONSIDERANDO:

At 1°)

que el Sr. Profesor propuesto como Director de Tesis ha dado su conformidad
para actuar como tal,

que el miembro propuesto por el Sr. Director para integrar la Comision de
Seguimiento ha sido aceptado (Art. 23° del reglamento vigente),

lo aconsejado por la Comisién Asesora de Doctorado,

el Visto Bueno del Sr. Vicedecano de la Facultad de Ciencias Médicas, Prof.Dr.
Marcelo Yorio.

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
RESUELVE:

Autorizar al Sr. Médico PEDRO EMILIO GARCIA, DNI N°® 22.126.856, a iniciar
su Trabajo de Tesis de Doctorado en Medicina y Cirugia con el tema
“IMPORTANCIA- DE Ki 67 COMO MARCADOR PRONOSTICO EN LOS
TUMORES DE GLANDULAS SALIVALES HUMANAS. ESTUDIO CLINICO
PATOLOGICO", designando como Director al Sr. Prof. Dr. Rodoifo Esteban
Avila, como Co-Director a la Sra. Prof. Dra. Maria Elena Samar y a los Sres.
Prof. Dres. Daniel Alberto Salica y Maria Elisa Dionisio de Cabalier, como
integrantes de la Comisién de Seguimiento.

Dejar establecido que el Sr. Director del trabajo debera remitir a esta Facultad,
dentro de los 30 dias de comunicada la presente resolucion, el acta de la
reunién constitutiva de la Comisién de Tesis, firmada por todos los miembros,
dando cumplimiento a lo establecido en el articulo 26° inc. a) del reglamento
vigente. -

g GUSTAVO L, 1MICO
QECAND

FACULTAD BE CIENEBS MEDICAS
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Comité de ética

1. Datos y caracteristicas del estudio

1 | Titulo de la investiga(;iaﬁ " [La matriz extracelular y el componente]
mioepitelial de los tumores epiteliales de
glandulas salivales humanas: estudio estructural,

histoquimico, lectinhistoquimico 8
inmunohistoquimico
2 | Institucion donde se llevara | Catedra de Biologia Celular, Histologia y
! a cabo el estudio Embriologia. FCM-UNC

=3

Autoridad responsable de | Prof. Dr. Aldo Eynard
la institucion o Director de ‘
tesis (segln corresponda) |

4 |Investigador responsable | Prof. Dr. Rodolfo Avila T ‘

5 |Tipo de investigacion Descriptivo correlacional

2. Resolucion final
El CEHNC, en reunion plenaria, ha decidido aprobar el protocolo de referencia
registrado con el N° 188/14, segun consta en el Libro de Actas de este comité con
fecha 03 de abril de 2014. .
La investigacion cumple con las disposiciones y regulaciones provinciales y nacionales
que salvaguardan los derechos de los participantes en investigacion clinica. Se
autoriza a realizarlo sin la obtencion de consentimiento informade por resultar
imposible esta practica por corresponder a archivos de biopsias.
Se comunica al investigador principal debera notificar a este Comité:
o El inicio de la ejecucion del estudio dentro de las 72 horas (mediante el
formulario correspondiente).
o La suspension o cancelacion del estudio de manera inmediata,
o El reporte de avance anualmente donde incluira el estado de progreso del
protocolo y cualquier otra situacion que modifique el curso de la investigacion
o Las enmiendas al protocolo de manera oportuna y para su aprobacion.

Jﬁ'\@iddfr.esideﬁ'ﬁf}'_’t\ocﬂinador




Dejo CONSTANCIA que este trabajo de Tesis “IMPORTANCIA PRONOSTICA DEL
MARCADOR KI 67 EN LOS TUMORES DE GLANDULAS SALIVALES. ESTUDIO
CLINICO PATOLOGICO" es parte del Proyecto del Programa de incentivos de la SPU
“La matriz extracelular y el componente mioepitelial de los tumores epiteliales de
glandulas salivales humanas: estudio estructural, histoquimico, lectinhistoquimico e
inmunohistoquimico”. Subsidios SECYT 214/10, 162/12, 203/2014, 313/2016, 411/2018.
(DIRECTOR: AVILA Rodolfo Esteban, Co-Director: SAMAR Maria Elena. Proyecto
aprobado por el Comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas. Facultad de
Ciencias Medicas. Universidad Nacional de Cérdoba. Argentina. Registro 188/14).

