O

dmm@esd]  UNIVERSITAT DE BARCELONA

Expresidon de mucinas y moléculas
relacionadas en los carcinomas
mucoepidermoides de glandulas salivales:
implicaciones diagnésticas y prondsticas

Blanca Noemi Lujan

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les seglents condicions d'Us: La difusi6é
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacio i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusio i posada a disposicié des d’un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentaci6 del
seu contingut en una finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusion de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusién y puesta a disposicién desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




Expresion de mucinas y moléculas
relacionadas en los carcinomas
mucoepidermoides de glandulas salivales:
implicaciones diagnodsticas y pronosticas

Tesis doctoral










A la memoria de mi madre,
a Alejandra, a mi padre, a mis hermanos,
v a mis profesores Llucia y Antonio.







Departament d"Anatomia Patologica,
Farmacologia i Microbiologia
Facultat de Medicina

Universitat de Barcelona

Expresion de mucinas y moléculas
relacionadas en los carcinomas
mucoepidermoides de glandulas salivales:
implicaciones diagnoésticas y pronosticas

Tesis presentada por
Blanca Noemi Lujdn

Para optar al grado de
Doctor en Medicina

Directores de Tesis
Dra. Llucia Alos Hernandez
Prof. Dr. Antonio Cardesa Garcia

Barcelona 2011






AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Llucia Alos Hernandez, Profesora Asociada de Anatomia
Patoldgica de la Universitat de Barcelona, Consultor del Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital Clinic de Barcelona y Directora
de esta tesis, por ensefiarme la Anatomia Patoldgica desde todos
sus angulos, mas ampliamente en el conocimiento cientifico, donde
demuestra hoy su excelencia académica, y por transmitirme con
sincero afecto la pasion y el teson necesarios para llevar a cabo y

culminar esta tesis.

Al Prof. Dr. Antonio Cardesa Garcia, Profesor Emérito de Anatomia
Patoldgica de la Facultad de Medicina de la Universitat de Barcelona,
ex-Jefe de Servicio del Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital Clinic de Barcelona y Director de esta tesis, por abrirme las
puertas de mi segunda casa y brindarme la oportunidad de conocer y

aprender, mas profundamente, esta querida especialidad.

Al Dr. Josep Ramirez Ruz, Profesor Titular de Anatomia Patologica
de la Universitat de Barcelona y Jefe del Servicio del Departamento
de Anatomia Patoldgica, por sus buenos consejos en el momento

justo, cuanto mas se necesita.

VII



Al Dr. Josep Antoni Bombi Latorre, Profesor Catedratico de
Anatomia Patoldgica de la Universitat de Barcelona, Consultor
Senior de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinic de Barcelona,
por su reconocimiento y sus consejos que han aportado una enorme

riqueza en mi desarrollo profesional.

Al Dr. Pedro Luis Fernandez, Profesor Titular de Anatomia
Patoldgica de la Universitat de Barcelona, Consultor Senior de
Anatomia Patologica del Hospital Clinic de Barcelona, por su apoyo

y valoracion.

Al Dr. Elias Campo Giierri, Profesor Catedratico de Anatomia
Patologica de la Universitat de Barcelona, Director Clinico del Centro
de Diagnostico Biomédico del Hospital Clinico de Barcelona, Jefe de
Seccion de Hematopatologia del Hospital Clinic de Barcelona y ex-jefe
del Servicio del Departamento de Anatomia Patologica, por integrarme
en el distinguido equipo de profesionales que preside, contribuyendo

con todos los participes de esta tesis al Optimo desarrollo de la misma.

A todos los Patdlogos, Médicos Residentes, Biclogos, Técnicos y
Secretarios del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinic,
Dra. Mireia Castillo, Dr. Alfons Nadal, Susana Moyano, Alexandra
Valera, Alba Diaz, Sofia Hakim, Elena Gonzalvo, Margarita Mainar,

Gemma Laguna 'y Teresa Roch; al Dr. Miguel Caballero del Servicio

VIII



de Otorrinolaringologia del Hospital Clinic; a 1a Dra. Marta Carreras
del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital de Bellvitge y a la
Dra. Carme De Bolos, de la Unidad de Biologia Celular y Molecular
del IMIM, que han contribuido a la realizacién de los trabajos que

forman parte de esta tesis.

A mi querida madre eternamente, por su gran amor y sacrificio,
infinita preocupacion y deposito de fe en mi, ya que ha hecho posible

que llegara a donde estoy.

A mi padre, a mis hermanos, y a Alejandra Lezcano, Joan Playa
y Juan Loustau por su incondicional apoyo y ayuda en todos los

momentos de esta vida.

A mi hermano Luis por su invalorable trabajo de disefio grafico
realizado en esta tesis y por su sentido de la estética y del arte que

ayudan a mi analitica persona a expresarse con un estilo mas elegante.

A mis queridas Alejandra, las “More” y a Oscar Garcia Ortega por su
estimulo permanente y por hacer mds amenos los intervalos durante la

confeccion de esta tesis y por siempre.

A mis comparieros de Medicina Nuclear del Hospital Joan XXIII de

Tarragona por su interés y estimulo para la finalizacion de esta tesis.






Indice

ADreviaturas ..........ccoevviiiiiiiiiiiini .1
I - IntroducCion ..........cccuvveiiiieiiiiiiieeeeee e e -5
1 - Las glandulas salivales. Caracteristicas generales ........ 7
1.1. Aspectos funcionales y anatomicos ...................... 7

1.2. Histologia de las glandulas salivales .................... 10

1.3. Los tumores de glandulas salivales. Epidemiologia

y tipos histologicos ........cccoovueiiiiinnuiiiiniinneccnninnnne 12

2 - El carcinoma mucoepidermoide de glandula salival....... 17
2.1. Datos epidemiolOgicos ..........ccoovveeevvvnunnrnneeennnnnaens 17
2.2. Caracteristicas clinicas ........cccocceevvvuicrinnecnnnneenss 18
2.3. Histogénesis, morfologia y citogenética................ 18
2.4. Los grados histologicos ..........ccccccevvviiiiiiiiiinnnnnnnnns 20
2.5. Pronostico y tratamiento ............cccceeervecevnneennnnns 25

3 - Las mucinas epiteliales. Expresion en tejidos normales
y €n procesos NeOPIASICOS ..........covveureerereiericneeeenneenne. 27

3.1. Las vacunas terapéuticas contra MUCI ............. 30

4 - El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y las vias de transduccion de la sefial mitogénica............. 32
4.1. Los tratamientos oncologicos dirigidos contra

dianas terapéuticas .......ccccoccceeeeeriiiiiiiiivceeeeeennnen. 35

XI



IT - Hipotesis de trabajo ............cccccoooviiinniiinnniiinniiiiniiccnnn 39

IIL — ODbjJEtivos ..ceeeeeeieieiiiiieeeeeeeeeeeeeceeee e e .45
IV - Estudios realizados. Material y métodos. Resultados. ........ 49
J DRY 11 1 ) (1 30 U RTURTRRNt .51
ESTUIO NC 2 oeeoeeeiiieiiieiiieetieetieetteeeteernseeraseessserssneennnes .78
AYZGH D) LY T (1) ( AR .93
Discusion EStudio NC 1 ..oeeveeiiiiiiiiiieiiiierieeereeernnerennneens 95
Discusion EStudio N® 2 ...ouuveeeiiiiiiiiiiiiieierieeereeeernnerennneens 107
VI = CONCIUSIONES ..ooeovvneiiiniiiiiieeeeiieeieeeeteeereeerteersneeeneeenanen 115
VII - Bibliografia .............cccooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeceecee e 121

XII



Abreviaturas

AFIP: Armed Forces Institute of Pathology.
ANOVA: (del inglés Andalisis Of VAriance).

CISH: Hibridacion in situ cromogénica (del inglés Chromogenic In Situ
Hybridization).

CME: Carcinoma mucoepidermoide.

ERK 1/2: Serina/treonina quinasas (del inglés extracellular-regulated kinases 1
y 2), perteneciente a la familia MAPKs.

FISH: Hibridacion in situ fluorescente (del inglés Fluorescente In Situ
Hybridization).

H-Ras: Gen H-Ras, oncogen producto de la mutacion de la familia del
protooncogén RAS.

K-RAS: Gen K-Ras, (del inglés Kirsten rat sarcoma viral) oncogen homologo a
Ras, producto de la mutacién de la familia del protooncogén RAS.

MAML2: Gen traslocado (del inglés mastermind-like gene family) en la
regién 11q21.

MAPKSs: proteinas quinasas monomeéricas activadas por mitdégenos (del inglés
mitogen-activated protein kinases).

MEC: Mucoepidermoid carcinoma.

MECTL-1: Gentraslocadoenlaregion 19p13, enlos carcinomas mucoepidermoides
(del inglés mucoepidermoid carcinoma translocated gene-1).

MEK: Quinasa que fosforila y activa MAPK (del inglés Mitogen-activated
Protein/Extracellular Signal-regulated Kinase Kinase).

MIB-1: Marcador inmunohistoquimico del indice proliferativo (Ki-67) (del inglés
Mitotic Index).

MGT1: Glicoproteina 1 (del inglés Mucous Glycoprotein 1), mucina de alto peso
molecular: MUCSB.

MG2: Glicoproteina 2 (del inglés Mucous Glycoprotein 2), mucina de alto peso
molecular: MUC7.

Abreviaturas - 1



MUC: Mucina. MUCI1, MUC3, MUC4, MUCI1 y MUCI2 glucoproteinas de
membrana y MUC2, MUC5B, MUCS5AC, MUC6 y MUC7 glucoproteinas
secretoras.

PAS: Acido perioédico de Schiff (del inglés Periodic Acid Schiff).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain
Reaction).

Raf: Serina/treonina quinasa.

Ras: Proteina G monomérica periférica (del inglés rats sarcoma), con funcién
GTPasa, con unién covalente a la superficie interna de la membrana
plasmatica. Ras-GDP: Ras unida a GDP (del inglés GDP guanosine
diphosphate), forma inactiva y Ras-GTP: Ras unida a GTP (del inglés GTP
guanosine triphosphate), forma activa.
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Introduccion






1 - Las glandulas salivales. Caracteristicas generales

1.1. Aspectos funcionales y anatomicos

Las glandulas anexas a la cavidad bucal son las glandulas salivales
propiamente dichas, que segin su tamaiio, se diferencian en glandulas
salivales menores y glandulas salivales mayores. La funcion principal
de las mismas es secretar saliva, con el fin de preparar el bolo
alimentario al ser estimuladas especificamente (glandulas salivales
mayores), ademas de lubricar las partes duras de la boca y mucosas
del tracto aerodigestivo superior, y controlar la flora bacteriana de
estas cavidades de forma permanente (glandulas salivales menores)
(Gésime et al. 2009, Martinez-Madrigal et al. 1997).

Las glandulas salivales menores se distribuyen, de forma no uniforme,
por todo el tracto aerodigestivo superior: cavidad oral (paladar excepto
la region anterior del paladar duro, cara posterior de los labios, mejillas,
encia Unicamente en el trigono retromolar, pilares amigdalinos, suelo
de la boca y lengua) (Ellis y Auclair 1996), cavidad nasal, senos
paranasales, faringe, adyacentes a la amigdala faringea (Ellis y
Auclair 1996, Martinez-Madrigal et al. 2007), laringe y bronquios
(Martinez-Madrigal et al. 1997).

Las glandulas salivales mayores se disponen en la boca siguiendo una
curva concéntrica paramandibular y bilateral. Las glandulas salivales

mayores son tres, en sentido posteroanterior y volumen decreciente,
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la pardtida, la submandibular o submaxilar, y la sublingual, alojadas
en sus respectivas celdas. (Rouviere-Delmas 2005).

La glandula pardtida se localiza en la celda parotidea, revestida por la
aponeurosis parotidea, un desdoblamiento de la aponeurosis cervical
superficial. La glandula se divide desde su espesor longitudinalmente
y hacia adelante en dos l6bulos, uno profundo y otro superficial,
con una prolongacion anterior para-maseterina por donde sale el
conducto excretor de la glandula, el conducto de Stenon, que cruza por
delante a este musculo en direccidn a la mucosa yugal. Entre ambos
l6bulos pasan la arteria carotida externa, vena yugular externa, nervio
facial, vasoslinfaticosy gangliosintraparotideosinternos. Estairrigada
por la arteria auricular posterior y por la arteria temporal superficial.
La vena yugular externa recibe el drenaje venoso parotideo. Los vasos
linfaticos aferentes drenan a la cadena yugular externa del cuello y a
los ganglios cervicales profundos (Testut-Latarjet 1995).

La gldandula sublingual se sitia en la celda sublingual, limitada hacia
arriba por la mucosa del surco alveololingual, el conducto de Warthon
y cartincula sublingual, hacia abajo por el musculo milohioideo.
Se extiende, a ambos lados, desde la mandibula (anterior y lateral)
y ganglios linfaticos linguales y sublinguales, hastalaraiz de lalengua,
nervio lingual, hipogloso mayor y vasos sulinguales. El extremo
posterior se comunica con la celda submaxilar (Rouviére-Delmas
2005). La glandula sublingual en su interior, posee un conducto

excretor principal, el conducto de Bartholin, que desemboca en el
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conducto de Warthon, a pocos milimetros antes de su desembocadura
a la cartincula sublingual. Ademads, y a diferencia de la glandula
pardtida y submaxilar, presenta multiples ductos excretores cortos
individuales, los conductos de Rivinus, que se abren directamente en
el suelo de la boca (Ellis y Auclair 1996). El drenaje venoso se efecttia
hacia la vena lingual La irrigacion procede de ramas colaterales
de la arteria lingual. Los vasos linfaticos drenan a los ganglios
submaxilares y a los ganglios de la region cervical lateral profunda
superior (Rouviere-Delmas 2005).

La glandula submaxilar se encuentra en la celda submaxilar, y su
conducto excretor principal, el conducto de Wharton, transcurre
hacia adelante junto con el nervio lingual y los vasos sublinguales,
entre el borde superointerno de la glandula sublingual por abajo,
y las terminales nerviosas del hipogloso mayor por arriba, para
desembocar a cada lado del frenillo de la lengua en el ostium
umbilical. La celda submaxilar consta de 2 caras formadas por un
desdoblamiento de la aponeurosis cervical superficial. En la cara
superoexterna Osea, se encuentra la fosita submaxilar mandibular,
entre la linea de insercidon del milohioideo por arriba y el borde libre
de la mandibula por abajo. El extremo anterior se abre al espacio
sublingual, y el posteroinferior contacta con la celda parotidea, a
través de un tabique fibroso intermaxiloparotideo, y el posterosuperior
se abre al espacio maxilofaringeo de la region amigdalina, por donde

pasa la arteria facial (Testut-Latarjet 1995, Ellis y Auclair 1996).
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La irrigacidn arterial proviene de ramas colaterales de la arteria
facial. El drenaje venoso se dirige hacia la vena facial. Y los vasos
linfaticos drenan a los ganglios submaxilares y a los ganglios de la

region cervical lateral profunda superior (Rouviere-Delmas 2005).

1.2. Histologia de las glandulas salivales

Las glandulas salivales son glandulas exocrinas. Estdn compuestas
por una parte secretora o adendmero y por una ductal excretora que
conduce el producto de secrecion a la superficie (Geneser 1988).

Se clasifican segtin el tipo de unidad funcional secretora o forma del
adenomero. Existen tres clases de unidades secretoras, segun el tipo de
células secretora del acino: serosa, mucosa y mixta (células mucosas
centrales y serosas periféricas) (Martinez-Madrigal et al. 2007).
Las terminales secretoras forman lobulillos agrupados en 16bulos,
con un sistema ductal ramificado que transcurre por tabiques de tejido
conectivo intralobulillar, que separa las unidades funcionales entre
si, e interlobulillar que los separa en lobulillos. Este tejido conectivo
trabecular interlobulillar formara una capsula fibrosa, inicamente en
las glandulas salivales mayores. Los conductos excretores principales,
se localizan fuera del tejido glandular.

El sistema ductal intralobulillar, ducto intercalar y ducto estriado,

en direccion a la periferia del lobulillo, se considera secretor debido
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asuactividad metabdlica: regulala concentracion de aguay electrolitos
de producto de secrecion acinar. El sistema ductal interlobulillar o
excretor, aumenta progresivamente de didmetro para desembocar en
el conducto principal terminal.

