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RESUMEN: El estroma juega un rol importante en los procesos tumorales de invasion y metastasis. Las fibras de
colageno tipo | son el principal componente estructural del estroma en distintos tumores. Sin embargo, hay muy pocos
estudios en los tumores de glandulas salivales. Basandonos en estos antecedentes el objetivo de la presente comunicacion
fue estudiar las caracteristicas del colageno con Picrosirius red/polarizacién en tumores benignos y malignos de glandulas
salivales para evaluar su posible rol en los mecanismos de progresion tumoral. Cortes histoldgicos de adenoma pleomorfico,
carcinoma adenoide quistico y carcinoma epitelial mioepitelial se colorearon con H/E y Picrosirius red y se examinaron con
microscopio de polarizacion. La birrefringencia del coldgeno con Picrosirius/polarizacion resulté diferente en el estroma de
los tumores malignos (carcinoma adenoide quistico y carcinoma epitelial mioepitelial), con predominio de colageno |, en
comparacion con el tumor benigno (adenoma pleomorfico), con predominio de colageno lll. El diferente perfil de coloracion
en las fibras colagenas producidas en el estroma de los tumores analizados podria relacionarse con diferentes mecanismos
de expansion tumoral, los que fueron poco estudiados en los tumores de glandulas salivales. Mas estudios son necesarios
para obtener resultados mas concluyentes que contribuyan al diagndstico, prondstico y tratamiento.

PALABRAS CLAVE: glandulas salivales, tumores, colageno, picrosirius, polarizacién, birrefringencia.

INTRODUCCION

Vistas al microscopio 6ptico, las fibras de
colageno presentan acidofilia con H/E; se colorean de
azul con la técnica tricrdmica de Masson y de verde
con la técnica tricromica de Mallory (Samar et al., 2004).
Pero estos métodos tintoriales no diferencian los distin-
tos tipos de colageno. Por el contrario, la tincion con
Picrosirius red y su posterior analisis con microscopia
de polarizacion nos posibilita demostrar selectivamente
diferentes tipos de colageno (Aparna & Charu, 2010;
Coleman, 2011).

Junqueira et al. (1978, 1979) y Montes &
Junqueira (1991) relatan en sus trabajos de referencia
que el estudio de la biopatologia del colageno tuvo un
significativo avance con las técnicas de
inmunohistoquimica y Picrosirius red-polarizacion.

Con Picrosirius red/polarizacion, las fibras de
colageno | y lll muestran birrefringencia debido a que
sus unidades submicroscopicas se orientan en direc-
cion al eje de la fibra (Lopez-Minguez et al., 2006).

Por otro lado, el adenoma pleomérfico, el carci-
noma epitelial mioepitelial y el carcinoma adenoide
quistico son tumores de las glandulas salivales forma-
dos por células epiteliales ductales y mioepiteliales
acompanadas de produccion de estroma (colageno,
proteoglucanos, glucoproteinas, etc) por parte de es-
tas Gltima células (Avila et al., 2008; Ellis & Auclair,
2008; Samar et al., 2009; Samar et al., 2010a, b).

Actualmente, hay un creciente interés en rela-
cion a los componentes del estroma y su papel en la
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amplificacion o inhibicién de la proliferacion celular (De
Weber & Mareel, 2003; Kakkad et al., 2010).

El estroma juega un rol importante en los pro-
cesos tumorales de invasion y metastasis. Las fibras
de colageno Tipo | son el principal componente es-
tructural del estroma en distintos tumores, como los
que se desarrollan en mamay préstata (Kakkad et al.).

Sin embargo, hay muy pocos estudios sobre el
estroma y colagenos en los tumores de glandulas
salivales, que corresponden a menos del 2% de todas
las neoplasias humanas (Samar et al., 2009). En rela-
cién al colageno presente en estos tumores y estudiado
con Picrosirius, hemos encontrado en las bases consul-
tadas (PUBMED, SCOPUS, LILACS) sélo un trabajo,
realizado por Allon et al. (2006). Estos autores estudia-
ron las diferencias estromales del colageno en un grupo
de tumores salivales con similar histopatogénesis y di-
ferente comportamiento bioldgico para evaluar su posi-
ble aplicacion como herramienta diagndstica.

Basandonos en estos antecedentes el objetivo
de la presente comunicacion fue estudiar las caracte-
risticas del colageno con Picrosirius red/polarizacion
en los tumores benignos y malignos mencionados an-
teriormente, para evaluar su posible rol en los meca-
nismos de progresion tumoral.

MATERIAL Y METODO

Se analizaron los siguientes tumores epiteliales
benignos y malignos de glandulas salivales humanas
con diferenciacion mioepitelial (Tabla I). Los casos, per-
tenecientes al archivo de la Fundacién para la Educa-
cion, Investigacion y Prevencion en Cabeza y Cuello
(FUNDACYC), Coérdoba, Argentina, fueron reevaluados
confirmandose los diagndsticos.