Dr Rodolfo Estéban Avila
DIRECTOR DEL PROYECTO

SECYT/UNC
E. AV”..A

Cordoba, 30 Noviembre de 2018.

Dr. RODCLFO
pan

WISTOLOGIAY EMBRIOLCGIA
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INFORME DE CASO
Patologia 2017 ene;55(1):18-23

Carcinoma indiferenciado tipo
células grandes de parotida:
caracteristicas clinicohistologicas

Garcia PE?, Samar-Romani ME?, Avila RE?

Resumen

El carcinoma indiferenciado tipo células grandes es un subtipo raro,
altamente maligno y agresivo de carcinoma indiferenciado que ocurre
mis frecuentemente en la parétida. En este informe describimos las
caracteristicas clinicohistologicas de un carcinoma indiferenciado
tipo células grandes, su potencial proliferativo, y realizaremos el
diagndstico diferencial con otras neoplasias salivales. Paciente varén
de 67 anos que consultd por un nédulo duro de parétida derecha
de seis meses de evolucion, con signos de pardlisis facial. Se realizé
ecografia y se extirpd el tumor. La biopsia se estudié con H&E y
se realizo inmunomarcacion con Ki67 para analizar su capacidad
proliferativa. £l tumor, no encapsulado, estaba formado por células
grandes, mayores de 30 pm, con ndcleos grandes. En dreas aparecian
células ahusadas eosinofilicas, anaplasicas y gigantes multinucleadas
dispersas entre los otros tipos celulares. Se observaron figuras mitdticas,
invasion vascular, necrosis y hemorragia. La expresion de Ki67 fue
fuertemente positiva. El diagnéstico microscdpico corresponde a un
carcinoma indiferenciado de células grandes, con potencial prolife-
rativo positivo. Su diagndstico es histopatoldgico ya que la clinica no
lo diferencia de otros tumaores salivales. En su diagndstico diferencial
incluimos carcinomas metastasicos indiferenciados o pobremente
diferenciados, linfomas anapldsico y de células grandes y melanoma.

PALABRAS CLAVE: pardtida, carcinoma indiferenciado, células
grandes, Ki67.
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of the parotid gland: clinical and
pathological features.
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Abstract
Undifferentiated cell carcinoma is a rare subtype, h mal
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more frequently in parotid. In this report, we describe the clinical and
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Reporte de Case/Case Report

Carcinoma secretorio aniloge mamarie de
glandulas salivales: caracteristicas histologicas e
inmunohistogquimicas

Mammary analogue secretory carcinoma of
salivary glands: histological and immunehisto-
chemical features

Gareia PE', Samar ME?, Avila RE?

'Private Institme of Radiotherapy 54, Cordoba. Chair of Cell
Biology, Histology snd Embryology. Faculty of Medical
Sciences. Mationsl Undversity of Cordoba

“Department of Oral Biology. Facalty of Dentisiry. Mational
University of Cordoha

Chair of Cell Biolozy, Histology and Embryology. Faculty of
Medical Sciences. Mationsl University of Cordoba

Fesnmen

Proposito: Recientemente, en el afie 2010, Skalova et al
describieron un tumor de  glandulas  salivales de  baja
malipmidad, el carcinoma secretoric analogo  mamario
(CSAM), con caractenisticas moleculares, microscopicas e
mrmumohistoquinticas similares al carcinoms secTetorio de la
mama. Antes de su descubrimiente fie interpretado como
carcinoma de células acinares (CCA) por sus similitndes
morfolégicas. En este esmdio presentamos un caso de CSAM
de plinduls parotida izquierds diagmosticado por
morfolegia con el soporte de la innmmchistoquimica (TEHQ).
Mesodos ¥ resultados: Paciente waron de 60 afios sin
antecedentes pamlogicos de imporsnciz con wn modulo
asintomatico de parotids izquierdsa de 5 afios de evolucion, que
consults por aumento de tamafio del mismo, dolor ¥ eritema
de la piel. Se realizé parotidectomda total. La biopsia
posioperatoria e esmdio con HE v se pealizo
mrmumomancacion con mamaglobina, 5100 ¥ DGOL. EKiS7
para snalizar su capacidad proliferativa. El sstudio histelogico
demostre la presencia de areas micro ¥ macrogquisticas,
quistico-papilares y solidas. Se cbservaron células claras con
citoplasma warnolade o granulsr com eosinofilia débil y
celulas semejantes = histocites. La atipia celular esmba
ansente. La marcacicn immmehistoquimica resultd positiva
para mamaglobing ¥ 5100 ¥ negativa para DGO1. En cuanto a
Ei 67 se observd una reaccidén nuclear positiva con un
porcentsje del 10%. Conchisiones: El C5AM es una entidad
ainn no informada en la literatora odontologica. Es importante
CODOCET 50S  caracieristicas micToscOpicas, sus cCriterios
diagndsticos, comportamiento clinice ¥y pronostico. Para sa
diagndstico diferencial se deben comsiderar =1 CCA vy el
carcinomas intraductal de bajo grado.