El acino estd tapizado por células piramidales secretoras, con un
nucleo basal y abundante citoplasma luminar claro en las células
mucosas (mucinas acidas: positivas para la tinciéon de azul alcian),
granular en las células serosas (zimogenos basofilos: PAS positivos,
PAS-diastasa resistente, y negativos para mucicarmin), 0 mucosas
centrales con células serosas en su periferia, a modo de “semiluna”,
segun se trate de un acino mucoso, seroso o mixto, respectivamente.
Al igual que en la periferia del acino, en ductos intercalares y en
la union de los estos con los ductos estriados, pueden encontrarse
aisladamente, células mioepteliales entre las células ductales y la
membrana basal.

El epitelio de los conductos intercalares es cubico simple rodeado de
membrana basal, pudiendo encontrarse células sebaceas intercaladas
aisladamente o en acumulos formando una glandula sebacea. Entre
las células cubicas ductales y la membrana basal pueden encontrarse
ocasionalmente, células mioepiteliales periféricas aplanadas con
prolongaciones citoplasmaticas. El epitelio de los conductos estriados
es columnar simple (células estriadas por multiples por invaginaciones
citoplasmaticas basales con abundantes mitocondrias) y eosindfilo. Los

conductos excretores tienen epitelio columnar pseudoestratificado,
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pequefias células basales pluripotenciales a lo largo de la membrana
basal y alguna célula tipo-mucosa calicifome en los de pequefio
calibre. En su porcion mas distal suele estar revestido por un epitelio

plano estratificado (Ellis y Auclair 1996).

1.3. Los tumores de glandulas salivales. Epidemiologia y

tipos histologicos.

Los tumores de glandulas salivales, registran una incidencia anual
de 0,4 a 13,5 casos por cada 100.000 habitantes en el mundo (Ellis
y Auclair 2008). Estas neoplasias representan el 2-6,5% de los
tumores de cabeza y cuello (Abiose et al. 1990, Leegaard et al. 19609,
Spiro et al. 1986, Spiro et al. 1973, Kelude et al. 2001, Masanja et
al. 2003). La incidencia anual de tumores malignos de gldndulas
salivales es de 0.4-2.6 casos por cada 100,000 habitantes (Koivunen
et al. 2002, Ostman et al. 1997, Pinkston et al. 1999, Sun et al. 1999).
Las neoplasias benignas y las malignas de glandulas salivales, segtin
series largas documentadas, representan globalmente, entre un 54-
79% y 21-46%, respectivamente, siendo relativamente mas frecuentes
los tumores malignos en glandulas salivales menores (50%) que en
cada una de las glandulas mayores. El 90% de los tumores malignos
de las glandulas salivales menores se originan en la lengua, suelo de

boca y trigono retromolar. Los tumores malignos desarrollados en las

12 - Tesis doctoral - Blanca Lujdn



glandulas salivales mayores, muestran uno porcentaje relativo mayor
en la glandula sublingual, seguido por la submaxilar y por ultimo
la pardtida. Sin embargo, la frecuencia de aparicion de tumores
epiteliales malignos es mayor en pardtida, seguido por las glandulas
salivales menores, gldndula submaxilar y por ultimo la glandula
sublingual (Ellis y Auclair 2008).

El pico de edad de mayor incidencia de los tumores de glandulas
salivales se encuentra entre los 50-70 afios (Eveson et al. 1985, Auclair
et al. 1991).

La neoplasia benigna mds frecuente es el denominado adenoma
pleomorfo o tumor mixto (Eveson et al. 1985, Seifert et al. 1986, Spiro
et al. 1986, Eneroth et al. 1971, Auclair et al. 1991) siendo ademas el
tumor mas frecuente de glandulas salivales. La neoplasia maligna
mas frecuente es el carcinoma mucoepidermoide, tanto en adultos
como en nifios (Eneroth et al. 1971, Spiro 1986, Pires et al. 2004,
Auclair et al. 1991).

En nifios, los tumores malignos de glandulas salivales son poco
comunes. Sin embargo, la proporcion de neoplasias malignas es

relativamente mas alta que en los adultos (Pires et al. 2004).
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Malignant epithelial tumours

Acinic cell carcinoma 8550/3
Mucoepidermoid carcinoma 8430/3
Adenoid cystic carcinoma 8200/3
Polymorphous low-grade adenocarcinoma 8525/3
Epithelial-myoepithelial carcinoma 8562/3
Clear cell carcinoma, not otherwise specified 8310/3
Basal cell adenocarcinoma 8147/3
Sebaceus carcinoma 8410/3
Sebaceus lymphadenocarcinoma 8410/3
Cystadenocarcinoma 8440/3
Low grade cribriform cystadenocarcinoma
Mucinous adenocarcinoma 8480/3
Oncocytic carcinoma 8290/3
Salivary duct carcinoma 8500/3
Adenocarcinoma, not otherwise specified 8140/3
Myoepithelial carcinoma 8982/3
Carcinoma ex pleomorphic adenoma 8941/1
Carcinosarcoma 8980/3
Metastasizing pleomorphic adenoma 8940/1
Squamous cell carcinoma 8070/3
Small cell carcinoma 8041/3
Large cell carcinoma 8012/3
Lymphoepithelial carcinoma 8082/3
Sialoblastoma 8974/1
Pleomorphic adenoma 8940/0
Myoepithelioma 8982/0
Basal cell adenoma 8147/0
Warthin tumour 8561/0
Oncocytoma 8290/0
Canalicular adenoma 8149/0
Sebaceous adenoma 8410/0
Lymphadenoma

Sebaceous 8410/0

Non-sebaceous 8410/0
Ductal papillomas

Inverted ductal papilloma 8503/0

Intraductal papilloma 8503/0

Sialadenoma papilliferum 8406/0
Cystadenoma 8440/0
Soft tissue tumours
Haemangioma 9120/0
Hodgkin lymphoma
Diffuse large B-cell lymphoma 9680/3
Extranodal marginal zone B-cell lymphoma 9699/3

Secondary tumours

Morphology code of the International Classification of Diseases for
Oncology (ICD-O) {821} and the Systematized Nomenclature of Medicine.
Behaviour is coded /0 for benign tumours,

/3 for malignant tumours, and

/1 for borberline or uncertain behaviour.

Figura 1: Clasificacion de los tumores de glandula salival segun la ultima edicién editada
por la OMS (WHO Classifications of Tumours. Pathology and Genetics of Head
and Neck Tumours. Lyon, 2005).
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2 - El carcinoma mucoepidermoide de glandula salival

2.1. Datos epidemiologicos

El carcinoma mucoepidermoide (CME), representa, en los adultos, menos
del 10% de las neoplasias malignas de cabeza y cuello, y un 10-15% de
las neoplasias de glandulas salivales. Tal como ya hemos indicado, es el
tumor maligno mas frecuente de glandulas salivales, sin distincion de
edades, representando un 30% de los tumores malignos en los adultos
(Cawson et al. 1997, Ellis y Auclair 1996, Speight et al. 2002, Locati et
al. 2002) y un 33% en los nifios (Pires et al. 2004, Callender et al. 1992,
Kessler et al. 1994, Boahene et al. 2004, Ellies et al. 2006).

Se desarrollan con mayor frecuencia entre la tercera y la séptima década
en los adultos (Ellis y Auclair 2008) y en el segundo decenio de la vida
en los pacientes pediatricos (Loy et al. 1989, Ellis y Auclair 2008).

El CME tiene una mayor incidencia en mujeres (Melrose et al. 1973, Spiro
et al. 1978, Olsen et al. 1981, Accetta et al. 1984, Evans et al. 1984, Eveson
et al. 1985, Spiro 1986, Nascimento et al. 1986, Auclair et al. 1991).

El 50% de estos tumores se origina en las glandulas salivales
mayores, con una frecuencia relativa del 80% en la parétida, 8-13%
en la submaxilar y 2-4% en la sublingual (Brandwein et al. 2001).
El otro 50% en las glandulas salivales menores, con mayor frecuencia
relativa en el paladar, seguido por el trigono retromolar, suelo de la boca,

mucosa oral, labio y lengua (Wedell et al. 1997, Brandwein et al. 2001).
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2.2. Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de estos tumores, dependen si crecen
hacia la superficie exterior o lo hacen hacia la cavidad oral.
Los primeros asientan el la pardtida y en la submaxilar, presentandose,
la mayoria, como masa indolora de larga evolucidn, meses o afios
(Spiro RH etal. 1978, Accettaetal. 1984, Auclair et al.1991), pudiendo,
los parotideos llegar a manifestarse clinicamente con otorrea,
trismus o incluso paralisis del facial ipsilateral. Lo contrario ocurre
cuando asientan en el resto de las glandulas salivales, presentandose
como tumoraciones en la cavidad oral, lisas, rojizas o violaceos,
con aspecto inflamatorio o infeccioso (absceso) o fluctuantes,
semejando una lesidn benigna (mucocele), sensibles o dolorosas.
Pueden acompaiiarse de parestesias, disfagia, ulceracion e incluso

hemorragia (Ellis y Auclair 2008).

2.3. Histogénesis, morfologia y citogenética

El estudio de la histogenesis de este tumor, evidencia un origen a
partir de células ductales estriadas transformadas, ya que el 100%
de estos tumores son difusamente inmunorreactivos al anticuerpo
antimitocondrial, en la células de la periferia de los nidos y quistes

neoplasicos. Su positividad al microscopio Optico indica células
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ricas en mitocondrias, similar a la de los ductos estriados normales.
Lo mismo ocurre con el resto del perfil inmunohistoquimico:
expresion de citoqueratina 7 en las células luminales y en las lesiones
neoplasicas quisticas, y expresion de citoqueratina 14 principalmente
en la periferia de los nidos y quistes neoplésicos o en células basales
(Foschini et al. 2002).En la evaluacién macroscopica, se muestran
como una tumoracion o masa, de uno a varios centimetros, firme,
gris-amarillenta, lobulada, parcialmente encapsulada, solida, quistica
o solidoquistica, cuyo contenido viscoso mucoide, puede verse claro,
sanguinolento o hemorrégico.

Histolégicamente se compone, en general, por lagos de mucina
de diferente tamafio y areas solidas celulares, formando ductos,
cordones, laminas, nidos o simplemente aisladas, en un estroma
fibroso usualmente abundante y en algunos casos hialinizado.

La mucina estd contenida en espacios quisticos tapizados, por una
capa o varias, incluso a veces con crecimiento papilar, de células
secretoras de mucinas, columnares, caliciformes o aplanadas
(PAS-diastasa, Mucicarmin y Azul Alcian positivas), y también por
células intermedias, basaloides o epiteliodes (Ellis y Auclair 2008).
Si la mucina escapa directamente en el tejido intersticial se rodea de
células inflamatorias (Rosai 1996).

El componente sdlido estd compuesto por células epidermoides
(raramente queratinizadas o con presencia de perlas cdérneas en

tumores inflamatorios), células intermedias, células basaloides, células
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mucinosas y de forma variable células claras, que contienen minima
cantidad de sialomucina y glucégeno, siendo PAS-diastasa positivas
(Ellis y Auclair 1998). Rara vez, contiene escasas células sebaceas y
alguna oncocitica en tumores inflamatorios (Rosai 1996).

Estudios de citogenética han detectado una anomalia frecuente en los
CME:s, que ademas es bastante especifica. Se trata de la translocacion
t(11;19) (q21;p13). Como resultado de esta translocacion se ha identificado
un transcrito de fusion, debido a la unién del exon-1 de un gen con
funcién desconocida, el gen MECTL-1 (del inglés, mucoepidermoid
carcinoma translocated gene-1), en la region 19pl3, con exones 2-5 del
gen MAML2 (del inglés, mastermind-like gene family) en la region
11g21. Esta translocacion esta presente en el 38% de los CMEs, y es mas

frecuente en los tumores de bajo grado histologico (Okabe et al. 2006).

2.4. Los grados histologicos

Los CMEs se clasifican en bajo grado, grado intermedio y alto
grado seglin las caracteristicas histoldgicas de los tumores (Figura 2).
El sistema de graduacion propuesto por Auclair et al. en 1992,
es la clasificacion vigente en la ultima edicion de la OMS (Eveson et
al. 2005). Este ha sido corroborado por dos estudios retrospectivos
valorando un niimero significativo de casos, uno de los estudios incluyo

143 casos en glandulas salivales menores (Auclair et al. 1992) y el otro
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estudio incluy6 234 casos en glandulas salivales mayores (Goode et al.
1998). En los CME de bajo grado de la glandula submaxilar, el sistema
de graduacion histoldgica no predice su comportamiento bioldgico,
puesto que son mas agresivos que los originados en el resto de las
glandulas salivales (Goode et al. 1998).

Se trata de un sistema de puntuacion con un valor asignado a cada una
de las caracteristicas histopatoldgicas, cuya suma determina el grado
histoldgico. Se tienen en cuenta la proporcion del componente
quistico del tumor, la anaplasia, indice mitotico, necrosis € invasion
de espacios perineurales. Brandwein et al. en 2001, han propuesto un
sistema de graduacion, que amplia las caracteristicas histoldgicas de
la antigua clasificacion evitando una infragraduacion. Para ello, han
tenido en cuenta la invasion vascular y/o linfatica, la invasion dsea y
el patrén de infiltracion en pequefios nidos, y ademds han modificado
el porcentaje del componente intraquistico de menos de 20% a menos
del 25%. Con este sistema de graduacion se consigue mayores valor
prondstico y reproducibilidad.

La mayoria de los CME de bajo grado tienen numerosos espacios
quisticos, con unos nudcleos usualmente regulares, y rara vez,
se encuentran mitosis. En los de grado intermedio, los espacios
quisticos suelen ser menores y suelen ser tumores solidos. Los CME
de alto grado, en general son sélidos, pueden presentar anaplasia,
y mas de 4 mitosis por cada 10 campos de gran aumento; la necrosis

y la invasién perineural son menos frecuentes.
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CME GRADOS HIST
PARAMETROS PUNTOS

PARAMETROS

PUNTOS

GRADO I 0-4 GRADO I 0
GRADO II 5-6 GRADO II 2-3
GRADO III =7 GRADO III >4
Auclair et al. Cancer 69:2021-2030, 1992 Brandwein et al. Am J Surg Pathol 25:835-845, 2001

Figura 2:

Graduacion del CME, propuesta por Auclair et al. en el afio 1992 y vigente en
la tltima edicion de la OMS (WHO Classifications of Tumours. Pathology and
Genetics of Head and Neck Tumours. Lyon, 2005) y graduacién propuesta por

Brandwein et al. en 2001.
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2.5. Pronéstico y tratamiento

Los CMEsde glandulas salivales, pueden presentar comportamientos
biologicos diversos y por tanto conllevar prondsticos distintos para
los pacientes, segun el grado histologico de los tumores (Auclair
et al. 1992, Brandwein et al. 2001, Goode et al. 1998). Los CMEs
de bajo grado por lo general no recidivan, la mayoria de los
pacientes se curan después de la cirugia, y la tasa de supervivencia
a los 5 afos es del 76-95%. Por el contrario, los CMEs de alto
grado son neoplasias agresivas, que con frecuencia tienen un
patrén de crecimiento infiltrante, recidivan e incluso metastatizan
por via linfatica a los ganglios regionales de cabeza y cuello,
y por via sanguinea a pulmoén, higado, hueso y cerebro. La tasa
de supervivencia de los CMEs de alto grado a los 5 afios es del
30-50% (Goode et al. 1998, Nance et al. 2008). Los CMEs de
grado histologico intermedio tienen un prondstico variable entre
los de bajo y alto grado. Cabe sefialar la utilidad de la expresion
inmunohistoquimica de Ki-67 (MIB-1), ya que un indice superior
al 10% se correlaciona con un alto grado histologico, incremento de
recidivas tumorales, metéstasis y disminucion de la supervivencia
(Skalova et al. 1994, Zhu et al. 1999).

