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RESUMEN
Los murciélagos son una de las especies de mamiferos mas numerosas
ocupando el 20% de todas las especies de mamiferos. Tienen un gran abanico
de habitos alimenticios, encontrandose carnivoros, hematéfagos, insectivoros,
frugivoros y nectarivoros. El estudio de las glandulas salivales en estas
especies ha sido de especial interés debido a la variabilidad estructural que se
ha encontrado entre murciélagos con diferentes formas de alimentacion. Las
caracteristicas mas estudiadas han sido las porciones secretoras y ductales.
Un componente muy importante para la funcion salival son las células
mioepiteliales (CME), que dan soporte y facilitan la expulsion de la saliva de las
porciones secretoras; sin embargo este tipo celular no ha sido estudiado a
detalle en las glandulas salivales de los murciélagos. Este es un estudio
exhaustivo de las caracteristicas de las células mioepiteliales de las glandulas
salivales mayores del murciélago Artibeus jamaicensis. Se identificaron en
primera instancia cada glandula anatomicamente e histolégicamente vy
posteriormente el tipo secretor de cada una. Las CME fueron descritas
ultraestructuralmente utilizando microscopia electronica de transmision y
localizadas utilizando los marcadores inmunohistoquimicos SMAa, K14 vy
Desmina. La expresion de los mensajeros de los genes que los codifican fue
identificada por RT-PCR y se evalud la expresion de las proteinas por Western
blot. Encontramos que las glandulas salivales mayores (parétida, sublingual y
submandibular) del murciélago frugivoro A. jamaicensis se localizan
anatémicamente de manera similar a como se ubican en el humano, con
algunas diferencias en sus relaciones anatdmicas y morfologia macroscopica.
La glandula parétida presenta caracteristicas morfolégicas de una glandula de
secrecion mixta, mientras que las glandulas submandibular y sublingual se
identificaron como de tipo mucoso y seromucoso respectivamente. Las CME
estan presentes en todos los componentes estructurales de las tres glandulas
salivales mayores del murciélago A. jamaicensis, excepto en los conductos
excretores. Nuestras observaciones empleando los marcadores SMAa, K14 y
Desmina mostraron que SMAa se encuentra en mayor cantidad vy
especificidad. Nuestros hallazgos sugieren que las CME son necesarias para la
correcta funcion de las glandulas salivales. Sin embargo, la mayor cantidad de

prolongaciones celulares encontradas en las glandulas sublinguales y



submandibular apoya el hecho de que el tipo de secrecidon puede influir en la

morfologia de las CME.



ABSTRACT
Bats are one of the largest groups of mammals, being 20% of all species of
mammal. They have a big spectrum of alimentary habits, finding meat-eating,
blood-eating, insectivorous, fruit eating and nectar-eating. Salivary gland study
in this species has been of special interest because of the structural variability
that has been found between bats with different food habits. The most studied
features have been the secretory end pieces and ducts. A very important part
for salivary gland function are the myoepithelial cells (MEC), which provides
support and helps the expulsion of saliva from the secretory end pieces;
however this cells has not been studied in detail in bat’s salivary glands. This is
a comprehensive study of the myoepithelial cells characteristics in mayor
salivary glands of the bat A. jamaicensis. In first place we anatomically and
histologically identified every gland, and later the secretory type of each one.
The MEC where described ultrastructurally using transmission electron
microscopy and were localized using the immunohistochemical markers SMAq,
K14 and Desmin. The expression of genes that codes for these proteins was
identified by RT-PCR and the proteins expression was quantified using Western
blot. We found that mayor salivary glands of the fruit bat A. jamaicensis are
anatomically localized on a similar fashion as the mayor salivary glands in
humans, with some differences in their anatomical relations and macroscopic
morphology. The parotid gland has morphological characteristics of a mixed
secretion gland, while submandibular and sublingual glands are mucous and
seromucous glands respectively. Our observations using the SMAa, K14 and
Desmin markers showed that SMAa is found in larger amount and is more
specific. Our findings suggest that MEC are necessary for the maintenance of
the salivary gland function. However, the larger amount of cytoplasmic
processes found in submandibular and sublingual glands support the fact that

the type of secretion influences the MEC morphology.



1. INTRODUCCION

1.1 Artibeus jamaicensis

Los murciélagos son mamiferos incluidos en el orden Chiroptera y conforman
una de las especies mas exitosas y probablemente la mas diversa, constando
de aproximadamente 1116 especies que ocupan el 20% de todas las especies
de mamiferos, siendo superados Unicamente por los roedores. En América
Central, Sudamérica y el Caribe existen mas de 300 especies (Altigram, 2011).

Por mucho tiempo, los quirdpteros habian sido clasificados en dos
subordenes: Megachiroptera y Microchiroptera. Los megaquiropteros
comprendian murciélagos herbivoros grandes (20 a 1500g), todos
pertenecientes a la familia Pteropodidae y se encuentran confinados en Africa,
Asia tropical e Indo-Australasia. Por otro lado, los microquirépteros, los cuales
se distribuyen en todo el mundo excepto en la Antartida, son mas pequefos
(1.5 a 1509) y tienen una gran variedad de habitos alimenticios (Zubaid, 2006).

Actualmente, la nueva filogenia molecular clasifica a los megaquiropteros,
todos de la familia Pteropodidae, junto con cuatro familias de microquiropteros.
Los microquirdpteros estan distribuidos en 17 o 18 familias dependiendo si se
acepta la familia Miniopteridae. Los quirépteros, por tanto, se han clasificado en
dos nuevos subdrdenes: Yinpterochiroptera y Yangochiroptera. En la figura 1

se muestra el arbol evolutivo de los quirépteros hasta las subfamilias.



SUTERFAMILY FAMILY SUBFAMILY (genera, species)  Genera, species

Piera pm.".irl ag 41, 186
Yinpterochiroplera Rhinclophidac L77
Hip posideridas 8, 81
Rhinopomatidae 1,4
RHNOLOPTOIDES Craseonycleridae L1
Megadermatidae 4,5
EriBaALLONUROIDEA | Emballonuridae | Taphozoinae 118 13,51
Emballonunnag 11, 23
‘r':msnchimptnm \1.v:ru':|‘|1n. 1, 16
Natalidae 38
- Molossidae | Malossinae 15, 04 L, 100
Tomopeatinae 1.1
= Miniopteridae 1,19
—— Vespertilionidae Vespertilioninae 3R, 238 17, 388
VESPERTILICMOIDEA Antrozoinac 23
Myotinae 3,106
Murininae L
NocriioNomE: el 232
Myzopodidae 1,2
'vh stacinidae 1.1
Thyropteridae 1.4
| f1|r|ph.r||.{1; 2,2
Moctiliopidae 1,3
I Mormeopidae 2,10
I Phyllostomidas Phyllastominae LG, 42 55, 160

Stenodermatinac LE, &7

Carallinae

Desmondontinae 3,3
Brachyphyllinae 1.2
Phyllonveterinae 1.5
Clossophaginae 13,32
3,4

Figura 1. Arbol evolutivo de los quiropteros. Tomado de ALTIGRAM John. Bats: From Evolution

to Conservation. 2™ Edition. Oxford University Press. Great Britain. 2011

Segun esta clasificacion el murciélago Artibeus jamaicensis es un miembro del
suborden Yangochiroptera, superfamilia Noctilionoidea, familia Phyllostomidae,
subfamilia Stenodermatinae y tribu Stenodermatini (Altigram, 2011).

Es un murciélago frugivoro de tamafio medio. Como los miembros de la familia
Phyllostomidae, presentan una hoja nasal bien desarrollada y un grupo de
glandulas sebaceas a su alrededor. Su coloracion puede variar desde gris
ceniza a marrén ceniza. No presenta cola y la membrana interfemoral es
delgada y sin pelo. Su caracteristica principal son un par de lineas blancas, una
desde la nariz hasta la parte posterior de las orejas sobre los 0jos y una por
debajo desde la parte inferior de la nariz al tragus; la linea superior se
encuentra mas definida y ambas son mas notorias en individuos de color mas
claro. Su longitud va desde los 78 a los 89 mm, la longitud del antebrazo es de
52 a 67.4 mm, la longitud craneal varia de los 26.2 a 31.6 mm. Su promedio de
peso es de 40 a 60 gr (Ortega y Castro-Arellano, 2001).

A. jamaicensis es la especie mas ampliamente distribuida de su género y

habita una gran cantidad de habitats, desde el norte de México, las islas del



Caribe y Centroamérica hasta la parte norte de Sudamérica. Prefiere habitats
hamedos aunque puede habitar bosques secos y areas modificadas por el
hombre. Es un murciélago frugivoro que se alimenta principalmente de zapote,
por lo que es conocido comunmente como murciélago zapotero. También se
alimenta de otras frutas, asi como de flores, polen, néctar y hojas, dandole una
gran variedad de fuentes alimenticias. Usualmente carga las frutas u hojas a un
nido de alimentacion cercano o no al area de recoleccion del alimento (Ortega y
Castro-Arellano, 2001)

1.2 Glandulas salivales

Las glandulas salivales son aquellas que vacian sus productos secretores en la
cavidad bucal. Morfolégicamente estan conformadas por unidades de células
secretoras frecuentemente llamadas piezas terminales, porciones secretoras o
acinos y conductos excretores principalmente. Son glandulas exocrinas, tubulo-
acinares compuestas, con secrecion de tipo merdcrina y tienen a su cargo la
produccién y secrecion de la saliva, la cual humedece y protege la mucosa
bucal (Dobrosielski-Vergona, 1993; Gomez De Ferraris, 2005; Gartner, 2002).

A pesar de ser consideradas comunmente como Organos puramente
digestivos, las glandulas salivales son capaces de realizar una gran variedad
de funciones. La saliva que secretan protege los dientes de ataques
bacterianos, asi como también protege la mucosa oral de agentes
potencialmente dafiinos. Por ejemplo, en mamiferos cuya dieta incluye material
potencialmente toxico como las glandulas cutdneas de algunas ranas, la saliva
parece neutralizar la ingesta toxica. En los murciélagos vampiros, las glandulas
salivales secretan un activador del plasminégeno denominado desmoteplasa, el
cual rompe la fibrina mientras se forma para permitir un flujo continuo de
sangre y poder alimentarse de ella (Medcaf, 2011). Algunos animales utilizan la
saliva como marcador territorial (Tandler, 1993). Las funciones béasicas de la
saliva, comunes en todos los mamiferos se resumen en la figura 2 (Gémez de
Ferraris, 2005).
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Figura 2. Principales funciones de la saliva. Diagrama que muestra las principales funciones de

la saliva descritas en mamiferos.

