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I. RESUMEN

INTRODUCCION. Las glandulas salivales son importantes en la cavidad oral,
estan formadas por numerosas unidades secretoras individuales que drenan por
un sistema de conductos que se conectan con el conducto excretor principal que
desemboca a la cavidad oral. Por lo anterior, es necesario conocer los cambios
histol6gicos que se generan durante las etapas de formacion de la glandula
submandibular (GSM), comprender los cambios histolégicos, y las funciones que

llevan a cabo las glandulas salivales.

OBJETIVOS. Establecer la presencia del factor de crecimiento epidérmico (por
sus siglas en inglés EGF, epidermal growth factor) y del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés EGFR, epidermal growth factor
receptor) en las estructuras de las GSM en las diferentes etapas del desarrollo y
correlacionarlas con el dia de observacion. Establecer las estructuras histolégicas
que poseen las glandulas submandibulares en los dias 1, 5, 10, 16 y 18 del

desarrollo posnatal.

METODOLOGIA. Estudio: Experimental, transversal y descriptivo. Se aparearon
ratas Wistar hembras (1/1), se sacrificaron los productos en los dias 1, 5, 10, 16 y
18 postnatales, se separé la cabeza del cuerpo y se realiz6 un corte longitudinal
céfalo-caudal, para conservar la glandula y se fij6 en paraformaldehido al 4%. Se
disecé la glandula submandibular y se fij6. Las muestras se procesaron y tifieron
con H&E. La inmunohistoquimica fue Avidin-Biotin Estreptavidina con los factores
EGF y EGFR (Santa Cruz). Para identificar el factor y el receptor se realizé la
recuperacion antigénica, se elimin6 la peroxidasa tisular, se revelé con DAB, la
contratincion y el montaje de los tejidos. Se realiz6 densidad éptica (DO) con

gama de grises para determinar niveles de respuesta.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RESULTADOS. El EGF se presentd en los dias 1, 5, 10, 16 y 18, aumentando la
DO en todos los dias de desarrollo. EGFR también se present en los dias 1, 5,
10, 16 y 18 pero con menor DO que con el factor en todos los dias de desarrollo

postnatal.

CONCLUSION. Hubo mayor inmunoexpresiéon con EGF que con EGFR en el
modelo experimental en todos los dias de desarrollo glandular, ya que dicho factor
tiene una accién directa en el crecimiento y desarrollo de los acinos de la glandula
submandibular y el EGF esta involucrado en la renovacién del epitelio y el correcto
funcionamiento de las estructuras de la cavidad bucal, por o que se encuentra con

mayor expresion en los ultimos dias de desarrollo glandular.



Il. INTRODUCCION

Las glandulas salivales son 6rganos de gran importancia en la cavidad oral, estan
formadas por un gran numero de unidades secretoras individuales que drenan por
un sistema de conductos hasta el conducto excretor principal y éste hacia la
cavidad oral. Por lo anterior, es importante conocer los diversos cambios
histol6gicos que se generan durante las etapas de formacion de las glandulas
salivales, en concreto con las glandulas submandibulares, para poder comprender
desde un punto de vista histoldgico las diferentes funciones que llevan a cabo, asi

como los procesos patolégicos que se pueden presentar.

Cohen y cols, en 1960, identificaron el factor de crecimiento epidérmico (por sus
siglas en inglés EGF) como un componente activo en la sintesis de la glandula
submandibular de ratones machos que causaron la erupcién precoz de dientes
incisivos y la apertura de los parpados en ratones recién nacidos. En diversos
estudios se ha encontrado que el EGF y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) estimulan la actividad de las células acinares y puede influir

en el desarrollo y diferenciacién de los 6rganos glandulares.

Por lo que en la actualidad dicho estudio ha sido deficiente y surge la necesidad
de realizar una investigacion que nos proporcione mayor informacién acerca de si
el factor y el receptor se localizan en las diversas etapas de desarrollo de la
glandula submandibular, ya que es la unica glandula salival que secreta dichos
factores. El propésito de este trabajo de investigacion es proporcionarle al
profesional la importancia que tiene el EGF en la cavidad bucal, ya que este factor
ademas de estimular el desarrollo de las glandulas salivales tiene la funcion de la
renovacion epitelial para una correcta regeneracion de la mucosa bucal y el buen
funcionamiento de las estructuras de la cavidad bucal. Seleccionando aquellos
hallazgos, histoldgicos y estadisticos que nos proporcionen mayor informacion
acerca si el EGF y EGFR se presentan en el desarrollo y regulan la proliferacion

celular de la glandula submandibular.
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lll. MARCO TEORICO

A. ANTECEDENTES.

Cohen y cols." identificaron el factor de crecimiento epidérmico (EGF) como un
componente activo en el extracto de la glandula submandibular de ratones machos
que causaron la erupcion precoz de dientes incisivos y la apertura de los parpados

en ratones recién nacidos.

Gresik® reportdé que el EGF se encontrd, por medio de la técnica de
inmunohistoquimica, exclusivamente en las células granulares de los tubulos
contorneados de la glandula submandibular en ratones; el cual es sintetizado,
almacenado y secretado por dichas células. La concentracion del factor en la
glandula esta relacionada con el desarrollo y diferenciacion de dichas células.

Carpenter® menciona que la existencia del EGF se definié hace mas de 20 afios,
comprobando que en extractos de las glandula submandibular del ratén
inyectados en animales recién nacidos, inducian la erupcion de los incisivos

gracias a la estimulacion directa del crecimiento epidermal y la queratinizacion.

Arquero* refiere que el EGF fue el primero en descubrirse y se denomina asi
debido a su capacidad de inducir la proliferacién celular en cultivos de células de
la epidermis.

Tucker® sefiala que el EGF tiene efecto en la estimulacién de la ramificacién en la

glandula submandibular de ratones y posee un alto grado de expresion en los
conductos durante su desarrollo.

B. GENERALIDADES.
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Las glandulas son células o conjunto de células cuya funcién principal es la
secrecion; las glandulas salivales son glandulas exocrinas, liberando su producto
de secrecion en la cavidad oral por medio de un sistema de conductos (Fig. 1). Por
el tipo de secrecion y su mecanismo son consideradas de secrecion merdcrina (el

producto de secrecion es liberado sin pérdida de sustancia intercelular).®®

Se clasifican de acuerdo a:
» Su tamano e importancia funcional en: mayores y menores.

> Su secrecion en: serosas, mucosas y mixtas.®®

1. GLANDULAS SALIVALES MAYORES Y MENORES.

1.1 Glandulas salivales mayores.

También conocidas como principales, son las mas voluminosas y se consideran
como verdaderos Organos secretores. Estan representadas por tres pares de
glandulas: glandulas sublinguales (que se localizan profundamente en el tejido
conectivo de la cavidad oral), glandulas parétidas y glandulas submandibulares
(que se ubican fuera de la cavidad bucal y estan relacionadas con la mucosa por

medio de conductos excretores).®®

1.2 Glandulas salivales menores.

Comunmente conocidas como accesorias 0 secundarias, se localizan en la
mucosa y submucosa de los érganos de la cavidad oral; se encuentran en los
labios, meijillas, lengua y paladar y se designan segun sus disposiciones en

labiales, genianas, palatinas y linguales. ®*°
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Fig.1. Porcion terminal de una glandula con las diversas estructuras histolégicas.

2. GLANDULAS SALIVALES SEROSAS, MUCOSAS Y MIXTAS.

2.1. Serosas.

Poseen Unicamente acinos serosos que secretan la saliva fluida con contenido de
ptialina pero sin mucina y a menudo contiene enzimas. En sus terminales el
citoplasma basal es fuertemente basoéfilo, mientras que en su apice es eosindfilo
claro y rara vez con granulos de secrecion visibles, el nucleo redondeado se

localiza en la mitad basal de las células. (Fig. 2)% "'

2.2. Mucosas.

Secretan mucina pura por lo que su producto es muy viscoso, cuya funcién es de
lubricacién y/o protectora. Poseen acinos glandulares mucosos, las células se
encuentran llenas de gotas de mucina con un aspecto claro y vacuolizado; el

nucleo se localiza en la zona basal de las células. (Fig. 2) % "2

2.3. Mixtas.



Contienen acinos serosos y mucosos, la secrecion es viscosa por que contienen
ptialina y mucina. Casi todas sus terminales estan compuestas por células
mucosas, mientras que las pocas células serosas son achatadas y forman
estructuras semilunares llamadas “semilunas de Gianuzzi” (Fig. 2) que liberan su
secrecion por medio de capilares secretores intercelulares entre las células

mucosas. & 1112

Semiluna

Semiluna
serosa

JJJ

Fig. 2. Esquema de los diferentes tipos de acinos.®



C. ANATOMIA DE LA GLANDULA SUBMANDIBULAR.

La glandula submandibular posee forma de garfio, se le compara con un prisma
triangular irregular cuyo eje mayor se encuentra dirigido de atras hacia adelante y
de afuera a dentro, es paralelo al cuerpo de la mandibula y tiene el volumen de
una almendra y el peso oscila entre 8 y 15 gramos. Su coloraciéon es gris
amarillenta en el cadaver y rosado crema en la actividad funcional con secrecion

de tipo seromucosa (mixto)."> '

El brazo mas largo del garfio se dirige directamente hacia delante en el plano
horizontal, por debajo del musculo milohiodeo y por lo tanto es la parte superficial
mas grande de la glandula; se apoya directamente contra una impresion poco
profunda de la cara medial de la mandibula (fosa mandibular), inferior a la linea
milohiodea. El brazo mas pequefio del garfio de la glandula, o parte profunda, da
la vuelta alrededor del brote posterior del musculo milohiodeo para entrar y
colocarse dentro del piso de la cavidad bucal, donde se encuentra lateral a la raiz
de la lengua sobre la superficie lateral del musculo hiogloso. (Fig. 3)"**

1.1 Conducto Submandibular.

Anteriormente conocido como conducto de Wharton, posee de 4 a 5 cm. de
longitud. Se origina por la union de dos conductos colectores procedentes de la
cara profunda de la glandula en la cavidad oral y se dirige hacia adelante para
abrirse por arriba de la papila sublingual. El nervio lingual da vuelta por debajo del
conducto submandibular, cruzando primero la cara lateral y posteriormente la cara
medial del conducto; luego desciende anteromedialmente hacia el piso de la

cavidad bucal y después asciende hasta la lengua. '***
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D. EMBRIOLOGIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES.

Los componentes del epitelio de las glandulas salivales son derivados del epitelio
bucal primitivo. El primer signo del crecimiento glandular es el engrosamiento del
epitelio bucal, adyacente a la condensacion de las células mesenquimatosas; el
crecimiento glandular implica una interaccién del epitelio con el mesénquima
subyacente (interaccidén epitelio-ectomesénquima) para poder formar la parte
funcional de la gldndula ya que regula la iniciacion, el crecimiento del tejido
glandular y la diferenciacién celular. >’

El ectomesénquima se encuentra constituido por células indiferenciadas
pluripotenciales que pueden diferenciarse en células del tejido conjuntivo
(fibroblastos, macrofagos y células cebadas) y la matriz extracelular; la matriz
extracelular proporciona sefales reguladoras para la proliferacién, diferenciacion y
morfogénesis celular, los cuales son procesos indispensables para la formacién de
estructuras. Por lo que proporciona sefiales importantes para la morfogénesis y
diferenciacién del brote glandular, cada una de las glandulas salivales se origina
en un lugar especifico de la mucosa que tapiza el estomodeo. La regién
engrosada del epitelio experimenta un incremento en la proliferaciéon e invade el
mesénquima subyacente en forma de un corddn sélido de epitelio; este corddn

primario sera destinado para ser el conducto excretor principal. 1% '

La parte distal se ramifica para formar las partes del sistema de conductos y las
unidades secretoras terminales; la ramificacién requiere de coordinacién de las
funciones del citoesqueleto y de la matriz extracelular. El desarrollo de nuevos
brotes epiteliales incluye la interaccion de integrinas con sus ligandos de la matriz

extracelular del ectomesénquima.