Las decisiones sobre el tratamiento de estas neoplasias actualmente
se basan en los métodos de clasificacion histoldgica. La reseccion

quirurgica es el tratamiento estandar para todos los grados del
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CME. La radioterapia se recomienda en el CME de alto grado tras
la extirpacion quirurgica amplia del tumor. La linfadenectomia y
radioterapia externa adyuvante se indican cuando el tumor presenta
metastasis a ganglios linfaticos regionales, de las cadenas cervicales.
La quimioterapia esta indicada en el tratamiento de la enfermedad
metastasica, en el tratamiento paliativo en la enfermedad locorregional
no susceptible de cirugia de rescate o de radioterapia (Agulnik y Siu

2004, Nance et al. 2008).
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3 - Las mucinas epiteliales. Expresion en tejidos normales

y en procesos neoplasicos

Las mucinas epiteliales (MUCs) son los principales componentes de
la glicoproteina del moco y en condiciones normales juegan un papel
protector en los tejidos epiteliales. Ademas, se ha propuesto también
su participacion en la renovacion y diferenciacion del epitelio, en la
modulacion de la adhesion celular, asi como en la sefializacion celular
(Bragaetal. 1992, Hilkens et al. 1992, Komatsu et al. 2000, Singh et al.
2004). Desde el punto de vista molecular, todas las MUCs comparten
una caracteristica en comun: estan constituidas por un gran nimero
de secuencias repetidas en grupo, que son diferentes en cada una de
ellas (Gendler et al. 1995). Hasta el momento se han descrito casi una
veintena de genes que codifican las MUCs, y algunos de ellos estan
bien caracterizados, como son MUC1 a MUC4, MUCSAC, MUCSB,
MUC6, MUC 7, MUCI11 y MUCI2. (Gendler et al. 1995, Moniaux et
al. 2001). Las MUCs pueden clasificarse en dos principales familias:
MUCs de membrana y MUCs secretoras. MUCI1, MUC3, MUC4,
MUCI1 y MUCI2 son MUCs de membrana (Moniaux et al. 2001).
MUC2, MUCSAB, MUC5B, MUC6 y MUC7 son MUC:s secretoras.
La expresion de cada gen MUC es especifica de los drganos, tejidos y
tipos celulares. Ademas, se han reportado alteraciones cuantitativas y
cualitativas en la estructura y en la expresion de las MUCs en lesiones

neoplésicas. Estos cambios se han propuesto como marcadores
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moleculares de transformacién maligna en diversos drganos y tejidos.
Ademads, su expresion se ha relacionado con el prondstico de algunas
neoplasias (Komatsu et al. 2000, McGuckin et al. 1995, Nakamori et
al. 1994, Singh et al. 2004).

MUCI es detectado en la mayoria de de los tejidos epiteliales (Ho et
al. 1993). La sobreexpresion de MUCI se observa en una variedad
de canceres, como son el carcinoma de mama, de pancreas y
colorrectal (Ho et al. 1993, Monges et al 1999, Nakamori et al. 1994).
La sobreexpresion y glicosilacion aberrante que producen las células
neoplasicas se ha relacionado con alteracion en la polaridad de las
células y pérdida de adhesion de las mismas, facilitando la invasion
tumoral y las metdstasis a distancia. Por tanto, la sobreexpresion
de MUCI se ha relacionado con una mayor agresividad tumoral
en diversos carcinomas (Leroy et el. 2006, Yonezawa et al. 2008).
Se ha demostrado en experimentos in vitro, que la union de MUCI a
EGFR inhibe la degradacion del EGFR, inhibiendo la ubiquitiniacion
del mismo, reciclandose de esta forma a la membrana plasmatica
perpetuando la respuesta al ligando (Pochampalli et al. 2007).
Ademas, la mucina MUCI actiia como un protooncogen que interactia
con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y
se correlaciona con la activacion de MAPK en modelos animales
(Schroeder et al. 2001). Se ha descubierto recientemente, en lineas
celulares de cancer de mama, un nuevo mecanismo de transformacion

celular resultante del desplazamiento y localizacion aberrante del EFGR,
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atribuida a MUCI, con la funcién de regular a EGFR como cofactor
transcripcional, con la expresion aberrante ciclina-D1. Este hecho
conduce a una mayor proliferacion celular e inestabilidad genética
(Bitler et al. 2010), tanto en modelos in vivo como en modelos in vitro del
carcinoma de mama (Aggarwal et al. 2007, Gillett et al. 1994).

MUC4 se expresa en varios tejidos, incluyendo la mucosa
traqueobronquial, colon, estdmago, cérvix y pulmon (Audie et al.
1993). La expresion anormal de MUC4 ha sido reportada en varios
canceres, como son el carcinoma pancreatico, colonico, pulmonar y
gastrico (Andrianifahanana et al. 2001, Copin et al. 2000, McGuckin
et al. 1995, Ogata et al. 1992).

MUC?2 es una MUC de tipo intestinal, y se expresa principalmente
en las células caliciformes intestinales. Los carcinomas mucinosos de
diferentes 6rganos, como son los de colon, mama, pancreas, ovario y
estomago tienen alta expresion de MUC2 (Hanski et al. 1997, Lopez-
Ferrer et al. 2000, Reis et al. 2000).

MUCSAC y MUC6 son MUC:s secretoras de tipo gastrico. MUCSAC
es detectada principalmente en la superficie epitelial y en las células del
cuello de las glandulas mucosas, mientras que MUCG6 se expresa en el
fondo glandular (De Bolos et al. 1995). Ademas, MUCSAC se expresa
en la mucosa traqueobronquial y MUCS6 en la vesicula biliar, colon y
endocérvix (Copin et al. 2000, De Bolos et al. 1995). En condiciones
neoplasicas, ambos MUCS5AB y MUCS6 se expresan en un subgrupo

de carcinomas gastricos (Lopez-Ferrer et al. 2000, Reis et al. 2000);
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MUCSAC en carcinomas mucinosos de ovario (Giuntoli et al. 1998); y
MUC6 en carcinomas ductales de la mama (De Bolos et al. 1998).

MUCS5B y MUCT7 pueden ser detectados en diferentes tipos celulares
del acino secretor de las glandulas salivales (Nielsen et al. 1996).
Algunos carcinomas de pulmoén expresan MUCSB (Yu et al. 1996),
y la expresion aberrante de MUC?7 ha sido observada en carcinomas

uroteliales (Retz et al. 1998).

3.1. Las vacunas terapéuticas contra MUC1

Lamucina MUCI sobreexpresada por las células neoplasicas actiia como
unantigenoenel organismo, yaqueinduceunareaccioninmunitariadetipo
humoral y celular, favoreciendo la produccion de anticuerpos anti-MUCI.
Este hecho es la base para considerar MUC1 como diana terapéutica,
mediante la elaboracion de vacunas para estimular la inmunidad del
paciente contra las células tumorales. Diversos estudios avalan la eficacia
de este tratamiento en adenocarcinomas como el cincer de mama
(Von Mensdorft-Pouilly etal. 2000). MUCI1 promueve através de suaccion
sobre EFGR la expresion aberrante de ciclina D1, en lineas celulares de
cancer de mama (Bitler et al. 2010), conllevando a la progresion tumoral.
La sobreexpresion de ciclina-D1 se ha correlacionado con la resistencia a
gefitinib en carcinomas de cabeza y cuello (Kalish et al. 2004), abriendo
una luz a nuevas terapias alternativas que inhiban esta accion de MUCI.

Actualmente la terapia antitumoral con péptidos inhibidores de
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MUCI, se encuentra en fase experimental arrojando resultados
significativos en células de cancer de mama in vitro y en modelos
animales, cuyo mecanismo de accion seria bloquear las interacciones
intracelulares entre MUCI1/B-catenina, impidiendo la entrada de EGFR
al ntcleo, y MUCI/EGFR. Estos efectos se corresponden con una
reduccion significativa de la proliferacion, migracion e invasion de las
células metastésicas del cancer de mama in vitro y en la inhibicion del

crecimiento tumoral y recidiva, en ratones (Bitler et al. 2011).
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4 - El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

y las vias de transduccion de la sefial mitogénica

La familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR,
del inglés Epidermal Growth Factor Receptor) incluye cuatro receptores
distintos: EGFR/ErbB1, HER2/CerbB2, HER3/CerbB3 y HER4/
ErbB4.

El EGFR/ErbBl1 es un gen localizado en el cromosoma 7pl12 y se le ha
atribuido un papel significativo en el desarrollo y crecimiento de muchos
tipos de cancer, ya que juega un papel importante en la proliferacion de
células cancerosas, en la angiogénesis y en las metéstasis.

Este gen codifica una glicoproteina de membrana de 170 kDa, que puede
ser activada por fosforilacion, induciendo consecuentemente la cascada
de transduccion de la sefial mitogénica (Figura 3). La principal via de
sefializacion del EGFR es la via Ras-Raf-MAPK (Klapper et al. 2000). La
activacion de Ras inicia una cascada de fosforilacion, de multiples pasos,
que conduce a la activacion de MAPK. Las MAPKs extracelulares ERK
tipos 1 y 2 son las mejor caracterizadas y que tienen mayor asociacion con el
cancer humano. Las ERK1 y 2 se activan por fosforilacion dual, por cinasas
de doble especificidad, en tirosina y treonina y, posteriormente regulan la
transcripcion celular. Han sido vinculadas a la proliferacion, supervivencia y

transformacion neoplasica (Lewis et al. 1998).
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Figura 3. Vias de transduccion de sefiales controlada por activacion de EGFR.
Tres pasos pueden ser definidos de forma esquematica en la activacion de EGFR.
En primer lugar, la unién de un ligando a un receptor especifico de EGFR a uno
de los receptores EGFR relacionados (HER2, HER3 o HER4) se produce en la
porcién extracelular.
En segundo lugar, la formacion de un dimero funcionalmente activo EGFR-EGFR
(homodimero) o EGFR-HER2, EGFR-HER3, EGFR-HER4 (heterodimeros)
provoca la fosforilacion dependiente de ATP de los residuos de tirosina en el
dominio intracelular del EGFR.
En tercer lugar, esta fosforilacion desencadena un programa complejo de sefiales
intracelulares en el citoplasma y en el nicleo. Las dos principales vias efectoras
intracelulares por activacion del EGFR son: via efectora RAS-RAF-MEK-MAPK,
que controlan la transcripcion de genes, la progresion del ciclo celular de la fase
G1 ala fase S, y la proliferacion celular; via efectora PI3K-Akt, que activa una
cascada de sefiales anti-apoptoticas y pro-supervivencia celular.
Ciardello F, Tortora G. N Engl J Med 2008;358:1160-1174.
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4.1. Los tratamientos oncoldgicos dirigidos contra

dianas terapéuticas

En los ultimos afios, las estrategias contra la familia del EGFR y
la via de sefializacidon MAPK, han recibido una atencién especial
en el tratamiento del cancer. La familia del EGFR, con inclusion
de los cuatro receptores EGFR/ErbB1, HER2/CerbB2, HER3/
CerbB3 y HER4/ErbB4, ha sido identificada como un efectivo
blanco terapéutico en tumores sélidos.

Los tratamientos contra el EGFR incluyen anticuerpos
monoclonales que se unen al dominio extracelular del receptor,
como el cetuximab, o pequefias moléculas ATP-competitivas,
inhibidoras de la tirosin-quinasa (TKIs), como gefitinib
y erlotinib.

Los antagonistas del EGFR estdn incluidos en los protocolos de
tratamiento de carcinoma de células no pequefias de pulmdn,
cancer colorrectal y el carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, en estadios avanzados (Ciardello y Tortora,
2008). En tumores de cabeza y cuello, el EGFR puede estar
anormalmente activado en las células neopldsicas y la
sobreexpresion de la proteina, es detectada frecuentemente
por inmunohistoquimica (Nicholson et al. 2001, Grandis y
Sok 2004). Sin embargo, las amplificaciones del EGFR no son

frecuentes y la activacidon de las mutaciones de EGFR son muy
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raras (Kalyankrishna y Grandis, 2006). La sobreexpresion de
la proteina del EGFR se ha correlacionado con mal prondstico
en cancer de cabeza y cuello (Kalyankrishna y Grandis, 2006).
Hasta la fecha, se han llevado a cabo varios ensayos clinicos
para identificar las caracteristicas moleculares de los tumores
en la prediccion de respuesta a los antagonistas del EGFR.
La activacion del EGFR mediante mutaciones y el aumento
de numero de copias del gen EGFR, identifica a la poblacion
mas sensible a estos tratamientos especificos. (Cappuzzo et
al. 2005, Hirsch et al. 2005, Tsao et al. 2005, Sartore-Bianchi
et al. 2007). En la mayoria de CMEs de la glandula salival,
la proteina EGFR estd sobreexpresada (Gibbons et al. 2001;
Shang et al. 2007), pero las mutaciones activadoras de EGFR
son muy raras (Han et al. 2008, Dahse y Kosmehl 2008, Dahse
et al. 2009). Sin embargo, los estudios sobre el nimero de
copias del gen EGFR, no se han realizado previamente en una
serie de CME de glandulas salivales.

Hasta la fecha, los ensayos clinicos en tumores de las glandulas
salivales con tratamientos oncoldgicos dirigidos contra dianas
terapéuticas son escasos, probablemente debido al bajo numero
de estos casos en cada institucidn. So6lo se ha publicado un
estudio en fase Il de Herceptin (Trastuzumab) con resultados
decepcionantes en los pacientes con tumores de glandulas

salivales y sobreexpresion de HER2/neu (Haddad et al. 2003).
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Los ensayos clinicos utilizando los antagonistas del EGFR en
pacientes con cancer de glandula salival son hasta la fecha

escasos e incompletos.
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11

Hipotesis de trabajo






El carcinoma mucoepidermoide (CME) de gldndula salival es
una neoplasia distintiva, compuesta por diferentes tipos celulares
y patrones histologicos. Esta gran variabilidad morfoldgica se
corresponde con diferentes comportamientos bioldgicos de los
tumores, conllevando prondsticos muy diversos. Si bien los CMEs de
bajo grado histoldgico se caracterizan por un prondstico excelente,
requiriendo tan solo la extirpacion quirurgica del tumor, los CMEs
de alto grado son agresivos, infiltran, tienden a metastatizar y pueden
conllevar la muerte del paciente.

A pesar de que el CME es la neoplasia maligna de gldndulas
salivales mas frecuente, hasta la fecha escasos estudios han
relacionado las caracteristicas moleculares subyacentes en estas
neoplasias con el comportamiento biolégico de los tumores y el
pronodstico para los pacientes.

Las mucinas son glicoproteinas que normalmente forman parte
de los tejidos y tienen un papel protectivo en los mismos. Se ha
estudiado su expresion diferencial en estructuras glandulares de
diversas localizaciones, especialmente en el tracto gastro-intestinal
y pancreas. Interesantemente se ha observado que en las neoplasias
originadas en estos 6rganos, asi como en otras localizaciones, tienen
un patron de expresion distintivo y se correlaciona con en pronodstico
de estos tumores.

Ademads, la mucina MUCI actiia como un protooncogen que

interactua con el receptor del factor de crecimiento epidérmico
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(EGFR) y se correlaciona con la activacion de MAPK en modelos
animales e inhibe la degradacion del EGFR en experimentos
in vitro. EGFR tiene un papel importante en el desarrollo y
crecimiento en gran variedad de neoplasias malignas ya que
se ha asociado a la proliferacion de células cancerosas, la
angiogénesis y al desarrollo de metéstasis. Este gen codifica
una glicoproteina que puede ser activada por fosforilacidn,
induciendo consecuentemente la cascada de transduccion
de la seflal mitogénica a través principalmente de la via de
sefializacion Ras-Raf-M APK. Dentro de las MAPKs son de gran
relevancia las ERK1/2, ya que su activacion por fosforilacion
regula la transcripcion celular y desencadena la proliferacidn, la

supervivencia celular y el crecimiento neoplasico.

Teniendo en cuenta estas premisas, esta tesis se plantea de acuerdo

con las siguientes hipotesis:

Bl Los CMEs, al igual que otras neoplasias derivadas de tejidos
glandulares, podrian tener un patrén de expresion de mucinas

distintivo. (primer estudio)

Bl La expresiéon de mucinas podria estar relacionada con el
comportamiento bioldgico y pronodstico de los tumores.

(primer estudio)
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Los CMEs podrian tener activada la via efectora EGFR/
ERK, relacionada con la oncogénesis y progresidon neopldasica.

(segundo estudio)

Bl La activacion de esta via de transduccién podria estar relacionada
con el comportamiento bioldgico y el prondstico de los tumores.

