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RESUMEN

Presentamos el caso de un varén de 43 afios de edad que consulta
por una tumoracion preauricular derecha dolorosa a la palpa-
cioén que, segun refiere, tiene mas de tres afios de evolucion.
Se realiza puncion aspiracion con aguja fina que informa de
compatible con carcinoma de células acinares, por lo que se
realiza cuantificaciéon de ADN por citometria de imagen. Los
parametros biolégicos estudiados (ploidia, fase S, células por
encima de 5c) indican que se trata de una lesién de bajo grado
de malignidad.

Con estos datos se practica parotidectomia total conservadora
del facial, sin vaciamiento ganglionar. El paciente se encuen-
tra, un afio después, asintomatico y libre de signos tumorales
residuales.
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INTRODUCCION

El adenocarcinoma de células acinares es una neoplasia maligna
epitelial en la que las células neopldsicas muestran diferencia-
cién acinar. La OMS en 1991 (1), reviso la clasificacion de
tumores de las glandulas salivares, redefiniendo esta lesién como
carcinoma, puesto que cldsicamente se denominaba tumor de
células acinares. Tradicionalmente ha demostrado un bajo po-
tencial de agresividad, con presencia de muy escasos criterios

ABSTRACT

Hereby we present a case of a 43-years-old male who com-
plained of a three years history preauricular painful mass. Fine
needle aspiration cytology was performed, diagnosing of com-
patible with acinar cell carcinoma, thus DNA quantification by
image cytometry was carried out. Biological parameters studied
(ploidy, S-phase, 5-c exceeding rate) showed that it is a low
grade of malignancy lesion.

Total parotidectomy conservative of facial nerve was recom-
mended, without regional lymphadenectomy. Patient remains,
one year later, asymptomatic and free of disease.

Keywords: Acinar cells, FNA, cytometry, ploidy.

INTRODUCTION

Acinar cell carcinoma is a malignant epithelial neoplasm in
which neoplastic cells show acinar differentiation. In 1991 (1)
the WHO reviewed the salivary gland tumors classification, re-
defining this lesion as carcinoma since it was previously named
acinar cell tumor.

Classically it has showed a low aggressivity potential, with very
few histological signs of malignancy, although since 1950 (2) it
is known its capability to metastasize and recurrence. Since the
first references investigators tried to find a diagnostic protocol
more accurate to the biological behavior of the tumor (3,7), thus
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histoldgicos de malignidad, a pesar de que, desde 1950 (2) se co-
noce su posibilidad de recidiva y metastasis. Desde las primeras
referencias se ha tratado de encontrar un protocolo diagndstico
mds ajustado a la realidad biolégica del tumor (3-7), asi en la
actualidad contamos con los marcadores inmunohistoquimicos
de proliferaciéon — p53, Ki67-, microscopia electrénica y la
cuantificacién de ADN por citometria de flujo e imagen.

CASO CLINICO

Se trata de un vardén de 43 afios que consulta por una tumoracién
palpable, dolorosa a la presién en regién preauricular derecha.
A la exploracién fisica destaca una masa mal delimitada de
2 cm en area parotidea derecha, sin encontrar otros hallazgos
significativos. El paciente no refiere antecedentes personales ni
familiares de interés, inicamente el nédulo citado que, segin
indica, tiene una evolucién de mas de cinco afios. Las pruebas de
imagen realizadas, tomografia axial computerizada y ecografia,
muestran una tumoracion bien delimitada de 2,5 x 2 cm centrada
en la parétida, que no afecta estructuras 6seas o musculares,
sugestiva de tumor de bajo grado (figura 1).

Se practica puncién aspiracién con aguja fina de la lesion, em-
pleando el método rutinario de 3 pases con aguja de 23G, y ayuda
del Cameco® (dispositivo de aspiracién manual) tras lo cual
se fijan en alcohol 2 portaobjetos para ser tefiidos mediante la
técnica de Papanicolaou y el resto (6 portas) se secan al aire para
emplear la tincién de Diff-Quick. El examen de los extendidos
muestra, sobre un fondo seroproteiniceo, abundante celulari-
dad de talla grande, con niicleos centrales y ocasionalmente
periféricos, redondeados, de nucleolo poco patente y cromatina
finamente granular. El citoplasma es muy caracteristico, siendo
abundante, palido y espumoso de bordes imprecisos, vacuolizado
y conteniendo abundantes granulos violdceos. Las células se
disponen en grupos mas o menos compactos de grandes ldminas
bidimensionales, adoptando en ocasiones un patrén arquitectu-
ral acinar. Junto con esta celularidad predominante también se
aprecian células de talla mas pequefia, con escaso citoplasma y
pequefio nicleo redondeado u oval, central. La imagen citol6-
gica resulto, por lo tanto, concordante con patologia de células
acinares de tipo seroso, probablemente carcinoma (figura 2), por
lo que se propuso realizar cuantificacién de ADN por citometria
de imagen sobre extendidos citolégicos. Dado que los frotis
obtenidos en la primera puncién no permitian una adecuada
valoracion se practicé una segunda PAAF con el propdsito de
procesar el material para la determinacion citométrica, para ello
se fijan en alcohol metilico de 99°, y posteriormente se realiza
tincién de Hematoxilina progresiva de Gill.