Los adenomas pleomoérficos se clasificaron en
celular y mixoide segun Ellis & Auclair. Los casos de
carcinoma adenoide quistico se clasificaron en Gra-
dos I, Il o Il siguiendo los criterios histopatolégicos
establecidos por Seifert & Sobin (1991).

Cortes histolégicos de 5 um de espesor de
biopsias incluidas en parafina se colorearon con H/E
como protocolo de rutina y con la tincion histoquimica
modificada de Picrosirius red (Sirius red F3B o Rojo
directo 80, Aldrich) (Samar et al., 2004; Borges et al.,
2007; Aparna & Charu).

Los cortes coloreados con Picrosirius se exa-
minaron con microscopio de polarizacién NIKON
ECLIPSE LV 100POL. La observacion de las fibras
colagenas con este método permite diferenciar
colageno Tipo | (birrefringencia naranja amarillenta a
naranjay rojo) y Tipo Il (birrefringencia verde o verdo-
so amarillenta).

RESULTADOS

A- Hematoxilina/Eosina

Adenoma pleomorfico: en cortes histoldgicos de este
tumor benigno observamos una apariencia histologica
polimorfa, con células ductales y mioepiteliales orde-
nadas en nidos sélidos, conductos y laminas, coexis-
tiendo con areas estromales hialinizadas, condroides
y mixoides. Las zonas mixoides se caracterizaban por
presentar una abundante acumulacién de
glucosaminoglucanos en tanto que las caracteristicas
de las zonas condroides eran las de un tejido
cartilaginoso hialino atipico. Sobre la base de su apa-
riencia histologica clasificamos los casos analizados
en tipo celular (n=2) y mixoide (n=3) en relacion al pre-
dominio del componente epitelial o de los elementos
mixoides o mucocondroides (Fig. 1A'y B).

Carcinoma adenoide quistico: los casos de este
tumor maligno presentaron células epiteliales y
mioepiteliales ordenadas en estructuras cribiformes,
ductales y solidas en proporcién variable. EI compo-
nente cribiforme estaba constituido por espacios se-
mejantes a estructuras quisticas, rodeados por célu-
las tumorales que se continuaban con el estroma
neoplasico (Fig 2A). En el componente tubular predo-
minaban las estructuras epiteliales tumorales de as-
pecto ductal (Fig 2B). Cordones densamente celula-

Tabla I. Tipos de tumores epiteliales benignos y malignos de glandulas salivales humanas con diferencia-
cion mioepitelial analizados y su localizacion respectiva.

Tumor

Localizacion

Adenoma pleomorfico (n=5)
Carcinoma adenoide quistico (n=5)
Carcinoma adenoide quistico (n=5)
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Parétida (n=2), submaxilar (n=2), mejilla (n=1)
Paladar (n=3), encia (n=1), parétida (n=1)
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Fig. 1. Adenoma pleomorfico. A. Adenoma pleomorfico tipo

mixoide. H/E. 400x. B. Adenoma pleomorfico tipo celular. H/
E. 200x.

res de tamano variable constituian el componente s6-
lido (Fig 2C). Tres casos correspondieron a carcinoma
adenoide quistico grado Il 'y 2 a grado lll, segun la
clasificacion de Seifert & Sobert.

Carcinoma epitelial mioepitelial: en el caso es-
tudiado se observaron formaciones ductales, algunas
con apariencia quistica, delimitadas por una doble capa
celular, epitelial interna y mioepitelial externa (Fig. 3).

B- Picrosirius red:

a- Sin polarizacién: el estroma de todos los tumores
analizados se colored de una tonalidad rojiza, no pu-
diéndose diferenciar colageno | y Il (Figs. 4A, 5A 'y
6A).

b- Con polarizacién: Adenoma pleomoérfico: en el
estroma se demostro la presencia de abundantes fi-
bras colagenas Tipo Il con un rango verde-amarillo
verdoso, y escaso colageno | naranja rojizo dentro de
las areas condromixoides y en la matriz vecina al com-
ponente celular. Las fibras colagenas Tipo Il se agru-
paban en haces entrelazados (Fig. 4B).

Fig. 2. Carcinoma adenoide quistico. A. Componente quistico.
H/E. 400x. B. Componente tubular. H/E. 400x. C. Compo-
nente solido. H/E. 400x.

Fig. 3. Carcinoma epitelial mioepitelial. H/E. 400x.
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Fig. 4. Adenoma pleomorfico tipo mixoide. A. Tejido mixocondroide. Picrosirius red/sin polarizacion. 400x. B. Tejido
mixocondroide. Picrosirius red/polarizacién. 400x.