(segundo estudio)

La exploracion de la expresion de mucinas (especialmente MUCT)
y de la via de transduccion de la sefial mitogénica EGFR/ERK
podria segregar un grupo de tumores candidatos a tratamientos

dirigidos contra dianas terapéuticas. (primer y segundo estudio)
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111

Objetivos






Estudiar el patrén de expresion inmunohistoquimica de mucinas
epiteliales de membrana (MUCI, MUC4) y secretoras (MUC2,
MUCSAC, MUC5B, MUC6, MUC 7) en las glandulas salivales

normales y en una serie de CMEs de glandula salival. (primer estudio)

Relacionar dicha expresion con el grado histoldgico de los tumores,
el comportamiento bioldgico de los mismos y la evolucion de los

pacientes. (primer estudio)

Estudiar el gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) mediante hibridacién in situ cromogénica (CISH) y
mediante la expresidn inmunohistoquimica de la proteina, en una

serie de CMEs de glandula salival. (segundo estudio)

Estudiar la expresion inmunohistoquimica de las MAPKs
ERKs 1 y 2 en su forma fosforilada (activa) (pERK1/2) en la

misma serie de CMEs de glandula salival. (segundo estudio)

Correlacionar el estado del gen EGFR con las expresiones
inmunohistoquimicas de la proteina del EGFR y pERK1/2, el
grado histolégico de los tumores, el comportamiento biologico de

los mismos y la evolucién de los pacientes. (segundo estudio)
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Expression of Membrane-Bound Mucins (MUC1 and
MUC4) and Secreted Mucins (MUC2, MUCSAC,
MUCSB, MUC6 and MUC7) in Mucoepidermoid

Carcinomas of Salivary Glands.
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Expresion de Mucinas de Membrana (MUC1 y MUC4) y Mucinas
Secretoras (MUC2, MUCSAC, MUC5B, MUC6 y MUC7) en

Carcinomas Mucoepidermoides de Glandulas Salivales

Las mucinas son glucoproteinas normalmente sintetizadas por
células epiteliales. El objetivo de este estudio ha sido investigar la
expresion de mucinas (MUC1, MUC2, MUC4, MUC5SAC MUCSB,
MUC6, MUCT7) en los carcinomas mucoepidermoides, el tumor
maligno mas frecuente de las glandulas salivales. Se han estudiado
40 carcinomas mucoepidermoides y 22 glandulas salivales normales
mediante técnicas de inmunohistoquimica para estas mucinas en
material fijado en formol e incluido en parafina. Las mayor parte
de las glandulas salivales normales expresaron MUC1 y MUCA4,
principalmente en las células ductales; MUCSB y MUC7 fueron
positivas en los acinos mucosos y serosos, respectivamente, de la
glandula submandibular y glandulas salivales menores; y MUCSAC
y MUC2 se detectaron pobremente en los conductos excretores.
Todos los carcinomas mucoepidermoides expresaron MUCI, y 38/40
tumores expresaron MUC4. Ambas mucinas de membrana marcaron
membranas y citoplasma de todos los tipos celulares (epidermoides,
intermedias, mucosas, claras y columnares). MUC5SAC y MUC5B
fueron positivas en las células con diferenciacion glandular en
la mayoria de los tumores (29/40 y 33/40 casos, respectivamente).

MUCS6 fue positivo en 13/40 tumores, y ambos MUC2 y MUC7 en
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solo 2 de los 40 tumores. La expresion alta de MUCI se correlaciond
con el alto grado histoldgico, una alta tasa de recurrencia tumoral
y de metastasis y con un intervalo libre de enfermedad mas
corto (p<0.05). Por el contrario, la expresion alta de MUC4 se
correlaciond principalmente con tumores de bajo grado, menores
tasas de recurrencia y mayor intervalo libre de enfermedad (p<0.05).
En conclusiéon, los carcinomas mucoepidermoides de glandulas
salivales por lo general expresan MUCI, MUC4, MUCSAC vy
MUCS5B; con menos frecuencia MUCS6, y rara vez MUC2 y MUC7.
Este patrén de expresion de mucinas puede ser util para fines
diagnodsticos. Ademas, la expresion de MUCI se relaciona con la
progresion tumoral y un peor prondstico, mientras que la expresion

de MUCH4 se relaciona con un mejor pronostico.
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ORIGINAL ARTICLE

Expression of Membrane-Bound Mucins (MUCT and
MUC4) and Secreted Mucins (MUC2, MUC5AC, MUCS5B,

MUC6 and MUC7?) in Mucoepidermoid Carcinomas of
Salivary Glands

Llucia Alos, MD, PhD,* Blanca Lujan, MD,* Mireia Castillo, MD,*
Alfons Nadal, MD, PhD,* Marta Carreras, MD, | Miguel Caballero, MD, PhD,}
Carme de Bolos, PhD,§ and Antonio Cardesa, MD, PhD*

Abstract: Mucins are glycoproteins normally synthesized by a vari-
ety of secretory epithelial cells. The aim of this study was to investigate
the expression of mucins (MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUCB,
MUC6, MUC?7) in mucoepidermoid carcinomas, the most frequent
malignant tumor of salivary glands. Forty mucoepidermoid carcino-
mas and twenty-two normal salivary glands were studied for these
mucins by immunohistochemistry from formalin-fixed and paraffin-
embedded material. Normal salivary glands frequently expressed
MUCI1 and MUC4, mainly in ductal cells; MUCS5B and MUC?7 stained
mucous and serous acini respectively of submandibular and minor
salivary glands; and MUCSAC and MUC2 were poorly detected in
excretory ducts. All mucoepidermoid carcinomas expressed MUC1,
and 38/40 tumors expressed MUC4. Both membrane-bound mucins
stained membranes and cytoplasm of all cell types (epidermoid,
intermediate, mucous, clear and columnar). MUC5AC and MUCSB
stained glandular differentiated cells in most tumors (29/40 and 33/40
cases, respectively). MUC6 was positive in 13/40 tumors, and both
MUC2 and MUC?7 in only 2/40 tumors. The high expression of MUC1
was related to high histologic grades, high recurrence and metastasis
rates and a shorter disease-free interval (P < 0.05). Conversely,
MUC4 high expression was mainly related to low-grade tumors,
lower recurrence rates and a longer disease-free interval (P < 0.05).
In conclusion, mucoepidermoid carcinomas of salivary glands usu-
ally express MUC1, MUC4, MUCSAC and MUCSB,; less frequently
MUC6; and rarely MUC2 and MUC7. This mucin expression pattern
can be useful for diagnostic purposes. Therefore, MUC1 expression
is related to tumor progression and worse prognosis, whereas MUC4
expression is related to a better prognosis.

Key Words: Mucin, MUC, immunohistochemistry, mucoepidermoid
carcinoma, salivary gland carcinoma
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ucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most frequent

malignant tumor that originates in major and minor
salivary glands, and represents about one third of all malignant
salivary glands tumors.'>** Although it is a tumor which
presents more commonly in women in the fifth decade of life,
it is also the most frequent malignant salivary gland neoplasm
in young people. MEC is a heterogeneous tumor composed of
different types of cells: epidermoid, intermediate, mucous,
clear and columnar,'>** whose histogenesis is still unclear.
Moreover, there are few studies addressing to the molecular
mechanisms underlying the oncogenesis of salivary gland
MECs. 836444 MECs of salivary glands often have a long
natural history, but can present widely diverse biologic
behaviors.>*'® Nowadays, prognostic information and treat-
ment decisions are based on histologic grading methods, in
spite of the fact that sometimes the clinical course is not the
expected for the histopathological characteristics.*>¢

Epithelial mucins (MUCs) are the major glycoprotein
components of mucus and under normal circumstances, are
known to play a protective role in epithelial tissues. In addi-
tion, their involvement in the renewal and differentiation of the
epithelium, modulation of cell adhesion, as well as cell sig-
naling has also been proposed.®***>#! All the MUCs share
a common characteristic: the elevated number of sequences
repeated in tandem that are different for each MUC.'* So far
almost twenty MUC-encoding genes have been described, and
some of them are now well characterized, such as MUCI to
MUC4, MUCSAC, MUC5B, MUC6 MUC 7, MUCI11 and
MUC12."3° The expression of each MUC gene is specific to
the organ, tissue and cell type. Moreover, quantitative and
qualitative alterations in the structure and in the expression
of MUCs have been reported in neoplastic lesions. These
changes have been proposed as molecular markers of malig-
nant transformation in several organs and tissues; furthermore,
their expression has been related to the prognosis of some
neoplasias,>>2%314!

The MUCs can be classified into two main families:
membrane-bound MUCs and secreted MUCs. MUC1, MUC3,
MUC4, MUCI11 and MUCI2 are membrane-bound MUCs.*®
MUCT1 is detected in most epithelial tissues.? Its expression is
up-regulated in a variety of cancers, as breast, pancreas and
colorectal carcinomas.”**' MUC4 is expressed in various
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epithelial tissues, including tracheobronchial mucosa, colon,
stomach, cervix and lung.* Abnormal expression of MUC4
has been reported in various cancers such as pancreatic,
colonic, pulmonary and gastric carcinomas.>**** MUC2,
MUCS5AC, MUCS5B, MUC6, MUC7 are secreted MUCs.
MUC2 is an intestinal-type MUC, and is expressed mainly in
intestinal globet cells. Mucinous carcinomas of different or-
gans, such as colon, breast, pancreas, ovary and stomach
highly express MUC2."**"3” MUC5AC and MUC6 are gastric-
type secretory MUCs. MUCSAC is detected mainly in the
superficial epithelium and neck cells, whereas MUC6 is
expressed in deep mucous glands.'” Moreover, MUC5AC is
expressed in tracheobronchial mucosa, and MUC6 in gall-
bladder, colon and endocervix.”'® In neoplastic conditions,
both MUCS5AC and MUC6 are expressed in a subset of gastric
carcinomas?®’*’; MUCS5AC, in mucinous carcinoma of the
ovary'; and MUCS6 in ductal breast carcinomas.'' MUC5B
and MUC7 can be detected in different cell types in the
secretory acini of salivary glands.>® Some lung carcinomas
express MUCS5B,* and an aberrant expression of MUC7 has
been observed in urothelial carcinomas.*®

To date, little is known about the expression of human
MUCs in the normal salivary glands and mucoepidermoid
carcinomas. The aim of the study was to determine the ex-
pression pattern of membrane-bound MUC1 and MUC4 and
secreted MUC2, MUCS5AC, MUC5B, MUC6 and MUC7 in
normal salivary glands and MECs, to increase knowledge
about the histogenesis of this neoplasm, as well as to find out
the prognostic implications of this expression.

MATERIALS AND METHODS

Selection of Cases

Forty MECs diagnosed at the Departments of Pathology
of the Hospital Clinic, and Hospital Princeps d’Espanya,
Bellvitge, University of Barcelona, from 1987 until 2000, were
reviewed. The medical records were obtained from patients’
files in the Departments of Otorhinolaryngology and Maxillo-
facial Surgery. At diagnosis, the tumors were staged according
to the American Joint Committee on Cancer.*> All patients
received primary surgery as standard treatment; radiotherapy
was applied when close margins or lymph node metastases
were assessed. Chemotherapy was added in patients with
advanced stages (T3 and/or stage 1V).

Histologic Grading of
Mucoepidermoid Carcinomas

Hematoxylin-eosin and alcian blue stained slides and
paraffin wax embedded material were available for all cases.
MECs were classified following both the classifications pro-
posed by AFIP*'® and by Brandwein et al.’

Immunohistochemistry of MUCs

Representative paraffin wax blocks were selected from
each of the 40 cases for immunohistochemistry, which in-
cluded normal salivary gland adjacent to the neoplasia in 22
cases (14 parotid glands, 2 submandibular glands and 6 minor
salivary glands). The characteristics of MUC antibodies used
in the study are shown in Table 1.

© 2005 Lippincott Williams & Wilkins

TABLE 1. Characteristics of MUC Antibodies Used in the Study

Antigen Antibody Dilution
MUC1 NCL-clone Ma695 1:50
MuUC2 NCL-clone Ccp58 1:100
MUC4 anti-MUC4%’ 1:80
MUCS5AC NCL-clone CLH2 1:50
MUC5B LUMSB* 1:3000
MUC6 NCL-clone CLH5 1:50
MUC7 LUM7.1¥ 1:5000

Note: NCL, Novocastra Laboratories, Newcastle, UK.

Immunohistochemical studies were carried out using both
the automated immunohistochemical system TechMate 500
(Dako, Carpinteria, CA, USA), and the EnVision system (Dako).
Briefly, 4 um sections were deparaffinized and hydrated using
graded alcohols and water. For antigen retrieval, an autoclave
pre-treatment at 120°C for 5 minutes was performed. Peroxidase
was blocked for 7.5 minutes in ChemMate peroxidase-blocking
solution (Dako). Then the slides were incubated with the
primary antibodies for 30 minutes and washed in ChemMate
buffer solution (Dako). The peroxidase labeled polymer was
then applied for 30 minutes. After being washed in ChemMate
buffer solution, the slides were incubated with diaminobenzi-
dine substrate chromogen solution, washed in water, counter-
stained with hematoxylin, washed, dehydrated and mounted.
Appropiate positive controls were used: pancreatic parenchyma
for MUC1; colonic mucosa for MUC2, MUC4 and MUCS5B;
gastric mucosa for MUC5AC and MUCG6; and submandibular
salivary gland for MUC7.

The immunohistochemical results were evaluated by
counting the percentage of positive neoplastic cells by two in-
dependent observers (L.A. and B.L.). The tumors were consid-
ered positive when showing 5% or more positive neoplastic
cells.

Statistical Analysis

Fisher exact test was used for comparison between
qualitative variables and Student 7 test and ANOVA were applied
for quantitative variables according to application conditions.

Recurrence development was analyzed by the Kaplan-
Meier method. Differences were analyzed by the Log-Rank
method. Multivariate analysis was done according to Cox’s
regression method. Differences were considered of statistical
significance with a a-risk of 0.05.

RESULTS

Clinicopathological Characteristics
of the Patients
The clinicopathological characteristics of the patients
with MECs at diagnosis are summarized in Table 2.
Follow-up was available for 39 cases. Fifteen tumors
(38%) recurred after a median time of 15 months (range 6—134
months). Regional lymph node metastases presented in 5 cases
(12%), after a median time of 15 months (range 3—60 months)
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TABLE 2. Clinicopathological Characteristics of the Patients

at Diagnosis
Characteristics Cases (%)

Patient number 40
Age

Median (Range) 53 (4-82)
Gender

Female 22 (55%)

Male 18 (45%)
Tumor location

Parotid 20 (50%)

Minor salivary gland 15 (38%)

Submandibular gland 5(12%)
Stage

I 18 (45%)

n 4 (10%)

il 1 (2%)

v 17 (43%)

from diagnosis. The median of the disease-free interval was 96
months (range 0-159 months). Five patients died of disease
after a median time of 18 months (range 15-60 months).

Histologic grade of MECs

According to the AFIP classification, 25 MECs were
grade 1 (63%); 4 grade 2 (10%); and 11 grade 3 (27%).
According to Brandwein’s criteria, 11 MECs were grade 1
(27%); 12, grade 2 (30%); and 17, grade 3 (43%). There was
a statistical relationship between the histologic grade accord-
ing both classifications and recurrence, metastasis rates and
disease-free interval. However, tumor grade according to
Brandwein’s classification was the only prognostic-associated
feature that retained significance in the multivariate analysis
(P =0.003, Cox regression).

MUCs Expression
The results of the immunohistochemical study of the

MUC:s in normal salivary glands and MECs are summarized in
Table 3.

MUC 1

MUC 1 expression was restricted to the apical cell mem-
branes in 13/22 cases (59%) of normal salivary glands irres-
pective of histologic types (serous, mucous and seromucous)
in ductal cells, and also in acinar cells in 5 cases (Fig. 1A).

All MECs were positive for MUCI. It stained the cel-
lular membranes and the cytoplasm of all kinds of cells: epi-
dermoid, intermediate, clear, mucous and columnar. MUC 1
expression was associated with histologic grade, according to
both classifications. Histologic grade 1 tumors had the lowest
levels of expression whereas grade 3 had the highest (P <
0.001, ANOVA, Table 4) (Figs. 2B and 3B). Furthermore,
MUCI expression was associated with progression of disease.
Cases with more than 50% of positive cells had a disease-free
interval shorter than those with 50% or less of positive cells
(median of 28 months vs. 134 months) (P = 0.0104, Log-Rank
test) (Fig. 4). A statistically significant relationship between
the expression of MUC1 and the development of lymph node
metastases was also observed (P = 0.031 Fisher exact test).
Most of the tumors with metastases (75%) had more than 50%
of MUC1-positive cells.

MUC 2

MUC?2 was focally positive in 3/22 normal salivary glands
(13%). Positivity was restricted to excretory ducts whereas
acini were negative.

This MUC stained the cytoplasm of some mucous cells
in 2/40 MECs (5%), with 5 and 10% of positive cells respec-
tively. No relationship between positivity of MUC2 and
histologic grade or outcome of the patients was found.