El proceso de ramificacion requiere de la presencia del mesénquima y de la
membrana basal, por lo que la ramificacion de los cordones epiteliales va
precedida de un incremento de mitosis en los cordones y del engrosamiento de la
lamina basal; estabilizando el epitelio y mantiene e inicia la ramificacién. La lamina

basal (componente de la matriz extracelular) esta constituida por colageno tipo IV,
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heparan sulfato y otros proteoglucanos, la cual regula los cambios morfogenéticos
directamente.> 1% 1°

El proceso de morfogénesis controla la distribucidén organizada y es responsable
de las formas caracteristicas de los tejidos y érganos; el proceso de ramificacion

glandular que ocurre en el desarrollo glandular es un ejemplo de la morfogénesis.

El tejido glandular funcional (parénquima), se desarrolla por la proliferacién del
epitelio bucal que invade el mesénquima subyacente de una forma ordenada. En
el estroma se distribuyen vasos sanguineos y linfaticos, los nervios simpéticos y
parasimpaticos (que regulan la funcion glandular). En diversos estudios se han
demostrado que los nervios se van extendiendo por el estroma glandular en
desarrollo, que es un papel fundamental en la diferenciacion funcional del
parénquima salival. Se han encontrado haces nerviosos en la proximidad del

primordio glandular. > 1%

Los diversos procesos de transformacién que se generan en el parénquima de las
glandulas salivales en desarrollo se encuentran regulados por diferentes tipos de
crecimiento, el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y sus receptores, que son
liberados por el ectomesénquima. El EGF regula el proceso de bifurcacion,
mientras que el factor de crecimiento fibroblastico (por sus siglas en inglés FGF,
fibroblast growth factor) controla la elongacién de los tallos. Cuando la actividad de
la tirosin-cinasa es bloqueada, la bifurcacion decrece vy el crecimiento glandular es

detenido.> " 17

El origen del brote epitelial probablemente se deriva del ectodermo en la glandula

parotida y glandulas salivales menores, y del endodermo las glandulas

submandibular y sublingual. ’
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E. ETAPAS DE DESARROLLO DE LAS GLANDULAS SALIVALES.

El desarrollo de las glandulas salivales esta constituido por seis etapas: ’

ETAPA 1. Formacion del brote epitelial.

En esta etapa el epitelio bucal es inducido por el mesénquima subyacente
ejerciendo un efecto inductor sobre el epitelio bucal, en el cual se genera un
pequeno brote. Este brote en crecimiento es separado del mesénquima

condensado por la lamina basal (secretada por el mismo epitelio). (Fig. 4)>’

Fig. 4. Esquema de la etapa de formacion de brote epitelial.'

ETAPA 2. Formacion y crecimiento del cordon epitelial.

El brote epitelial se elonga, generando un corddn solido de células gracias a la
proliferacién celular que se invagina en el mesénquima subyacente. La
proliferacidn y la condensacion ocurren en el mesénquima circundante, la cual se
encuentra intimamente asociada con el cordon epitelial. La lamina basal se
localiza entre el cordon epitelial y el mesénquima; este ultimo (mesénquima) se
encuentra constituido por glicosaminoglucanos, colageno, glicoproteinas vy
proteoglucanos. La lamina basal y el mesénquima circundante realizan un papel
importante en la morfogénesis y diferenciacion de las glandulas salivales durante

su desarrollo glandular. (Fig. 5) >
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Fig. 5. Esquema de la etapa de formacion y crecimiento del cordon epitelial.'

ETAPA 3. Iniciacion de la ramificacion de las partes terminales del cordon
epitelial y continuacion de la diferenciacion.

La proliferacion epitelial y la ramificacion de las partes terminales del cordon se
efectian rapidamente, se continua con la diferenciacién glandular y se genera un

crecimiento longitudinal del cordén epitelial. (Fig. 6) >’

Fig. 6. Esquema de la etapa de iniciacion de la ramificacion de las partes terminales del
cordon epitelial y continuacion de la diferenciacion.'

ETAPA 4. Continuacion de la bifurcacion del cordon epitelial y formacion de
Iobulos.
13



Continua la ramificacién en las porciones terminales del cordon epitelial, cada una
de las ramas hijas contintan creciendo y ramificAndose; a este proceso se le
conoce como morfogénesis ramificante que nos lleva a la formacion de una
estructura arboriforme de cordones epiteliales sélidos con extremos redondeados,
engrosados, con ramificaciones y brotes subsecuentes. Ha sido analizado en
diversos estudios acerca del desarrollo in vitro de las glandulas salivales y han
revelado que las porciones terminales de los cordones inician el proceso de
ramificacion, la cual es precedida por una proliferacién epitelial. También se ha
comprobado que este proceso necesita de la interaccidn entre el epitelio y el
mesenquima, existiendo un incremento de la actividad mitésica que se localiza en

la periferia de los cordones. (Fig. 7) >’

Se ha observado que el tratamiento con hialuronidasa desorganiza la lamina basal
y por lo tanto interfiere en el proceso de ramificacion. La lamina basal puede
regular los cambios morfogenéticos directamente, por medio de la filtracidén
selectiva o por los canales de materiales del epitelio. La regulacién del flujo de los
iones de calcio del epitelio pueden alterar las funciones de los microtubulos vy

microfilamentos en su proliferacion, migracién y diferenciacion celular. 2

La matriz extracelular en relacion con los factores de crecimiento epidérmico
(EGF) aparece para regular la morfogénesis durante el crecimiento de las

glandulas salivales. > " '®
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Fig. 7. Esquema de la etapa de continuacion de la bifurcacién del cordon epitelial y
formacion de I6bulos.™

ETAPA 5. Desarrollo de luz en los conductos.

Los cordones van desarrollando en su interior una luz, convirtiéndose en
conductos. Algunos investigadores han propuesto ciertos mecanismos para la
canalizacién de los cordones epiteliales en la formaciéon de los conductos, los
cuales son:

1) Por los diferentes grados de proliferacién de las células que forman los
cordones.

2) Por la secrecion liberada por las células ductales la cual incrementa la presién

hidrostatica generando una apertura de la luz en el cordén. ’

El desarrollo de la luz del conducto se inicia en el epitelio ramificado en el extremo
distal del corddn principal, asi como en sus divisiones y en la proximidad de este
cordon. Ademas de la ramificacidon de los conductos, el desarrollo de la septa

(capa delgada de tejido conjuntivo) continua en esta etapa. (Fig. 8) >’
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Fig. 8. Esquema de la etapa del desarrollo de luz en los conductos.'®

ETAPA 6. Citodiferenciacion.

El estadio final del desarrollo de las glandulas salivales es la histodiferenciacion
(citodiferenciacion) de los acinos secretores y conductos intercalares. Durante este
periodo, la actividad mitdésica cambia de corddn epitelial a brote terminal; y el
sistema se convierte en tubular el cual en un principio estaba formado por
cordones compactos. Las células mioepiteliales probablemente surgen del la capa
externa del epitelio de los tubulos terminales y en coordinacién con la
citodiferenciacion de los acinos. (Fig. 9) ’

La maduracion de las células acinares ocurre de acuerdo a la morfologia de los
granulos secretores y organelos celulares. Las células de la capa interna se
diferencian en células secretoras de la glandula madura, la cuales pueden ser
adenémeros mucosos O serosos que dependen de la glandula madura. El
parénquima aumenta de tamano y numero mientras que el mesénquima
disminuye, sin embargo una capa delgada rodea a cada unidad secretora llamada
septa, que se continua con la cdpsula por la cual pasan los nervios y vasos
sanguineos de la glandula. Las células del tdbulo terminal se diferencian en
células de los conductos intercalares que se pueden observar en las glandulas

maduras. Es importante y necesaria la interaccién del epitelio-mesénquima para la
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citodiferenciacion y una parte de esta relacion toma lugar para la diferenciacion
celular sin la presencia continua del mesénquima. Posteriormente aparece un
acoplamiento parcial que se observa en los procesos independientes controlados
por la morfogénesis y la histodiferenciacidon. La diferenciacion no termina hasta
que se inicia una dieta sélida y hasta que exista la presencia de los estimulos de la

masticacion. > 17

El proceso de desarrollo postnatal incluye:
- Maduracién de la relacion del acoplamiento entre secrecion-estimulos.

- Establecer las conexiones neurales en el sistema nervioso auténomo. 7

Fig. 9. Esquema de la etapa de la citodiferenciacion.®

F. BIOLOGIA DEL DESARROLLO DE LA GLANDULA SUBMANDIBULAR.
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Las glandulas submaxilares aparecen a finales de la sexta semana, se forman a
partir de yemas endodérmicas en el suelo del estomodeo. En el sentido posterior
crecen prolongaciones celulares sélidas, laterales a la lengua en desarrollo y mas
tarde se ramifican y diferencian. Se empiezan a formar acinos hacia las 12

semanas y la actividad secretora se inicia hacia las 16 semanas.?"#

El crecimiento de las glandulas submandibulares continua tras el nacimiento con la
formacién de acinos mucosos. En un lado de la lengua se forma un surco lineal
que en poco tiempo se cierra por arriba y da lugar al conducto submandibular; los
adendémeros que constituyen la glandula son de tipo seromucoso (mixto) con
predominio seroso y el pediculo primario persiste como conducto submandibular

(antes conducto de Wharton). ?'#?
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G. HISTOLOGIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES.
Una de las caracteristicas mas generales de las glandulas exocrinas es la relacion
entre el estroma de tejido conjuntivo y el parénquima, asi como la divisiéon de la

glandula en I6bulos y lobulillos.” ™

1. PARENQUIMA GLANDULAR.

Las unidades secretoras de las glandulas salivales se denominan “acinos” o
“adendmeros”, las células con un aspecto piramidal vierten su secrecidén por su
cara apical a la luz central del acino, a la cavidad oral por medio de un sistema de
conductos excretores. A partir de cada acino se origina un “conducto” cuya pared
se forma por células epiteliales de revestimiento y la luz es continuacién del acino.
Por lo que ambas estructuras (acinos y conductos) constituyen el “parénquima” o

porcién funcional de las glandulas.®®

Existen tres tipos de acinos, de acuerdo a su organizacién y al tipo de secrecion

de sus células: &8°

1.1. Acinos serosos.

Son pequenos y esferoidales, formados por células serosas que presentan una
estructura tipica de las células que sintetizan, almacenan y secretan proteinas.
Sus nucleos son esféricos y se localizan en el tercio basal; el citoplasma en esta
zona presenta una fuerte basofilia mientras que la region apical posee granulos de
secrecion acidofilos y PAS positivos que comunmente se denominan “granulos de

cimégeno”.% ?

En un corte histoldgico tefiido con hematoxilina y eosina (H&E), los acinos
presentan un contorno redondeado y una luz central muy pequefa (Fig. 10). Con
el microscopio electronico de transferencia (MET) podemos observar que en toda
la region basal se encuentra ocupada por una extenso reticulo endoplasmico

rugoso (RER) con cisternas apiladas en forma paralela, el cual es responsable de
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la basofilia. El complejo de Golgi que se localiza supranuclear y se encuentra muy
desarrollado, surgiendo de estos pequefios granulos inmaduros de contenido
electrolucido los granulos secretores maduros (en la region apical). En el

citoplasma se observan mitocondrias, lisosomas, tonofilamentos y microtibulos.®
8-9

Las células se encuentran unidas lateralmente unas con otras por medio de los
complejos que dependen de que si existen o no canaliculos intercelulares. Las
uniones estrechas u ocluyentes se localizan en el fondo de los canaliculos,
mientras que los complejos de unidén entre las células acinares permiten la unién
entre las células vecinas y delimitan dos dominios celulares diferentes:

1) El dominio apical, que se extiende en sentido lateral por medio de los
canaliculos intercelulares.