PAIL4ABRAS CLAFE: glindulas salivales, neoplasias,

carcinoma  sacreforic analogo | mamario,  estruchara,
) hi imica
Abstract

Purposs: Recently (2010), Skalova et al described a
maliznant salivary gland turmor, mammeary analogue secretory
carcinoma  (MASC), with molecular, microscopic and
immmumohistochemical charscteristics similar to the secretory
carcinoma of the breast Pror two its discovery it was
interprated as acinar cell carcinoma (ACC) becsuse of its
morphological similarities. In this study we present a case of
MASC of the lefi parotid gland diagnosed for its morphology
with the support of imomumohistochemistry (THC). Methods
and results: 4 $0-year-old masle patient with no significant
pathological history with an asymptomatic left parotid noduale
of 5 years of evolution, which consults becanse of increase of
its gize pain and erythems of the skin Totsl parotdectonty
was performed Postoperstive biopsy was smdied with H/ E
and immunestaining was performed with mammaslobin, 5100
and DHz301. Eif7 snalyze proliferadwve capacity of The
histological study demonstrated the presence of microe and
macrocystic areas, cystic-papillary and solid. Clear cells were
seen with vamnolated or gramular cytoplasm with weak
eosinophilia and histiocyte-like cells. Cell atypia was absent
Immmnohistechemical labeling was positdve for mammaglobin
and S100 and negative fior DNZ01. Az for Ei 67 a positive
nuclear reaction was observed with a percentage of 10%.
Conclusions: The MASC is an entfity not yet informed in the
dental literamore. It is importsnt to Enow Its mdcroscopic
characteristics, itz disgnostic criteria, clinical behavior and
progoosis. For the differential dizgnosis, ACC and low-grade
intraductal carcinoma should be considerad.

EEY WORDS: salivary glands, neopl Ty o gue
secretory carcinoma, struchure, immmunohistochemistry

Introduccion

En la literatura actual'” se reconocen tres nuevas
neoplasias  salivales: el carcinoma secretomo
analoge mamario (CSAM), el adenoma poliquis-
tico esclerosante ¥ el adenocarcinoma cribiforme
de la lengna v otras glandulas salivales menocres.
En el afio 2010 Skalova et al® publicaron 16 casos
de un tumor salival pomaroe, el CSAM, un
tumor de baja maligmdad, con caracteristicas
moleculares, microscopicas e inmunchistegquimicas
similares al carcinoma secretorio de la mama.
Antes de su descubrimiento habia sido interpretado
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Case report of Basal cell adenocarcinoma of
the parotid gland: clinicopathological and
immunohistochemical study

(arcia Pedro Emilio’, Avila Rodolfo Esteban?, Samar Maria Elena’

DOk 102259 %/0de201Bn3 a8

Abstract

Basal cell adenocarcinoma is an epithelial neoplasm with the cytological characteristics of basal
cell adenoma but with a morphological pattern of infiltrative growth indicative of malignancy.
Dhue to its low incidence it is often difficult to dlﬂ.gm:sc a basal cell adenocarcinoma. The
objective of the present study was to identify morphological and immunohistochemical
characteristics that contribute to its diagnosis. A parotid tumor was resected in a 52-ycar-old
paticnt; postoperative blcpsy and immunostaining with Ki-67,CK19, phl and :I.IP]!I:I.— smooth
muscle actin were performed. It was diagnosed basal cell adenocarcinoma that invades the
tumor capsulc. pcrig‘la.ﬂdulnr fat and l}mph nodes. Immu.nosta.i.ﬂing with Ki-67, CK19, ph3
and :I.I.PI'I:I.— smooth muscle actin was positive. Subsoqucntl}r, a m:l.:ld]la.ry sinus metastasis
was diagnosed. The morphological characteristics, Ki-67 expression strongly positive and
mectastasis give the mﬂ.llgna.ﬂt character to this tumor, which differentiates it from the basal

CCI]. E.dCI'IDmE..

