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Resumen

Introduccion: Diversos autores analizaron el estroma y su papel en la estimulacion
o inhibicién de la progresion tumoral en diferentes tipos de canceres. Observaron
que el colageno Tipo I reduce la adhesion celular y aumenta la proliferacion en
algunos canceres.

Objetivo: Mostrar nuestra experiencia en el estudio del estroma del carcinoma
epitelial/mioepitelial (CEP) de pardétida con H/E Y (yellow) y Picrosirius red observado
con microscopios foténico, confocal de barrido y de polarizaciéon para determinar el

tipo de colageno y sus implicancias tumorales.
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Material y métodos: Cortes histolégicos de CEP de parétida se colorearon con H/E
Y y con la tincién de Picrosirius red y analizaron con microscopios fotdnico, confocal y
de polarizacion.

Resultados y discusion: En cortes coloreados con H/E Y se observd un estroma
con colageno eosinofilico. Con microscopio confocal el coldgeno presentd intensa
fluorescencia roja. Con polarizacion el estroma tenia birrefringencia naranja y rojiza
debida a colageno Tipo I.

Conclusiones: La combinacién de los tres microscopios permite identificar colageno
I y III en tumores salivales benignos y malignos.

En el CEP predomina el coldgeno I, propio de las neoplasias malignas.

Si bien su grado de malignidad es bajo, se debe controlar a los pacientes por

recurrencias y metastasis.

Introduccion

El carcinoma epitelial/mioepitelial de glandulas salivales es un raro tumor epitelial
maligno bifasico de bajo grado. Su estructura histolégica muestra formaciones
ductales revestidas por una doble capa de células, una interna de epiteliocitos y una
externa de mioepiteliocitos. La variante doble claro se caracteriza por la presencia de
mioepiteliocitos claros luminales y adluminales. Estas estructuras ductales estan
delimitadas por un estroma de tejido conectivo denso (1).

En el terreno de la tumorigénesis, diferentes autores analizaron el estroma y su
papel en la estimulacion o inhibicion de la progresién tumoral en diferentes tipos de
canceres como los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (34-35).
Cambios en la composicion y estructura de las proteinas de la matriz extracelular y
receptores de la superficie celular se asocian con adhesién disfuncional vy
comportamiento invasivo de las células tumorales (37). Koening et al (38)
demostraron que el coldgeno Tipo I reduce la adhesién celular y aumenta la
proliferacién tumoral en el cancer pancredtico. Similares resultados fueron
reportados por Araujo et al (39) en el carcinoma-ex adenoma pleomorfico de
glandulas salivales.

Sin embargo, el estroma ha sido escasamente investigado en la patologia tumoral de
las glandulas salivales humanas.

En trabajos previos nosotros examinamos con microscopia de polarizacion cortes

histoldgicos de tumores salivales benignos y malignos coloreados con Picrosirius red,



lo que nos permitié demostrar las diferencias en la producciéon de colageno Tipo Iy
ITI entre los diferentes tumores. La birrefringencia del colageno resulté diferente en
el estroma de los tumores malignos, con predominio de colageno I, en comparacion
con el estroma de los benignos, con predominio de colageno III (42-44).

Por otro lado, basandonos en la propiedad autofluorescente de la Eosina Y (yellow),
que permite identificar con el microscopio laser confocal estructuras eosinofilicas que
a veces son poco Vvisibles al microscopio fotdnico, analizamos con microscopia
fotdnica y laser confocal de barrido el estroma de este tumor para demostrar el valor

de la fluorescencia emitida por la Eosina Y (yellow) en su descripcion estructural. (6,

*)

Objetivos

El objetivo del presente trabajo fue mostrar nuestra experiencia en el estudio del
estroma de dos casos de carcinoma epitelial/mioepitelial de glandulas salivales con
las tinciones de H/E Y (yellow) y Picrosirius red en cortes histoldgicos observados con
microscopios foténico, laser confocal de barrido y de polarizacidon para determinar la

presencia y tipo de coldgeno y sus implicancias tumorales.

Materiales y métodos

Cortes histoléogicos de 5 pm de espesor de dos casos de carcinoma
epitelial/mioepitelial de glandula pardétida, uno de ellos variante doble claro, incluidos
en parafinas se colorearon con H/E Y (yellow) como protocolo de rutina y con la
tincion modificada de Picrosirius red. Las imagenes de las preparaciones histoldgicas
coloreadas con H/E Y (yellow) fueron obtenidas por medio de un microscopio 6ptico
de campo claro o foténico y un microscopio laser confocal. Este microscopio combina
partes de un microscopio Optico, al que se adapta un equipo fluorescente, con un
sistema de barrido en el que se utiliza un rayo laser. Por medio de una computadora
se registran los datos y se obtiene asi una “seccion Optica” muy delgada, que
aparece como una imagen bidimensional en un monitor de alta resolucion. Este
microscopio detecta compuestos autofluorescentes o inmunomarcados. En la
presente investigacidon se utilizd el microscopio confocal espectral FV1000 (Olympus,
Japan) perteneciente al Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Coérdoba
(CIQUIBIC), configurado para la adquisicién de la fluorescencia naranja/roja de la