2) El dominio basolateral, a través de este se dan los diferentes tipos de
intercambio entre las células y el estroma conjuntivo (permitiendo mantener la

funcion especifica de los elementos celulares).® !

Su ritmo de secrecion es discontinuo, por lo que el aspecto de las células serosas
es diferente; segun el estado funcional en el que se halla. Una célula que se
encuentra en reposo posee granulos de cimégeno, acidéfilos, acumulacién en la
porcidn apical del citoplasma; por lo que en una célula estimulada tiene escasos
granulos o ninguno ya que por medio de la exocitosis los descargan. Este tipo de
acinos produce una secrecién liquida rica en proteinas, la mayoria de estas
proteinas son del tipo de glicoproteinas. La proteina que mas secretan los acinos
serosos es la “amilasa salival” (o ptialina) que se encarga de degradar el almidén y
el glucégeno; por lo que esta enzima inicia la digestién de los alimentos, pero su
accion se lleva a cabo en poco tiempo. Las glandulas parétidas y submandibulares

generan en mayor proporcién la amilasa salival. ®2?°
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- Células adiposas

Conducto estriado
ntralobulillar

Fig. 10. Corte histologico de los acinos serosos, conductos estriados y células adiposas, en
H&E de la glandula parétida.®

1.2. Acinos mucosos.

Son células globosas cargadas de grandes vesiculas que poseen “mucinégeno”,
esta secrecion es rica en proteinas llamadas mucinas unidas a las porciones de
los carbohidratos complejos. Las vesiculas de secrecién desplazan al nucleo, el

cual es aplanado y comprimido contra la cara basal de las células. ®8?°

El mucinégeno no se tifie con los colorantes de rutina, por o que en los cortes con
H&E el citoplasma se observa palido y con poca basofilia (Fig. 11); sin embargo
por medio de las técnicas citoquimicas especificas para la mucina se tifie muy
bien. Sus células se encuentran cargadas de vesiculas de secrecién pero con
escaso RER, las mitocondrias se observan acompanando a las cisternas en la
proximidad de las caras basales y laterales. El complejo de Golgi se encuentra
dilatado por encima del nucleo. Las células mucosas son secretoras discontinuas
que presentan una actividad ciclica que es evidente con el microscopio 6ptico
(MO) y MET. Gracias al estimulo nervioso, las células llenas de secrecion liberan

su contenido de granulos; posteriormente pasan por una etapa funcional de
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reinicio de la produccién secretora. Durante este periodo se desarrolla
ampliamente el RER; el nucleo se vuelve esferoidal, posee una proporcién de
eucromatina y esta localizado en la base. La regién apical del citoplasma esta
ocupada por granulos de secrecion en abundancia, asi como los canaliculos
intercelulares y las proyecciones de las membranas de las células basales son

menos extensos que en las células serosas. ® ''"'2

A medida que se producen y acumulan la secrecion, se van originando vesiculas
voluminosas hasta que vuelvan a adquirir el aspecto tipico de dichas células y
finalmente, por medio de la exocitosis descargan su secrecion. La mucina actiua
como lubricante, ayuda a la masticacion, deglucion, fonacién y protege al epitelio

bucal de traumatismos mecanicos y quimicos.® &*

1.3. Acinos mixtos.

Formados por un acino mucoso y provistos por uno 0 mas casquetes de células
serosas, en los cortes histoldgicos se observan con un aspecto de media luna por
lo que se les suele denominar semiluna serosa (0 semiluna de Gianuzzi). Su
secrecion se realiza primero por medio de las células de los casquetes serosos
que pasa a través de delgados canaliculos intercelulares hasta llegar a la luz

central del acino en donde se mezcla con la secrecion serosa. (Fig.11) ®#?®

Todos los tipos de adenémeros (serosos, mucosos 0 mixtos) se encuentran
rodeados por una lamina basal, por dentro de esta lamina se localiza otro tipo de
células llamadas “células mioepiteliales” (o células de cesta o canasta) debido a su
funcién principal parece ser la de contraerse para facilitar la secrecion de las
células acinares; ademas de que presenta numerosas ramificaciones las cuales
abrazan a las células secretoras formando una canasta. Cuentan con riego
sanguineo, albergan al nucleo y a varias proyecciones citoplasmaticas formando
contactos por uniones desmosomicas con las células acinares y ductales (ricos en

actina y miosina), en MET estas proyecciones parecen células del musculo liso. El
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cuerpo celular posee pequenos organitos y el nacleo; uniéndose a través de los

hemidesmosomas a la membrana basal.® &°

De acuerdo al predominio de uno u otro tipo de acinos en la composicién de las
distintas glandulas salivales, se denominan: 1) serosas puras cuando estan
formadas solo por adendmeros de tipo seroso (como en la glandula parétida y en
las glandulas linguales de Von Ebner), 2) mucosas si prevalecen adendémeros
mMucosos, y 3) mixtos si muestran adenémeros serosos, mucosos y mixtos en

diferentes proporciones.® &

B

Fig. 11. Corte hlstologlco dela glandula submandibular en donde se observan los acinos

serosos (A), acinos mucosos (B), conducto estriado (D) y semilunas de Giannuzzi (C)."®

2. SISTEMA DUCTAL.

Las porciones de los conductos de las glandulas salivales mayores son
estructuras ramificadas, cuyos conductos excretores se unen continuamente hasta
formar un conducto de mayor calibre que sale del lobulillo. Los conductos que se
encuentran dentro del lobulillo se llaman “intralobulillares” y de estos existen dos
tipos de conductos:

1) Conductos intercalares (o piezas intercalares de Boll).

2) Conductos estriados (o excretosecretores o granulosos).
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Los conductos que transitan por los tabiques de tejido conjuntivo fuera del lobulillo
se denominan “conductos excretores terminales” (o colectores), que son los
primeros tramos interlobulillares que a medida que convergen entre si se llaman

“interlobulares”. (Fig. 12)%°

mioepitelial
L f |

Acino o adenémero Conducto intercalar Conducto estriado

Fig. 12. Esquema de la organizacion del parénquima intralobulillar de las glandulas

salivales.®

2.1. Conductos intercalares.

Se originan a partir de cada acino, se encuentran comprimidos por las unidades
secretoras por lo tanto es dificil observarlas en MO; la pared esta conformada por
una sola capa de células cubicas bajas rodeadas por células mioepiteliales y
rodeadas por una membrana basal (Fig. 13). Al observarlas con el MET las células
de las paredes presentan escaso desarrollo de los organelos como ejemplo se
encuentran pequefios granulos, un aparato de Golgi supranuclear y algunas
cisternas de RER. Las células se unen entre si y con las células mioepiteliales a
través de desmosomas y otras estructuras de unién. % "2 En |as glandulas
serosas estos conductos se muestran largos, a diferencia con las glandulas
mucosas que presentan escaso desarrollo y se observan células mucosas
intercaladas en la pared; los conductos intercalares desempefian una funcién

pasiva en el transporte de la saliva primaria formada por células acinares.® ®*
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Fig. 13. Conducto intercalado (flecha curva).?

2.2. Conductos estriados.

Se desarrollan por la uniéon de dos o0 mas conductos intercalares y son de mayor
didmetro y su luz es mas amplia; se localizan revestidos por una hilera de células
epiteliales cubicas altas o cilindricas con citoplasma acidéfilo y nacleos esféricos
en la parte central. En MO se observan una serie de estriaciones perpendiculares
a la superficie basal de las células altas (Fig. 14); a diferencia de las
observaciones de MET muestra estriaciones con una gran cantidad de
mitocondrias filamentosas localizadas entre las invaginaciones o pliegues de la
membrana plasmatica de la cara basal de las células. Estos pliegues se
interdigitan con las células vecinas constituyendo un laberinto basal ya que es un
rasgo caracteristico de los epitelios que intervienen en el transporte activo de los
electrolitos. Presentan un RER y aparato de Golgi poco desarrollados,
acompanados de un reticulo endoplasmico liso (REL) en apical; existen lisosomas,
peroxisomas, filamentos del citoesqueleto, ribosomas libres y glucégeno. Asi como
microvellosidades cortas circundan la luz de estos conductos sellada por medio de

complejos de uniones intercelulares.® % 1112
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Los conductos estriados transportan la saliva primaria (secrecién acinar) y sus
células intervienen activamente ejerciendo intercambios i6nicos, de ahi el nombre
de conductos excreto-secretores, convirtiendo la saliva primaria en saliva
secundaria. La saliva primaria es generada por las células acinares y se encuentra
formada por productos de secrecidn, agua, iones y moléculas; a medida que la
saliva primaria pasa a través de estos conductos, las células reabsorben
activamente el Na* y secretan K, por lo que la cantidad de K" secretado no
equilibra la cantidad de Na* reabsorbido. La saliva se encuentra hipoténica y a
esta saliva se le conoce como saliva secundaria, que presenta concentraciones

bajas de Na* y Cl' y altas concentraciones de K*.%'2

En las paredes de los conductos intralobulillares y entre las células acinares
suelen encontrarse grandes células eosinofilas, con un citoplasma lleno de
mitocondrias alteradas. A estas células se le denominan “oncocitos”, que aparecen

aislados y formando acumulos pequefios que se incrementan con la edad; estas

células pueden originar tumores conocidos como oncocitomas o adenomas oxifilos
6-12

(frecuentes en las glandulas parétidas).

Fig. 14. Fotomicrografia de un conducto estriado, donde se observan las células epiteliales
cubicas altas (CE) con nucleo central (N), las estriaciones se encuentrazn perpendiculares a
la superficie basal de las células epiteliales (flecha).”
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2.3. Conductos colectores.

También llamados conductos excretores, sus porciones iniciales son de ubicacion
interlobulillar que corren por los tabiques conjuntivos que separan los lobulillos
glandulares; se caracterizan por un revestimiento de epitelio cilindrico simple de
citoplasma eosinéfilo, con pocas estriaciones basales que desaparecen
sucesivamente. En MET sus células son parecidas a las del conducto estriado
pero con caracteristicas menos marcadas, se cree que estos conductos participan
en intercambios i6nicos que modifican la saliva por medio de la reabsorcién de los
electrolitos (Na* y CI); al ser impermeables al agua los conductos colectores
ayudan a mantener la saliva hipoténica. A medida que se van anastomosando con
otros conductos interlobulillares van creciendo de tamario y el epitelio se convierte
en pseudoestratificado; los amplios conductos interlobulares presentan epitelio
pseudoestratificado o cilindrico estratificado. EI conducto principal que desemboca

en la cavidad oral se encuentra revestido por epitelio plano estratificado.®?

3. UNIDAD HISTOFISIOLOGICA GLANDULAR.
La unidad fisiologica minima del parénquima glandular salival se denomina
“sialona”, que se conforma por un adenémero y las porciones ductales que

modifican el producto sintetizado por en acino.® 8

3.1. Estroma glandular.

El parénquima glandular se localiza inmerso en un tejido conjuntivo que lo divide,
sostiene y encapsula: a este tejido conjuntivo se le conoce como “estroma” ya que
a través de este se realiza la irrigacion e inervacion de las glandulas salivales.
(Fig. 15)>%°

En las glandulas parétidas y submandibulares la capsula se encuentra bien
desarrollada, de la cual se originan tabiques que delimitan los lobulillos y |6bulos
del parénquima. En los tabiques de las glandulas habitualmente se localiza el
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tejido conjuntivo semidenso, que es mas celular en los tabiques finos. En el interior
de cada lobulillo esta representado por una delgada trama de tejido conjuntivo
laxo, provista de abundantes fibras reticulares que sostienen los acinos vy
conductos; acompanan a los numerosos capilares periductales, periacinares y a

las terminaciones nerviosas que llegan hasta las células secretoras.® °

Las células que se encuentran en el estroma son: fibroblastos, plamoscitos,
células cebadas, macrofagos y numerosos linfocitos. En las glandulas parétidas y
submandibulares se observan abundantes adipocitos. Los plasmocitos producen
localmente las inmunoglobulinas, especialmente la inmunoglobulina A (IgA) en
forma de dimeros; el conjunto del dimero y el componente secretor conforman la
inmunoglobulina A secretora (IgAs), denominada asi porque es la forma completa
del anticuerpo que se segrega mediante el mecanismo de trancitosis a la saliva.
Por lo que cumple un papel importante en las funciones defensivas de la saliva ya
que es la primera linea de defensa ante una infeccion, e interfieren en la adhesion

de los microorganismos a la mucosa bucal. *% ''"?