Ademas de la funcién secretora de la saliva, las glandulas salivales secretan
factores de crecimiento y sustancias vaso activas que son liberadas en el
torrente sanguineo y en la cavidad bucal, incluso llegan a aparecer ciertas
hormonas en la saliva (Tandler, 1993). Aunque se conoce la funcion de muchas
sustancias, existen algunas cuya funciébn permanece desconocida. Las
sustancias encontradas mas frecuentemente son: Amilasa salival, lisozimas,
IgAs, 1gG, IgM, lactoferrina, urea, glucosa, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), insulina y el factor de
crecimiento semejante a la insulina (FGI) (Kagami, 2000; Bagan, 2003; Gémez
de Ferraris, 2005). La ineficiencia en la funcion de las glandulas salivales
puede resultar en dafio severo a la mucosa bucal, caries y dificultad para
deglutir, lo que disminuye la calidad de vida. En especies silvestres, esta
perdida de funcion podria causar imposibilidad para alimentarse y por lo tanto



una reduccion de la ingesta caldrica y posiblemente inanicion (Bagan, 2003;
GOmez de Ferraris, 2005; Harunaga, 2011).

El desarrollo de las glandulas salivales en el ser humano inicia entre la sexta y
octava semana de vida intrauterina (Gomez de Ferraris 2005), en el raton los
primeros esbozos de la formacion de las glandulas salivales se ha detectado en
el dia 12 post coitum (dpc) (Hsu, 2010). Las glandulas salivales se consideran
de origen ectodérmico, a excepcion de las glandulas tonsilares, cuyo origen se
considera endodérmico (Abramovich, 1997). Se ha documentado que todos los
tipos de glandulas salivales se desarrollan de la misma manera
independientemente de su localizacion (Gémez de Ferraris, 2005). La
formacién de estos 6rganos inicia como un engrosamientos del epitelio del
estomodeo o cavidad bucal primitiva, sitio donde se formara el ostium.
Conforme avanza el desarrollo, el brote glandular se elonga formando un
corddn, el cual se invagina dentro del mesénquima y posteriormente se ramifica
a partir de su extremo distal. Este proceso es conocido como morfogénesis
ramificante, y conduce a la formacién de la estructura compuesta de la glandula
(Abramovich 1997; Gomez de Ferraris 2005). Este proceso de ramificacion en
el ratdn inicia a los 13 dpc con la formacién de un engrosamiento en la regién
distal de los cordones celulares que estdn rodeados por mesénquima
condensado. Este engrosamiento es marcado por un numero creciente de
hendiduras que lo dividen en numerosos botones. La glandula entonces sufre
numerosas rondas de formacion de hendiduras y botones mientras el cordén
que formara el ducto se elonga (Chi-feng Hsu 2010). Los cordones
remanentes que unen a las porciones terminales en formacion con el epitelio
del estomodeo sufren apoptosis en sus células centrales dando origen a
conductos, mientras que células localizadas en las porciones distales se
diferencian en células secretoras conformando las unidades terminales o
acinos (Abramovich 1997; Gomez de Ferraris 2005). En la figura 3, se muestra
un diagrama de las vias de transduccion de sefales y factores de crecimiento
mas importantes en el proceso de morfogénesis ramificante (Chi-feng Hsu
2010).



EGF PDGF

FGF7 FGF10
l \/ ‘ Mesenchyme
Epithelium
EGF-R "= FGF-R PDGF-R
\
\
ERK-1/2 PI13-K PLCv1

TR Y
T

Bud Cell Bud/duct
formation survival  elongation
. )
< L

Figura 3. Diagrama de las vias de transducciéon de sefales y factores de crecimiento
involucrados en el proceso de la morfogénesis glandular.

Las glandulas salivales se subdividen en glandulas salivales mayores o
extrinsecas y menores o intrinsecas. Existen tres pares de glandulas salivales
mayores que se localizan fuera de la cavidad bucal y desembocan en ella por
medio de conductos principales. Las glandulas salivales mayores son: Par6tida,
submandibular y sublingual. Las glandulas salivales menores se encuentran
distribuidas en la mucosa y submucosa de los érganos de la cavidad bucal y
estdn conectadas a la superficie mucosa por medio de cortos conductos
excretores, son pequefias y muy numerosas. Se dividen en: labiales, genianas,
palatinas y linguales que incluyen las glandulas de Blandin Nuhn, en la regién

antero-ventral; las de Weber o dorso posteriores y las de Von Ebner, en el



surco de las papilas caliciformes (Dobrosielski-Vergona 1993; Gomez De
Ferraris 2005). En el vampiro comdn existen también unas glandulas
mediolinguales con estructura tubular diferente a las demas especies (Tandler

y Toyoshimal997), lo cual parece estar relacionado con su alimentacion.

La unidad secretora basica de las glandulas salivales son los acinos. Estos son
sacos formados por células serosas y mucosas que segregan respectivamente,
enzimas y mucina. Los acinos estan formados por las células acinares, las
cuales presentan forma piramidal y su funcion es vaciar sus productos
secretores en los lumenes de los acinos y en los tubulos. La tincidbn con
hematoxilina y eosina permite distinguir dos tipos de células secretoras:
serosas y mucosas (Gomez De Ferraris, 2005). Sin embargo, al examinarse
con técnicas histoquimicas para glucoconjugados es posible identificar un
tercer tipo de célula secretora denominada seromucosa (Dobrosielski-Vergona,
1993).

1.3 Morfologia de las células secretoras

Considerable polémica ha existido desde la aparicién de técnicas histoquimicas
y de microscopia electrénica para definir e identificar el tipo de célula secretora
del que se conforma una glandula salival. Convencionalmente las células que
conforman las piezas terminales son clasificadas dentro de una de estas tres
categorias: serosas, mucosas o0 una forma intermedia llamada seromucosa
(Tandler, 1978). Las células secretoras serosas y mucosas son los términos
mas antiguos y se acufaron para describir la apariencia de las células con
tinciones de rutina; sin embargo muchos investigadores se plantearon la
pregunta de si estas descripciones tendrian algun significado biolégico, si las
células identificadas como serosas o mucosas tendria el mismo origen, papel
bioldgico o las mismas funciones en diferentes especies (Tandler, 1993).

Existe cierto consenso en relacion a la forma y funcion de las células mucosas,
sin embargo la definicion tanto de células serosas como seromucosas es mas
complicado y ha causado considerable controversia (Tandler, 1993). Se han
utilizado tanto criterios histoquimicos como morfolégicos para definir ambos
tipos celulares. Pinkstaf en su revisibn de 1993 menciona que el término

“seroso” debia dejarse de lado debido a que todos los granulos secretores de



las glandulas salivales producen al menos pequefias cantidades de
glucoconjuados. Young y van Lennep en 1978 construyeron una clasificacion
basada en la ultraestructura para simplificar la identificacion del tipo celular y
evitar el uso de toda una bateria de pruebas histoquimicas. Sus criterios
morfologicos incluyeron granulos relativamente grandes y discretos, con una
matriz granulada y moderadamente electro-densa, es decir, frecuentemente
con una o varias inclusiones densas (Tandler, 1993).

Utilizando tanto una tinciéon con azul de toluidina para microscopia de campo
claro, asi como microscopia electronica de transmisién (MET), Tandler en 1993
propone un punto medio entre los dos extremos mencionados anteriormente.
Clasifica como células serosas a aquellas células que presentan granulos
tefidos de color azul a negro con azul de toluidina y que aparecen con una
matriz electro-densa analizandolas por MET. Por otro lado, clasifica como
células seromucosas aquellas que aparecen con granulos apenas tefiidos con
azul de toluidina y con muy poca electro-densidad al MET. Yendo un poco mas
lejos incluye como células seromucosas aquellas que no son identificadas
claramente como células mucosas.

Las células acinares mucosas observadas en cortes convencionales tefiidos
con hematoxilina y eosina (HE), se aprecian con un material vagamente tefiido
eosinofilo. En cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina los granulos son
facilmente identificables y su contenido se observa con grados variables de
metacromasia (Tandler, 1993). La metacromasia es la propiedad de ciertas
moléculas de cambiar el color de algunos colorantes basicos (Junqueira y
Carneiro 2005). La caracteristica mas notoria en el MET es la gran cantidad de
granulos localizados en la regidn supranuclear, éstos tienden a ser mas
grandes que los de las células serosas y con una matriz electro lucida que
contiene material fibro-granular (Tandler, 1993).

Algunas porciones secretoras mucosas presentan grupos de células secretoras
gue parecen cubrir sus extremos ciegos y son llamadas demilunas o semilunas
(Dobrosielski-Vergona, 1993; Gémez De Ferraris, 2005). Las semilunas son
usualmente serosas 0 seromucosas, aunque en algunos carnivoros se han
identificado como mucosas. Se presume que estas células vierten su contenido
en la luz del acino por medio de canales intercelulares o por procesos delgados

gue pasan entre las células mucosas (Dobrosielski-Vergona 1993).



Las glandulas que poseen semilunas son llamadas glandulas de secrecion
mixta (Dobrosielski-Vergona 1993; Gomez De Ferraris 2005).

Las glandulas parétidas de humano, ratén y rata han sido clasificadas con
técnicas histolégicas de rutina (HE) como de tipo seroso; sin embargo por
meétodos histoquimicos se ha demostrado la presencia de glucoconjugados y
se han clasificado como seromucosas. Las células secretoras de la glandula
parotida de rata observadas en el MET presentan granulos moderadamente
electro-densos tipicamente serosos; en el ratbn aparecen similares a las
descritas en rata pero suele apreciarse un borde electro-denso en los granulos
secretores con ocasionales esferas centrales. En el humano se observan
células serosas moderadamente electro-densas con esférulas centrales o
excéntricas en los granulos de secrecion (Dobrosielski-Vergona, 1993).

Las glandulas submandibulares humanas histolégicamente presentan piezas
terminales tanto serosas como mucosas, las piezas mucosas se encuentran
cubiertas por semilunas seromucosas. Ultraestructuralmente las células
mucosas presentan la morfologia clasica ya descrita. Las glandulas
submandibulares de raton y rata difieren de las del humano en que no
presentan piezas terminales mucosas ni semilunas seromucosas, sus acinos
son considerados histoquimicamente seromucosos Yy ultraestructuralmente se
asemejan a piezas terminales mucosas (Dobrosielski-Vergona 1993).

Las glandulas sublinguales humanas son glandulas mixtas que consisten
principalmente en acinos mucosos con semilunas seromucosas y algunos
acinos de tipo seroso. Las glandulas sublinguales de rata y ratén son
histolégicamente similares a las del humano. La ultraestructura de estas
glandulas en las especies mencionadas corresponde a la descrita para las
células mucosas (Dobrosielski-Vergona 1993).

Utilizando la clasificacion propuesta por Tandler (1993), las células secretoras
tienen las siguientes caracteristicas:

Células serosas. Ceélulas de forma piramidal cuyos granulos de secrecion a
nivel de microscopia de campo claro, tefiidos con azul de toluidina aparecen
intensamente azules o negros y al MET se observan con matriz electro-densa
(Tandler 1993).



Células seromucosas. Células piramidales o cuadrangulares apenas tefiidas
con azul de toluidina en cortes semifinos. Con MET se observan granulos
secretores con muy baja electro-densidad (Tandler 1993).