MUC4

Cytoplasmic expression (namely supranuclear or apical)
was found in duct cells in 19/22 normal salivary glands (86%)
regardless histologic type (Fig. 1B). In 3 cases also acinar cells
were focal and weakly positive. MUC4 was positive in 38/40
MECs (95%). It stained cellular membranes and cytoplasm of
all kinds of cells: epidermoid, intermediate, clear, mucous and
columnar. An inverse statistical relationship between the
expression of MUC4 and MUC1 was found (P = 0.002, Fisher
exact test), as well as with the histologic grade of the MECs
according to both classifications (P < 0.001, ANOVA, Table 4)

TABLE 3. Mucin Expression in Normal Salivary Glands and Mucoepidermoid Carcinomas

Structure/Cell MUC1 MucC2

MUC4

MUCSAC MUCSB MUC6 MucC7

Normal salivary glands
Ducts +
Mucous acini
Serous acini

Mucoepidermoid carcinomas
Epidermoid
Intermediate
Mucous
Clear
Columnar

+ o+ o+ o+ o+
+
[

+ + + + +

+/= — — —

Note: +, frequently positive; +/—, occasionally positive; —, negative.
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FIGURE 1. Expression of mucins in normal salivary gland. A, MUCT stains apical membranes of ductal cells and some acinar
structures (X400). B, MUC4 expression in excretory salivary gland duct: positivity is restricted to the apical zone (x400). C, MUC5B
expression in minor salivary glands: it is detected in mucous acini, and serous acini are negative (X200). D, MUC7 stains serous
acini in minor salivary glands, arranged as crescent-shaped caps at the periphery of mucous acini (<200).

(Figs. 2C and 3C). Furthermore, we found an inverse correla-
tion between the MUC4 expression and the progression of the
MECs. There was a statistically significant correlation between
the expression of MUC4 and the disease-free interval (P =
0.0255, Log-Rank test). MECs that expressed MUC4 in more
than 50% of cells had a low rate of recurrences (20% of these
cases recurred) and a long disease-free interval (median 96
months). Most of the MECs with 50% or less MUC4-positive
cells recurred (66% of these cases) and had a shorter disease-
free interval (median of 28 months) (Fig. 5).

In spite of a statistically significant relationship between
both MUCI1 and MUC4 expression and tumor behavior was
found, this significance was not retained in the multivariate
analysis.

MUCSAC

MUCS5AC was focally positive in 7/22 normal salivary
glands (32%), in the excretory ducts. Salivary gland acini were
negative.

TABLE 4. Relationship Between Percentage of MUC1 and
MUC4 Positive Cells and Histological Grade

Histological Mean
Grade* N Value SD Lowest Highest
MUC1
1 11 20% 8.94 10% 40%
2 12 30% 14.77 10% 50%
3 17 63.53% 18.69 10% 80%
Total 40 41.5% 24.66 10% 80%
MUC4
1 11 64.09% 22.89 25% 90%
2 12 78.75% 14.48 60% 95%
3 17 36.59% 24.42 1% 80%
Total 40 56.8% 27.92 1% 95%

*Histological grade according Brandwein’s classification.
ANOVA test P < 0.001 for both MUCs.
Similar results were obtained according AFIP classification.

© 2005 Lippincott Williams & Wilkins

In MECs, MUCSAC stained the cytoplasm of mucous
cells (Fig. 6A and 6B), and scattered columnar cells were also
positive. It was expressed by 29/40 MECs (72%), usually in
less than 50% of the neoplastic cells. Most of the tumors that
expressed MUCSAC were low-grade MECs, whereas most
negative cases were high-grade MECs. However, no statisti-
cally significant relationship between the positivity for
MUCSAC and the histologic grade of the tumors, the tumoral
progression, or the outcome of the patients was found.

MUCSB

This MUC was intensely positive in the cytoplasm of
mucous acini of all normal submandibular and minor salivary
glands tested (Fig. 1C).

In MECs, MUCSB had a staining pattern similar to
MUCSAC, and it was positive in the cytoplasm of the mucous
cells (Fig. 6C), although some columnar cells were also
positive. MUCS5B was expressed in 33/40 MECs (82%), most
of them in less than 50% of cells. Similarly to MUCSAC,
MUCS5B was also positive in most low-grade tumors, whereas
most negative cases for this MUC were high-grade MECs.
However, this finding was not statistically significant, neither
for tumoral progression nor the outcome of the patients.

MUC6

This MUC was negative in all tested normal salivary
glands.

In MECs, MUC6 was detected predominantly in the
cytoplasm of mucous cells, but columnar, clear and epider-
moid cells were also positive in some cases. MUC6 was
positive in 13/40 cases (32%), most of them in less than 50%
of cells. No relationship between MUC6 expression and the
histologic grade of the tumors, the tumoral progression or the
outcome of the patients was found.

MUC7

MUCT7 was positive in the cytoplasm of the serous acini
of all normal submandibular and minor salivary glands, where
they were arranged as crescent-shaped caps at the periphery of
mucous acini (Fig. 1D). In parotid glands scattered cells of
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FIGURE 2. Low- grade mucoepidermoid carcinoma. A, The tumor has a cystic architecture and it is mainly composed of numerous
mucous cells and epidermoid cells (HE X 200). B, MUC1 is low expressed in this tumor, less than 50% of the tumoral cells are
positive (X200). C, MUC4 is highly expressed and stains all the cell types (X100).

serous acini were positive for this MUC in 5 out of 14 cases
tested. Only 2/40 MECs (5%) expressed MUC?7, in less than
50% of cells. This MUC was detected in the cytoplasm of
mucous cells, in these cases. No relationship between the
expression of MUC?7 and the histologic grade of the tumors, the
tumoral progression, or the outcome of the patients was found.

DISCUSSION

MEC is the most frequent malignant neoplasm originated
in salivary glands.'> MECs are composed of different cell
types, and can show different growth patterns, thus presenting
different histologic morphologies, depending on the predom-
inant cell type and pattern. Behavior of tumors can be predicted
by histologic grade, defined as low, intermediate and high.
However some low-grade MECs can show an aggressive
course.>!'® Histologically, the low-grade MECs often have a
predominantly cystic architecture with numerous mucous cells,
minimal cytologic atypia, and scarce mitoses (Figs. 2A and 6A).
High grade tumors are predominantly solid, with a prepon-
derance of intermediate and epidermoid cells and scarce
mucous cells (Fig. 3A). Anaplasia, neural invasion and necrosis
are features of high grade tumors.*'** Brandwein et al recently

added other histologic characteristics for grading these tumors,
such as the infiltrating margins, vascular and osseous invasion,
to improve reproducibility and predictability.® In our series the
clinical characteristics of the patients, the tumoral grading and
the outcome of the patients were consistent with data reported
by these authors.>*'¢

To date, there has been little information about the ex-
pression of MUCs in normal and neoplastic major and minor
salivary glands, compared with studies on the gastrointestinal
tract, breast, pancreas and lung in normal and pathologic
conditions.

MUCI1, and MUC4 are transmembrane or membrane-
bound MUCs. Under normal conditions, these MUCs are likely
to act as a barrier to the apical surface of epithelial cells, and play
a protective and a regulatory role.'*?* In our study, normal
salivary glands of all types (parotid, submandibular and minor
salivary glands) expressed membrane-bound MUC1 and MUC4
in excretory, striated and intercalated ducts, and occasionaly in
acinar structures. MUC1 stained mainly the apical cellular
membranes, whereas MUC4 showed a cytoplasmic positivity in
these structures, mainly in the apical or supranuclear zone. These
results are consistent with other reported data.?*?® In our study,
MECs presented an overexpression of both membrane-bound

FIGURE 3. High-grade mucoepidermoid carcinoma. A, the tumor has a solid growth and focal cellular atypia (HE X 200). B, MUC1
is highly expressed, and stains cellular membranes and cytoplasm of all cell types (x200). C, MUC4 is only focally positive (X100).
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FIGURE 4. Actuarial disease-free interval according to MUC1
expression.

mucins. All kinds of cells (mucous, epidermoid, intermediate,
clear and columnar) showed cytoplasmic staining of MUC1 and
MUCH4, in addition to cellular membranes. This indicates that in
the development of the neoplastic process there are post-
transcriptional alterations that produce aberrantly glycosylated
MUCI1.” This finding has been described in other neoplasias,
such as pancreatic adenocarcinomas.” This change in the
staining pattern can be useful as a diagnostic tool in small
biopsies, to perform the differential diagnosis between MEC and
reactive processes of salivary glands. The frequent overexpres-
sion of both membrane-bound MUCs favor the origin of MECs
in ductal structures of salivary glands, as was suggested before
with immunohistochemical studies for cytokeratins.'® Further-
more, we have related the expression of both membrane-bound
MUC:s with the prognosis of the MECs. We found a significant
correlation between the histologic grade of the tumors and the
expression of MUCI, as histologic high grade MECs highly
expressed MUC1. Tumors with a high positivity of MUC1 had
a worse prognosis, with a shorter disease-free interval, higher rate
of recurrences and metastases. MUC1 expression reduces cell-
matrix and cell-cell adhesion,? favoring invasion of tumor cells
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FIGURE 5. Actuarial disease-free interval according to MUC4
expression.

into the underlying stroma, lymph and blood vessels.?! The
relationship of the high expression of MUC1 with tumor aggres-
siveness has been observed in other tumors, such as adenocarci-
nomas of colon®' and breast.** As MUCI is a cancer-associated
circulating antigen, it could be used in patients with high-grade
MEC to monitor therapy and, during follow-up, for early detec-
tion of recurrences or metastases, as has been proposed for
patients with carcinoma of the breast.'” Moreover, in the future,
the patients with high-grade MECs could benefit from new
strategies for therapy, as MUCI has been already introduced as
a target for immunotherapy for the treatment of some
carcinomas.*

In our study, the expression of MUC4 gave opposite
results regarding its prognostic value. In fact, the expression of
MUCI correlated inversely to the MUC4 expression. Histologic
low-grade MECs highly expressed MUC4. Moreover, MUC4
correlated inversely with the tumor progression, and MECs with
high expression of MUC4 had a better prognosis, with a longer
disease-free interval and lower rate of recurrences and metas-
tases. MUC4 is a marker of well-differentiated epithelia® and it
is overexpressed in some well-differentiated neoplasias, such as

FIGURE 6. Low-grade mucoepidermoid carcinoma in which mucous cells predominate. A, Mucous cells are highlighted with alcian
blue stain (X100). B, MUC5AC stains glandular differentiated cells, most of them corresponding to mucous cells (X200).
C, MUCS5B shows a similar staining pattern to MUC5AC, and a strong cytoplasmic positivity is detected in mucous cells (X200).
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the ovarian tumors,'® and it is not expressed in poorly differen-
tiated or undifferentiated carcinoma cell lines.** Conversely, in
other neoplasias of several organs, such as adenocarcinomas of
pancreas and breast, the high MUC4 expression has been
related to the tumor aggressiveness.>>*' MUC4 has two EGF-
like domains, one of which acts as an intramembrane ligand and
phosphorylates and activates the receptor tyrosine kinase ErbB2.%
The unfavorable prognosis that is attributed to MUC4 is due to
several mechanisms, such as an increase in the action of
ErbB2, a change in the signaling pathways leading to a
decrease of apoptosis, and an alteration in tumor cell adhe-
sion.”*>4! Approximately 25-38% of mucoepidermoid carci-
nomas express ErbB2, and this expression is related to tumor
progression, leading to an unfavorable prognosis.*®*® Thus,
MUCH4 expression in human tumors may be an indicator of
tumor cell differentiation or else a marker and mediator of
tumor growth and progression. Taking into account these roles
of MUC4, it is understandable that MUC4 can be a marker of
good or bad prognosis, depending on the tumor type. We
confirm that in MECs of salivary glands well differentiated
low-grade MECs highly express MUC4 and, in this neoplasia,
MUCH4 is an indicator of good prognosis. These findings are
consistent with a recently published study.*® According to our
results, prognostic value of MUCI and MUC4 expression
appears related to histologic grade, as they are mainly related
to it.

MUC2, MUCSAC, MUCS5B, MUC6 are secreted gel-
forming MUCs, encoded by four genes located on chromo-
some 11 in the region p15.5.** In normal salivary glands of our
study, MUC2 and MUCSAC were focally positive in few
cases, and stained scarce cells of excretory ducts, whereas both
MUCs were negative in acinar structures. Other studies using
PCR methods have observed a heterogeneous MUC2 gene
expression on ductal structures of salivary glands.”> Both
MUCSB, also named MG1 (mucous glycoprotein 1), and
MUCT7, also named MG2 (mucous glycoprotein 2), have been
detected in salivary glands secretions. These MUCs play an
important role in the maintainance of the viscoelastic and
rheological properties of saliva and for binding and facilitating
clearance of oral microorganisms. The origin of MUCS5B and
MUC?7 from acini of salivary glands have been proposed
before,*? but our observations confirm that MUC5B is found
constantly in mucous acini whereas MUC?7 in serous acini of
submandibular and minor salivary glands. However, serous
acini of parotid gland were only focally positive in few cases
for MUCT. Recent studies using immunoelectron microscopy
have found similar results.*®

The expression of secreted MUCs in MECs gave diverse
results. MUC2 was positive in more than 5% of the neoplastic
cells in only 2 cases, and stained mucous cells. MUC2 gene
expression has been linked to a “mucinous pathway of
carcinogenesis,”" since it has been described as being con-
stantly positive in mucinous carcinomas of different organs,
such as colon, pancreas, breast, ovary and stomach, but rarely
in non-mucinous carcinomas."'**”*” Our results suggest that
mucoepidermoid carcinomas develop along a different path-
way from that described for mucinous tumors. Although
MUC6 was always negative in normal salivary glands, MECs
showed an aberrant expression in approximately a third of the
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tumors, staining mainly glandular differentiated cells, but also
epidermoid cells in some cases. The expression of MUC2 and
MUCG6 has been related to a good prognosis in mucinous
carcinomas, as it has been suggested that these MUCs can act
as a barrier to cancerous extension.' In salivary gland tumors,
MUC2 and MUC6, have been little tested, but both are
expressed in salivary gland duct carcinomas of colloid type,
a very aggressive tumor.* In MECs we could not find rela-
tionship between the MUC2 and MUC6 expression and the
biologic behavior of the tumors.

In our study, MUCSAC and MUCS5B showed a similar
staining pattern in MECs, and they were positive in most
mucous cells and in some columnar cells. Both MUCs were
positive in most MECs, but mainly in low-grade tumors, often
composed predominantly of mucous and columnar cells.
Conversely, acinar MUC7 was negative in most tumors.

In conclusion, malignant transformation of salivary gland
into MEC is associated with changes in the MUCs expression
patterns that can be used for diagnostic purposes. MUCI and
MUCH4 are overexpressed mainly in the membrane and cyto-
plasm of the neoplastic cells. MUC5AC, MUCS5B and MUC6
are often expressed, predominantly in glandular differentiated
cells; whereas MUC2 and MUC? are rarely expressed. Tumor
differentiation modulates differentially MUC1 and MUC4 ex-
pression. High MUCI and low MUC4 expression are charac-
teristic of poor differentiated and aggressive tumors, whereas
low grade tumors have low MUCI expression and high MUC4
expression.
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Activacion de la via efectora EGFR/ERK en carcinomas

mucoepidermoides de alto grado de glandulas salivales

El carcinoma mucoepidermoide (CME) de glandula salival
presenta diferencias en el comportamiento bioldgico dependiendo
principalmente del grado histoldgico. Los tumores de alto grado,
por lo general, tienen un curso bioldgico agresivo y requieren un
tratamiento oncologico adicional después de la cirugia.

Enuna serie de 43 CME de gladndulas salivales, estudiamos el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) mediante la técnica de
hibridacién in situ cromogénica (CISH) con dos colores. Por otra
parte, se evaluo la expresion de proteinas del EGFR y las MAPKs
activadas (fosforiladas) ERK1/2 mediante inmunohistoquimica.
Estos resultados se correlacionaron con el grado histologico de los
tumores y la evolucion de los pacientes.

El estudio con CISH demostré un alto nimero de copias del gen de
EGFR, con una polisomia de cromosoma 7, en 8 de los 11 CME de alto
grado (72,7%), mientras que 27 tumores de bajo grado y 15 de grado
intermedio tenian un nimero de copias del gen EGFR normal (P<0.001).
Las ganancias del gen EGFR se correlacion6 con el intervalo
libre de enfermedad (p = 0,003) y la supervivencia global de
los pacientes (p = 0,019). La expresion de la proteina de EGFR
tuvo una correlacion significativa con el grado histologico

de los tumores, pero no con la evolucion de los pacientes.
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La expresion de pERK1/2 se correlaciond con el grado histologico de
los tumores (P<0.001), el intervalo libre de enfermedad (p = 0,004) y
la supervivencia global de los pacientes (p = 0,001).