Fig. 15. Fotomicrografia donde se observa el parénquima (A) y el estroma (B).*
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H. GLANDULAS SALIVALES EN RATAS.

Las glandulas salivales en ratas incluyen tres pares de glandulas principales (o
mayores) como en el humano que son: parétida, submandibular y sublingual, y
varias glandulas menores, secundarias o accesorias de tamafio minusculo y se
encuentran distribuidas en la mucosa y submucosa que se designan de acuerdo a
su ubicacion: sublingual, bucal, palatinas y linguales. Estudios fisiolégicos,
inmunohistoquimicos y ultraestructurales del epitelio de los acinos y conductos
salivales muestran importancia en la maduracién y regulacion funcional de otros
tejidos por la produccion y secrecién de factores de crecimiento; solo las glandulas

salivales mayores son examinadas rutinariamente en estudios toxicolégicos.*>*’

1. EMBIOLOGIA Y DESARROLLO PERINATAL.

El primordio de las glandulas salivales mayores se observa en el dia 14 de la
gestacion, estas glandulas surgen en pares fuera de la cavidad de revestimiento
endodérmico del intestino del embrion, casi la mayoria de las glandulas salivales
de la rata son estudiadas en su desarrollo postnatal, especialmente la
submandibular. Al nacimiento estas glandulas estan compuestas principalmente
de Iébulos rudimentarios del mesénquima, con conductos de estructura lineal del
epitelio columnar o cuboidal. El desarrollo acinar comienza al nacimiento y
continua hasta las 6 semanas después del nacimiento, el desarrollo de los

conductos y la maduracién continua 4 meses después del nacimiento. > '* 2
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2. ETAPAS DE DESARROLLO DE LAS GLANDULAS SALIVALES.

Etapa 1: Prebrote o formacion del brote. El ectomesénquima subyacente ejerce
un efecto inductor sobre el epitelio bucal, que causa un hinchamiento focal y la
formacion de un pequefio brote. (Fig. 16) > ®

Etapa 2: Brote inicial. El brote se invagina en el ectomesénquima subyacente y
se une a la superficie bucal por un conducto, que continuara para formar el
conducto principal de la glandula y es visible como un hoyuelo leve sobre la

superficie bucal donde la formacién del lumen inicia. (Fig. 16) > ®

Etapa 3: Pseudoglandular. El brote inicial sufre bifurcacion para producir un
racimo de ramas y yemas. La proliferacién es alta en el epitelio y relativamente
baja en el mesénquima en todas las etapas del desarrollo de la glandula, el
epitelio crece y se ramifica repetidamente. Este proceso es denominado
“morfogénesis ramificante”, ya que dichos brotes siguen bifurcandose produciendo
una glandula multilobular. (Fig. 16) > '

Etapa 4: Canalicular. Los cordones que al principio son solidos desarrollan una
luz en su interior, transformandose en conductos para permitir el acceso libre entre
la saliva que genera el adenémero y la cavidad bucal. La canalizaciéon de los
cordones epiteliales para formar los conductos se reduce por degeneracion de las
células centrales del cordén. (Fig.16) > 1°

Etapa 5: Brote terminal. Los cordones desarrollan luz en su interior,
transformandose en conductos, mientras que los extremos distales se diferencian
en acinos o unidades secretoras terminales. La diferenciacion de la glandula sigue
después del nacimiento con la diferenciacién de los conductos granulares hasta la
pubertad. (Fig. 16) > '®
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Prebud Initial Bud Pseudoglandular
— Vv -V
Canalicular Terminal Bud

Fig. 16. Etapas del desarrollo glandular en ratas. Prebrote, Brote inicial, Pseudoglandular,

Canalicular, Brote terminal.’

3. ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA GLANDULA SUBMANDIBULAR.

Se encuentra en la linea media anterior del cuello, se extiende desde los nddulos
linfaticos mandibulares hasta cerca de la entrada toracica caudal, rodeada por una
gran parte del I6bulo de la glandula parétida. La pequena glandula sublingual esta
localizada en el lado frontolateral de la glandula submandibular, justo por debajo
de los nbdulos linfaticos mandibulares. La glandula submandibular tiene una
superficie lisa incompleta, dividida en paquetes densos, de Iébulos ovales vy
comprimida dorsoventralmente con dimensiones aproximadas de 10mm de ancho

25-28

y 15mm. de longitud y 5mm. de profundidad (Fig. 17).
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Trapezius muscle
Parotid gland
Mandibular gland

Masseter muscle — Parotid duct

— Faial nerve
Digastric muscle
Extraorbital
lacrimal gland
Lymph node

Parotid gland

Lymph node —

Sublingual gland, £
major part —— Trapezius muscle

Stemohyoid muscle Mandibular gland

Fig. 17. Esquema de la localizacion anatomica de las glandulas salivales de rata.?®

Histolégicamente existen 3 componentes del parénquima de la glandula
submandibular: acinos y conductos intralobulillares ya que se ubican dentro del
conducto del lobulillo, y de ellos se encuentran 2 tipos: a) conductos intercalares y
b) conductos estriados. El sistema de conductos que corre por los tabiques del
tejido conjuntivo, fuera del lobulillo son llamados conductos excretores terminales
0 colectores; estos conductos son en sus primeros tramos intralobulillares y a
medida que confluyen entre si se denominan intralobulares. La unién de los
ultimos originan el conducto excretor principal, por dentro de la membrana basal
se localizan las células mioepiteliales, que se encuentran rodeando a las células
secretoras y a los conductos intercalares. Las células mioepiteliales se unen a las
células acinares y entre si por medio de desmosomas, y a la membrana basal por

medio de los hemidesmosomas.> 1% 2%26
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Existen dos variedades de adendmeros en la glandula submandibular de acuerdo
a su organizacion y con el tipo de secrecidn de sus células: serosas y mucosas.
Los adenémeros serosos, en un corte histolégico tefiido con H&E, se observa que
presentan un contorno redondeado y una luz central muy pequena; los nucleos de
las células son esféricos y se encuentran ubicados en el tercio basal. El
citoplasma muestra una fuerte basofilia por el extenso RER, contienen una
cantidad moderada de mitocondrias. En diferentes estudios se ha demostrado que
algunos granulos contienen peroxidasa y EGF y factor de crecimiento nervioso

(por sus siglas en inglés NGF, nerve growth factor).> '®

Los adendmeros mucosos son mas voluminosos que los serosos, poseen células
globosas que se encuentran cargadas de vesiculas que contienen mucina. Las
vesiculas de secrecion desplazan al nucleo, que aparece aplanado y comprimido
contra la cara basal de las células. Con la tincién de H&E el citoplasma se observa
claro, escaso RER y el complejo de Golgi, disponiéndose las -cisternas
acompanadas de algunas mitocondrias en la proximidad de la cara basal y lateral.
Inmediatamente por encima del nucleo se extiende el complejo de Golgi,
observando en su citoplasma grandes vesiculas de secrecién. En la rata, la
glandula submaxilar es una glandula seromucosa y produce pequefnas cantidades
de amilasa. En las paredes de los conductos intralobulillares y aun entre las
células acinares de ratas adultas suelen localizarse grandes células eosindfilas,
cuyo citoplasma se encuentra lleno de mitocondrias alteradas; son diferentes a

todos los otros tipos celulares glandulares y se les denomina oncocitos. 2* 28

La pared de los conductos intercalares son los primeros que se originan de cada
adendémero, poseen un calibre muy pequefo y se encuentran comprimidos por
unidades secretoras. La pared de estos conductos esta formada por una sola capa
de células cubicas, rodeadas por células mioepiteliales localizadas entre la [amina
basal y el epitelio. Las células se unen entre si por medio de desmosomas. Los

conductos intercalares se unen a la parte secretora con el conducto granular que
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solamente existen en la gldndula submandibular de las ratas, el epitelio de los

conductos granulares es columnar.?#’

En machos adultos estos conductos constituyen un gran porcentaje del volumen
de la glandula, posee mas granulos eosinofilos secretores y son mas largos y
anchos que en las hembras. Estas células tienen dependencia hormonal y son
sensibles a la testosterona cuyas sustancias van a dar una variacién morfologica
en las glandulas de la rata. El siguiente sistema de conductos es el conducto
estriado que se encuentra revestido por una hilera de células epiteliales cilindricas
con citoplasma acidéfilo y nucleos esféricos de localizacidén central. Se denominan
estriados por que se distinguen una serie de estriaciones perpendiculares a la
superficie basal de las células altas; estos conductos entran en los conductos
excretores y se unen para formar el conducto principal excretor. Los conductos
que corren por los tabiques de tejido conjuntivo ya fuera del lobulillo son
denominados conductos excretores terminales o colectores; estos conductos en
sus primeros tramos interlobulillares y a medida que confluyen se denomina
interlobulares. Estdn compuestos de epitelio columnar y el nucleo esta localizado
apicalmente y con un citoplasma estriado. La unién de estos ultimos originan el
conducto principal. El conducto principal esta constituido por varios tipos de células
como células claras, oscuras y basales, todas con membrana basal. La célula mas
prominente en el revestimiento del conducto excretor de las glandulas
submandibular son las células claras. El conducto excretor a medida que se
acerca a la apertura de la desembocadura en la cavidad bucal se va

transformando de epitelio columnar estratificado a epitelio plano estratificado.?>*’

4. FISIOLOGIA DE LAS GLANDULAS SALIVALES EN RATA.
La funcion de las glandulas salivales es humedecer el alimento para comenzar el
proceso de digestién. La salivacion es una funcion compleja regulada por el

sistema nervioso auténomo; la saliva es una mezcla de amilasa, mucina,

34



Jesica Pamela Nava Gonzalez DETERMINACION DEL FACTOR DE CRECIMEINTO EPIQERMICO Y
Tesis de Licenciatura RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMEINTO EPIDERMCIO EN
DIFERENTES ETAPAS DEL DESARROLLO GLANDULAR.

electrolitos, inmunoglobulinas, agua y otros componentes. La saliva producida por
las glandulas submandibulares es mas viscosa que la parotidea, contienen
cantidad considerable de glicoproteinas sulfatadas, cistinas y otras proteinas. En
esta secrecidon se ha identificado el NGF y EGF, este ultimo favoreceria la
cicatrizacién en caso de heridas a nivel de la mucosa bucal.?**°

Dos hormonas y factores de crecimiento, han sido el foco de interés y esfuerzos
de nuevos estudios, sobre todo en relacion con el desarrollo de neoplasias y la
organogénesis normal. La extirpacion salival o la ligadura de los conductos
demuestran que estas glandulas tienen influencia sobre una amplia gama de
funciones endocrinas y exocrinas que han sido reconocidas. La regeneracién del
adendémero de la glandula submandibular tarda 65 dias y sus conductos 95 dias,
los adenémeros de la glandula sublingual se regeneran en 60 dias y los de la

parétida en 41 dias.> ' ?°
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. FACTORES DE CRECIMIENTO.