Células mucosas. Estas células analizadas en cortes semifinos tefiidos con
azul de toluidina, presentan granulos individuales que pueden distinguirse
facilmente, asi como material secretor, que dependiendo de la especie, puede
detectarse desde levemente hasta intensamente metacromatico. Con MET
estas células se observan completamente cargadas de gotas mucosas con
matriz electro-licida. Se dice que estos granulos son 50% mas grandes en
diametro que los granulos observados en las células serosas (Tandler 1993).
1.4 Células mioepiteliales

Las piezas terminales o secretoras se encuentran parcialmente cubiertas por
células con procesos citoplasmaticos largos que forman una red entrelazada
(Redman, 1994). Estas células son muy similares a células propias de musculo
liso, aunque son claramente epiteliales, por este motivo son llamadas células
mioepiteliales (CME) (Gémez de Ferraris ,2005; Gartner, 2002; Redman,
1994). Las CME se encuentran interpuestas entre las células secretoras y la
lamina basal y contienen filamentos de queratina y un gran numero de
miofilamenteos contractiles como actina, miosina, calponina y caldesmona
(Goémez de Ferraris, 2005; Ogawa, 1999).

Al contener miofilamentos estas células poseen capacidad de contraccion.
Estan encargadas de facilitar la expulsion de la saliva cuando la glandula es
estimulada (Dobrosielski-Vergona 1993; Redman 1994; Gartner 2002; Gobmez
de Ferraris, 2005; Elewa 2010). También se considera que refuerzan las
células parenquimatosas y previenen la acumulacién de saliva, por tanto evitan
el dafio celular consecuente, ademas ayudan en la propagacién de estimulos
secretores. Segun Elewa (2010) las CEM sirven como pared protectora contra
la constriccion de las luces delgadas de los ductos intercalados y contra el
aumento de la presion del parénquima y tejidos circundantes.

Las células mioepiteliales se diferencian a partir de células progenitoras
epiteliales localizadas en los botones que daran origen a las porciones
terminales. La expresion de actina de musculo liso y queratina muestra la
aparicion de estas células entre el dia 20 y 21de vida intrauterina en las ratas

en desarrollo (Ogawa, 1999).
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La distribucion de las células mioepiteliales varia considerablemente entre
especies y en la misma glandula en el curso del desarrollo. Gracias a su forma
tipica y sus procesos interconectados, han sido descritas como células en
cesta, células estrelladas o incluso se han comparado con “pulpos sobre una
roca” (Redman, 1994). También se ha reportado que su distribucion es mas
densa en glandulas con secrecion viscosa mas que en glandulas de secrecion
serosa. En la rata, por ejemplo, en la etapa adulta no aparecen células
mioepiteliales en los acinos de la glandula parétida, sin embargo en ratas
juveniles y recién nacidas son frecuentemente localizadas. Tsujimura en 2006
atribuye este fendmeno al cambio de tipo secretor de mixto a seroso, apoyando
las descripciones que relacionan la cantidad de células mioepiteliales presentes
con el tipo de secrecion de la glandula. Asi mismo, Elewa en 2011 menciona
en un estudio realizado en cabras que la forma de las células mioepiteliales
también depende del tipo secretor glandular, siendo células de mayor tamafio
en las glandulas con secrecion més bien viscosa.

Como se ha mencionado, la distribucion de las células mioepiteliales es
variable segun la especie y la edad de los individuos. Dado que en este estudio
nos ocupamos de animales adultos, se describira Unicamente la distribucion de
estas células en individuos desarrollados y en las especies mejor estudiadas
como son el humano, el ratén y la rata.

En las tres glandulas salivales mayores del ser humano las células
mioepiteliales se localizan recubriendo los acinos, conductos intercalares y
conductos estriados (Redman, 1994; Hardy 1998; Gomez de Ferraris, 2005).
En los conductos excretores algunas células basales cumplen la mayoria de los
criterios morfolégicos de células mioepiteliales (Redman, 1994).

En la glandula parétida de la rata, las células mioepiteliales se encuentran en
los conductos intercalares, extendiendo algunos procesos citopladsmicos a los
conductos estriados y muy escasamente se llegan a observar en las piezas
terminales. En la glandula submandibular se localizan en las porciones
acinares y conductos intercalares. En la glandula sublingual presentan una
distribucion similar a la encontrada en la glandula submandibular (Redman,
1994; Tsujimura, 2006).
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En el raton la localizacion de las células mioepiteliales en las glandulas
salivales mayores es muy similar a la descrita para el ser humano, incluyendo
acinos, conductos intercalares y conductos estriados (Hardy, 1998).

En la Tabla 1 se resume la distribucion de las células mioepiteliales de las

glandulas salivales mayores de las especies mencionadas:

ESPECIE PAROTIDA SUBMANDIBULAR SUBLINGUAL
HUMANO Acinos, conductos Acinos y conductos Acinos, conductos
intercalares y intercalares y intercalares y

conductos estriados conductos estriados conductos estriados

RATA Conductos Acinos y conductos Acinos y conductos
intercalares intercalares intercalares

RATON Acinos, conductos Acinos, conductos Acinos, conductos
intercalares y intercalares y intercalares y
estriados estriados estriados

Tabla 1. Distribucion de las células mioepiteliales es tres especies de mamiferos: humano, rata
y raton.

Ultraestructuralmente las células mioepiteliales comparten muchas
caracteristicas descritas en las células del musculo liso como: arreglos
paralelos de filamentos reunidos en cuerpos densos anclados a la membrana
basal en placas de anclaje; nucleos fusiformes paralelos al eje mayor o a la
prolongacion citoplasmica mas larga; numerosas caveolas principalmente en la
porcidon basal de la membrana; particulas de glucégeno; reticulo endoplasmico
rugoso y aparato de Golgi dispersos y una lamina basal. Estan unidas a las
células secretoras y epiteliales por desmosomas (Chaudhry, 1987; Redman,
1994). Los ndcleos tienen forma de disco céncavo, pero son faciles de
reconocer en cortes transversales por su yuxtaposicion con las células
epiteliales. Pueden ser distinguidas de células de muasculo liso por su anclaje a
células parenguimatosas mediante desmosomas y a la lamina basal por
hemidesmosomas (Redman 1994).

La localizacién de las células mioepiteliales utilizando microscopia de campo
claro con técnicas histologicas convencionales es extremadamente dificil, por

lo que se han utilizado recientemente herramientas como la inmunohisoquimica
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e inmunofluorescencia, que utilizan proteinas especificas de la superficie
celular para marcarlas con colorantes enzimaticos o fluorescentes,
respectivamente, y facilitar su observacion. Los marcadores mas comUnmente
utilizados para marcar a estas células pueden ser de tres tipos (Ogawa, 2003):

a) Marcadores de proteinas musculares como actina alfa de musculo liso
(alpha-SMA), SMMHC (cadena pesada de miosina de musculo liso), h-
caldesmona y calponina basica que se expresan en CME y vasculatura
mesenquimal.

b) Proteinas expresadas por CME y células ductales que incluyen queratinas
14,5y 17, integrina alfa-1 beta-1 y metalotioneina.

c¢) Vimentina, que marca CME, células mesenquimales y algunas ductales.

En este estudio y de acuerdo con lo descrito por Draeger en 1991 y Ogawa en
2003 empleamos los marcadores SMAaq, queratina 14 y desmina siendo los
mas especificos y mejor descritos en las células mioepiteliales.

1.5 Glandulas salivales y murciélagos

Los murciélagos tienen las mismas glandulas salivales mayores encontradas
en otros mamiferos, con la diferencia de que frecuentemente la glandula
submandibular esta dividida en una glandula principal y una accesoria. El
término principal se reserva para la glandula de apariencia mixta similar a la de
otras especies, y la accesoria es comunmente la mas pequefia, aunque hay
casos en los que su histologia difiere independientemente del tamafio
(Dobrosielski-Vergona, 1993). A este respecto, cuatro de las especies de
murciélagos que se alimentan de ranas presentan foliculos en lugar de acinos y
los conductos carecen de las caracteristicas citolégicas de otros mamiferos,
sus células foliculares tienen cuerpos citoplasmicos inusuales, mitocondrias
con cuerpos cristaloides y ambos elementos —tdbulos y foliculos- estan
rodeados de células mioepiteliales inervadas con terminaciones hipolemales;
se cree que secretan neutralizantes de toxinas, los acumulan y luego los
expulsan rapidamente con ayuda de las CME (Tandler 1997). En el vampiro
comun (Desmodus rotundus), ambas glandulas varian, la principal presenta
tibulos serosos con casquetes mucosos, la accesoria presenta acinos
mucosos con semulinas mucosas que difieren en contenido con los acinos y las
células tubulares estan especializadas para la dieta extremadamente alta en

cloruro de sodio (Tandler 1997). En el caso de algunas especies como
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Tadarida thersites esta division no ocurre en la glandula submandibular, si no
en la parétida, en la que la glandula principal es de tipo serosa y la accesoria
tiene el mismo parénquima pero en lugar de conductos intercalares tiene
conductos con luz muy amplia llamados macroductos con el mismo tipo de
epitelio, que reducen su tamafio conforme se acercan a la periferia glandular
(Nagato, 1998).

Dentro de este contexto, también se sabe que la morfologia de las células de
las glandulas salivales de 7 especies de murciélagos del género Artibeus —
incluyendo a A. jamaicensis- es idéntica constando principalmente de acinos
seromucosos con granulos esféricos y conductos intercalares cortos. Artibeus
obscurus es el uUnico que difiere teniendo células acinares conteniendo
megamitocondrias en las que, por motivos desconocidos, la estructura de su
matriz es totalmente diferente (Tandler 1997). La glandula submandibular del
género Artibeus es considerada mixta con acinos serosos y semilunas

seromucosas (Tandler 1997).
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ANTECEDENTES

Como se ha mencionado los quirOpteross son una de las especies de
mamiferos més exitosas y diversas que existen constituyendo la segunda
familia mas numerosa (Altigram, 2011). Los murciélagos han desarrollado
diferentes habilidades para obtener y asimilar nutrientes y esto se ve reflejado
en su historia evolutiva, existiendo especies cuya alimentacién se basa en
insectos (insectivoros), carne (carnivoros), fruta (frugivoros), néctar
(nectarivoros), sangre (hematéfagos) o, incluso, omnivoros (Dobrosielski-
Vergona, 1993).

Los diversos habitos alimenticios se han logrado relacionar con la morfologia
craneal en estudios realizados con varias especies de murciélagos frugivoros,
encontrandose diferencias anatomicas entre las especies que se alimentan de
frutas suaves y las que se alimentan de frutas duras (Zubaid et al, 2006). Asi
mismo, se sabe que las glandulas salivales de diferentes especies de
quirépteros con diferentes habitos alimenticios difieren morfolégicamente entre
si (Dobrosielski-Vergona, 1993).

Como se menciond, una de las funciones principales de la saliva es la
digestiva, sin embargo también contiene sustancias con funciones tan diversas
como la proteccién de los dientes contra ataques bacterianos, lubricacion y
proteccion de la mucosa bucal, etcétera. En mamiferos que incluyen en su
dieta agentes potencialmente toxicos (por ejemplo de ranas que poseen
glandulas toxicas en la piel) la saliva llega a neutralizar a estos agentes
nocivos; los murciélagos vampiros secretan activadores de plasminégeno para
evitar la coagulacion sanguinea y permitir su alimentacion; se sabe que en
ciertos animales la saliva influencia el comportamiento sexual como por
ejemplo, para marcar el territorio. A pesar de estas diferencias funcionales las
glandulas salivales en mamiferos estan constituidas bajo el plan general
descrito anteriormente (Tandler, 1993).