Eosina obtenida entre los 555 a los 655 nm. La eosina fue excitada a 543 nm




empleando el laser gaseoso de He-Ne. Las imagenes de 1024x1024 pixeles fueron
obtenidas con las lentes objetivo de 20 y 60X PLAPON con una resolucién del pixel
representando unos 100nm de la muestra y una velocidad de barrido de 10pus/pixel.
El mismo laser fue utilizado para adquirir la imagen de transmision del mismo campo
de la imagen de fluorescencia.

Los cortes histoldégicos coloreados con Picrosirius red se observaron con el
microscopio de polarizacién NIKON ECLIPSE LV 100POL de la Universidad Nacional
de Rio Cuarto, Coérdoba, para diferenciar colageno Tipo I (birrefringencia naranja
amarillento o naranja y rojo) del colageno Tipo III (birrefringencia verde o amarillo

verdoso) en el estroma neoplasico (Coleman).

Resultados y discusion

Microscopia fotdnica:

Caso 1: El tumor mostré un patréon multinodular con nidos tumorales constituidos por
estructuras tubulares delimitadas por células acidofilas luminales cuboideas y células claras
adluminales (Figura 1).

Caso 2: Se identifico una variante doble claro com mioepiteliocitos claros luminales y
adluminales.

En cortes coloreados con H/E Y (yellow) se observd en los dos casos un estroma con
predominio de colageno de apetencia tintorial eosinofilica.

Microscopia laser confocal: A diferencia de las imagenes observadas con el
microscopio fotdnico, con H/E Y (yellow) se identificaron estructuras con una intensa
fluorescencia roja, correspondientes al componente colageno de la matriz
extracelular (Figura 2).

Microscopia de polarizacion: la matriz extracelular mostrd birrefringencia naranja y
rojiza indicativa de la presencia de colageno Tipo I (Figura 3).

Con técnicas de rutina como H/E, tricrdmico de Masson o tricrémico de Mallory entre
otros no se puede demostrar selectivamente los distintos tipos de colageno (Aparma
y Charu 2010, Coleman 2011).

Las preparaciones histoldgicas de este trabajo, coloreadas con H/E Y (yellow), se
estudiaron con microscopio 6ptico fotdnico y microscopio laser confocal. En las
imagenes histolégicas observadas en el microscopio fotdnico pueden aparecer por
debajo y por arriba del plano del foco, estructuras desenfocadas cuyos contornos

interfieren con la imagen obtenida. El microscopio confocal nos permite eliminar a



través de uno de sus diafragmas la luz que proviene de los planos superior e inferior,
aumentando la claridad y definicion de la imagen, con una resolucion 30% superior a
la del microscopio comun.

Ademas, el estudio de la biopatologia del coldgeno logrdé un avance significativo con
las técnicas de Picrosiriu red, como informan Junqueira et al (1978, 1979). Con
Picrosirius red/polarizacién, el colageno Tipo I y III muestra birrefringencia debido a

que sus unidades submicroscdpicas se orientan en direccién al eje de la fibra.

Conclusiones

La combinaciéon de la microscopia fotdnica, confocal y de polarizacion permiten
identificar con precisién el colageno Tipo I y III en el estroma de los tumores
salivales benignos y malignos.

El tumor maligno analizado en este trabajo presenta un estroma con predominio de
colageno Tipo I, propio de las neoplasias malignas.

Si bien se considera que el carcinoma epitelial/mioepitelial es un tumor de bajo
grado de malignidad se debe realizar el seguimiento de los pacientes ya que se

informaron casos de recurrencias y metastasis.
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Figura 1: Carcinoma epitelial/mioepitelial
de glandula parétida. Microscopia de
campo claro o foténica. Se observa el
coldgeno eosinofilico entre las estructuras
ductales Tinciéon H/E Y (yellow). 100x.

Figura 2: Carcinoma epitelial/mioepitelial de glandula parétida. Se observa el
estroma coldgeno con intensa fluorescencia roja. Microscopio laser de barrido
confocal. Tincidon H/E. Imagen A: Superposicidon de la imagen de transmision y de
la imagen de fluorescencia. B: Imagen de fluorescencia. Tincion H/E Y (yellow).
400x.




Figura 3: Carcinoma epitelial/mioepitelial de glandula parétida. Se observa el
estroma colageno de Tipo I. Microscopio de luz polarizada. Tincién Picrosirius red.