La funcion principal de los factores de crecimiento es la del control externo del
ciclo celular mediante el abandono de la quiescencia celular (GO) y la entrada de
la célula en la fase G1. Ademas estimula la proliferacion celular mediante la
regulacion del ciclo celular (iniciando en la mitosis) y mantiene la supervivencia
celular estimulando la migracién y diferenciacion celular. Actian uniéndose a
receptores celulares situados en la membrana celular que transmiten la sefal del
exterior al interior de la célula mediante el acoplamiento de diferentes
proteoquinasas que se fosforilan y que activan una cascada de sefiales que acaba

con la activacién de uno o varios genes (lo que es la traduccion de sefiales).’

La funcién de los factores de crecimiento esta regulada por diferentes mecanismos
que controlan la activacion genética, las cuales son:
- Transcripcién y traslocacion del gen del factor de crecimiento.
- Modulacion de emision de sefiales por el receptor.
- Control de la respuesta celular por moléculas con accién opuesta a la
respuesta inicial.
- Control extracelular por la disponibilidad del factor de crecimiento que es

atrapado en la matriz extracelular.’

1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

La familia de EGF, abarca el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
transformante a (por sus siglas en inglés TGFa, transforming growth factor alfa) y
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), presentan gran influencia
en el desarrollo fetal del pulmén, dientes, paladar, y glandula submandibular. El
EGF fue el primer factor que se aislé en ratones machos adultos en 1962, y los
sitios de sintesis del factor fueron las glandulas salivales e intestinos en humanos,
ratas y ratones. > ® Es un polipéptido de 53 aminoacidos que puede aislarse en
grandes cantidades de las glandulas salivales submandibulares en ratones. Es un

potente mitdgeno sintetizado por las ratas y ratones en las glandulas
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submandibulares y ha sido reconocido en el crecimiento y diferenciacién de las
células por la actividad del receptor de la actividad de tirosina cinasa y como

segundo mensajero fosfotirosina en la sefal de transduccién.? 3% 32

El EGF estimula el crecimiento de las células epiteliales, fibroblastos y células
gliales. En el ratdén adulto el factor es sintetizado en las células granulares de los
tubulos contorneados en la glandula submandibular y en las células distales del
rindn. La presencia del EGF en los tejidos en desarrollo, en la leche materna y la
localizacién de los receptores del factor en los tejidos en desarrollo sugieren un

papel del factor en el proceso de desarrollo.>®

La administracion subcutanea de EGF a las ratas de 10 microgramos/kilogramo
cada 8 horas por 2 6 3 dias inhiben la sintesis pancreatica del ADN, incrementa la
actividad de la amilasa en la saliva; seguido de la estimulacién de la secrecion con
pilocarpina con una correspondiente disminucién de la actividad enzimatica en la

glandula.?®

2. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés EGFR)
es una glicoproteina transmembrana de 170 kD que puede unirse a diversos
ligandos y ser activado por estos, que incluyen el EGF, TGFa vy ciertos factores de

crecimiento codificados viralmente. 334

La union del ligando inicia la actividad de la tirosina quinasa intrinseca del
receptor, la cual esta asociada al dominio intracelular de la molécula. La activacién
de la quinasa produce la rapida autofosforilacién del EGFR, la fosforilacion
subsiguiente de otros sustratos celulares, tales como fosfolipasa C-Il. Se producen
varios eventos de sefalizacion, tales como un incremento del calcio intracelular, la
cual produce varias respuestas celulares que incluyen sintesis incrementada de

ADN, proliferacién y diferenciacion celular. *3°
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Se observa una fuerte inmunotincién en la mayoria de los tejidos recubiertos por
epitelio escamoso estratificado y seudoestratificados, utilizando anticuerpos del
EGFR. Por ejemplo se informa de una intensa tincibn de membrana en la capa
basal de la epidermis de la piel y también en células basales de la capa epitelial

escamosa estratificada de la cerviz, la lengua y la mucosa oral.>**’

3. INMUNOHISTOQUIMICA.

Albert Coons (1942) descubrié que los tintes fluorescentes podian ser utilizados
con anticuerpos sin transformarlos, con la habilidad de asociarse especificamente
a tejidos del antigeno. Lo que permiti6 explotar la afinidad natural de los
anticuerpos con los antigenos, como un sistema de visualizacidén en el diagnéstico
inmunopatoldgico. Stenberg (1970) popularizé el sistema de peroxidasas, lo que
permitié la evaluacién simultanea de la localizacién de antigenos y morfologia de
los tejidos fijados rutinariamente e incluidos en parafina, incrementando la

sensibilidad de la metodologia.

Los métodos de inmunohistoquimica son técnicas de inmunotincion que nos
permiten identificar los antigenos caracteristicos de diferentes lineas de
diferenciacién y funcionalismo celular, que se presentan en las células o tejidos

utilizando anticuerpos marcadores, sobre diversas muestras tisulares.

Las técnicas de inmunohistoquimica se basan en la capacidad de los anticuerpos
unir especificamente a los anticuerpos correspondientes. La reaccién solo se
puede observar si el anticuerpo se encuentra marcado con una sustancia que
emite la luz o que genere coloraciones. La aplicacion de anticuerpos sobre los
cortes tisulares nos permite observar la localizacidbn microanatomica de su
expresion y la correlacion con los parametros morfolégicos, aumentando la

sensibilidad y especificidad del estudio.
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Es esencial la conservacion y preservacion del tejido desde que se obtiene la
muestra, fijandolos bien para que su procesado e inclusibn se realicen
correctamente y los resultados sean lo méas fiable posible.? Estas técnicas
sobresalen en la actualidad, como una herramienta rutinaria en el diagndstico

inmunopatoldgico, principalmente en tumores de origen desconocido.
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J. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los factores de crecimiento son importantes en el organismo y en los diferentes
tejidos ya que regulan y estimulan la migracién y diferenciacion celular. El EGF y
el EGFR son mitdgenos para las células animales y humanas, en diversos
estudios han encontrado que poseen una relacion directa en el desarrollo de las
glandulas salivales.

Por lo anterior, surge la necesidad conocer ;Si el EGF y EGFR se presentan a
diferentes concentraciones en las diversas etapas del desarrollo de la glandula
submandibular en un modelo experimental? O ;Si siempre mantienen una

concentracion constante durante todo el transcurso del desarrollo glandular?

K. JUSTIFICACION.

Es importante conocer la localizacién de EGF y EGFR en las etapas del desarrollo
glandular submandibulares, ya que dicha glandula participa de forma directa en la
produccién de los factores de crecimiento y dichos factores se encargan de la
proliferacidn y estimulacién celular, sobre todo en las células acinares y conductos

de dicha glandula.

Esto hace necesario identificar la estructuras histologicas que posee las glandulas
submandibulares, en sus etapas de desarrollo, con la tincién de H&E para resaltar

el efecto que posee el EGF y EGFR en dicha glandula.

L. HIPOTESIS.

La presencia del factor de crecimiento epidérmico y de su receptor en las diversas
etapas de desarrollo de la glandula submandibular es directamente proporcional a
la proliferacién en las estructuras de la glandula.
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M. OBJETIVOS.

Objetivos generales.
% Determinar la presencia e intensidad de expresiéon del EGF y EGFR en el
desarrollo de la gldndula submandibular en un modelo experimental al dia
de nacido, 5, 10, 16 y 18 dias postnatal.

Objetivos especificos.
% Establecer la presencia del EGF y EGFR en las estructuras de las
glandulas submandibulares en las diferentes etapas de desarrollo y

correlacionarlas con el dia de observacién (1, 5, 10, 16 y 18 dias posnatal).
% Establecer las estructuras histolégicas que poseen las glandulas

submandibulares en los dias 1, 5, 10, 16 y 18 de desarrollo posnatal, con
la tincion de H&E.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Tipo de estudio. Experimental, transversal y descriptivo.

2. VARIABLES.

2.1. Variables independientes.

- Genero. Nominal.

- Edad. Ordinal, numérica (1, 5, 10, 16 y 18)
- Tipo de glandula salival. Glandula submandibular.

2.2. Variables dependientes.

- Etapas de desarrollo histolégico en la glandula submandibular.
- Grado de intensidad del EGF y EGFR en la glandula submandibular.

2.3. Definicion de variables

Género

Hembras y machos debido a que no se
tomara en cuenta el género de la

camada.

Edad

Se tomara en cuenta la edad posnatal en
el cual se sacrificarda al modelo
experimentan, las cuales son 1, 3,5, 16y
23 dias postnatal.

Tipo de glandula.

Glandulas submandibulares.

Etapa 1. Formacidn del brote.

El ectomesénquima subyacente ejerce un
efecto inductor sobre el epitelio bucal,
causando un ensanchamiento focal y la

formacién de un pequefio brote.

Etapa 2. Brote inicial

El brote se invagina en el
ectomesénquima subyacente y se une a
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la superficie bucal por medio de un
conducto, este conducto continuard para
formar el conducto principal de la
glandula y es visible como hoyuelo leve
sobre la superficie bucal donde se inicia

la formaciéon del lumen.

Etapa 3. Pseudoglandular.

Los cordones que al principio son sélidos,
desarrollan una Iluz en su interior,
transformadndose en conductos que
permiten el acceso libre entre la saliva
que genera el adendémero y la cavidad
bucal.

Etapa 4. Canalicular.

La canalizacion de los cordones
epiteliales para formar los conductos se
producen por degeneracion de las células
centrales del cordon.

Etapa 5. Brote terminal

Los cordones desarrollan luz en su
interior, los cuales forman los conductos,
mientras que sus extremos distales se
diferencian en acinos. Continuamente se
producen las diferenciaciones citolégicas
a nivel de las diferentes porciones de los
conductos y de las unidades secretoras
terminales. La diferenciacion de la
glandula sigue después del nacimiento
con la formacién de los conductos
glandulares que terminan de

diferenciarse hasta la pubertad.

3. CRITERIOS.
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3.1. Criterios de inclusion.
» Ratas Wistar gestantes sanas.
= Productos a término sanos.
» Factor de crecimiento epidérmico y receptor del factor de crecimiento
epidérmico.

3.2. Criterios de exclusion.
» Ratas hembras que no hayan tenido camada.
= Ratas madres que hayan enfermado o muerto en el periodo de gestacion.

= Productos a término muertos.

4. METODOLOGIA.

1.- Se aparearon las ratas cepa Wistar hembras, teniendo un macho por hembra,
ambos sanos y adultos, se esperé al dia de nacimiento de los fetos de las ratas
para sacrificarlas.

2.- Se sacrificaron las ratas por medio de sobredosis las primeras 24 horas de
nacimiento, para obtener los dias 1, 5, 10, 16 y 18.

3.- Se realiz6 un corte en sentido longitudinal, caudal al cuello, para conservar la
glandula submandibular y separar la cabeza del cuerpo (Fig. 18).

4.- Se fij6 la cabeza en paraformaldehido al 4%.

5.- Se realiz6 la diseccidén de la glandula submandibular, retirando la piel de la
parte ventral y lateral del cuello, y removiendo la fascia.

6.- Se diseco la glandula submandibular que se encuentra en la parte anterior y
media del cuello, sumergiéndola en paraformaldehido al 4% para conservar la
morfologia y composicién de la glandula (Fig. 18)

7.- Se procesaron las muestras de forma automatizada, en los siguientes pasos:
deshidratacion, clarificacion, emulsificacion e inclusidén en parafina.

8.- Se realizaron los cortes en el microtomo, se tifileron con Hematoxilina & Eosina

(H&E). Se montaron para su observacién (Fig. 19)
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9.- Se observaron al microscopio y se tomaron microfotografias.