Los murciélagos tienen los mismos tres pares de glandulas salivales mayores
encontrados en otras especies de mamiferos (parétida, submandibular vy
sublingual); sin embargo difieren en que frecuentemente presentan dos
glandulas sublinguales a cada lado que son divididas en principal y accesoria.

Debido a la diversidad alimentaria de los murciélagos es de suponer que exista
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una gran diversidad morfolégica de las glandulas salivales tanto entre
diferentes especies como en una misma especie (Dobrosielski-Vergona 1993).
Como se ha descrito, existen numerosos estudios que describen las
caracteristicas de las glandulas salivales en murciélagos centrandose
principalmente en sus porciones secretoras, sin embargo las células
mioepiteliales en estos mamiferos no han sido estudiadas a profundidad a
pesar de su importancia en la fisiologia de las glandulas salivales.

En este estudio utilizamos y cuantificamos los marcadores mas comunes de
células mioepiteliales para su localizacion en las glandulas salivales mayores
del murciélago frugivoro Artibeus jamaicensis. Debido a la participacion de las
células mioepiteliales en la etiopatogénesis de diversas neoplasias de
glandulas salivales, la comprension a profundidad de sus caracteristicas
también permitira un mayor entendimiento de su participacibn en estas
patologias (Fraga lanez, et al 2010). De esta manera, la informacién obtenida
en este estudio podria ser de utilidad para localizar a las células mioepiteliales

en otras especies y en patologias de glandulas salivales.
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3. JUSTIFICACION
Al conocer la distribucion y morfologia de las células mioepiteliales en las
glandulas salivales del murciélago frugivoro Artibeus jamaicensis podemos
establecer si existen diferencias con otras especies de quirépteros con dietas
diferentes y relacionar estas diferencias con el tipo secretor de las glandulas

salivales de otros organismos.

4. HIPOTESIS
La morfologia y distribucion de las células mioepiteliales sera diferente segun el
tipo de glandula salival, tanto en las porciones secretoras como ductales. De la
misma manera, estas diferencias estaran relacionadas con el tipo de dieta del

organismo.
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5. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las células mioepiteliales en las glandulas salivales del murciélago

frugivoro Artibeus jamaicensis.

6. OBJETIVOS PARTICULARES
* ldentificar anatébmicamente las glandulas salivales mayores en el

murciélago A. jamaicensis
* ldentificar histologicamente los componentes de las glandulas salivales.

* Analizar estructural y ultraestructuralmente las células mioepiteliales que
conforman las glandulas salivales serosas, mucosas, seromucosas Yy

mixtas.

+ Establecer el patron de expresion para marcadores de células

mioepiteliales (SMAaq, queratina 14 y desmina).

* Cuantificar los niveles de expresion tanto del ARNm como de la proteina de

SMAa, queratina 14 y desmina.
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7. MATERIAL Y METODOS

Colecta, manejo y sacrifico de animales

La captura de murciélagos de la especie Artibeus jamaicensis se realiz6 en el
municipio de Yautepec en el estado de Morelos con el permiso otorgado por la
SEMARNAT (SGPA/DGVS/09713/13).

Las capturas fueron realizadas por la noche utilizando redes tipo niebla
colocadas cerca de los lugares de forrajeo de los murciélagos, comiunmente
arboles frutales. Inmediatamente después de caer en la red los murciélagos
fueron clasificados por especie utilizando tablas taxondmicas (Medellin, Arita y
Sanchez, 2008) y colectados Unicamente los identificados como A. jamaicensis,
los murciélagos de otras especies fueron liberados. Los animales colectados
fueron colocados en bolsas de manta con alimento y llevados al laboratorio.
Inmediatamente después de su llegada al laboratorio los murciélagos fueron
pesados y sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico equivalente
a 70mg/kg de peso. Para el presente estudio, se emplearon un total de 15

individuos, de los cuales 8 fueron machos y 7 fueron hembras.

Microscopia de campo claro y electrénica

Con la finalidad de realizar el andlisis ultraestructural de las células
mioepiteliales del murciélago A. jamaicensis se obtuvieron cortes de 10 um en
parafina y se tifieron con Hematoxilina (Electron Microscopy Sciences, USA) y
Eosina (AMRESCO, USA) o HE. Por otro lado, se obtuvieron cortes semifinos
incluidos en resina epo6xica de 1 pum con un ultramicrotomo (EPON 812), los
cuales fueron tefiidos con azul de toluidina para su observacion al microscopio
de campo claro. Para la técnica de tincién con HE, fue realizada la escision de
los tres pares de glandulas salivales mayores, posteriormente estos tejidos se
fijaron en paraformaldehido (PFA) y procesados para su inclusion en parafina
(Paraplast. Leica Biosystems, USA). Para la observacion de cortes semifinos
los tejidos se fijaron en solucion Karnovsky por 1 hora, se lavaron con

amortiguador de cacodilatos a pH7.3 y posfijaron en tetroxido de Osmio por 1h.
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Posteriormente se lavaron con agua bidestilada y se deshidrataron en alcohol a
concentraciones crecientes (70 a 100%); los tejidos se colocaron en Acetonitrilo
(JT Baker) y posteriormente en mezclas de acetonitrilo y resina epoxica (EPON
812) a proporciones crecientes (1:1, 1:2) para finalmente ser polimerizados en
EPON por 24 hrs. Se realizaron cortes semifinos y se tifieron con azul de

toluidina (Electron Microscopy Sciences, USA).

El mismo procesamiento se utiliz6 para realizar cortes finos de 600nm, los
cuales fueron contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser

observados en el microscopio electronico de transmision.

Nota: Los microscopios utilizados son enumerados en el anexo 1

Los reactivos utilizados son enumerados en el anexo 2

Inmunohistoquimica

Los tejidos fueron fijados en Paraformaldehido (PFA) al 4% preparado con
amortiguador de fosfatos (PBS). Posteriormente, fueron lavados con PBS e
incubados en una solucidn de sacarosa (Sigma-Aldrich, USA) al 30% en PBS a
4°C toda la noche. Los tejidos fueron colocados y orientados en cipsulas Beam
y posteriormente embebidos en medio de inclusion OCT (Tissue Tec, Sakura
Finetek, USA) para ser congelados en hexano (JT Baker) a -70°C.

Se realizaron cortes en criostato a -24°C con grosor de 20um y se colocaron
tres cortes por glandula por laminilla en orden descendente iniciando con la
glandula parétida, después la submandibular y por udltimo la sublingual (figura
4). Se utilizaron laminillas eléctricamente cargadas (Superfrost-Plus Slide,
Electron Microscopy Sciences, USA) para minimizar la posibilidad de
desprendimiento del tejido de la laminilla, ademés de una burbuja de vacio para

mejorar la adhesion.

20



Q00
Q0

000

Fig 4. Orden de colocacion de muestras en laminilla para
inmunohistoquimica. a) Glandula par6tida; b) Glandula submandibular; c)
Glandula sublingual

Para la deteccion de las proteinas Desmina, SMAa y Citoqueratina 14 (K14)
mediante inmunohistoquimica en los cortes obtenidos por congelacion, las
laminillas se colocaron en cdmaras humedas y los cortes fueron rehidratados
con PBS y se bloquearon las peroxidasas endogenas con agente bloqueador
(Blocking Reagent, Biocare Medical PX968MM) durante 30 min. Las secciones
se lavaron con PBS y se trataron en solucion de Triton (Sigma) 1x para ser
bloqueadas con una solucién de albumina de suero bovino (BSA, Albumine
Bovine Serum, Sigma-Aldrich) al 1% por una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se colocdé el anticuerpo primario correspondiente en la
concentracion indicada en la tabla 1 y se incub6 a 4° centigrados durante una
noche. Se realizaron tres lavados con PBS de 5 minutos cada uno y se bloqued
con BSA durante 15 minutos para ser incubados a temperatura ambiente (TA)
con el anticuerpo secundario correspondiente a la concentracién indicada en la
tabla 2.

Finalmente, la reacciéon fue revelada con diaminobencidina (DAB Chomogen.
Dako, USA) preparada con una gota de cromogeno en 1ml de sustrato
siguiendo las instrucciones del fabricante. El tiempo de revelado de cada
anticuerpo se determiné mediante la observacion al microscopio y la reaccion
se detuvo con agua bidestilada filtrada. Se realizdé una tincion de nucleos con
hematoxilina. Se utilizé una solucién de montaje (Tissue-teck) para su posterior

observacién con un microscopio de campo claro.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia

Anticuerpo primario Origen Marcay No. De Dilucién
catalogo

Anti-SMAa Policlonal generadoen  Abcam ab5694 1:200
conejo

Anti-K 14 Policlonal generado en  Abcam ab15461 1:200
conejo

Anti-desmina Policlonal generado en ~ Abcam ab15200 1:200
conejo

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados para inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia

Anticuerpo Origen Marcay No. De Dilucién

secundario catélogo

Anti-conejo Generado en cabra  Invitrogen G21234 1:200
acoplado a HRP

Anti-conejo Generado en cabra ZyMed 1:100
conjugado Cy5 81-6116

Anti-conejo Generado en cabra  Invitrogen A10520 1:100
conjugado Cy3

Inmunofluorescencia

Los primeros pasos en ésta técnica, rehidratacion con PBS y permeabilizaciéon
con Tritén, fueron los mismos empleados en la inmunohistoquimica. También
se emplearon los mismos anticuerpos primarios en las mismas
concentraciones. Para esta técnica no es necesario el bloqueo de peroxidasas
endodgenas. Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fluorégenos
(Tabla 2), los cuales fueron incubados por una hora, posteriormente los cortes
se lavaron 3 veces 5 minutos con PBS y se procedié al montaje con medio
Dako, para su posterior observacion al microscopio confocal.

En el caso de los cortes procesados para inmunofluorescencia doble, antes del

montaje de la laminilla se procedié a realizar una postfijacion con PFA 4%

durante 15 minutos, posteriormente se hicieron 4 lavados con PBS de 5
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minutos cada uno y se repitié el procedimiento desde la permeabilizacion del

tejido con tritdn hasta el montaje de los cortes.

Los cortes se mantuvieron protegidos de la luz a 4°C hasta su observacion al

microscopio confocal (LSM5 Pascal, Carl Zeiss).

Nota: Los reactivos utilizados son enumerados en el Anexo 3

RT-PCR (Reverse Tarnscriptase-Polimerase Chain Reaction)

Para realizar esta técnica en primera instancia es necesaria la extraccion del

ARN total (ARNt) de las muestras obtenidas. EI método utilizado para la

obtencion del ARNt fue por Trizol (Life Technologies Invitrogen, Carlsbald,

CA))/Cloroformo (JT Baker, USA). Para esto, se obtuvieron las glandulas

salivales parétida, submandibular y sublingual las cuales se congelaron en

100pl de Trizol utilizando hielo seco y se almacenaron en un ultracongelador a -
70° C.