Por medio del software TEXCAN® y a través de una camara de
video integrada en el microscopio, que capta escalas de grises,
se determinan los pardmetros biolégicos mas relevantes, entre
los que destacan la ploidia, fase S, y porcentaje de células por
encima de 5c (aneuploidia). El resultado final, expresado en
forma de histograma (IMAGEN 2), revela una euploidia de 2,1
sin actividad relevante de fase S y ausencia de células sobre 5c,
por lo tanto, indica una baja agresividad (histograma tipo 1)
segun la clasificacion de Azida para citometria estatica.

Con el diagndstico citolégico de carcinoma de células acinares
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nowadays we have immunohistochemical proliferative markers
—p53, Ki 67-, electron microscopy and DNA quantification by
image and flow cytometry.

CLINIC REPORT

43-years-old male who complained of a painful swelling in the
right preauricular region. On physical examination stands out
an ill-defined mass measuring 2-cm around the right parotid,
lacking other significant findings. Patient refers personal and
familial history of no interest.

Image techniques (CT and US) showed a well-defined tumor
sized 2,5 x 2 cm located in the parotid that does not affect bone
or muscle, suggestive of low-grade neoplasm (figure 1)

Fine needle aspiration (FNA) is performed, using the routinely
method of three punctions with 23 gauge needle aided by Ca-
meco device, afterwards 2 smears were fixed in alcohol in order
to be stained by Papanicolaou stain and 6 smears were air-dried
to use Diff-Quick coloration.

Microscopy showed a seroproteinaceous background with
abundant big sized cellularity, round centrally located nuclei
with non-prominent nucleolus and finely granular chromatin.
Cytoplasm was abundant, pale and foamy with ill-defined bor-
ders, vacuolated and containing several bluish granules. Cells
were placed in quite compact groups as bidimensional layers,
occasionally displaying an acinar pattern. Another cellularity
was observed, composed of smaller cells, with scant cytoplasm
and centrally located round to oval nucleus.

Cytological image was concordant with pathology of the serous
type acinar cells, being probably malignant (figure 2); thus it
was proposed to analyze DNA by means of image cytometry
over cytological samples. A new FNA was practiced to obtain
more cellular material allowing the cytometry; in this sense
samples were fixed in methilic alcohol 99° and stained with
Gill’s Haematoxiline.

TEXCAN software and a black and white video camera con-
nected to microscope were used to assess the most important
factors, such as ploidy, S-phase fraction and 5c exceeding rate
(aneuploidy). The histogram obtained revealed a euploidy line
without S-phase activity and absence of cells above 5c, thus,
classified as low grade of aggressivity (type I histogram) accor-
ding to Azua classification for image cytometry.

Radical surgery was precluded, resecting parotid gland without
cervical lymphadenectomy and conservative of facial nerve.
Macroscopically it is seen a polilobulated white mass, weighting
12 grams and measuring 8x4x3 cm. On sectioning appeared a
nodule 1,5 cm of size respecting surgery sides. Surgical speci-
men was sampled, included in paraffin and finally stained with
conventional haematoxilyn-eosin.

Histopathological study revealed a microcystic and solid neo-
plasm, confined, mainly composed of acinar cells that did not go
beyond the capsule. Microcystic spaces were formed by dilated
lumen lined by ductal cells and occasionally acinar cells (figure
3). Acinar cells showed serous secretion proved by PAS stain
that highlights intra-cytoplasmatic zimogen granules as well
as intracystic eosinophilic secretion. Neoplasm did not affect
surgery limits neither showed vascular nor nerve invasion.
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y el indice prondstico citométrico de bajo grado, se realiza
intervencién quirdrgica conservadora, con exéresis de la glan-
dula pardtida sin vaciamiento cervical y conservando el nervio
facial.