Carcinoma adenoide quistico: en los componentes Carcinoma epitelial mioepitelial: la matriz extracelular
solido, tubular y cribiforme habia un franco predomi- mostro birrefringencia naranja y rojiza debido a la pre-
nio de colageno Tipo I, con birrefringencia naranjay  sencia de colageno Tipo |, con escasas areas de
rojiza. Las fibras se distribuian en haces arremolina-  birrefringencia verde-amarillo verdoso (colageno 1)
dos (Fig. 5B). (Fig. 6B).

" ~ 3 » Ty \"B

Fig. 5. Carcinoma adenoide quistico. A. Picrosirius red/sin  Fig. 6. Carcinoma epitelial/mioepitelial. A. Picrosirius red/sin
polarizacion. 400x. B- Picrosirius red/con polarizacion. 400x.  polarizacion. 400x. B. Picrosirius red/con polarizacion. 400x.
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DISCUSION

Si comparamos la cantidad de estroma observa-
mos que difiere de un tipo de tumor salival a otro e inclu-
so dentro de un mismo tipo de tumor de acuerdo a su
subtipo histoldgico, por ejemplo el adenoma pleomarfico
en sus variedades celular y mixoide (De Weber & Mareel).

Por otra parte, en el perfil de colores del colageno
observado con Picrosirius/polarizacion, el patron resul-
t6 diferente en el estroma de los tumores malignos (car-
cinoma adenoide quistico y carcinoma epitelial
mioepitelial) en comparacion con el tumor benigno
(adenoma pleomorfico). Tanto en el carcinoma adenoide
quistico como en el carcinoma epitelial mioepitelial fue
evidente el predominio de la birrefringencia naranja y
rojiza (colageno Tipo I) sobre la verde y verdoso amari-
llenta (colageno Tipo ).

Koening et al. (2006) demostraron que el
colageno Tipo | reduce la adhesion celular y aumenta
la proliferaciéon tumoral en el cancer pancreatico.

Similares resultados fueron reportados por
Araujo et al. (2009) en el carcinoma ex - adenoma
pleomorfico de glandulas salivales, Li et al. (2010) en
el carcinoma gastrico y Cheng & Leung (2011) en can-
cer de prostata y ovario.

Sin embargo, Allon et al. describieron resulta-
dos diferentes a los nuestros, con una alta prevalen-

cia de birrefringencia verde-amarilla en el carcinoma
adenoide quistico y el adenocarcinoma polimorfo de
bajo grado y amarillo-naranja en el adenoma
pleomérfico. Estos autores sugieren que las fibras
colagenas estaban laxamente empaquetadas en los
tumores salivales mas agresivos, compuestas proba-
blemente por colageno lll, intermedio o colageno pa-
tolégico, lo que facilitaria la invasion a tejidos adya-
centes y el desarrollo de metastasis.

Por el contrario, nuestros resultados prelimina-
res acuerdan con investigadores que asocian la pre-
sencia de colageno Tipo | con el comportamiento in-
vasor de las células epiteliales tumorales ya que en
los tumores malignos estudiados demostramos con
Picrosirius red /polarizaciéon una birrefringencia mas
alta, caracteristica del colageno Tipo .

El diferente perfil de coloracién en las fibras
colagenas producidas en el estroma de los tumores
benignos y malignos analizados podria estar relacio-
nado con diferentes mecanismos de expansién
tumoral, los que fueron poco estudiados en los tumo-
res de glandulas salivales.

Més estudios de casos y su control clinico y
epidemiolégico son necesarios para obtener resulta-
dos mas concluyentes que contribuyan al diagnostico,
prondstico y tratamiento.

SAMAR, M. E.; AVILA, R. E.; ASIS, O. G.; FONSECA, |. & CORBALL, A. Identification of type | and Il collagen by picrosirius red/
polarization of tumoral salivary stroma. Int. J. Odontostomat., 6(1):59-64, 2012.

ABSTRACT: The stroma plays an important rol in tumoral invasion and metastasis. Type | collagen is the main structural component

of the stroma in several tumors. However, there are few studies on salivary gland tumors. Based on this background the objective of the
present communication was to study collagen characteristics with picrosirius red/polarization on malignant and benign tumors of salivary
glands to evaluate its posible rol in the tumoral progression mechanism. Histological sections of pleomorphic adenoma, adenoid cystic
carcinoma and epithelial/myoepithelial carcinoma were stained with H/E and picrosirius red and were studied with polarization microscope.
Collagen birefringence with Picrosirius/polarization was different in the malignant tumor stroma (adenoid cystic carcinoma and epithelial-
myoepithelial carcinoma), with predominance of type | collagen, compared with a benign tumor (pleomorphic adenoma), with predominance
of type lll collagen. The different staining profile in collagen fibers produced in the benign and malignant stroma tumors analized could be
related with different tumoral expansion mechanism, which were scarce studied on the salivary glands tumors. More studies are needed to
obtain more conclusive results to contribute to diagnosis, prognosis and treatment.

KEY WORDS: salivary glands, tumors, collagen, picrosirius, polarization, birefringence.
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