1.

Extraccion de ARN total.

Homogenizacién: se homogeneizé el tejido en 500ul de Trizol y se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente (TA)

Separacion de fases: se afiadieron 200ul de cloroformo por cada mililitro de
Trizol utilizado, se mezclé manualmente 15 seg y se incubd 3 minutos a TA.
La muestra se centrifugd a 12000 gravedades (g) a 4°C durante 15 min para
separar la muestra homogeneizada en una fase inferior de fenol cloroformo,
una fase intermedia y una fase acuosa superficial en la que se encuentra el
RNA.

Aislamiento de ARN: la fase acuosa obtenida fue tratada con 10 mg de
glucogeno libre de DNasas. Las muestras asi tratadas se colocaron en un

tubo eppendorf nuevo y se precipitaron con 250ul de Isopropanol

23



(J.T.Baker) a TA por 10 minutos. Se centrifugaron las muestras a 12000 g
por 10 min a 4°C para obtener el botén de ARN total (ARNt)

4. Lavado del ARNt: se eliminé el sobrenadante y se lavo la pastilla con 500pl
de alcohol etilico al 80% preparado con agua tratada con DEPC (libre de
RNasas), se separ6 del fondo del tubo en el Vortex y se centrifugd a 14000
rpm por 15 min a 4°C. Se decant6 la fase acuosa y se dejoé secar el boton
porl0minaT. A

5. Resuspencion: se disolvié el boton de ARNt en 20 a 30 ul de agua con
DEPC

La muestra se cuantificé en un espectrofotometro de masas (BioPhotometer,
Eppendorf) utilizando 1ul de muestra en 99 ul de agua libre de RNasas (1:100).
Las lecturas de absorbancia se realizaron a 260 y 280 nanémetros (nm) y se
obtuvo la concentracion y pureza. Se corrié 1ug de ARNt en un gel de agarosa
(Gibco) al 1.5% preparada en agua tratada con DEPC para verificar la
integridad del ARNt obtenido.

Debido a que en la bibliografia consultada no se encontraron secuencias de
oligonucledtidos publicadas para A. jamaicensis de los genes Acta2, Krtl4 y
Des, que codifican SMAa, K14 y desmina respectivamente, se utilizé el
programa Oligo Calculator en el cual se obtuvieron las secuencias que se
enumeran en la tabla 3 junto con su temperatura media de alineacion y el

tamafo del producto respectivo en pares de bases.
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Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados para la técnica de RT-PCR

Gen Oligonucleotido Pb m NUmero de

primer

Acta? ctgacagaggcaccactgaa 160 60°C 224844H01
(forward) 224844H02
catctccagagtccagcaca
(reverse)

Krtl4 gtgaagatggccttggatgt 203 60°C 224844G11
(forward) 224844G12
gtagcctcgetgacaacctc
(reverse)

Des cctetggctctcagtcatcc 206 60°C 224844H05
(forward) 224844H06
agggacaatacaggggctct
(reverse)

Para realizar la técnica de RT-PCR se siguio el siguiente protocolo utilizando el
kit SuperScript RT-PCR with Platinum Tagq (Invitrogen, USA):

1. El ARNt se traté con DNasa | (Invitrogen, USA) para evitar la amplificacion
de ADN gendmico. Se empled 1ul de amortiguador de reaccion (10x), 1 pl
de la enzima DNasa | y 1 pug de RNAt que se llevaron a un volumen final de
9 ul con en agua libre de DNasa. La mezcla se incub6 15 min a TA 'y
posteriormente con EDTA 10 min a 65°C para inactivar la DNasa I.

2. Para la amplificacion se realiz6 la mezcla de 1ul RNA tratado con DNasa
con los reactivos contenidos en el kit para un volumen final de 20ul. Ademas
se utilizé el gen de B-actina (ACTA1l) como control de expresion. Las
condiciones utilizadas para establecer el programa de amplificacion para los
tres genes fueron: 1 ciclo de 30 min a 50°C, un ciclo de 5 min a 94°C; 35
ciclos de 30 seg a 94°C, 1 min a 60°C, 30 seg a 72°C; un ciclo de 5 min
72°C.
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Posteriormente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
preparado en TAE 1x con Bromuro de Etidio (BioRad, USA). Se corrié con un
voltaje constante de 100mV. Los geles fueron visualizados mediante un
transiluminador de luz ultravioleta y fotografiados con camara Polaroid

(Polaroid, Waltham. MA), revelados en pelicula Fuji FP asa 100B.

Nota: Los reactivos utilizados son enumerados en el Anexo 4

Western blot

Para ésta técnica primero se obtuvieron las proteinas de las glandulas salivales
mayores. Para esto se utilizd buffer de lisis en el que se homogeneizaron las
muestras y las proteinas obtenidas fueron cuantificadas utilizando un

espectrofotometro de masas y una curva estandar de BSA.

Para lograr condiciones desnaturalizantes y lograr la movilizacion y
visualizacion de las proteinas en el gel se utiliz6 un sample buffer o Buffer de
Leiden en el que se desnaturalizaron las proteinas extraidas. Posteriormente,
se hirvieron "bafio maria” a aproximadamente 98°C por 5 minutos e
inmediatamente se colocaron en hielo para detener la reaccion. La mezcla
resultante se separdé mediante centrifugacion a maxima velocidad durante 10
minutos a 4°C, se separd el sobrenadante y se hicieron alicuotas para su

almacenaje a -70°C hasta su utilizacion.

Para separar las proteinas se emplearon dos geles, un superior que mantiene
la proteina en el pozo en el que se coloca y uno inferior preparado al 10% que
facilita que la proteina corra. Ambos fueron preparados con buffers que constan
de agua ultrapura y Tris, SDS y HCI, asi como acrilamida, PSA 10%, TEMED a
diferentes concentraciones para tener un gel inferior mas denso que el
superior. Las proteinas se cargaron en los pozos y se corrieron en una camara
para transferencia hiumeda (Bio-Rad Miniprotean Tetra System) a 20mA y 100
Volts.
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Las proteinas se transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa
(Nitrocellulose Membranes, 0.45um. Bio-Rad USA) en la misma camara. En
una base de plastico se colocé en forma sucesiva de abajo hacia arriba una
esponja, papel absorbente (Wattman), el gel que contiene las proteinas, la
membrana de nitrocelulosa, otro papel Wattman y otra esponja. Se presiono
con un rodillo para eliminar burbujas y se cerro la base para ser colocada en la
camara sumergida en hielo por una hora a 400mA en buffer de transferencia.
Posteriormente, se tifid la membrana con rojo Ponceau (Sigma USA) para

verificar que las proteinas se hubieran transferido correctamente.

La membrana se lavo con TBST y se bloque6 con leche preparada al 5% con
TBST durante 1 hora en agitacion a TA o toda la noche a 4°C. Se utilizé el
mismo anticuerpo utilizado en la inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

preparado en la solucion de bloqueo a las siguientes concentraciones:

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para realizar el Western blot

Anticuerpo Concentracion
Anti-SMAo 1:2000
Anti-K 14 1:2000
Anti-desmina 1:2500

El anticuerpo se lavo con TBST y la membrana se revelé mediante un kit de
quimioluminisencia (SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate
Thermo Scientific USA) y fue observada en films American Hyperfilm ECL (GE
Healthcare).

Nota: Los reactivos utilizados son enumerados en el Anexo 5
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8. RESULTADOS

8.1 Localizacion anatémica de las glandulas salivales mayores de A.
jamaicensis

Anatomicamente las glandulas salivales mayores de Artibeus jamaicensis se
encuentran localizadas de manera similar al ser humano siendo la glandula
parétida la de mayor tamafio, seguida por la sublingual y la submandibular.
Una vista general de la ubicacion de los tres pares de glandulas salivales se

ilustra en la figura 5.

8.1.1 Glandula parétida

La glandula parotida se encuentra localizada por delante del oido externo
extendiéndose hasta el cuello. Se observo ubicada profunda a la piel de la
regiobn que cubre al musculo masetero, con mas detalle la glandula en si
descansa sobre la cara externa de este musculo. Esta glandula se extiende por
debajo del borde de la mandibula hacia la linea media, y en su profundidad

localizada entre los dos I6bulos se encontré la arteria carétida externa.

8.1.2 Glandula submandibular

La glandula submandibular en A. jamaicensis se observd de forma piramidal y
adherida a la cara medial del cuerpo de la mandibula. Medial y anteriormente
contacta con el masculo milohioideo. Se ubica profunda a la piel de la region
que se encuentra entre el borde inferior de la mandibula y esta cubierta por una
membrana de tejido (fascia). Se extiende posteriormente hasta el angulo de la

mandibula.

8.1.3 Gandula sublingual

La glandula sublingual es una sola glandula bien diferenciada de forma
aplanada transversalmente y alargada. Lateralmente se ubica en contacto con
el cuerpo de la mandibula y se ubica en la cara inferior de la parte anterior del
musculo milohioideo, profunda a la piel de la region cercana a la sinfisis
mandibular. Medialmente esta en contacto con la masa muscular de la lengua,
mientras que anteriormente se prolonga hasta la linea media pudiendo estar en

contacto con la glandula opuesta.
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Anterior Posterior

Figura 5. Localizacion anatomica de las glandulas salivales
mayores de A. jamaicensis. (P) glandula parétida; (SM) glandula
submandibular; (SL) glandula sublingual.

8.2 Identificacion histolégica de las glandulas salivales mayores de A.

jamaicensis

8.2.1 Glandula parotida

En cortes realizados en parafina es posible observar que la glandula se
encuentra atravesada por tabiques de tejido conjuntivo laxo que dividen el
parénquima glandular en I6bulos y que, a su vez, estos estan divididos en
lobulillos mas pequefios. A si mismo, se observan conductos de diferentes
calibres y de epitelio simple a estratificado segun aumente el calibre de los
mismos. A mayor aumento se observan piezas terminales tanto de forma acinar
como tubular, asi como conductos estriados en cortes transversales y
longitudinales. La tincién se observa eosindfila en el citoplasma, mas marcada
en los componentes tubulares, y basoéfila intensa en los nucleos, que se
observan en posicién basal en las células secretoras y central en las células del
epitelio de los conductos. Las células mioepiteliales no son visibles con esta
tincion (Fig 6a, 6b).

En cortes semifinos realizados en EPON vy tefildos con azul de toluidina se
observa que las células que conforman las piezas terminales son de dos tipos:
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i) las de piezas terminales de forma acinar (acinos), las cuales son de forma
piramidal, con un nucleo basal y presentan una tinciobn basal mas intensa;
presentan gran cantidad de granulos de secrecion en su porcion coronal de
tincion clara por lo que se clasificaron como células de secrecion seromucosa.
li) las piezas terminales de forma tubular (tibulos secretores), las cuales se
tilen con menos intensidad, su nucleo se encuentra en posicion central y
presentan una gran cantidad de granulos de secrecion intensamente tefiidos en
su porciéon apical, en la cual no se observan limites celulares definidos. Se
observan conductos estriados, asi como células mioepiteliales rodeando a las

porciones secretoras y ductales estriadas. (Fig 6c¢, 6d).