Fig. 18. A) Producto preparado para la diseccion, B) Diseccion de la glandula submaxilar, C)
Obtencidon de la muestra, D) Fijacion en paraformaldehido.
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Fig. 19. Procesamiento de las muestras; A) Deshidratacion (histoquinete) y clarificacion, B)
Inclusion en parafina, C) Corte en micrétomo, D) Tren de tincion en H&E, E) Montaje de las

muestras.

1. INMUNOHISTOQUIMICA.
Una vez que se obtuvieron las laminillas, se desparafinaron las laminillas y se

prehidrataron los cortes de tejido con las siguientes soluciones: xilol, xilol-alcohol,
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alcohol del 96° alcohol del 100° y agua bidestilada, con inmersiones de 10
minutos en cada una de las soluciones. Posteriormente se lavo con buffer de

fosfato con un pH de 7.4 (PBS 1X) tres veces, 5 segundos cada uno.

Para identificar EGF y EGFR:

1. Para la recuperacion antigénica.

Se realiz6 la recuperacién de los componentes antigénicos por medio del buffer de
citratos en caliente, dejando atemperar por un tiempo de 10 a 15 minutos. Se lava
con PBS 1x tres veces 5 minutos cada uno.

2. Eliminacion de la peroxidasa tisular.

Se colocaron las laminillas en frascos de Koéplin y se le afadieron 50 ml de
solucién de perdxido de hidrégeno por 15 min. Posteriormente se lavd con PBS 1X
tres veces cada 5 segundos, luego se le coloca la solucién de albumina por 20 min
a temperatura ambiente. Se colocé la solucién necesaria de albumina para cubrir
todo el tejido, la laminilla se situ6 dentro de la camara humeda, para
posteriormente lavar con PBS 1x tres veces por un lapso de 5 minutos cada uno.

Se lavaron las muestras con PBS 1x tres veces 5 minutos cada uno.

Secando posteriormente las laminillas con una gasa, se incubé con el anticuerpo
secundario biotinilado, cubriendo todo el tejido previa colocacion de las laminillas
dentro de la cdmara humeda y se incubo a 36.5° por 60 minutos. Posteriormente
se lavé con PBS 1x por tres veces cada 5 minutos cada uno, y finalmente se

secaron las laminillas.

3. Revelado con DAB (Cromogeno).

Se coloc6 sobre cada una de las laminillas la solucién de DAB, necesaria para
cubrir todo el tejido iniciando el crondémetro. Después de 5 minutos se enjuagd con
PBS 1x, colocando el espécimen en PBS 1x, manteniéndola ahi hasta completar
la totalidad de las muestras para finalmente sumergirlas en agua desionizada.
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4. Contratincion.

Se realiza con hematoxilina de Gil (para realizar el contraste de nucleos), se lavé
con agua corriente las laminillas por 5 minutos. Se deshidrataron los cortes de los
tejidos pasandolos por soluciones de alcohol de 96° (2 veces, tres minutos cada
uno), alcohol 100° tres minutos, xilol- alcohol (50:50) 5 minutos y xilol (2 veces) por

diez minutos en ese orden.

5. Montaje de los tejidos.

Se secaron cada una de las laminillas de la solucién de xilol, colocandolo en la
porcion lateral del portaobjeto una linea de resina de montaje, dejando descansar
el cubreobjeto en el portaobjeto iniciando en la zona con resina; evitando la
formacién de burbujas y eliminando aquellas burbujas presentes con el exceso de
resina. Se colocaron las laminillas en posicion horizontal en un carton por 24
horas, para asegurar la solidificacion de la resina. Finalmente se realizé la

observacion de los tejidos al microscopio, fotografiando las zonas representativas.

2. ANALISIS POR DENSIDAD OPTICA.

Para el analisis de inmunomarcaje obtenido en las laminillas, se realizé una
medicion en pixeles las cuales fueron obtenidas por medio de un software de
andlisis de imagenes, IMAGE J. Para la calibracién de las diferentes tonalidades
de grises, desde el negro hasta llegar al blanco, se utilizé una tabla de 18 tonos de
grises, numerando el blanco como 1 y el negro como 18, obtuvimos de cada tono
una lectura de densidad optica (PIXELES) con la misma &rea de medida. (Fig. 20)

Posteriormente se realizd una curva de calibracién (Fig. 20) y se realizaron
mediciones en las laminillas obtenidas con inmunomarcaje y se midieron 10 areas
en campos de 40x de 5 zonas diferentes de cada laminilla en donde existia
presencia de inmunorespuesta, las fotomicrografias seleccionadas fueron
obtenidas con el MO. Se cambié cada fotomicrografia de RGB (por sus siglas en
inglés red, green y blue; rojo, verde, azul en el cual hace referencia a la

composicion de la intensidad de los colores primarios) a una imagen con formato
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de 8 bits para realizar las mediciones y obtener asi los datos en base a la escala
de grises que se utiliz6 como parametro de oscuridad y claridad. Posteriormente
los datos que se obtuvieron fueron anexados en una hoja de célculo para sacar el

promedio de cada dia con EGF y EGFR, y poder realizar el analisis estadistico.

AREA  DESV. DENSIDAD  MEDIANA

EST. OPTICA
1 255 252960 255 300000
2 248 246016 248 250000
3 234 232128 234 200000
4 221 219232 221 150000
5 192 190464 192 100000
6 178 176576 178 — I I I
7 150 148800 150 l | §ss.
. 128 126976 128 1234567 8 9101112131415161718
9 119 118049 119
10 95 94240 95
11 77 76384 77
12 51 50502 51 '
13 41 49672 41
14 28 27776 28
15 17 16864 17
16 17 16864 17
17 8 7936 8 1 2 3 4 5 6 7 23 12113 | 14 | 15| 16| 17| 18
18 0 0 0

Fig. 20. Calibracion de los 18 tonos de grises, para obtener la escala de calibracion, para
obtener en el inmunomarcaje la oscuridad y claridad en las laminillas analizadas

48



V. RESULTADOS

1. UN DIA POSTNATAL.

1.1. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.

La glandula submandibular al dia de desarrollo, empiezan a formar los brotes

epiteliales invaginados en el estroma, que formaran los acinos y los conductos de

la glandula. En los brotes epiteliales de los conductos se observa una luz en el

centro, a diferencia de los brotes epiteliales de los acinos, en donde se encuentran

las células epiteliales aglomeradas. (Fig. 21)

La glandula submandibular se encuentra en la etapa 2: brote inicial.

BA

C

1.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

BA

BA
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Fig. 21. Glandula
submandibular a 1 dia
neonatal. Fotomicrografias
a A) 10x, B) 20x, C) y D) 40x
se observa los Dbrotes
epiteliales de los acinos
glandulares (BA)
invaginados en el estroma
(E) fibroso laxo.
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Se realiz6 la densitometria, en el parénquima glandular, para observar la
expresion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) en cada uno de los dias, se tomaron 10 medidas
en 5 campos de 40x y se obtuvo el promedio.

1.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

Se observo el EGF en el citoplasma de los brotes epiteliales de los acinos y
conductos, que al obtener la densidad Optica se aprecio el factor de color gris
debido a que el valor promedio de la densidad Optica fue de 166267.5, de acuerdo
a la escala de grises. (Fig. 22)

{ T RUeW
I

Fig. 22. Inmunohistoquimica con EGF a 1 dia neonatal A) Se aprecia los brotes epiteliales (A)
delimitados por el estroma de tejido conjuntivo (E), a 20x B) A 40 x podemos observar los
brotes epiteliales de los acinos (A) y los conductos (C) con inmunotincion a EGF C)
Densitometria del EGF en el cual hubo una inmunoreaccion leve en el citoplasma de las
células epiteliales de los acinos y conductos en desarrollo.

1.2.2. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
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Se presentod el receptor en el citoplasma de las células epiteliales de los acinos y
de los conductos en formacion. Al obtener la densitometria se observé de color
grisaceo en el citoplasma de las células epiteliales, y se encontré6 menor
inmunoreaccién a EGFR que con EGF. (Fig. 23)

Fig. 22. Inmunohistoquimica con EGFR a 1 dia neonatal A) A 20x se aprecian los brotes
epiteliales de los acinos (A) delimitados por el estroma (E) de tejido conjuntivo. B) A 40x
podemos observar inmunoreaccidon con EGFR en el citoplasma de las células epiteliales de
los acinos (A) y de los conductos (C), observando una luz bien definida en el centro. C)
Densitometria en el que se observa inmunotincion leve en el citoplasma de los brotes
epiteliales de los acinos y conductos.

2. QUINTO DIA POSTNATAL.
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2.1. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.

En el quinto dia aun no termina de formarse la glandula, los brotes se bifurcaron y
se observa un racimo, se encuentran los conductos y acinos en proceso de
diferenciacién. Los conductos estriados se observaron de forma cubica con pocas
estriaciones, mientras que las células secretoras de los acinos serosos y mucosos
se encuentran en citodiferenciacion (Fig. 23). Por lo que se encuentra en la etapa
3: pseudoglandular.

Fig. 23. Fotomicrografias A) y B) a 10x y C) Y D) a 20 x en el cual se observa el proceso de
diferenciacion de los conductos estriados (CE) e intercalares (Cl) y la citodiferenciacion de
los adendmeros serosos (AS) y mucosos (AM). E) y F) Se observa a 40x el desarrollo de la
luz de los conductos estriados (CE) que presentan células cubicas altas, asi como la
citodiferenciacion de las acinos serosos (AS).

2.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

2.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
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Al obtener la densidad Optica se observé el factor de color grisaceo, existiendo
mayor inmunoreaccion en este dia que al dia neonatal. Se expresé mas el EGF en

los acinos mas cercanos a los conductos estriados e intercalares (Fig. 24).

S o - N e
N O Lo
Gt W ) g 9

Fig. 24. A) Se observa a 20x la presencia del EGF en el citoplasma de los acinos serosos
(AS). B) A 40x se aprecia los acinos serosos con inmunoreaccion a EGF, en el citoplasma de
las células, y en los conductos estriados (CE) se observan células epiteliales cubicas con
presencia del EGF, con nucleo centrado. C) Densitometria a 40x en el que se aprecia
inmunoreaccion leve en el citoplasma de los acinos serosos y en los conductos estriados
(CE).

2.2.2. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
Se presentd en el citoplasma de las células acinares y al realizar la densitometria
se observd que hubo menor inmunorespuesta con el receptor que con el factor. Se

expresé mas el EGFR en este dia que al dia de desarrollo postnatal (Fig. 25).
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Fig. 25. Fotomicrografias con lnmunorespuesta positiva A) Se observa a 20x la presencia del
EGFR en el citoplasma de los acinos serosos (AS) y estriados (CE). B) A 40x se aprecia un
conducto intercalar (Cl), rodeado por células mioepiteliales (flecha) con reaccion leve en el
citoplasma y los acinos serosos (AS) con inmunotincién leve al EGFR. C) Densitometria a
40x en el que se aprecia inmunotincion positiva en el citoplasma de los acinos serosos y en
el conducto intercalar (Cl).

3. DECIMO DiA POSTNATAL.

3.1. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.
La glandula submandibular de 10 dias postnatales, se encontr6 que la arquitectura

glandular estaba conformada por acinos serosos y mucosos con predominio
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seroso. Se observo el conducto excretor bien desarrollado, con células cubicas y
planas, los conductos intercalares y estriados todavia se encuentran en proceso
de diferenciacién. Los acinos mucosos se encontraron rodeados por las semilunas
serosas (semilunas de Gianuzzi), mientras que los acinos serosos se encontraron
con un contorno bien definido, el nucleo de forma esférica y situados en la parte
basal, el citoplasma presentd fuerte basofilia y abundantes granulos de cimégeno.