Keywords: Pa.n:rﬁd, basal cell adenocarcinoma, dla.gnosis.
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E INMUNOHISTOQUIMICAS DEL
ADENOCARCINOMA DE CELULAS BASALES DE PAROTIDA. Garcia PE, Avila RE, Samar
ME.

IV Congreso de Anatomia Clinica. | Congreso Internacional de Anatomia Clinica. X1l
Congreso de la Sociedad Argentina de Ciencias Morfoldgicas.

Asociacion Argentina de Anatomia Clinica.

Buenos Aires. Argentina

24 al 26 de setiembre de 2015.
Idioma espaiiol

Alcance inter nacional
Gran area del conocimiento: Ciencias de la salud
Area del conocimiento: Otras clencias de la salud

RESUMEM

INTRODUCCION: En el afio 2005 la OMS definio al adenocarcinoma de células basales
(AcCB) {ICD-O Code 8147/3) como una neoplasia epitelial con las caracteristicas
citologicas del adenoma de células basales (ACB) pero con un patron morfoldgico de
crecimiento infiltrativo indicativo de malignidad. El objetivo del presente estudio fue
identificar caracteristicas morfologicas e inmunohistoguimicas que contribuyen al
diagndstico de AcCB. MATERIAL ¥ METODOS: Se resaco un tumor del l6bulo profundo
de pardtida izquierda en una paciente de 52 afios; se realizd biopsia postoperatoria e
inmunomarcacion con Ki 67, CK19, p63 y alfa actina de musculo liso. RESULTADOS: A la
macroscopia se observd una masa encapsulada ligeramente lobulada, de 5x1,7x1,2cm
de color gris violdceo con zonas firmes al corte. Microscopia: Se diagnosticd AcCB
mixto salido y tubular con invasion de la capsula, nodos linfoides y vasos sanguineos.
Mo se observd glandula normal. La inmunomarcacion con Ki 67, CK13, p63 y alfa actina
de mosculo liso resultd positiva DISCUSION: Las caracteristicas morfologicas y la
inmunomarcacién Kie7 positiva le dan el caracter maligno a este tumor, lo que lo
diferencia de su contraparte benigna, el ACB. El hallazgo de tejido tumoral dentro de
un nodo linfoide indica la presencia de metastasis.

PALABRAS CLAVE: pardtida — adenocarcinoma de células basales — diagnostico
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CARACTERISTICAS CIJ'NICOIHISTOL['}GIC&S DE WUN CASCO DE CARCINOMA
INDIFERENCIADO TIPO CELULAS GRANDES DE PAROTIDA. Pedro E Garcia, Maria E Samar;
Rodolfo E Avila

IV Congreso de Anatomia Clinica. | Congreso Internacional de Anatomia Clinica. Xl
Congreso de la Sociedad Argentina de Ciencias Morfologicas.

Asociacion Argentina de Anatomia Clinica.
Buenos Aires. Argentina
24 al 26 de setiembre de 2015.

Idioma espaiiol

Alcance inter nacional
iGran area del conocimiento: Ciencias de la salud
Area del conocimiento: Otras ciencias de la salud