Macroscépicamente nos encontramos con una pieza blanque-
cina, de morfologia polilobulada, con un peso de 12 gramos
y unas medidas totales de 8 x 4 x 3 cm. Al corte se evidencia
una lesién nodular de 1,5 cm que no desborda los extremos de
reseccion quirdrgicos, aparentemente no quistificada. Se realizan
multiples secciones paralelas de la muestra, que se incluyen en
parafina para después tefiir los cortes con hematoxilina-eosina
convencional. El estudio histopatolégico evidencia una neo-
formacién microquistica y sé6lida, bien circunscrita, compuesta
fundamentalmente por células acinares que no desbordan la
céapsula glandular. Los muiltiples espacios quisticos de muy
pequeiia talla, dispersos entre las sdbanas sélidas se forman
por luces dilatadas tapizadas por c€lulas ductales intercaladas,
aunque las células acinares también participan ocasionalmente
(figura 3). Las cé€lulas acinares son de secrecion serosa, como
se demuestra con la tincién de PAS (periodic acid Schiff) que
pone de relieve los granulos de zimdgeno intracitoplasmaticos
asi como la secrecién eosinéfila intraquistica. La neoplasia
respeta los extremos de reseccién y no se evidencia infiltracién
vascular ni nerviosa.

El diagnéstico definitivo es, por tanto, Carcinoma de Células
Acinares de bajo grado, bien delimitado, sin invasion de extre-
mos quirirgicos.

Fig. 1. TAC que muestra imagen no infiltrante, sugestiva de tumor de bajo grado
en drea preauricular derecha.

CT showing a non infiltrative image in the right preauricular area, suggestive
of a low grade of malignancy tumor.

DISCUSION

El adenocarcinoma de células acinares es una neoplasia maligna
epitelial en la que las células neopldsicas muestran diferencia-
cién acinar. Si bien es cierto que en las glandulas salivares existen
dos tipos de células acinares, serosas y mucosas, se acepta que
el término adenocarcinoma de células acinares se refiere espe-
cificamente a las de tipo seroso, caracterizadas por la presencia
de granulos citoplasmaticos secretorios de zimdgeno. En la cla-
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Definitive diagnosis was: non-invasive Low Grade Acinar Cell
Carcinoma.

DISCUSSION

Acinar cell carcinoma is a malignant epithelial neoplasm in whi-
ch neoplastic cells show acinar differentiation. Although salivary
glands have two types of acinar cells, serous and mucinous, it
is widely accepted that the term acinar cell carcinoma it is used
for serous type. In the 1991 WHO reviewed classification of
salivary gland tumors this entity is renamed as carcinoma, since
until then it was called acinar cell tumor.

Fig. 2. Citologia por PAAF con presencia de células acinares agrupadas. Diff-
Quick x 40.
FNA cytology displaying clusters of acinar cells. Diff-Quick x 40

Fig. 3. Seccion histolégica que muestra una neoplasia de patrén cordonal y
microquistica a expensas de células acinares. Hematoxilina-eosina x 20.
Histological section featuring a microcystic and cordonal neoplasm composed
of acinar cells. Hematoxilyn-eosin x 20.
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sificacion revisada de los tumores de glandula salivar publicada
por la OMS en 1991 (1) se redefine esta entidad aplicandole el
nombre actual de carcinoma, pues hasta entonces se conocia
como tumor de células acinares. Esta definicién atendia al bajo
potencial de agresividad demostrado y a que habitualmente no
se evidencian criterios de malignidad en el estudio histolégico,
no obstante, desde 1950 (2) se conoce su comportamiento biol6-
gico, con posibilidad de recidiva y metastasis, incluso evolucién
terminal en algunos pacientes. Esta dificultad en alcanzar un
diagndstico objetivo y ajustado a la realidad biolégica del tumor
hizo que se desarrollaran diferentes técnicas diagndsticas en la
década de los 90 (3-7), entre las que se incluyen marcadores
inmunohistoquimicos de proliferacién — p53, Ki67-, microscopia
electrénica y determinacion de ADN y parametros relacionados
con la citometria de flujo e imagen.

En algunas series (8) de casos el adenocarcinoma de células
acinares representa el tercer tumor epitelial maligno salivar por
detras del carcinoma mucoepidermoide y el adenocarcinoma, sin
embargo, en nuestra serie (9) estaria por detrds del carcinoma
escamoso, en frecuencia absoluta, y practicamente menos fre-
cuente si consideramos los casos diagnosticados por PAAF. En
general la media de aparicién estaria en, aproximadamente, un
10% de todos los tumores epiteliales de glandula salivar.

Se localiza de manera casi exclusiva en parétida, con un ratio
mujer/hombre de 3 a 2, sin predileccién por razas y un rango
de edad desde nifios a ancianos, con una edad media de 44
afios (8).

Clinicamente se caracteriza por un lento crecimiento en forma de
una masa levemente dolorosa en la regién parotidea. El nervio
facial se ve afectado en 5-10% de los pacientes.

El protocolo de diagndstico mds aceptado (10, 11) es la com-
binacién de pruebas de imagen, habitualmente ecografia, con
la realizacién de PAAF, que ademads de ser una prueba relativa-
mente poco agresiva, obtiene una alta fiabilidad diagnéstica en
un intervalo de tiempo muy corto, pudiendo dar el diagnéstico
en menos de una hora (12), con lo que se disminuye notable-
mente el tiempo de espera quirdrgico y se evita la angustia de
los pacientes.