Los conductos intercalares se observaron células epiteliales cubicas bajas, con
nacleos esféricos en la parte central, rodeadas por las células mioepiteliales, los
conductos estriados presentaron células epiteliales columnares con estriaciones
perpendiculares a la porcién basa, encontrdndose en la etapa 4: canalicular. (Fig.
26)
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arquitectura de la glandula, compuesta de acinos seromucosos (ASM) con predominio
seroso (AS), asi como los conductos estriados (CE) e intercalares (Cl). E) y F) Se observan
los conductos intercalares (Cl), formados por células epiteliales cubicas bajas rodeados por
células mioepiteliales (flecha), y los conductos estriados (CE) formados por células
epiteliales columnares con nucleos esféricos y con estriaciones basales. Los acinos
serosos (AS) muestran un contorno bien definido, el nucleo esférico y situado en la parte
basal, y el citoplasma basofilo.

3.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

3.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

Se presentdé mayor inmunoreaccién a EGF en el citoplasma de los acinos serosos
en su porcion mas apical, asi como en aquellos acinos que se encontraban cerca
de los conductos intercalares y estriados. Se obtuvo la densitometria y se observo
el factor de color grises, de acuerdo a la escala de grises, con un valor promedio
en la densidad éptica de 203614.6. (Fig. 27)
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Fig. 27. A) A 20x se aprecia respuesta inmunohistoquimica con EGF de manera homogénea
en los acinos serosos (AS) y conductos estriados (CE) e intercalares (Cl). B) A 40x se
observa la inmunotincion positiva en los acinos serosos al factor, los conductos
intercalares (CI) presentan inmunoreaccion leve, observando la luz bien delimitada. C) y E)
Densitometria a 40x de los acinos serosos con inmunotincion leve, y se aprecia respuesta
positiva en los conductos estriados (CE).

3.2.2. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
Se presentd mayor inmunotincion en el citoplasma de los acinos serosos que se

encontraban cerca de los conductos estriados e intercalares, que en el resto de las
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estructuras histologicas. Al obtener la densidad 6ptica se observé que hubo mayor
respuesta inmunohistoquimica en este dia que en los dias 1 y 5 postnatales, pero

menor inmunoreaccion que con EGF. (Fig. 28)

Fig. 28. A) Fotomicrografia a 20x en el cual se observa inmunoreaccién positiva con EGFR
tanto en los acinos serosos (AS) como en los conductos intercalares (Cl). B) A 40x se
observa respuesta inmunohistoquimica leve en el citoplasma de los acinos serosos y en los
conductos estriados (CE) e intercalares (Cl), C) Fotomicrografia de la densitometria a 40x de
los acinos serosos (AS) con inmunotincion leve, se aprecia abundantes conductos
intercalares (Cl) con reaccion leve en su citoplasma.

4. DECIMOSEXTO DIiA POSTNATAL.

4.1. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.
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Existe mayor desarrollo ductal y de los acinos, asi como mayor cantidad de
estructuras tubulo-acinares, observando la luz de los conductos bien definidos con
presencia de secrecion (Fig. 29). Por lo que si existe morfo-diferenciacion a nivel
de los conductos y unidades secretoras de la glandula salival, encontrandose en la
etapa 5: brote terminal.

con predominio seroso y mayor cantidad de acinos. C) y D) A mayor aumento, 20x, se
aprecia mayor cantidad de conductos estriados (CE) e intercalares (Cl) con mayor
diferenciacion. E) y F) A 40x se observa los conductos estriados (CE) revestidos por epitelio
cilindrico simple con estriaciones basales y nucleos esféricos centrales. Los conductos
intercalares (Cl) se encuentran formados por epitelio cubicas bajas con nucleos centrales.

4.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

4.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
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Se realiz6 la densitometria y se encontré mayor reaccidén en todo el citoplasma de
los acinos serosos y cerca de los conductos, asi como en los conductos estriados
e intercalares. Se observd el factor de color gris claro debido a que el valor
promedio de la densidad Optica fue de 217666.7, de acuerdo a la escala de grises.
(Fig. 30)
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Fig. 30. Fotomicrografias con respuesta positiva al factor. A) y B) Se observa a 20x
inmunotincion moderada con EGF en el citoplasma de los acinos serosos (AS), asi como en
los conductos estriados (CE) e intercalares (Cl). C) A mayor aumento, a 40x se observa
respuesta inmunohistoquimica en todo el citoplasma de los acinos serosos (AS) con
abundantes conductos intercalares (Cl) y estriados (CE), observando las células epiteliales
cubicas altas con estriaciones basales. D) Densitometria a 40x de los acinos serosos y
conductos estriados e intercalares con inmunotincion moderada.

4.2.2. RECEPTOR DE FACTOR DE CRECIMIENTO.
Se expresd el EGFR en el citoplasma de los acinos serosos y los conductos
estriados, asi como en los conductos intercalares. Al obtener la densidad éptica se
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observé el receptor de color grisaceo, por lo que hubo menor inmunorespuesta al

receptor que al factor. (Fig. 31)

inmunoreaccion moderada con EGFR en los acinos serosos, con abundantes conductos
estriados (CE) e intercalares (Cl). C) Se observa a 40x inmunotincion positiva en el
citoplasma de los acinos serosos (AS) y conductos estriados (CE). D) A 40x se aprecia la
densitometria en los acinos serosos y conductos estriados con inmunoreaccion moderada.

5. DECIMOCTAVO DiA POSTNATAL.

5.1. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA.
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Las estructuras adenoméricas y el sistema ductal, de la glandula submandibular,
se encuentran totalmente diferenciados y desarrollados, con un estroma laxo
rodeando el tejido glandular (Fig. 32). Por lo que la glandula se encuentra en la
etapa 5: brote terminal.

| ST B | r’ ’

Fig. 32. A) y B) En una observacion a 10x se aprecia gran cantidad de adendmeros y
estructuras ductales. C) y D) A 20x se muestran los acinos serosos (AS) y abundantes
conductos intercalares (Cl) y estriados (CE) bien diferenciados. E) y F) A 40x se observa la
arquitectura del conducto estriado (CE), revestidos por células epiteliales cilindricas
simples con un citoplasma eosinéfilo y con estriaciones basales que disminuyen
gradualmente. Se presentan abundantes conductos intercalares (Cl) que muestran nucleos
esféricos centrales rodeados por células mioepiteliales (flecha), al igual que los acinos
serosos (AS).

5.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

5.2.1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
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Se realizd la densitometria, se observd el EGF de color gris claro, y por lo
consiguiente existi6 mayor inmunoreaccion al factor en este dia de desarrollo
postnatal que con el resto de los dias (dias postnatales 1, 5, 10 y 16),
localizandose en el citoplasma de los acinos serosos y sobre todo los que se
encontraban cerca de los conductos estriados. (Fig. 33)

k e SR\
Fig. 33. A) y B) En una vista a 20x se aprecia inmunoreaccion severa con EGF en los acinos
serosos (AS), conductos intercalares (Cl) y estriados (CE). C) Se observa a 40x
inmunotincion positiva en el citoplasma de los acinos serosos (AS) y conductos estriados
(CE), observando células epiteliales cubicas altas con nucleo central, y menor cantidad de
conductos intercalares. D) Se aprecia la densitometria con inmunoreaccion moderada, a
40x, en los acinos serosos mas cercanos los conductos estriados.

5.2.2 RECEPTOR DE FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.
Se encontré inmunoreaccion moderada en el citoplasma de los acinos serosos
que disminuia la expresién a EGFR en los acinos de manera gradual conforme se

alejaban de los conductos estriados. Se realiz6 la densitometria y se observé el
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receptor de color grisaceo claro, por lo que existi6 mayor inmunorespuesta en este
dia que en el resto de los dias (1° 5° 10°y 16° dias postnatales), existiendo

menor inmunotincién con el receptor que con EGF. (Fig. 34)

Fig. 34. Inmunohistoquimica con EGFR a 18 dias neonatales A) y B) Se aprecia a 20x el
tejido glandular bien desarrollado y con inmunotincién positiva C) A 40x podemos observar
inmunoreaccion moderada con EGFR en los acinos serosos (AS) y conductos estriados
(CE), con menor cantidad de conductos intercalares. D) Densitometria en el que se observa
inmunoreaccion moderada en el citoplasma de los acinos serosos (AS) y en el conducto
estriado (C), el cual se encuentra conformado por células epiteliales cubicas con nucleo
centrado (flecha).

6. ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1. ANALISIS DE EGF.

Se compararon los datos por medio del andlisis de variacion unidireccional

(ANOVA) en el cual el valor de P= <0.0001 (valor de probabilidad, significancia de
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resultados), considerando este valor como extremadamente significativo (al

realizar la diferencia existente entre los promedios del factor). La prueba

estadistica de comparaciones multiples de Bonferroni se utilizé para comparar los

promedios y verificar entre cuales de estos existio diferencia de importancia

estadistica, por lo que nos indica que el valor de t= >3.153, entonces el valor de

P=<0.05.

-16837 2.624
-37347 5.821
-51399 8.012
103326 16.106
-20511 3.197
-34563 5.387
-86489 13.481
-14052 2.190
-65979 10.284
-51927 8.094

ns
* %k

* % %k

* %k %k

* %k
* %k
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P<0.05
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Fig. 35. Tabla y grafica del analisis estadistico del EGF, observando en el dia 18 postnatal
con mayor diferencia significativa (expresion) que en el resto de los dias.

Al comparar los promedios de los dias con EGF se observd que no existe

diferencia significativa (") entre el dia 1 vs 5 y 10 vs 16, poca diferencia

significativa (*) entre 5 vs. 10 y mucha diferencia significativa (***) entre los dias 1
vs. 10,16y 18;5vs. 10, 16 y 18; 10 vs. 18 y 16 vs. 18 (Fig. 35). Esto significa que

conforme se diferencia y crece el tejido glandular, los acinos y el sistema ductal,
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requieren de mayor cantidad de EGF, ya que dicho factor participa de forma

directa en el desarrollo y formacién de la arquitectura glandular.

6.2. ANALISIS DE EGFR.

Se utilizé el andlisis de variacion unidireccional (ANOVA) para comparar los datos
de EGFR, en el cual el valor de P= 0.9790 (significancia de resultados) es
considerado como no significativo. La prueba estadistica de comparaciones
multiple de Bonferroni, el cual se utilizd para comparar los promedios y verificar
entre cuales existe diferencia de importancia estadistica, nos indica que el valor

de t= >3.153, entonces el valor de P= <0.05.

5839.7 0.2771 ns P>0.05
7523.9 0.3571 ns P>0.05
9880.6 0.4689 ns P>0.05
12981 0.6161 ns P>0.05
1684.3 0.07993 ns P>0.05
4041.0 0.1918 ns P>0.05
7141.5 0.3389 ns P>0.05
2356.7 0.1118 ns P>0.05
5457.2 0.2590 ns P>0.05
3100.5 0.1471 ns P>0.05
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Fig. 36. Tabla y grafica del analisis estadistico del EGFR, observando ninguna diferencia
significativa entre los dias de desarrollo postnatal.
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Al comparar los datos de todos los dias (dias posnatales 1, 5, 10, 16 y 18) con
EGFR podemos observar que no existe diferencia significativa (") entre un dia y
otro dia (Fig. 36). Esto significa que en todos los dias del desarrollo glandular
existe la misma cantidad de receptor ya que se necesita mayor cantidad de EGF
para la formacién y desarrollo de la glandula salival, por lo consiguiente existe
menor expresion del receptor.

6.3. COMPARACION DE EGF CONTRA EGFR.

Para comparar EGF vs EGFR se utilizé la prueba estadistica de Mann Whitney,
que consiste en comparar 2 variables independientes cuyos datos han sido
medidos al menos en una escala de nivel ordinal (con una variable continua). El
valor con dos colas de P= 0.4206 es considerado como no significativo, el
promedio de EGF fue de 221,127 y el promedio de EGFR fue de 197,933.