RESUMEN

INTRODUCCION: El carcinoma indiferenciado tipo células grandes (15D-0 Code 8012/3)
es un subtipo raro, altamente maligno y agresivo de carcinoma indiferenciado con
grandes células de citoplasma eosinofilico pdlido y abundante. Se presenta
generalmente en varones mayores de 60 afios, mas frecuentemente en pardtida. En
este informe describimos las caracteristicas clinicofhistologicas de un carcinoma
indiferenciado tipo células grandes de pardtida, su potencial proliferativo y realizamos
el diagnostico diferencial con otras neoplasias salivales. MATERIAL ¥ METODOS:
Paciente waron de 67 afios que consultd por un nédulo duro de pardtida derecha de 6
meses de evolucion, con signos de pardlisis facial. Se realizd ecografia y se realizd la
extirpacion del tumor. Se indico radioterapia. La biopsia se estudid con H/E y se realizd
inmunomarcacion con Kie7 para analizar su capacidad proliferativa. RESULTADOS: El
tumor, no encapsulado, estaba formado por células grandes, mayores de 30 pm, con
nucleos grandes, redondos y vesiculares, con uno o mas nucléclos. En areas aparecian
células ahusadas eosinofilicas y nicleos alargados con cromatina mas densa. Se
observaron células anaplasicas y células gigantes multinucleadas dispersas entre los
otros tipos celulares. Se observaron mitosis, dreas hemaorragicas y de necrosis e
invasion vascular, El estroma presentd un infiltrado inflamatorio. La expresion de Ki 67
fue positiva.DISCUSION: El diagnostico microscopico corresponde a3 un carcinoma
indiferenciado de celulas grandes, con potencial proliferative positive. Su diagndstico
es histopatologico ya que la clinica no lo diferencia de otros tumores salivales. En su
diagnodstico diferencial incluimos carcinoma escamoso y adenocarcinoma pobrementas
diferenciados, linfoma anaplasico y melanoma.

PALABRAS CLAVE: pardtida — carcinoma indiferenciado — células grandes
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CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E  INMUNOHISTOOUIMICAS DEL CARCINOMA
SECRETORIO ANALOGO MAMARIO DE GLANDULAS SALIVALES. Samar ME, Garcia PE,
Avila RE.

XXXV Congreso Chileno de Anatomia. XVII Congreso del Cono Sur. Xl Simposio
Latinoamericano de Terminologia Anatomica, Histologica y Embryologica.

11, 12 y 13 de Noviembre de 2015 -
Valdivia — Chile.

Idioma espaiiol

Alcance inter nacional
i5ran area del conocimiento: Ciencias de la salud
Area del conocimiento: Otras ciencias de la salud

RESUMEMN

INTRODUCCION: Recientemente [2010) Skalova et al describieron un tumor de glandulas
salivales de baja malignidad, el carcinoma secretorio andlogo mamario (CSAM), con
caracteristicas moleculares, microscopicas e inmunohistoguimicas similares al carcinoma
secretorio de la mama. Antes de su descubrimiento fue interpretado como carcinoma de
celulas acinares (CCA) por sus similitudes morfologicas. En este estudio presentamos un caso
de CSAM de glandula parotida izquierda diagnosticado por su morfologia con el soporte de la
inmunohistoguimica (IHQ). MATERIAL ¥ METODOS: paciente varon de 60 afos sin
antecedentes patolégicos de importancia con un nodulo asintomatico de pardtida izquierda de
5 afios de evolucion, que consulta por aumento de tamafo del mismo, dolor y eritema de la
piel. Se realizo parotidectomia total. La biopsia postoperatoria se estudio con H/E y se realizo
inmunomarcacion con Kie7 para analizar su capacidad proliferativa y mamaglobina. Para Ki 67
la positividad se calculd a traves de una relacion entre el nimero de células positivas y el
numero total de células tumorales en tres dreas seleccionadas de la muestra. RESULTADOS: el
estudio histoldgico demaostrad |2 presencia de areas micro y macroguisticas, quistico-papilares y
solidas. Se observaron células claras con citoplasma vacualado o granular con eosinofilia d2bil
y ceélulas semejantes a histiocitos. La atipia celular estaba ausente. La marcacion
inmunchistoquimica resultd positiva para mamaglobina en el citoplasma de las celulas
tumorales. En cuanto a Ki 67 s observd una reaccion nuclear positiva con un porcentaje del
10%:. CONMCLUSION: El C5AM es una entidad alin no informada en la literatura odontoldgica. Es
importante cConOCer sus caracteristicas microscopicas, sus  criterios  diaggnosticos
comportamiento clinico y pronostico. Para su diagnostico diferencial se deben considerar el
CCA, el cistoadenocarcinoma cribiforme y adenocarcinoma polimorfo de bajo grado.

PALABRAS CLAVE: glandulas salivales - carcinoma secretorio andlogo mamario -
histologia - inmunohistoquimica
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