En conclusion, la via efectora EGFR / ERK esta activa en el CME
de alto grado con comportamiento agresivo. Los pacientes con estos
tumores que requieran un tratamiento oncoldgico adicional a la cirugia

podrian beneficiarse de los inhibidores de EGFR y de MAPKSs.
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Activation of the EGFR/ERK pathway in high-grade
mucoepidermoid carcinomas of the salivary glands
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'Department of Pathology, Hospital Clinic, IDIBAPS, University of Barcelona, Villarroel, 170, Barcelona 08036, Spain; “Department of Otolaryngology,
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BACKGROUND: Mucoepidermoid carcinoma (MEC) shows differences in biological behaviour depending mainly on its histological
grade. High-grade tumours usually have an aggressive biological course and they require additional oncological treatment after
surgery.

METHODS: In a series of 43 MECs of the salivary glands, we studied the epidermal growth factor receptor (EGFR) gene by using dual-
colour chromogenic in situ hybridisation (CISH). Moreover, we assessed the protein expressions of the EGFR and the activated
extracellular signal-regulated kinases (pERK1/2) by using immunohistochemistry. These results were correlated with the histological
grade of the tumours and the outcome of the patients.

ResULTS: The CISH study demonstrated a high-EGFR gene copy number, with balanced chromosome 7 polysomy, in 8 out of | | high-
grade MECs (72.7%), whereas 27 low-grade and |5 intermediate-grade tumours had a normal EGFR gene copy number (P<0.001).
The EGFR gene gains correlated with disease-free interval (P=0.003) and overall survival of the patients (P=0.019). The EGFR
protein expression had a significant correlation with the histological grade of the tumours but not with the outcome of the patients.
The pERKI/2 expression correlated with histological grade of tumours (P<0.001), disease-free interval (P=0.004) and overall
survival (P=0.001).

CONCLUSIONS: The EGFR/ERK pathway is activated in high-grade MECs with aggressive behaviour. Patients with these tumours who
require oncological treatment in addition to surgery could benefit from EGFR and mitogen-activated protein kinase pathway
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extracellular signal-regulated kinase; ERK1/2

Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most frequent malignant
tumour that originates in the major and minor salivary glands, and
represents about one third of all malignant salivary gland tumours
(Spiro, 1986; Goode and El-Naggar, 2005; Ellis and Auclair, 2008).
It is a heterogeneous neoplasm that may present different
biological behaviour, depending mainly on the histological grade
of the tumour (Goode et al, 1998; Goode and El-Naggar, 2005; Ellis
and Auclair, 2008; Nance et al, 2008). Surgical resection is the
standard treatment for all grades of MEC. Radiotherapy after wide
surgical excision of the tumour is recommended for high-grade
MECs. Lymphadenectomy and adjunvant external beam radio-
therapy are indicated when cervical metastases are present.
Chemotherapy is indicated in the treatment of metastatic disease
and in the palliation of locoregional disease not amenable to either
salvage surgery or radiation therapy (Agulnik and Siu, 2004; Nance
et al, 2008). Low-grade MECs usually do not recur; most patients
are cured after surgery and the 5-year survival rate is 76-95%.
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Conversely, high-grade MECs are aggressive neoplasms that
frequently have an infiltrative pattern of growth, recur and even
metastasize, and their 5-year survival rate is 30-50% (Goode et al,
1998; Nance et al, 2008).

To date, clinical trials using targeted therapies on salivary gland
tumours are scarce, probably because of the low number of these
cases in each institution. Only one phase II study of Herceptin
(Trastuzumab) with disappointing results in patients with
advanced salivary gland tumours overexpressing HER2/neu has
been published (Haddad et al, 2003). Incomplete clinical trials
using epidermal growth factor receptor (EGFR) antagonists have
been performed on patients with salivary gland cancer. Moreover,
studies on the oncogenetic pathways in salivary gland MECs
predictive of response to targeted therapies are scarce and
incomplete. In recent years, strategies against the EGFR family
and the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signalling
pathway have received special attention in the treatment of cancer.
The EGFR family, including the four distinct receptors
EGFR/ErbB1, HER2/cerbB2, HER3/CerbB3 and HER4/ErbB4, has
been identified as a potential therapeutic target in solid tumours.
The EGFR/ErbB1 is a gene located on chromosome 7p12 and has
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emerged as a significant factor in the development and growth of
many types of cancer, playing an important role in cancer-cell
proliferation, angiogenesis and metastasis. This gene encodes a
170-kDa membrane glycoprotein that can be activated by
phosphorylation and induce a downstream signalling transduction
cascade. A major signalling route of the EGFR is the Ras-Raf-
MAPK pathway (Klapper et al, 2000). Activation of Ras initiates a
multistep phosphorylation cascade that leads to the activation of
MAPKs. The MAPK extracellular signal-regulated kinases ERK1/2
are the best characterised and are most strongly associated with
human cancer. The ERK1/2 are activated by dual phosphorylation
on a tyrosine and a threonine residue by dual-specificity kinases,
and subsequently regulate cell transcription and have been linked
to proliferation, survival and transformation (Lewis et al, 1998).

The EGFR antagonists are included in treatment protocols of
advanced stages of non-small cell carcinoma of the lung, colorectal
cancer and head and neck squamous cell carcinoma (Ciardello and
Tortora, 2008). In head and neck tumours, EGFR can be abnormally
activated and protein overexpression by the neoplastic cells is
frequently detected by immunohistochemistry (Nicholson et al,
2001; Grandis and Sok, 2004). However, EGFR amplifications are not
frequent and EGFR activating mutations are very rare (Kalyankrishna
and Grandis, 2006). The EGFR overexpression has been correlated
with poor prognosis in head and neck cancer (Kalyankrishna and
Grandis, 2006). To date, several clinical trials have been carried out
to identify the molecular characteristics of the tumours predictive
of response to EGFR antagonists. The EGFR activating mutations
and increased EGFR gene copy number identify the most sensitive
population in these tumours (Cappuzzo et al, 2005; Hirsch et al,
2005; Tsao et al, 2005; Sartore-Bianchi et al, 2007). In most MECs
of the salivary gland, the EGFR protein is overexpressed (Gibbons
et al, 2001; Shang et al, 2007), but EGFR activating mutations are
extremely rare (Han et al, 2008; Dahse and Kosmehl, 2008; Dahse
et al, 2009). However, studies on the EGFR gene copy number have
not been performed before in a series of salivary gland MECs.

In our previous studies, we saw that high-grade MECs with
aggressive course differ molecularly from low-grade tumours. These
high-grade tumours overexpress the oncogenic glycoprotein MUC1
(Alos et al, 2005; Handra-Luca et al, 2005). MUCL1 acts as a proto-
oncogene that interacts with EGFR and correlates with MAPK
activation in mouse models (Schroeder et al, 2001) and inhibits the
ligand-mediated ubiquitinisation and degradation of EGFR in vitro
(Pochampalli et al, 2007). Moreover, the expression of ERK1/2
MAPKs has been related to aggressive tumour behaviour in MECs of
the salivary glands (Handra-Luca et al, 2003). We therefore
hypothesised that histological high-grade MECs, which have a
clinically aggressive course, may harbour EGFR protein over-
expression and high-EGFR gene copies linked to aggressive tumour
biology. To investigate this, we studied the EGFR gene by using
chromogenic in situ hybridisation (CISH) with a dual-colour probe,
in a series of 43 MECs. This new technique obtains the same results
as fluorescence in situ hybridisation (FISH) and offers potential
advantages over FISH to detect gene copy number, including the
ability to distinguish between areas of tumour and normal tissue.

In addition to genetic analysis, the immunohistochemical study
of the EGFR protein was performed and activated ERK1/2 were
assessed by using an antibody specific for the dually phosphory-
lated and activated ERK1 and ERK2 (MAPK phospho-p44/42).
These molecular studies have been correlated with the histological
characteristics of the tumours and the follow-up of the patients.

MATERIALS AND METHODS
Selection of cases

Forty-three MECs diagnosed at the Department of Pathology
of the Hospital Clinic, and Hospital Princeps d’Espanya, Bellvitge,

© 2010 Cancer Research UK
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University of Barcelona, from 1996 until 2005, were reviewed.
The medical records were obtained from patients’ files in the
Departments of Otorhinolaryngology and Maxillofacial Surgery.
The study was approved by the Local Ethical Committee and
patients gave their informed consent. At diagnosis, the tumours
were staged according to the American Joint Committee on Cancer
(Sobin and Wittekind, 2002). All patients underwent primary
surgery as standard treatment. Lymph node dissection was
performed only in cases with lymph node metastases. Full-dose
radiotherapy was applied after tumour excision with positive
margins, when lymph node metastases were assessed, and in
locoregional recurrences. Chemotherapy with cisplatin was added
for palliative purposes, in patients with lymph node metastases
(N2 or N3) and in cases with tumoural persistence after surgery
and resistance to radiotherapy.

Histological grading of MECs

Haematoxylin-eosin and alcian blue-stained slides and paraffin
wax-embedded material were available for all cases. The MECs
were graded following the 2005 World Health Organization
Classification of Tumours (Goode and El-Naggar, 2005).

CISH and immunohistochemistry

Representative paraffin wax blocks were selected from each of the
43 cases for CISH and immunohistochemistry.

The CISH was performed on a 4-um section of each tumour that
was deparaffined in two changes of xylene and three washes of
degraded ethanol for 3 min each. The slides were pretreated with
CISH pretreatment buffer (Dako, Carpinteria, CA, USA) and
heated to 92°C, and then rinsed with distilled water. The tissues
were digested for 10 min with pepsin digestion solution (Dako) at
room temperature, washed twice in distilled water for 5min each,
dehydrated in 70, 85 and 96% alcohol for 2 min each and dried.
A measure of 10ul of dual-colour EGFR Spectrum-red/CEP7
Spectrum-blue probe (Dako) were applied to each slide. Sections
were covered with coverslips and denatured on a hot plate at 82°C
for 5min. Hybridisation was done overnight at 37°C. Then the
slides were washed in 2 x SSC at 73°C for 2 min and three times in
distilled water. Then the sections were blocked with H,0, in
absolute methanol and incubated with a blocking reagent for
10min at room temperature. The hybridisation signals were
detected after sequential incubations with anti-mouse anti-DIG
(60 min at room temperature), polymerised horseradish pero-
xidase anti-mouse antibody (60 min) and 3,3-diaminobenzedine
(DAB). The sections were counterstained with haematoxylin.

Immunohistochemical studies were carried out using the
automated immunohistochemical system TechMate 500 (Dako),
and the EnVision system (Dako). Briefly, 4 um sections were
deparaffinised and hydrated using graded alcohols and water. For
antigen retrieval, an autoclave pretreatment at 120°C for 5 min was
performed. Peroxidase was blocked for 7.5min in ChemMate
peroxidase-blocking solution (Dako). The slides were incubated
with the primary antibodies for 30 min and washed in ChemMate
buffer solution (Dako). The peroxidase labelled polymer was then
applied for 30min. After being washed in ChemMate buffer
solution, the slides were incubated with DAB substrate chromogen
solution, washed in water, counterstained with haematoxylin,
washed, dehydrated and mounted. The primary antibodies used in
the study were: EGFR (Dako; dilution 1:100) and pERK1/2
(Phospho-p44/42; Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA; dilution 1:50). Appropriate positive and
negative controls were used.

The CISH and immunohistochemical results were evaluated by
two independent observers (BL and LA). For CISH evaluation, a
light microscope under a x 40 objective was used. A total number
of 100 tumoural cells were evaluated. The centromeric blue signal
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and the EGFR red signal in each cell were counted and the
proportion centromeric/EGFR signal number was calculated. The
cases were considered normal if two blue and two red signals were
visualised in each nuclear cell. Polysomy was considered when >3
blue and red signals (in equal number) were seen in each nucleus.
The EGFR amplification was defined as red signals >1.5 blue
signals.

The immunostain for EGFR was evaluated: 0, no positive cells;
1+, low discontinuous membrane staining; 2+, unequivocal
membrane staining with moderate intensity and 3 +, strong and
complete membrane staining. Only cases with 2+ and 3+
staining patterns were considered positive. The pERK1/2 showed
nuclear positivity. For analytical purposes, positivity for EGFR and
pERK1/2 was considered when >10% of tumour cells were
positive. High-pERK1/2 expression was considered when >30%
of positive cells were detected.

Statistical analysis

The continuous clinical variables considered were follow-up and
age (median and range were calculated). Overall survival was
calculated from diagnosis to the death of the patient or loss of
follow-up. Disease-free interval was the time from surgical excision
of the tumour to the first recurrence or metastasis. Both overall
survival and disease-free interval were analysed by the Kaplan-
Meier method. The categorical clinical variables were gender
(female/male), location of tumours (parotid/submaxillary/minor
salivary gland) and stage (I/II/III/IV). The categorical histological
variables considered were histological grade (1/2/3) and molecular
results: EGFR protein expression (positive/negative), EGFR gene
copy (normal/polysomy) and ERK1/2 expression (>30% of
positive cells/ <30% of positive cells). Fisher’s exact test was used
for comparison between qualitative variables and Student’s t-test
and ANOVA were applied for quantitative variables according to
the application conditions. All tests were two sided. Differences
were analysed by the log-rank method. Differences were con-
sidered to be statistically significant with an « risk of 0.05.

RESULTS

Clinicopathological characteristics of the patients

The clinicopathological characteristics of the patients at diagnosis,
the treatment details and outcome are summarised in Table 1.

After a median follow-up of 62 months, 33 (76.8%), 6 (13.9%)
and 4 (9.3%) patients were alive and disease free, alive with disease
and died of disease, respectively. The median disease-free interval
was 96 months (range 0-159 months). Relapses occurred in 19
(44.1%) patients: in 14 (32.6%) patients, a local tumoural
recurrence took place, and in 5 (11.6%) patients, there was lymph
node metastasis.

The statistical associations of the disease-free interval and
overall survival with histological grade of tumours and molecular
results are expressed in Table 2. Patients with high-grade tumours
had shorter disease-free interval (P=0.001) and overall survival
(P=10.001) than those with low- and intermediate-grade tumours.

EGFR gene analysis

Eight cases (18.6%) had chromosome 7 polysomy. In these cases,
there were >2 signals of both centromere and EGFR signals in
over 70% of cells, but the relationship between both signals was
1:1. In two cases there were 3 signals (low polysomy) and in six
cases there were >3 signals (high polysomy). No cases with EGFR
amplification were detected. All of the eight cases with chromo-
some 7 polysomy were high-grade MECs, whereas the rest of the
tumours (27 low grade, 5 intermediate grade and 3 high grade)
showed a normal pattern of expression (P<0.001). Chromosome 7
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Table | Clinicopathological characteristics of the patients at diagnosis,
treatment details and outcome

Characteristic No. of cases (%)

Patient number 43

Age (years)

Median (range) 53 (4-82)
Gender

Female 23 (53.5%)

Male 20 (46.5%)

Tumour location

Parotid gland 22 (51%)
Minor salivary gland 15 (35%)
Submaxillary gland 6 (14%)
Histological grade of tumours
Low grade 27 (63%)
Intermediate grade 5 (11.5%)
High grade 11 (25.5%)
Stage
| 19 (44%)
I 6 (14%)
Il 3 (7%)
\% 15 (35%)

Primary treatment

Radical surgery 36 (83.7%)

Surgery and full-dose radiotherapy 7 (16.3%)
Outcome

Alive and disease free 33 (76.8%)

Alive with disease 6 (13.9%)

Died of disease 4 (9.3%)

Table 2 Relationship between histological grade of tumours, EGFR gene
copy number, EGFR expression and pERK /2 expression with disease-free
interval (DFI) and overall survival (OS)

Variable DFI os
Histological grade

3vs 2+ P=0.001I P=0.001
EGFR gene copy number

Polysomy vs normal P=0.003 P=0019
EGFR protein expression

Positive vs negative P=0.286 P=0307
PERK /2 expression

Positive vs negative P=0.004 P=0.001

Abbreviations: EGFR = epidermal growth factor receptor; pERKI/2 = activated
extracellular signal-regulated kinases.

polysomy was associated with shorter disease-free interval
(P=10.003) and overall survival (P=0.019) (Figure 1).

EGFR and pERK1/2 protein expression

The EGFR protein expression was positive in 34 tumours (79%).
All cases with chromosome 7 polysomy showed expression of the
EGEFR protein (P<0.001). These cases showed positivity in >60%
of tumoural cells. High-EGFR protein expression was associated
with high-histological grade of tumour (P<0.001, ANOVA), but it
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was associated with neither disease-free interval (P=0.286) nor
overall survival (P=0.307).