PARAMETRO EGF EGFR
Promedio 221127 197933
Desviacion 41123 31255
estandar

PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR
260,000
250,000
240,000
230,000
220,000
210,000
200,000
190,000
180,000
170,000
160,000
150,000
140,000
130,000
120,000
110,000
100,000
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

O-omzo=T

EGF FACTOR EGF-R

Fig. 37. Tabla y grafica comparando EGF y EGFR, con mayor expresion del EGF.
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Se present6 mas el EGF que el EGFR en todos los dias de desarrollo postnatal
debido a que el factor presenta una accién directa en el desarrollo de la glandula
salival, a nivel estructural, molecular y funcional (Fig. 37). Por lo que existié una
mayor expresion con el factor, en el desarrollo postnatal de la glandula
submandibular, y disminuye proporcionalmente la cantidad del receptor, para la
formacién de la arquitectura del tejido glandular.

7. ANEXOS ESTADISTICOS.

- 170730.5 196158.2 218953.6 242721.7 277073.2
- 170892.4 180047.1 193412.1 203148.6 262902.4
- 156274.6 181797.2 206582.7 204115.2 261087.7
i 166266.8 177381.8 197623.2 215948.5 268256.4
- 167173.4 180136 201501.5 222399.7 278647.7
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Fig. 39. Resultados de la densitometria con EGFR en el desarrollo postnatal.
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Fig. 40. Resultados del promedio de la densitometria con EGF y EGFR en el
desarrollo postnatal glandular.

VI. DISCUSION
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En diversos estudios previos se ha demostrado la expresién del factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) en el desarrollo de la glandula submandibular (GSM) en los fetos y en el
crecimiento postnatal de dicha glandula en ratones, pero no se han enfocado en
observar la presencia del EGF y EGFR en la GSM en ratas siguiendo la secuencia
de desarrollo glandular postnatal.

Gresik y cols® demostraron la localizacién inmunohistoquimica del EGF en la
glandula submandibular en ratones observando que el EGF es sintetizado,
almacenado y secretado por las células granulares del tubulo contorneado (GCT)
de la GSM en ratones y la concentracién del factor en la glandula esta
estrechamente relacionada con el desarrollo y diferenciacién de las GCT. Se
localizé el factor, en algunas células, en el citoplasma basal mientras que en otras
GCT se concentrd en todo el citoplasma; el citoplasma basal y apical alrededor de
los granulos de secrecién por lo general fueron positivos a la inmunohistoquimica
mientras que los granulos fueron minimamente reactivos. A diferencia de los
resultados inmunohistoquimicos obtenidos en este estudio, muestran que existié
mayor inmunorespuesta a EGF en la porcién apical del citoplasma de los acinos
serosos lo que indica que el factor es destinado para la secrecion salival, ya que la
saliva contiene altas concentraciones del factor, y puede ser reabsorbido por el
conducto excretor y estriado, y llegar directamente al tejido conjuntivo, epitelial y al
plasma sanguineo. Por lo que el factor tiene la funcién de la renovacion y
regeneracién de la mucosa bucal para el correcto funcionamiento de las

estructuras de la cavidad bucal.

Estudios mas recientes, Gattone y colaboradores® mostraron que el EGF vy el
factor de crecimiento transformante a (TGFa) se encuentra presente en las células
acinares y ductales en el desarrollo postnatal temprano de la GSM en ratones,
observaron que la glandula submandibular de los ratones recién nacidos y de 10
dias de desarrollo postnatal los sitios donde se expresé el factor fueron en las

células acinares y en las células de los conductos con una mayor concentracion
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en el dia 10 postnatal. A partir del dia 20 postnatal se present6é inmunoreactividad
principalmente en los conductos (sistema ductal), y en el dia 21 EGF fue
localizado en las GCT de la GSM. A diferencia de los resultados de esta
investigacion, se observé que las ratas no presentan células granulares de los
tubulos contorneados (GCT) por lo que el factor solo se expresa en los acinos y en
el sistema ductal. La inmunorespuesta con EGF fue incrementando conforme la
glandula salival iba creciendo y diferenciandose, existiendo diferencia significativa
entre un dia y otro en la intensidad y expresién del factor, debido a que el EGF
juega un papel importante en la regulacién de la proliferacién celular y la
citodiferenciacion de la GSM, existiendo una inmunoreaccion severa en el dia 18
postnatal (etapa de brote terminal) ya que conforme se diferencia y crece la
glandula salival se requiere de mayor cantidad del factor para el desarrollo y

formacion de la arquitectura glandular.

Gresik y colaboradores® demostraron que el EGFR esta presente en la GSM fetal
de los ratones y se expresa en la células epiteliales de esta glandula en desarrollo,
el receptor en todos los fetos de todas las edades fue localizado en las
membranas epiteliales de las estructuras, observando inmunotincion fuerte en la
porcion final, inmunotincidon moderada en las superficies de algunas células
mesenquimales. En las primeras etapas de desarrollo fetal fue localizado el
receptor en todas las superficies de las células epiteliales pero en estado
avanzado aparecia mas prominente en las superficies basolaterales de las células
en contacto con el mesénquima especialmente las células de los conductos en
desarrollo. Esto implica que las células epiteliales son el principal blanco del EGF
durante el desarrollo de la GSM debido a una accién directa. Los resultados de las
primeras etapas de desarrollo prenatal concuerdan con los resultados encontrados
en este estudio en el cual las primeras etapas del desarrollo postnatal (etapa de
brote inicial, dia 1; y pseudoglandular, dia 5) el receptor se expres6é en todo el
citoplasma, pero por lo contrario en el dia 10 (etapa canalicular) se observo
inmunoreaccién en la parte apicolateral del citoplasma de los acinos serosos y en

las etapas tardias (dia 16 y 18, etapa de brote terminal) se encuentra en todo el
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citoplasma de las células y disminuian la expresién del EGFR de manera gradual
conforme se alejaba del conducto excretor.

Durban y colaboradores® realizaron un estudio de la aparicién de la diversidad del
linaje de las células de la glandula salival sugiriendo un papel en la senalizacién
del EGFR en el desarrollo postnatal en ratones, observando que la GSM durante
el curso del desarrollo postnatal, se compone de una poblacién heterogénea de
células fenotipicas las cuales incluyen las células ductales, acinares, mioepiteliales
y mesenquimales. Realizaron inmunohistoquimica del dia 1 al 35 de desarrollo
postnatal observando en el dia 1 expresién fuerte en los pro-acinos, en el
conducto intercalado muy fuertemente y los conductos estriados apenas se van
formando; en el dia 3 EGFR se expresd sobre casi todas las celulares acinares y
ductales, los conductos estriados aparecen con una inmunoreactividad
fuertemente a partir del tiempo en que su aparicién por la diferenciacion de las
células intercaladas del conducto fueron perceptibles en el dia 2 . Mientras que en
los dias 10 y 13 se observo poca o nula inmonoreactividad en las células acinares
y los conductos estriados e intercalares se expresé fuertemente el EGFR. Las
GCT de la GSM mostraron inmunoreactividad en su aparicién en el dia 10 por la
diferenciacibn de las células estriadas del conducto y persistié la
inmunoreactividad en edad adulta. Los dias 16 y 18 no hubo expresion en las
células acinares mientras que en los conductos estriados e intercalares se expreso
muy fuertemente el EGFR. Existié una disminucion evidente de la reaccion inmune
entre los dias 21 y 35 después del nacimiento en todas las estructuras,
posteriormente la reaccién inmune especifica a EGFR parecia estabilizarse y las
diferencias obvias no eran perceptibles en los ratones adultos de diversas edades.

Por lo contrario en los resultados obtenidos en este estudio observamos que el
EGFR en el desarrollo de la GSM en ratas se expresé levemente en el dia 1 en el
citoplasma de los brotes epiteliales de las acinos y conductos, en el dia 5 hubo
una respuesta inmunohistoquimica leve en los acinos serosos y conductos

estriados e intercalares en el cual dichas estructuras se encontraban en
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diferenciacién. Asi sucesivamente se expresaba mas el EGFR conforme existia
una mayor diferenciacion celular en los acinos y en el sistema ductal (dias 10, 16 y
18 dias de desarrollo postnatal), expresandose moderadamente en los acinos
serosos en el dia 18, observando morfo-diferenciacion a nivel de los conductos y
unidades secretoras de la glandula salival en los dias 16 y 18 postnatales.
Tomando en cuenta que el EGFR se expresa en la misma cantidad en todos los
dias de desarrollo postnatal (dias 1, 5, 10, 16 y 18 posnatales), podemos concluir
que el receptor participa en el mantenimiento de la forma y funcion del tejido
glandular.

En la actualidad no existen estudios que comparen la expresién del EGF con
EGFR en el desarrollo de la GSM en ratas, por o que en esta investigacién se
observa que existe una mayor cantidad e intensidad del factor en todas las etapas
de desarrollo glandular postnatal, esto se debe a que se requiere de mayor
cantidad de EGF para la formacion del tejido glandular y por lo consiguiente menor
cantidad de EGFR. Por lo que en los dias 16 y 18 de desarrollo postnatal existe
una inmunoreaccion leve con EGFR y va disminuyendo la intensidad de dicho

| 3 en el cual existié una

factor, concordando con las observaciones de Durban et a
disminucion evidente de la reaccién inmune entre los dias 21 y 35 después del
nacimiento en todas las estructuras, posteriormente la reaccién inmune especifica

a EGFR pareciera estabilizarse.

Por lo que nuestros datos confirman que el EGF y EGFR, dos de los componentes
de la familia del EGF, se encuentran presentes en el desarrollo postnatal de la
glandula salival y, por lo tanto, desemperian un papel importante en la conduccién
de la proliferacion celular y en la citodiferenciacion de la GSM actuando de manera

directa en el desarrollo y maduracion del tejido glandular.

Asi mismo tienen la funcién de la renovacion y regeneracion epitelial de la mucosa
oral para una correcta cicatrizacién y funcionamiento de las estructuras normales

de la cavidad bucal.
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Vil. CONCLUSIONES

1. El EGF y EGFR se encuentran presentes en las diversas etapas de desarrollo
de la glandula submandibular, por lo que es importante conocer los cambios
histologicos que se generan durante el desarrollo de la estructura glandular.

2. El EGF presenté mayor expresion en el dia 18 postnatal con mucha diferencia
significativa de P= <0.001*** que en el resto de los dias. Al comparar los dias 1 vs.
5y 10 vs. 16 se encontr6 poca expresion del factor con ninguna diferencia
significativa de P= >0.05"°. Obteniendo asi que a mayor diferenciacién y desarrollo
de la glandula salival (etapa de brote terminal) se presenta el factor con mayor

expresion.

3. El EGFR en las diversas etapas de desarrollo postnatal se expresé en una
misma cantidad, observando ninguna diferencia significativa de P= >0.05" en
todos los dias. Concluyendo que el receptor se encontré6 en una misma cantidad,
sin incrementos y estabilizando la inmunorespuesta, en el desarrollo de la

glandula salival.

4. Existi6 mayor inmunorespuesta con EGF que el EGFR en todos los dias de
desarrollo postnatal ya que el promedio del factor fue de 221,127 y del receptor
fue de 197,933 con un valor de P= 0.4206, considerado como no significativo,
observando una disminucién proporcional del receptor con respecto al factor.
Concluyendo que la glandulas submandibulares requieren mayor cantidad del
factor y menor cantidad del receptor conforme se va diferenciando y desarrollando
la arquitectura glandular.

5. Es importante establecer la presencia de los diferentes factores de la familia de
EGF en la morfo-diferenciacién del tejido glandular para un buen funcionamiento
de las estructuras de la cavidad bucal, en especial la reepitelizacion y

regeneracién de la mucosa bucal.
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