8.2.2 Glandula submandibular

En cortes realizados en parafina se puede observar la misma disposicion
general de la glandula parétida. ElI parénquima esta dividido en lobulos
separados por tabiques de tejido conjuntivo laxo, asi mismo los l6bulos se
dividen en lobulilos més pequefios y se compone tanto de porciones
secretoras como ductales, logrando ser observados conductos excretores y
estriados (Fig 7a).

La tincibn se observa basofila en el citoplasma de las células secretoras y
eosindfila en el citoplasma de las células de los conductos. Se observan
semilunas de tincion basdfila rodeando a algunos acinos principales. A mayor
aumento se puede observar que la basofilia se concentra en las regiones
basales de las células y que sus regiones apicales son de tincibn mas clara
debido a que en esta regidbn se encuentran los granulos secretores. Los
nucleos celulares se observan de tincién intensamente basofila (Fig 7b).
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Figura 6. Identificacion histoldgica de la glandula parétida A. jamaicensis y sus componentes. (a) corte en parafina
donde se observa la division del parénquima glandular en lébulos y lobulillos, asi como el sistema de conductos,
aumento 10x; (b) fotografia a mayor aumento donde se observan componentes secretores acinares y tubulares, asi
como conductos estriados, aumento 40x. (c y d) cortes semifinos en EPON donde se observan los mismos
componentes que con HE, sin embargo se pueden observar que los tipos secretores de los componentes acinares
y tubulares difieren entre si, también se observan células mioepiteliales en porciones secretoras y conductos
estriados, aumento 40x y 60x respectivamente. Lébulos (L); lobulillos (I); acinos (a); tdbulos secretores (ts);
conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); células mioepiteliales (flechas).

En los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina se puede ver que las
porciones secretoras son de forma redondeada, presentan una luz en el centro,
sus células son de forma piramidal y se encuentran llenas de vesiculas
secretoras de tincion clara en la region apical que desplazan al nucleo, que se
observa redondeado y hacia la regién basal. Las semilunas presentan las
mismas caracteristicas observadas en los acinos. Asi mismo, es posible
observar los conductos de menor calibre (intercalares), que estan formados por
epitelio cubico simple y presentan ndcleo central. También se observan
numerosos capilares. Las células mioepitelilales son claramente observables
en los acinos como células aplanadas rodeando a las células epiteliales bajo la
membrana basal y en los conductos intercalares y estriados rodeando a las
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células epiteliales que los forman, observandose sobresalientes hacia los
tejidos circundantes (Fig 7c,d).

A mayor aumento se puede ver que las vesiculas secretoras de las células
acinares son tenuemente tefiidas, por lo que el tipo secretor de esta glandula

se ha clasificado como mucoso con semilunas mucosas. (Fig 7d).

Figura 7. Identificacién histolégica de la glandula submandibular de A. jamaicensis y sus componentes. (a) corte en
parafina donde se observa la organizacion del parénquima aumento 10x; (b) fotografia a mayor aumento donde se
observan componentes secretores acinares, semilunas y tabulos, asi como conductos estriados, aumento 40x. (c y
d) cortes semifinos en EPON donde se observan los mismos componentes que con HE, sin embargo se pueden
observar las vesiculas de secrecion apenas tefiidas en acinos y semilunas. También se observan células
mioepiteliales en porciones secretoras y conductos estriados, aumento 40x y 60x respectivamente. Lébulos (L);
lobulillos (I); acinos (a); tubulos secretores (ts); conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); semilunas
(sm); células mioepiteliales (mec).
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8.2.3 Glandula sublingual

Al observar los cortes tefiidos con HE y al igual que en las glandulas salivales
analizadas se pueden identificar l6bulos y lobulillos con componentes
secretores, tubulos estriados de epitelio simple y tubulos excretores de epitelio
estratificado (Fig 8a). A mayor aumento se observan porciones secretoras de
morfologia acinar con células piramidales de nucleo redondo basal y
citoplasma de tincion mas intensa en la porcion basal que en la apical. Se
observan conductos estriados de tincion eosindfila intensa, con epitelio cubico
simple, los conductos excretores de mayor calibre estan formados por epitelio
gue va del estratificado cubico al estratificado escamoso (Fig 8b).

En los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina podemos observar acinos
con luz en el centro llena de productos de secrecion y compuestos por células
piramidales con vacuolas de tincién clara. Los conductos estriados parecen
estar formados por dos tipos de células, unas con citoplasma de tincion clara y
nacleo con heterocromatina y otras con citoplasma de tincibn mas oscura y
ndcleos con presencia de heterocromatina. Es posible observar células
mioepiteliales en los componentes secretores y conductos estriados (Fig 8c, d).
Los conductos excretores presentan células con morfologia similar a células

mioepiteliales, sin embargo puede tratarse de células basales (Fig 8e).

8.3 Ultraestructura de las células mioepiteliales de las glandulas

salivales mayores de A. jamaicensis

Después de ser incluidos en EPON Yy realizados cortes semifinos de 1um, se
realizaron cortes finos de 0.7 pm. Estos cortes fueron contrastados y

observados en el MET.

8.3.1 Glandula parétida

En cortes a bajo aumento se puede confirmar que esta glandula es de
secrecion de tipo seromucoso (Fig 9a). Los limites entre células secretoras se
encuentran bien delimitados. Los acinos se encuentran rodeados de células
mioepiteliales y separados entre si por tabiques de tejido conjuntivo. A nivel

ultraestructural se observa que las células mioepiteliales se encuentran sobre
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las células secretoras y debajo de la membrana basal. Es posible observar la
presencia de desmosomas que unen a las células mioepiteliales y células
secretoras, y hemidesmosomas que unen las CME con la membrana basal. Asi
mismo, aparece un fibroblasto que forma parte de los tabiques e tejido

conjuntivo.

Figura 8. Identificacion histoldgica de la glandula sublingual de A. jamaicensis y sus componentes. (a) Corte
en parafina donde se observa la organizacién del parénguima aumento 10x; (b) fotografia a mayor aumento
donde se observan componentes secretores acinares y conductos estriados, aumento 40x. (c y d) cortes
semifinos en EPON tefiidos con azul de toulidina donde se pueden observar vesiculas secretoras apenas
tefiidas. También se observan células mioepiteliales en porciones secretoras y conductos estriados, aumento
40x y 60x respectivamente. (e) Fotografia a 60x de conducto excretor donde se pueden observar células con
morfologia similar a células mioepiteliales. Lébulos (L); lobulillos (l); acinos (a); tubulos secretores (ts);
conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); células mioepiteliales (cme).
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Figura 9. Ultraestructura de las porciones secretoras de la glandula parétida de A. jamaicensis. (a)
porciones secretoras o0 acinos donde se observan células secretoras de contenido levemente
electrodenso, células mioepiteliales y un fibroblasto en el tejido conjuntivo entre los acinos; (b) fotografia a
mayor aumento donde se observan las células granulos de secrecion llenos de granulos levemente
elecrodensos; una célula mioepitelial por fuera de la célula secretora y debajo de la membrana basal, se
observan los hemidesmosomas que la unen dicha membrana y desmosomas que la unen a la célula
secretora. También se observa el fibroblasto presente en (a). Acinos (a); células mioepiteliales (cme);
fibroblasto (fb); membrana basal (mb); hemidesmosomas (flechas); desmosomas (punta de flecha).

8.3.2 Glandula submandibular

La porcién secretora de la glandula submandibular estd formada por células
piramidales con un gran niumero de vesiculas de secrecion conteniendo una
gran cantidad de material electrodenso. Se encuentra rodeada por tejido
conjuntivo, asi como por CME. Se observan células secretoras con
mitocondrias de gran tamafio (Fig 10a). Las CME estan rodeadas por la
membrana basal y unidas por hemidesmosomas, asi como unidas a las células

secretoras por desmosomas (Fig 10b).

35



Figura 10. Ultraestructura de las porciones secretoras de la glandula submandibular de A. jamaicensis. (a)
porciones secretoras 0 acinos donde se observan células secretoras de contenido electrodenso,
prolongaciones celulares de células mioepiteliales y otros componentes del tejido conjuntivo; (b) fotografia
a mayor aumento donde se observan las células secretoras llenas de granulos elecrodensos; una célula
mioepitelial rodeando la porcion secretora ubicada por debajo de la membrana basal, se observan los
hemidesmosomas y desmosomas. Acinos (a); células mioepiteliales (cme); tejido conjuntivo (tc);
membrana basal (mb); aparato de golgi (ag); reticulo endoplasmico rugoso (rer); hemidesmosomas
(flechas); desmosomas (punta de flecha).

8.3.3 Glandula sublingual

A nivel ultraestructural se observan acinos con células secretoras que constan
de células secretoras piramidales bien delimitadas con ndcleo basal y granulos
de secrecion con material electrodenso en su interior (Fig.11). Hay presencia
de prolongaciones citoplasmaticas de células mioepiteliales observadas como
regiones claras bien delimitadas debajo de la membrana basal y separadas del
citoplasma de las células secretoras. A mayor aumento es reconocible la
membrana basal que rodea tanto a las CME como a la células secretoras
acinares, de igual forma son visibles hemidesmosomas que unen a las CME
con la membrana basal y desmosomas que las unen con las secretoras.
También se observa el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico rugoso en

células secretoras relacionadas a las CME (Fig.11b).
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Figura 11. Ultraestructura de las porciones secretoras de la glandula submandibular de A. jamaicensis. (a)
porciones secretoras o0 acinos donde se observan células secretoras de contenido moderadamente
electrodenso, células mioepiteliales y otros componentes de los tabiques de tejido conjuntivo entre los
acinos; (b) fotografia a mayor aumento donde se observan las células secretoras llenas de granulos
levemente elecrodensos; una célula mioepitelial rodeando la porcién secretora por debajo de la membrana
basal, se observan los hemidesmosomas y desmosomas. Acinos (a); células mioepiteliales (cme); tejido
conjuntivo (tc); membrana basal (mb); hemidesmosomas (flechas); desmosomas (punta de flecha).

8.4 Patron de expresion de los marcadores de células mioepiteliales

8.4.1 Glandula parétida

Las tres proteinas utilizadas como marcadores de células mioepiteliales (K14,
SMAa y desmina) fueron detectadas en todas las glandulas salivales mayores
del A. jamaicensis. En la parétida estan presentes en todos los componentes
del parénquima, logrando identificar las células mioepiteliales en las porciones
secretoras y ductales, a excepcién de los conductos excretores en los que se
puede observar cierto grado de marca positiva en células que
morfolégicamente corresponden a células basales del epitelio ductal (Fig 12).
K14 fue identificada en el epitelio de estos conductos excretores,
reconociéndose como marca cruzada con células epiteliales de los mismos (Fig
12a, b). SMAa fue observada marcando células mioepiteliales y capa muscular
de vasos de grueso calibre, encontrandose Unicamente e estas células (Fig
12c, d). La localizacion de la proteina desmina fue similar en lo que respecta a
las células mioepiteliales, aunque fue observada en algunas areas de tejido
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conjuntivo. Las células mioepiteliales se observan como células aplanadas de
nucleo ovalado con extensiones citoplasmaticas alrededor de las porciones

secretoras y conductos (Fig12).