Nuestro grupo de trabajo posee una amplia experiencia (13,14)
en el manejo de la citometria estatica, es por ello que nos in-
clinamos por su aplicacién en este caso, a pesar de que la bi-
bliografia respecto al uso de esta técnica en glandula salivar es
contradictoria, sin alcanzar consenso sobre su representatividad.
Mientras que para algunos autores (3,4) no influye en el pronds-
tico, otros (15-17), entre los que nos incluimos, consideran que
la cuantificacién de ADN por citometria en tumores de glandula
salivar es una herramienta muy ttil a la hora de predecir la evo-
lucién neoplasica. Revisando la literatura médica (3-7, 15-17)
encontramos que la mayoria de carcinomas de células acinares
mostraban una ploidia normal (2c) o casi normal, con escasa o
nula actividad de fase S, mostrando una buena correlacion con la
supervivencia, mayor de 15 afios tras el diagndstico. Parece que
los casos en los que existe discordancia citometria/supervivencia
estan mas relacionados con factores extrinsecos, como exéresis
insuficiente, mal estado general del paciente o enfermedad in-
tercurrente no relacionada.

El caso que presentamos, demostré una ploidia dentro de la
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This definition attended to the low potential of malignization
and that it is infrequent to find histologic features of malignancy,
nevertheless, since 1950 (2) its biological behavior is known,
with capability to metastasize and recurrence, even with fatal
evolution. This difficulty in achieving an accurate diagnosis
lead the development of several diagnostic techniques in the
907s (3-7), including immunohistochemical proliferation mar-
kers —p53, Ki67- electron microscopy and DNA assessment by
flow or static cytometry.

Some series (8) defend that that this tumor represents the third
malignant epithelial tumor of the salivary glands, behind mu-
coepidermoid carcinoma and adenocarcinoma NOS, although
our experience (9) places it after squamous carcinoma. Its ove-
rall media could be around 10% of all salivary gland epithelial
tumors.

It is located almost exclusively in the parotid, male gender
predilection 3:2, no race differences and median age of 44-
years-old. (8)

Clinically it is characterized by a slow growing painful mass,
in the parotid region. Facial nerve is affected in up to 5-10%
patients.

The diagnostic guideline (10-11) is based on the combination
of image methods, ultrasonography, and performance of FNA,
which is a not really aggressive technique which yields highly
sensitive diagnosis in a very short lapse of time, even less than
one hour (12) reducing the surgical delay and the patients an-
guish.

Our study group has a wide experience (13-14) in the use of
image cytometry, that is why we prefer this method in spite
of the lack of consensus showed in the current bibliography.
While some authors (3,4) did not find relationship to prognosis,
others (15-17) including us believe that DNA quantification by
image cytometry in salivary gland tumors is a very reliable tool
in order to predict a possible neoplastic evolution. Reviewing
scientific literature (3-7, 15-17) it is found out that the majority
of acinar cell carcinomas were euploid (2c¢) or near-diploid,
with absence or very low S-phase activity, showing high rates of
correlation with survival (higher than 15 years after diagnosis).
It seems that in cases in which discordance were found between
cytometry/survival, this one was more related to extrinsic factors,
such as inadequate treatment, poor clinical condition or different
intercurrent illness.

The present case showed a normal ploidy, remaining the other
molecular parameters within normal limits, which fits perfectly
with lack of malignant features in the histological study.

At the present time patient remains alive, asymptomatic and free
of residual disease, nevertheless it’s been only one year since the
surgical excision and it seems obligatory a close follow-up.

In conclusion, we believe that performing fine needle aspiration
cytology and posterior DNA quantification by image cytome-
try becomes the optimum diagnostic method for salivary gland
tumors. Thanks to this protocol one might know in advance the
neoplasm behavior, and therefore adapt the treatment to the
biological reality of the tumor.
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normalidad, siendo el resto de los pardmetros moleculares nor-
males también, lo que coincide perfectamente con la imagen
histolégica, en la que no aparecen signos de agresividad, es decir,
no hay invasién vascular ni perineural, no desborda la cdpsula
en ningln punto ni metastatiza en ganglios regionales.

En el momento actual el paciente se encuentra asintoméatico y
libre de enfermedad residual, si bien tan solo ha transcurrido
un afio desde la intervencién y es obligatorio proseguir con un
control estricto.

En conclusidén, consideramos que la realizacién de puncion
aspiracién con aguja fina y posterior cuantificacién de ADN
por citometria de imagen resultan el método 6ptimo de diag-
néstico en el caso de tumoraciones de glandula salivar. Gracias
a esta técnica conocemos de antemano el comportamiento de
la neoplasia y, por tanto, se puede adecuar el tratamiento a la
realidad biol6gica del tumor.
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