The pERK1/2 protein was expressed in 34 tumours (79%). There
was a statistical correlation between pERK1/2 positivity and
histological grade of tumour (P<0.001, ANOVA), shorter
disease-free interval (P=0.004) and overall survival (P=0.001).
High-pERK1/2 expression (positivity in >30% of neoplastic cells)
was observed in 21 tumours (49%). High-pERK1/2 expression was
associated with shorter overall survival (P=0.025) (Figure 2), but
not with disease-free interval (P=0.108). All cases with EGFR
polysomy had high expression of pERK1/2 (P =0.002) and there
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was a marginally significant correlation between high expression of
PERK1/2 and EGFR immunohistochemical expression (P =0.047)
(Figure 3).

DISCUSSION

This study shows that high-grade MECs with aggressive behaviour
harbour an increased EGFR gene copy number and high
expression of pERK1/2 MAPKs. In spite of the fact that EGFR
amplification was not seen in any of the 43 cases of this series, in
six of them there was high polysomy with >4 EGFR gene copies.
The EGFR gene is rarely amplified in human cancers, but the
increased EGFR gene copy number with balanced chromosome 7
polysomy in cancer cells is relatively frequent, in ~24-40% of
patients with non-small cell lung cancer, squamous-cell carcinoma
of the head and neck or colorectal cancer. Chromosome 7
polysomy has been linked to tumour aggressiveness and poor
clinical outcome (Hirsch et al, 2003; Ciardello and Tortora, 2008).
In this study, all cases with EGFR gene gains had a significant
shorter disease-free interval and overall survival. The EGFR
product is a membrane glycoprotein composed of an extracellular
ligand-binding domain, a transmembrane lipophilic component
and an intracellular protein kinase domain. The ligand binding
induces EGFR dimerisation, activation of the intrinsic tyrosine
kinase protein and tyrosine phosphorylation with the activation of
a cascade of biochemical and physiological responses (Lewis et al,
1998). This downstream signalling transduction activates MAPKs
through phosphorylation by MAPK kinases, and the activation of
this pathway is associated with cell proliferation and oncogenic
transformation (Grandis and Sok, 2004). In this series, there was a
significant correlation between increased EGFR copy number and
high expression of pERK1/2 (P=0.002). High expression of
activated ERK1/2 has been related to tumour progression in
several neoplasms (Albanell et al, 2001; Adeyinka et al, 2002) and
in salivary gland MECs (Handra-Luca et al, 2003). In this series,
the pERK1/2 expression was significantly correlated with shorter
disease-free interval and overall survival. Furthermore, MAPKs can
also be activated through the upstream activation of HER2/neu or
RAS. About one third of salivary gland MECs have HER2/neu gene
amplification (Press et al, 1994) and about one fifth of MECs
harbour H-RAS mutations (Yoo and Robinson, 2000a), but K-RAS
mutations are extremely rare (Yoo and Robinson, 2000b).
However, to define the molecular mechanisms underlying the
biological behaviour in high-grade MECs, in vitro experiments
with cell lines should be carried out.

The immunohistochemical expression of EGFR in the majority
of MECs that we have observed is concordant with other studies
(Gibbons et al, 2001; Shang et al, 2007). All cases with
chromosome 7 polysomy had an expression of EGFR protein of
over 60% of cells. Nevertheless, most immunohistochemical
positive cases failed to show an increased EGFR gene copy
number. This discrepancy between the EGFR gene copy number
and the immunohistochemical detection of the protein has been
reported before in several cancers, and has been attributed to a
post-transcriptional phenomenon mediated at the mRNA level
(Grandis and Tweardy, 1993). There was a significant correlation
between the EGFR protein expression and the histological grade of
the tumours, but not with the clinical outcome of the patients. The
current grading system classification is three-tiered, and tumours
are classified into low-, intermediate- and high-grade MECs,
depending on the architecture and cellular characteristics of the
neoplasms. Low-grade tumours are usually well-defined tumours,
often cystic with a predominance of mucous cells, whereas high-
grade MECs usually have an infiltrative pattern of growth, are solid
and mainly composed of intermediate type and epidermoid cells.
High mitotic index, cellular anaplasia, necrosis and perineural
invasion are characteristics of high-grade tumours (Spiro, 1986;
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Figure 3 An example of high-grade mucoepidermoid carcinoma. (A) Histological characteristics of the neoplasm (HE x 200). (B) The CISH analysis
shows high polysomy. Four or five signals (both red EGFR and blue centromere) are seen in each nucleus in most of the neoplastic cells (EGFR CISH x 630).
(C) Expression of EGFR protein with strong and diffuse membrane positivity (EGFR x 400). (D) High expression of activated ERK /2 with nuclear positivity

in most of the neoplastic cells (pERK /2 x 400).

Ellis and Auclair, 2008). Significant differences in the outcome
of the patients related to histological grade have been repeatedly
confirmed in series of MECs of the salivary glands (Goode
et al, 1998; Alos et al, 2005; Nance et al, 2008). In this study,
a statistical correlation between the histological grade and
disease-free interval and overall survival of the patients was
found. The prognostic value of the EGFR polysomy, and the
EGFR and the pERK1/2 protein expressions were related to the
histological grade.

Strategies against EGFR include monoclonal antibodies able to
bind to the extracellular domain of the receptor such as cetuximab,
or small molecule ATP-competitive tyrosine kinase inhibitors
(TKIs), such as gefitinib and erlotinib. Some clinical, histopatho-
logical and molecular characteristics have been proposed for
identifying the population sensitive to EGFR-TKI treatment in
non-small carcinoma of the lung (Sone et al, 2007). Activating
mutation in exons 18, 19 and 21 of the EGFR gene has proved to be
a significant factor in predicting response to EGFR-TKIs in non-
small cell carcinoma of the lung. However, these mutations are less
common in the United States and European population than in the
Asian population (Sone et al, 2007), and data from large
randomised studies indicate that increased EGFR gene copy
number is probably the best factor in predicting response and
evaluate overall survival of the patients (Hirsch et al, 2005; Tsao
et al, 2005; Cappuzzo et al, 2005). Interestingly, a good response to
EGFR antagonists in head and neck and lung carcinomas with
expression of MAPKs has been observed (Albanell et al, 2001;
Gandara et al, 2004). Moreover, immunohistochemical positivity
for activated ERK1/2 has been correlated with a good response to
MAPKs inhibitors in clinical trials on cutaneous melanomas
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(Jilaveanu et al, 2009). Therefore, the high-grade MECs in this
series, with increased EGFR gene copy number and pERK1/2 high
expression could be sensitive to EGFR or MAPKs antagonists.

The MECs of the lung share histological and molecular
characteristics with salivary gland MECs. Some series on lung
MECs have shown lack of EGFR mutations in these tumours and a
percentage of chromosome 7 polysomy of 17%, similar to the
results in our series (Macarenco et al, 2008). However, some lung
MECs have been described as having activating EGFR mutations
in the Asian population (Han et al, 2008). The MECs and
adenosquamous carcinomas share histological characteristics
and differential diagnosis between both tumour types may be
challenging in the head and neck region and lung (Alos et al, 2004;
Rossi et al, 2009). Adenosquamous carcinomas are aggressive
tumours arising from upper or lower airways, whereas MECs have
a salivary or bronchial gland origin, whose prognosis depends on
the histological grade. Adenosquamous carcinomas usually
harbour EGFR activating mutations, whereas MECs do not (Kang
et al, 2007; Han et al, 2008; Macarenco et al, 2008; Rossi et al,
2009). Previous studies on salivary gland MECs have found that
EGFR mutations are extremely rare (Han et al, 2008; Dahse and
Kosmehl, 2008; Dahse et al, 2009).

To date, few cases on metastatic salivary gland MECs with EGFR
gene gains with chromsome 7 polysomy and good response to
EGFR monoclonal antibody cetuximab have been published
(Grisanti et al, 2008). However, clinical trials that include a large
series of salivary gland MECs are difficult to carry out because of
the low number of these cases in each institution.

In conclusion, we have identified that high-grade salivary gland
MECs usually have an increased EGFR gene copy number and
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highly express pERK1/2. The activation of the EGFR/ERK pathway
in these tumours is associated with aggressive behaviour and could
represent potential indicators of response to EGFR antagonists or
MAPK pathway inhibitors.
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Discusion Estudio N° 1






En este trabajo hemos descrito por primera vez el patrén de expresion
de las mucinas de membrana MUC1 y MUC4 y secretoras MUC2
MUCSAC, MUC5B, MUC6 en glandulas salivales normales y
carcinomas mucoepidermoides. Ademas hemos podido correlacionar
el patrén de expresion de las mucinas MUCI y MUC4 con el
comportamiento bioldgico de los tumores.

El CME es la neoplasia maligna mas frecuente originada en las
glandulas salivales (Ellis y Auclair 1996). El CME se compone de
diferentes tipos celulares, y puede mostrar diferentes patrones de
crecimiento, por lo tanto su diferente morfologia histoldgica, depende
del patron y del tipo celular predominante. El comportamiento de
los tumores se puede predecir por el grado histoldgico, que se define
como bajo, intermedio y alto. Sin embargo, algunos CME de bajo
grado pueden mostrar un curso agresivo (Auclair et al. 1992, Goode
et al. 1998). Histolégicamente, el CME de bajo grado a menudo tiene
una arquitectura predominantemente quistica con numerosas células
mucosas, minima atipia citoldgica y escasas mitosis. Los tumores de
alto grado son predominantemente so6lidos, con una predominancia
de las células intermedias y epidermoides, y escasas células mucosas.
La anaplasia, invasién perineural y necrosis son caracteristicas
de los tumores alto grado (Auclair et al. 1992, Goode et al. 1998,
Seifert et al. 1991). Brandwein et al han agregado recientemente
otras caracteristicas histologicas de clasificacion de estos tumores,

como los margenes infiltrantes, la invasion vascular y O&sea,
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para mejorar la reproducibilidad y la prediccion en la conducta de
estas neoplasias (Brandwein et al. 2001). En nuestra serie, la relacion
de las caracteristicas clinicas y evoluciones de los pacientes y los
grados histologicos de los tumores fueron concordantes con los
resultados obtenidos por estos autores (Auclair et al. 1992, Brandwein
et al. 2001, Goode et al. 1998).

Hasta la fecha, ha habido poca informacidn sobre la expresion de las
MUC:s en las glandulas salivales normales y neoplasicas, al contrario
de lo que ocurre en otros 6rganos como son el tracto gastrointestinal,
mama, pancreas y pulmon, en los que la expresion de mucinas ha
sido ampliamente explorada en condiciones normales y patoldgicas.
MUC1 y MUC4 son MUCs de transmembrana o de membrana.
En condiciones normales, estas MUCs acttian posiblemente como una
barrera en la superficie apical de las células epiteliales, interviniendo
en la regulacidn y proteccion tisular (Gendler et al. 1995, Hilkens et
al. 1992). En nuestro estudio, las gldndulas salivales normales de todo
tipo (pardtida, submaxilar y glandulas salivales menores) expresaron
MUCI1 y MUC4 en la membrana en los conductos excretores, estriado
y intercalares, y ocasionalmente en las estructuras acinares. En estas
estructuras, MUCI fue positivo principalmente en las membranas
celulares apicales, mientras que MUC4 mostré una positividad
citoplasmatica, principalmente en la zona apical o supranuclear.
Estos resultados concuerdan con el resultado de otros trabajos

(Ho et al. 1993, Liu et al. 2002).
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Todoslostiposcelulares (mucosas, epidermoides, intermedias, claras
y columnares) mostraron tincion citoplasmica de MUCI1 y MUC4,
ademas de la membrana celular. Esto indica que en el desarrollo
del proceso neoplasico hay alteraciones postranscripcionales que
producen MUCI glicosilada de forma aberrante (Brockhausen
et al. 1995). Este hallazgo ha sido descrito en otras neoplasias,
como en el adenocarcinoma de pancreas (Monges et al. 1999).
Este cambio en el patron de tincion puede ser util como una
herramienta de diagndstico en biopsias pequefias, para realizar
el diagnostico diferencial entre el CME y procesos reactivos de
las glandulas salivales. La sobreexpresion frecuente de ambas
MUCs con patron de membrana favorece la hipotesis del origen
del CME en estructuras ductales de las glandulas salivales,
tal como ha sido sugerido con estudios de inmunohistoquimica para
citoqueratinas. (Foschini et al. 2002) Ademas, hemos relacionado
la expresion de ambos MUCs de membrana con el prondstico de
los CMEs. Hemos encontrado una correlacidn significativa entre
la expresion de MUCI y el grado histolégico de los tumores,
y hemos observado una alta expresion de MUC1 en CME de
alto grado histoldgico. Estos tumores con una alta positividad de
MUCI tenian peor prondstico, con un intervalo mas corto libre de
enfermedad, mayor tasa de recidivas y metdstasis. La expresion
de MUCI reduce las adhesiones célula-célula y célula-matriz

extracelular, (Hilkens et al. 1992) favoreciendo la invasion de
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las células tumorales en el estroma subyacente, vasos linfaticos
y sangre (Hiraga et al. 1998). La relacién de una expresion alta
de MUCI con la agresividad del tumor se ha observado en otros
tumores, como los adenocarcinomas de colon (Nakamori et al.
1994) y de mama. (McGuckin et al. 1995). Ya que MUCI es un
antigeno asociado a las células cancerosas circulantes, podria ser
utilizado en pacientes con CME con alto grado para monitorizar el
tratamiento y seguimiento, para la deteccion precoz de recidivas
0 metastasis, como ha sido propuesto en pacientes con carcinoma
de mama (Graves et al. 1998). Por otra parte, en el futuro, los
pacientes con CME de alto grado podrian beneficiarse de nuevas
estrategias terapéuticas. MUCI ha sido propuesto como una diana
terapéutica en la inmunoterapia para el tratamiento de algunos
carcinomas (Von Mensdorff-Pouilly et al. 2000).

En nuestro estudio, la expresion de MUC4 tuvo resultados opuestos
en cuanto a su valor pronostico. De hecho, la expresion de MUCI1
se correlaciond inversamente con la expresion MUC4. Los CME
de bajo grado histolégico mostraron alta expresion de MUCA4.
La expresion de MUC4 se correlaciond inversamente con la
progresion del tumor: los CMEs con alta expresion de MUC4 tenian
mejor prondstico, mayor intervalo libre de enfermedad y menor
tasa de recidivas y de metastasis. MUC4 es un marcador de epitelio
bien diferenciado (Jepson et al. 2002) y se sobreexpresa en algunas

neoplasias bien diferenciadas, tales como los tumores de ovario,
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(Giuntoli et al. 1998) y no se expresa en el carcinomas con lineas
celulares pobremente diferenciadas o indiferenciadas (Jonckheere
et al. 2004). Al contrario, en otras neoplasias de varios drganos,
tales como los adenocarcinomas de pancreas y de mama, la expresion
altade MUCH4 se ha relacionado con un tumor mas agresivo. (Komatsu
et al. 2000, Singh et al. 2004) MUC4 tiene dos dominios semejantes
al del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like), uno de los
cuales actia como ligando intramembranoso, y fosforila y activa el
receptor tirosin-quinasa ErbB2. (Carraway et al. 1999) El prondstico
desfavorable que se atribuye a MUC4 se debe a varios mecanismos,
tales como un aumento en la accién de ErbB2, un cambio en las vias
de sefializacion que conducen a una disminucién de la apoptosis,
y a una alteracion en la adhesion de células tumorales. (Jepson et
al. 2002, Komatsu et al. 2000, Singh et al. 2004) Aproximadamente
el 25-38% de los carcinomas mucoepidermoides expresan ErbB2,
y esta expresion se relaciona con la progresion del tumor, dando lugar
a un pronostico desfavorable (Press et al. 1994, Weed et al. 2004).
Por tanto, la expresion MUC4 en tumores humanos puede ser un
indicador de diferenciacion de células tumorales o bien un marcador
y mediador de crecimiento tumoral y de progresion. Teniendo en
cuenta estas funciones de MUC4, es comprensible que MUC4 pueda
ser un marcador de buen o mal prondstico, dependiendo del tipo de
tumor. En este estudio se confirma que el CME de glandulas salivales

bien diferenciado, de bajo grado, muestra alta expresion de MUCA4,
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y en esta neoplasia, MUC4 es un indicador de buen prondstico.
Estos hallazgos son concordantes con un estudio recientemente
publicado (Weed et al. 2004). Segin nuestros resultados,
el valor pronostico de las expresiones de MUC1 y de MUC4 estan
principalmente relacionadas con el grado histolégico. Resultados
similares sobre la expresion de mucinas y su valor prondstico en
carcinomas mucoepidermoides de glandula salival fueron publicados
con posterioridad a este trabajo (Handra-Luca et al. 2005).