8.4.2 Glandula submandibular

En la glandula submandibular existe marca positiva en todos los componentes
parenquimatosos (Fig 13). El patron de expresion de K14, SMAq, y desmina es
similar al observado en la parétida, ubicandose la marca alrededor de las
estructuras parenquimatosas. K14 marca también algunas células epiteliales de
los conductos (Fig 13a), mientras que SMAa se detecta en la capa muscular de
algunos vasos) y desmina en algunos componentes del tejido conjuntivo. La
proteina desmina es observada en el citoplasma que rodea al ndcleo, sin
embargo sélo algunas prolongaciones citopldsmicas son visibles (Fig 13). A
mayor aumento es posible observar con los tres marcadores las
prolongaciones citoplasmicas de las células mioepiteliales que rodean a los
acinos y semilunas, asi como a los conductos estriados. Esta marca resulto
mucho mas evidentes que la observada en la glandula parétida (Fig 13b,d,f).
Las células mioepiteliales son identidicadas como células con citoplasma
alargado, nucleo ovalado y prolongaciones citotoplasmicas envolviendo a las

semilunas y rodeando a los acinos y conductos.

8.4.3 Glandula sublingual

La glandula sublingual es positiva a los anticuerpos contra K14, SMAa y
desmina en todos los componentes glandulares. El patrén de expresion en esta
glandula, como en las anteriores, no se limita a las células mioepiteliales, todos
los anticuerpos marcan también células fuera de los componentes de la silaona
(Fig l4a,c,e). El anticuerpo contra desmina es positivo en los cuerpos
celulares, sin embargo esta reactividad es menor en las prolongaciones
citoplasmicas. La expresion en los conductos excretores se observd cruzada
con las células del epitelio ductal y las caracteristicas morfolégicas detectadas
con azul de toluidina asemejan a las caracteristicas de las células
mioepiteliales. Sin embargo, las caracteristicas identificadas con MET las

descartan como células mioepiteliales y las identifican como células epiteliales
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basales (Fig 14b,d,f). Es posible identificar a las células mioepiteliales por sus

prolongaciones celulares rodeando acinos y conductos y presentan nucleos

ovales.

Figura 12. Localizacién células mioepiteliales en la glandula parétida de A. jamaicensis. (a,b) Marca
positiva a K14; (a) marca tanto en acinos como en el sistema ductal, se observan algunos conductos
excretores marcados; (b) micrografia a mayor aumento donde se identifican las células mioepiteliales
rodeando acinos, tubulos secretores y conductos estriados. (c,d) Maca positiva a SMAGQ; (c) se observa
marca en porciones secretoras y ductales asi como algunos vasos de gueso calibre. (d) Fotografia a
mayor aumento donde se identifican células mioepiteliales rodeando porciones secretoras y conductos
estriados. (e,f) Marcaje positivo de la proteina desmina; (e) marca positiva en porciones secretoras y
ciertas regiones de tejido conjuntivo; (f) micrografia a mayor aumento en la que se observan las células
mioepiteliales positivas a desmina rodeando conductos y porciones secretoras. Acinos (a); tubulos
secretores (ts); conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); células mioepiteliales (flechas).
Figuras a, c, e aumento 10x; figuras b, d, e aumento 40x
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Figura 13. Localizacion células mioepitelilaes en la glandula submandibular de A. jamaicensis. (a,b) Marca
positiva a K14; (a) marca tanto en acinos como en el sistema ductal, se observan algunos conductos
excretores marcados; (b) micrografia a mayor aumento donde se identifican las células mioepiteliales
rodeando a las semilunas de los acinos y conductos estriados. (c,d) Maca positiva a SMAGq; (c) se observa
marca en porciones secretoras y ductales asi como algunos vasos de grueso calibre. (d) Fotografia a
mayor aumento donde se identifican células mioepiteliales rodeando porciones secretoras y conductos
estriados. (e,f) Marcaje positivo de la proteina desmina; (e) marca positiva en porciones secretoras y
ciertas regiones de tejido conjuntivo; (f) micrografia a mayor aumento en la que se observan las células
mioepiteliales positivas a desmina rodeando conductos y porciones secretoras, nétese la menor cantidad
de prolongaciones citopladsmicas positivas respecto a los otros marcadores. Acinos (a); tubulos secretores
(ts); conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); células mioepiteliales (flechas). Figuras a, c, e
aumento 10x; figuras b, d, e aumento 40x
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Figura 14. Localizacion células mioepitelilaes en la glandula sublingual de A. jamaicensis. (a,b) Marca
positiva a K14; (a) marca positiva en acinos y sistema ductal, se observan algunos conductos excretores
marcados; (b) micrografia a mayor aumento donde se identifican las células mioepiteliales rodeando
acinos y conductos estriados. (c,d) Maca positiva a SMAQ; (c) se observa marca en porciones secretoras
y ductales asi como algunos vasos. (d) Fotografia a mayor aumento donde se identifican células
mioepiteliales rodeando porciones secretoras y conductos estriados. (e,f) Marcaje positivo de la proteina
desmina; (e) marca positiva en porciones secretoras y ciertas regiones de tejido conjuntivo; (f) micrografia
a mayor aumento en la que se observan las células mioepiteliales positivas a desmina en el citoplasma
gue rodea su nucleo y menor cantidad de prolongaciones citoplasmicas positivas a la proteina. Acinos (a);
tubulos secretores (ts); conductos estriados (ce); conductos excretores (cex); células mioepiteliales
(flechas). Figuras a, c, e aumento 10x; figuras b, d, e aumento 40x
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Con base a nuestros resultados anteriormente descritos, se decidio utilizar los
marcadores K14 y SMAa para localizar con mayor especificidad a las células
mioepiteliales dado que estos aparecen positivos tanto en los cuerpos celulares
como en las prolongaciones citoplasmicas. Se utiliz6 inmunofluorescencia
doble para este proposito, utilizando los marcadores fluorescentes Cy3 (rojo)
para K14 y Cy5 (azul) para SMAa.

En las tres glandulas de encontraron las mismas caracteristicas descritas para
la técnica de inmunohistoquimica. Fue confirmada la localizacion de las células
mioepiteliales con ambas proteinas al colocalizar ambos fluoroforos (Cy3 y
Cy5) dando como resultado un pseudocolor rosa. Esto permitié confirmar la
presencia de las CME en porciones secretoras y tubulos estriados (Figs. 15, 16
y 17).
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Figura 15. Inmunofluorescencia de glandula paroétida utilizando los fluoréforos Cy5 y Cy3. (a-
d) micrografia a bajo aumento. (a) técnica de Nomarski donde se observa la disposicion
general de la glandula; (b) Cy3 (rojo) marcando SMAq; (c) Cy5 (azul) marcando K14; (d)
colocalizacion de ambas proteinas, al ser citoplasmicas la superposicion de fluorescencia roja
y azul da un color rosado en las células mioepitelilaes. (e-h) fotomicrografias a mayor
aumento. (e) técnica de Nomarski donde se observa la disposicion general de la glandula; (f)
Cy3 (rojo) marcando SMAaq; (g) Cy5 (azul) marcando K14; (h) colocalizacion de ambas
proteinas.
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Figura 16. Inmunofluorescencia de la glandula submandibular utilizando Cy5 y Cy3. (a-d)
micrografia a bajo aumento. (a) técnica de Nomarski; (b) Cy3 (rojo) marcando SMAaq; (c) Cy5
(azul) marcando K14; (d) colocalizacion de SMAa y K14 en las células mioepiteliales. (e-h)
fotomicrografias a mayor aumento de las figuras a-d.
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Figura 17. Inmunofluorescencia de glandula sublingual utilizando Cy5 y Cy3. (a-d) micrografia
a bajo aumento. (a) técnica de Nomarski; (b) Cy3 (rojo) marcando SMAa; (c) Cy5 (azul)
marcando K14; (d) colocalizacién de ambas proteinas en las células mioepitelilaes. (e-h)

fotomicrografias a mayor aumento.



8.5 Amplificacion de los fragmentos de ARNm de ACTA2, K14 y Des

Para lograrlo, primero fue realizada la extraccion de RNA total de las tres
glandulas salivales mayores del A. jamaicensis observandose mayor intensidad
en las bandas 18S y 28S de la gldndula parétida que en las bandas obtenidas
de la glandula submandibular y sublingual, lo cual corresponde a la mayor
cantidad de ARNt extraido de esta glandula (Fig. 14).

SL SM Par

28S

18S

Figura 18. Gel de agarosa que muestra la presencia de las subunidades 28S y 18S del
ARNribosomal (ARNr) de la glandula parétida (Par), submandibular (SM) y sublingual (SL).

Para realizar la amplificacion del ARN mensajero de las proteinas K14, SMAa y
desmina se utiliz6 la técnica de reaccibn en cadena de polimerasa—
transcriptasa reversa (RT-PCR) a un solo paso utilizando oligonucleétidos
especificos para los genes correspondientes a las tres proteinas. Los
resultados fueron positivos para todos los oligonucleétidos (Krt 14 para K14,
ACTA2 para SMAa y DES para desmina) en todas las glandulas salivales. Se
detectaron bandas mas intensas en la glandula parétida y menos intensas en la
glandula sublingual, la glandula submandibular presenta bandas de intensidad
intermedia. La banda para el gen ACTA2 presento un peso de 150 pares de
bases (pb), para Krtl4 y DES fue de 200 pb, mientras que para el control
positivo ACTAL fue de 240 pb. A demas se utiliz6 un control negativo sin

ARNmM para corroborar que no existe contaminacion de las muestras (Fig 19).
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Figura 19. RT-PCR de muestras de glandula parétida (Par), submandibular (SM) y sublingual
(SL). Se observan bandas de alrededor de 150 pares de bases (pb) para el gen ACTA2 (a),
200 pb para los genes Krt14 (K) y Des (D) y una banda de 240 pb para el control positivo
ACTA1 (A) de manera similar en las tres glandulas salivales.

8.6 Cuantificacion de los niveles de proteina por Western blot

Se realiz6 la extraccidn de proteinas de las tres glandulas y se visualizaron
posteriormente a la transferencia himeda en la membrana de nitrocelulosa con
rojo Coomasie (Fig. 20).

Al realizar el Western blot se lograron visualizar las tres proteinas en las tres
glandulas salivales mayores, siendo desmina la proteina presente en menor
cantidad. En las tres glandulas salivales se encontraron bandas positivas a
SMAa de 42kD, positivas a K14 de 52kD, y positivas a desmina de 53kD (Fig.
21).

Se realizé una semicuantificacion de las proteinas utilizando el western blot con
los resultados enlistados en la tabla 3. Esta fue elaborada conociendo la
cantidad de pixeles en las bandas encontradas en el western blot y se comparé
la cuantificacion de pixeles de la proteina de mayor concentracién con las dos
de menor concentracion en cada glandula. Los resultados de la proteina mas

concentrada se dividieron entre cada una de las otras proteinas para conocer
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cuantas veces estd mas concentrada que las otras dos. Encontramos que la
proteina SMAa es la que se encuentra en mayor concentracion, lo que esta en
concordancia con las observaciones en inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia.