MUC2, MUCSAC, MUC5B y MUC6, son MUCs secretoras,
codificadas por cuatro genes localizados en el cromosoma 11 en
la region pl5.5 (Pigny et al. 1996) . En las glandulas salivales
normales de nuestro estudio, MUC2 y MUCSAC fueron focalmente
positivas en algunos casos, y se marcaron escasas células de
los conductos excretores, mientras que, ambos MUCs fueron
negativos en las estructuras acinares. Otros estudios utilizando
métodos de PCR han observado una expresion heterogénea gen de
MUC?2 en las estructuras ductales de las glandulas salivales (Ho et
al. 1993). MUCSB, también llamada MGI (glicoproteina mucosa
1), y MUC7, también llamada MG2 (glicoproteina mucosa 2), han
sido detectadas en secreciones de las glandulas salivales. Estas
MUCs desempeiian un papel importante en el mantenimiento
de las propiedades viscoelésticas y reologicas en la saliva y para
facilitar la unidn y eliminacién los microorganismos orales. El

origen acinar de MUC5B y MUCT7 en las glandulas salivales
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ya ha sido sugerido previamente (Nielsen et al. 1996), pero
nuestras observaciones confirman que MUCS5B se encuentra
constantemente en acinos mucosos y MUC7 en acinos serosos de
las glandulas salivales submandibular y las glandulas salivales
menores. Sin embargo, los acinos serosos de la pardtida son sdlo
focalmente positivos para MUC7 en algunos casos. Estudios
recientes utilizando microscopia inmunoelectronica, han obtenido
resultados similares (Piludu et al. 2003).

La MUCs secretoras en los CMEs resultaron de forma diversa.
MUC2 fue positiva en mas del 5% de las células neoplasicas
en solo dos casos, y se marcaron células mucosas. La expresion
de genes MUC2 se ha relacionado con una “via mucinosa de la
carcinogénesis’’ (Adsay et al. 2002), ya que ha sido descrita como
constante positiva en los carcinomas mucinosos de los diferentes
organos, como el de colon, pancreas, mama, ovario y estomago,
pero rara vez en los carcinomas no-mucinosos (Adsay et al. 2002,
Hanski et al. 1997, Lopez-Ferrer et al. 2000, Reis et al. 2000).
Nuestros resultados sugieren que el carcinoma mucoepidermoide
se desarrolla a través de una via diferente a la descrita para los
tumores mucinosos.

Aunque MUCS6 fue siempre negativo en la glandula salival normal,
los CMEs mostraron expresion anormal en aproximadamente un
tercio de los tumores, con expresion principalmente en células con

diferenciacion glandular, pero también en células epidermoides en
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algunos casos. La expresion de MUC2 y MUC6 se ha relacionado
con un buen pronéstico en los carcinomas mucinosos, ya que se ha
sugerido que estos MUCs pueden actuar como una barrera para
la extension neopldsica (Adsay et al. 2002). En tumores de las
glandulas salivales, MUC2 y MUCS®6, han sido poco estudiadas,
pero ambas se expresan en carcinomas ductales tipo coloide de
la glandula salival, un tumor muy agresivo (Simpson et al. 2003).
En los CMEs no se ha encontrado relaciéon entre la expresion de
MUC2 y MUC6 y el comportamiento bioldgico de los tumores.
En nuestro estudio, MUC5AC y MUCS5B mostraron un similar
patron de expresion en los CMEs, y fueron positivas en la mayor
parte de las células mucinosas y en algunas células columnares.
Ambas MUCs fueron positivas en la mayoria de los CMEs, pero
sobretodo en los tumores de bajo grado, a menudo compuestos
fundamentalmente de células mucosas y columnares. Por el
contrario, MUC7 fue negativo en la mayoria de los tumores.

Enconclusion, latransformacidonmalignaenlos CMEsdelaglandula
salival se asocia con cambios en los patrones de expresion de las
MUCsy éstos podrian ser utilizados con fines diagndsticos. MUCI
y MUC4 estan sobreexpresadas principalmente en la membrana
y el citoplasma de las células neoplasicas. MUCSAC, MUCS5B y
MUCS6 se expresan a menudo, sobre todo en las células glandulares
diferenciadas; mientras que MUC2 y MUCT rara vez se expresan.

La diferenciacién del tumor modula de forma diferente la
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expresion de MUCI y MUC4. La alta expresion de MUCI1 y
baja de MUC4 son caracteristicas de los tumores pobremente
diferenciados y agresivos, mientras que los tumores de bajo grado
con comportamiento favorable tienen baja expresion de MUCI y

alta expresion de MUCA4.
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Discusion Estudio N° 2






Este estudio muestra que los CMEs de alto grado, con un
comportamiento agresivo, tienen un incremento del numero de
copias del gen EGFR y una alta expresion de las MAPKs pERK1/2.
A pesar del hecho de que la amplificacion de EGFR no se observé
en ninguno de los 43 casos de esta serie, en seis de ellos hubo
alta polisomia con >4 copias del gen EGFR. El gen EGFR rara
vez se amplifica en los canceres humanos, pero es relativamente
frecuente el incremento equilibrado en el nimero de copias del
gen EGFR con una polisomia del cromosoma 7, en ~24-40% de
casos de cancer de pulmoén de células no pequefias, carcinoma
de células escamosas de cabeza y cuello o cancer colorrectal.
La polisomia del cromosoma 7 se ha relacionado con la agresividad
del tumor y peor evolucion clinica (Hirsch et al. 2003, Ciardello
y Tortora 2008). En este estudio, todos los casos con ganancias
del gen EGFR han tenido un intervalo libre de enfermedad y una
supervivencia global significativamente mas cortos. El producto
del EGFR es una glicoproteina de membrana compuesta de un
dominio, deunion al ligando, extracelular, un componente lipofilico
de transmembrana y un dominio intracelular tirosin-quinasa.
Launiéndel ligando induce ladimerizacion del EGFR, la activacion
de la proteina tirosin-quinasa intrinseca por fosforilacion de la
tirosina, induciendo una cascada de respuestas fisiologicas y
bioquimicas (Lewis et al. 1998). Esta transduccién de sefiales

activa las MAPKs través de la fosforilacion de las quinasas MAPK,
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y la activacion de esta via estd asociada con la proliferacion
celular y la transformacién oncogénica (Grandis y Sok 2004).
En esta serie, hubo una correlacion significativa entre el incremento
en el nimero copias de EGFR y la expresion elevada de pERK 1/2
(p = 0,002). La alta expresion de ERK 1/2 en su forma activada se
ha relacionado con la progresion del tumor en varias neoplasias
(Albanell et al. 2001, Adeyinka et al. 2002) y en el CME de
glandulas salivales (Handra-Luca et al. 2003). En este estudio,
la expresion pERK1/2 se correlacion6d con un intervalo libre de
enfermedad y una supervivencia global significativamente menor.
Por otra parte, las MAPKs pueden ser activadas también a través
de la activacién del HER2/neu o RAS. Aproximadamente un tercio
de MEC de las glandulas salivales tienen una amplificacion del
gen HER2/neu (Press et al. 1994) y aproximadamente una quinta
parte de los CMEs poseen mutaciones en H-RAS (Yoo y Robinson
2000a), pero las mutaciones en K-RAS son extremadamente raras
(Yoo y Robinson 2000Db).

La expresion inmunohistoquimica de EGFR en la mayoria de
los CMEs que hemos observado es concordante con otros
estudios (Gibbons et al. 2001, Shang et al. 2007). Todos los
casos con polisomia del cromosoma 7 tuvieron una expresion de
la proteina EGFR de mas del 60% de las células. Sin embargo,
la mayoria de los casos positivos para la inmunohistoquimica

no mostr6 un mayor nimero de copias del gen EGFR.
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Esta discrepancia entre el nimero de copias del gen EGFR y la
deteccion inmunohistoquimica de la proteina ha sido reportada
en varios tipos de cancer, y se ha atribuido a un fendémeno
post-transcripcional a nivel del ARNm (Grandis y Tweardy
1993). Hubo una correlacidon significativa entre la expresion
de la proteina EGFR y el grado histoldgico de los tumores,
pero no con la evolucion clinica de los pacientes. El sistema de
graduacion actual de los CME es de tres grados: los tumores se
clasifican en bajo, alto grado y grado intermedio, dependiendo
de la arquitectura y las caracteristicas celulares de las neoplasias.
Los tumores de bajo grado suelen ser tumores bien definidos,
a menudo quisticos con un predominio de células mucosas,
mientras que, el CME alto grado suelen tener un patréon de
crecimiento infiltrativo, so6lidos y compuestos principalmente de
células de tipo intermedio y epidermoides. Se ha confirmado
en repetidas ocasiones en distintas series de CME de gldndulas
salivales que un alto indice de mitosis, anaplasia celular, necrosis e
invasidn perineural, son todas ellas caracteristicas de los tumores
de alto grado (Spiro 1986, Ellis y Auclair 2008). Las diferencias
significativas en las evoluciones de los pacientes se relacionan con
el grado histologico, (Goode et al. 1998, Alos et al. 2005, Nance
et al. 2008). En este estudio, se encontro correlacion estadistica
entre el grado histolégico y el intervalo libre de enfermedad y la

supervivencia global de los pacientes. El valor prondstico de la
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polisomia del EGFR y de la expresion de la proteina pERK 1/2,
se relacionaban directamente con el grado histoldgico.

Las estrategias contra EGFR incluyen anticuerpos monoclonales
que se unen al dominio extracelular del receptor, como el
cetuximab, o pequefias moléculas ATP-competitivas, inhibidoras
de la tirosin-quinasa (TKIs), como gefitinib y erlotinib.
Se han propuesto algunas de las -caracteristicas clinicas,
histopatolégicas y moleculares para la identificaciéon de la
poblacién sensible al tratamiento con EGFR-TKI en el carcinoma
no microcitico de pulmon (Sone et al. 2007). La activacion
de la mutacién en los exones 18, 19 y 21 del gen de EGFR,
ha demostrado ser un factor significativo para predecir la
respuesta al EGFR-TKIs en carcinoma no microcitico de pulmon.
Sin embargo, estas mutaciones son menos frecuentes en la
poblacion de los Estados Unidos y Europa que en la poblacion
asiatica (Sone et al. 2007), y los datos de extensos estudios
aleatorios indican que el incremento del nimero de copias del gen
EGFR es probablemente el mejor factor para predecir la respuesta
y evaluar la supervivencia global de los pacientes (Hirsch et al.
2005, Tsao et al. 2005, Cappuzzo et al. 2005). Curiosamente,
se ha observado una buena respuesta a los antagonistas
del EGFR en carcinomas de cabeza y cuello y pulmén con
expresion de MAPKs (Albanell et al. 2001, Gandara et al. 2004).

Por otra parte, la positividad inmunohistoquimica para ERK 1/2
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activado se ha correlacionado con una buena respuesta a los
inhibidores de las MAPKs en los ensayos clinicos con melanomas
cutdneos (Jilaveanu et al. 2009). Por lo tanto, el CME de alto grado
en esta serie, con incremento del nimero copias del gen EGFR y
alta expresion de pERK 1/2 podria ser sensible a antagonistas de
EGFR o MAPKs.

El CME de pulmoéon comparte caracteristicas histologicas y
moleculares con el CME de glandulas salivales. Algunas series de
CME de pulmoén han mostrado una falta de mutaciones de EGFR
en estos tumores y un porcentaje de polisomia del cromosoma 7
del 17%, similar a los resultados de nuestra serie (Macarenco et
al. 2008). Sin embargo, algunos CME de pulmon se han descrito
como una activacion de mutaciones de EGFR en la poblacién
asiatica (Han et al, 2008). E1 CME y el carcinoma adenoescamoso
comparten caracteristicas histologicas, y el diagnostico diferencial
entre ambos tipos de tumores puede ser dificil en la region de
cabeza y cuello y en el pulmén (Alos et al. 2004, Rossi et al.
2009). El carcinoma adenoescamoso es un tumor agresivo que se
origina en las vias respiratorias superiores o inferiores, mientras
que el CME tiene un origen de glandulas salivales o bronquiales
y cuyo prondstico depende del grado histoldgico. El carcinoma
adenoescamoso suele tener mutaciones activadoras del EGFR,
mientras que el CME no las tiene (Kang et al. 2007, Han et al.
2008, Macarenco et al. 2008, Rossi et al. 2009). Estudios previos
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sobre CME de la gldndula salival también han encontrado que las
mutaciones del EGFR son extremadamente raras (Han et al. 2008,
Dahse y Kosmehl 2008, Dahse et al. 2009).

Hasta la fecha, han sido publicados casos de metastasis de CME
de glandulas salivales con ganancias del gen de EGFR y polisomia
del cromosoma 7 y buena respuesta a cetuximab, anticuerpos
monoclonales de EGFR (Grisanti et al. 2008). Sin embargo, los
ensayos clinicos que incluyan una gran serie de CME de las
glandulas salivales son dificiles de llevar a cabo debido al bajo
nimero de estos casos en cada institucidn.

En conclusion, hemos identificado que los CMEs de alto grado de
glandulas salivales, usualmente tienen un incremento del numero
de copias del gen de EGFR y una alta expresion de pERK 1/2. La
via de activacion del EGFR/ERK en estos tumores estd asociada
con un comportamiento agresivo y podria representar un posible
indicador de la respuesta a los antagonistas del EGFR o inhibidores

de la via MAPK.
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Conclusiones






El La mayor parte de las glandulas salivales normales, tanto mayores
como menores expresan MUC1 y MUC4 en las estructuras
ductales y acinares. MUC2 y MUCSAC se expresan de forma
focal en estructuras ductales excretoras, en una minoria de casos.
MUCSB se expresa en acinis mucosos; MUCT7 se expresa en acinis

serosos. MUC6 no se expresa en glandulas salivales normales.

Bl La expresion de MUCI en los carcinomas mucoepidermoides
(CMEs) se correlaciona con el grado histologico de los tumores:
los CMEs de bajo grado tienen significativamente menor expresion
de MUCI, mientras que los CMEs de alto grado tienen mayor
expresion (p<0,001). La alta expresion de MUCI se correlaciona
con la progresion de la enfermedad: los tumores con alta expresion
tienen un intervalo libre de enfermedad més corto (p=0,0104) y de

presentacion de metdstasis a distancia (p= 0,0131).

El La expresion de MUC4 en los CMEs es inversa a la de MUC1
(p=0,002). Se correlaciona inversamente con el grado histolégico
de los tumores: los tumores de bajo grado tienen una alta expresion
de MUC4, mientras que los de alto grado tienen menor expresion
(p<0,001). La expresion de MUC4 se correlaciona inversamente con
la progresion neoplasica: los MECs con alta expresion de MUC4
presentan menor indice de recidivas tumorales y un intervalo libre

de enfermedad mas largo; los tumores con baja expresion de MUC4
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presentan mayor indice de recidivas tumorales y un intervalo libre

de enfermedad mas corto (p=0,0255).

B En los CMEs, MUCSAC y MUCS5B tienen similar patrén de
expresion: son positivos en las células mucosas y ocasionales
células columnares. MUC2 y MUC7 se expresan en escasas
células mucinosas de una minoria de CMEs; MUC6 puede
expresarse en todo tipo de células de los CMEs, pero también en
una minoria de casos. No hay relacion con estas expresiones con el

grado histoldgico, evolucion o pronostico de los tumores.

Un 18,6% de los CMEs, que se corresponden con el 72,7% de los
tumores de alto grado histologico, tienen aumento del nimero de

copias del gen EGFR, con polisomia del cromosoma 7.

K Todos los pacientes con CME que tienen un aumento del niimero
de copias del gen EGFR tienen un intervalo libre de enfermedad
mas corto (p=0,003), y una disminucién de la supervivencia global

(p=0,019).

Todos los tumores con aumento de copias del gen EGFR tienen alta
expresion inmunohistoquimica de la proteina EGFR (en mas del 60%
de las células tumorales) (p<<0,001) y de pERK1/2 (en mas del 30% de

las células tumorales) (p= 0,002)
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ElLa alta expresion inmunohistoquimica de la proteina EGFR se
correlaciona con el grado histolégico de los tumores (p<0,001), pero

no tiene correlacion significativa con la evolucion de los pacientes.

Bl La expresion inmunohistoquimica de pERK1/2 se correlaciona
con el grado histoldgico de los CMEs (p<0,001), el intervalo
libre de enfermedad (p=0,004) y la supervivencia global de los
pacientes (p=0,001).

[ Laalta expresion de MUC]1 y laactivacion de la via efectora EGFR/
ERK que tienen los CMEs de alto grado podrian seleccionar estos
pacientes como candidatos a tratamientos dirigidos contra dianas

terapéuticas.
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