PM

P SM SL

Figura 20. Observacién de proteinas totales de las tres glandulas salivales en la
membrana de nitrocelulosa tefiidas con rojo Coomasie. (P) glandula paroétida, (SM)
glandula submandibular), (SL) glandula sublingual.

P SM SL
I \ \
( | [ | \
a K D a K D a K D
50kD I _— “

40kD

42kD 52kD  53kD 42kD 52kD  53kD 42kD  52kD 53kD

Figura 21. Western blot de las proteinas SMAa, K14 y desmina en las tres glandulas salivales. (P)

glandula parétida, (SM) glandula submandibular), (SL) glandula sublingual, (a) SMAq, (K) K14, (D)
desmina.
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Ab
SMAa
P K14

SMAa
SM K14

SMAa
SL K14
D

Tabla 6. Semicuantificacion de proteinas utilizando el Western blot de las tres glandulas salivales.
(P) glandula parotida, (SM) glandula submandibular), (SL) glandula sublingual, (a) SMAgq, (K) K14,
(D) desmina, (Ab) anticuerpo, (P) pixelaje, (C) comparacion.

P
3190
992
756
3186
837
580
3724
1500
510
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C

1
3,21572581
4,21957672
1,00125549
3,81123059
5,5
0,8566058
2,12666667
6,25490196



9. DISCUSION
Las células mioepiteliales (CME) estan ampliamente distribuidas y presentes en
la mayoria de las glandulas exdcrinas, considerdndose un componente
esencial en la funcidbn de la expulsion de las sustancias producidas y
previniendo el dafio al parénquima por su acumulacion. En las glandulas
salivales, las CME se encuentran rodeando las estructuras secretoras, las
primeras porciones de los sistemas de conductos o ambos, por lo que es de
suponer que su funcién sea similar (Redman, 1994).
En algunas glandulas como la paroétida de la rata, las células mioepiteliales se
encuentran Unicamente en el sistema de conductos, desde los intercalares
hasta los estriados, sin embargo en ratas jovenes estas células si son
reconocibles en las porciones secretoras, disminuyendo su numero hacia la
edad adulta. Esto es atribuible a un cambio en el tipo de secrecién y el nimero
de granulos secretores encontrados en los acinos, por lo que la presencia o
ausencia de las CME puede relacionarse con estas variables. El inicio de
produccion de saliva serosa en la glandula parétida coincide con la
desaparicion de las CME en los acinos de esta glandula (Ogawa, 2010). Esto
es corroborado por estudios en cabras que donde también relacionan la forma
de las CME y su cantidad con el tipo secretor de cada glandula (Elewa, 2010).
En esta investigacion se realizd un estudio exhaustivo de las caracteristicas de
las células mioepiteliales de las glandulas salivales mayores del murciélago A.
jamaicensis, primero identificando cada glandula anatomicamente e
histol6gicamente y posteriormente el tipo secretor de cada una de ellas. Asi
mismo las CME fueron descritas ultraestructuralmente y localizadas utilizando
marcadores inmunohistoquimicos, los cuales fueron cuantificados con
diferentes técnicas para encontrar el marcador mas util para las mismas.
En cuanto a su localizacion anatomica y comparandola con las tres especies
mejor estudiadas (humanos, raton y rata), las glandulas parétida, sublingual y
submandibular son muy similares a las del ser humano.
La glandula parétida de A. jamaicensis, semejante a lo descrito en humanos
(Rouvier y Delmas 2005), se encuentra ubicada por delante del oido externo
extendiéndose hasta el cuello. Se ubica profunda a la piel de la region
masetérica, que se ubica en la parte posterior de la mejilla y esté limitada por

arriba por el arco cigomatico, anteriormente por el borde anterior del masculo
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masetero, posteriormente por el borde posterior de la rama de la mandibula e
inferiormente por el espacio entre los limites anterior y posterior- Descansa
sobre la cara externa del masculo masetero, extendiéndose por debajo del
borde de la mandibula hacia la linea media. Profunda en la parétida entre dos
I6bulos se encuentra la arteria carotida externa.

La glandula submandibular es de forma piramidal, se encuentra adherida a la
cara medial del cuerpo de la mandibula, sobre la fosa submandibular, una
depresion en el tercio posterior del cuerpo de la mandibula. En la region media
y anterior contacta con el musculo milohioideo. Comunica con la region
submandibular medialmente al borde posterior del milohioideo. Su borde
inferior sobrepasa el asta mayor del hueso hioides. Se ubica profunda a la piel
de la region hioidea y esta cubierta por una fascia, donde se extiende
posteriormente hasta el angulo de la misma.

La glandula sublingual es de forma aplanada transversalmente y alargada.
Lateralmente se ubica en la fosa sublingual del cuerpo de la mandibula y se
ubica en la cara inferior de la parte anterior del masculo milohioideo y profunda
a la piel de la regidén cercana a la sinfisis mandibular. Medialmente esta en
contacto con la masa muscular de la lengua. Anteriormente se prolonga hasta
la linea media pudiendo estar en contacto con la glandula sublingual
contralateral, similar a lo descrito en humanos (Rouviere y Delmas 2005). Sin
embargo, la mayor diferencia visible entre estas especies se encuentra
precisamente en las glandulas sublinguales. A. jamaicensis presenta una Unica
glandula que se extiende hasta la linea media llegando a unirse con su
homologa contralateral; en contraste, en el ser humano las glandulas
sublinguales normalmente pueden encontrarse como una glandula principal y
varias de menor tamafio 0 como un conjunto de pequefias glandulas
distribuidas a lo largo de su conducto excretor en la submucosa de la region
anterior del piso de la boca (Rouvier y Delmas, 2005).

A nivel estructural, nuestros estudios histologicos empleando microscopia de
campo claro en cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina muestran que la
glandula parétida del murciélago A. jamaicensis esta conformada por
estructuras acinares y tubulares, sin semilunas, lo cual la hace diferente de las
especies mencionadas anteriormente cuyas porciones secretoras son acinares

serosas. Las porciones secretoras de forma acinar presentan secrecion, segun
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los criterios de Tandler de 1993, de tipo seromucoso, mientras que las de forma
tubular presentan granulos de secrecidn de tipo seroso, por lo tanto se
considera mixta. La glandula submandibular fue clasificada como de secrecién
mucosa con semilunas mucosas, similar a lo reportado en algunos carnivoros
(Dobrosielzki, 1989). La glandula submandibular se identific6 como glandula de
secrecion de tipo seromucosa, en contraste con lo reportado en humanos
donde se ha catalogado como mixta (Dobrosielzki 1989, Redman, 1994).

Las células mioepiteliales fueron localizadas en todas las porciones secretoras
no importando el tipo secretor, de la misma manera se lograron identificar en
los conductos estriados. En la glandula submandibular fue posible ubicar
conductos intercalares, corroborando la presencia de CME rodeandolos.
Debido a su pequefio calibre y corta longitud, los conductos intercalares no
fueron faciles de localizar en la glandula parétida ni en la sublingual, sin
embargo y tomando en cuenta que corresponden a la primera porcion del
sistema de conductos, asumimos la presencia de las CME rodeando a los
conductos intercalares en todas las glandulas salivales. En los conductos
excretores de la glandula sublingual se observaron células con morfologia
similar a la de las CME, sin embargo no obtuvimos colocalizacion al utilizar los
marcadores SMAa y K14, lo que sugiere que pueden ser células basales tipo 1,
descritas por Chaudhry et al. en 1987 como células basales que imitan la
topografia y estructura fina de células mioepiteliales.

Al no existir acinos puramente serosos en ninguna de las tres glandulas
salivales principales en el A. jamaicensis, concluimos que la presencia de las
CME en todos los acinos y parte del sistema de conductos puede ser atribuible
a que la saliva en las glandulas seromucosas y mucosas es de caracteristicas
MAs viscosas que la secretada por células serosas. La secrecién mas fluida no
seria necesaria para el soporte de las CME de acuerdo a las observaciones
sobre el desarrollo de las glandulas salivales de rata realizadas por Ogawa en
2010.

Para corroborar la presencia de las CME, se utilizaron métodos
inmunohistoquimicos con los marcadores K14, SMAa y desmina, con los que
se pudo verificar la misma distribuciéon observada empleando microscopia de
campo claro. Asi mismo, se pudieron detectar diferencias en la morfologia de

las ceélulas mioepiteliales entre las glandulas salivales mayores de A.
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jamaicensis. Estas diferencias son notables en la cantidad y distribucion de las
prolongaciones citoplasmicas observadas en los cortes realizados con
inmunohistoquimica apareciendo en menor cantidad en la glandula parétida,
cuya secrecion es mixta (seromucosa/serosa), y en mayor cantidad rodeando
acinos y conductos de la glandula sublingual, semilunas y conductos de las
glandulas submandibular y sublingual. Esto parece estar en concordancia con
la afirmacion de que las CME presentan mayor cantidad de prolongaciones
citoplasmicas en las glandulas salivales con secrecion mucosa, asi como una
mayor cantidad de granulos secretores (Elewa, 2010; Hata et al, 2010).

Debido a que no existe un marcador que Unicamente identifique células
mioepiteliales, realizamos inmunofluorescencia doble para lograr ubicar
mediante colocalizacion los anticuerpos contra K14 y SMAa. De esta manera
logramos confirmar la distribucion observada con la tincion de azul de toluidina
y la inmunohistoquimica, descartando positivos de células epiteliales de los
conductos y de células musculares de vasos sanguineos.

Para verificar no Unicamente la presencia de la proteina, sino también del
ARNmM que la codifica, se utilizé la técnica de RT-PCR. Con esto pudimos
confirmar que los genes ACTA2 (SMAq), Krt14 (K14) y DES (desmina) estan
presentes y transcribiendose constantemente. El gen con mayor cantidad de
ARNmM en las CME es ACTAZ2, seguido por Krtl4 y DES, en ese orden. Esto
puede sugerir una mayor transcripcion del gen ACTA2 en relacion con los otros
dos.

La cuantificacion de proteinas utilizando la técnica de Western blot arrojo
resultados similares, resultando SMAa la proteina mas numerosa seguida de
K14 y Desmina por ultimo. Estos resultados concuerdan con los del RT-PCR.
Si tomamos en cuenta lo mencionado por Redman (1994) y Elewa (2010),
quienes afirman que, ademas de la contraccion, las células mioepitelilales
funcionan también dando sostén y proteccion al parénquima, la ubicacion de
las proteinas estudiadas podria estar relacionada con estas funciones. La
proteina desmina fue la proteina cuantificada en menor cantidad y la menos
observada en las prolongaciones citoplasmicas. SMAa y K14 marcaron
intensamente a las CME, tanto en sus cuerpos celulares como en sus
prolongaciones y fueron las encontradas en mayor cantidad en el Western blot.

La funcién de contractilidad esta dada por SMAaq, proteina contractil de células
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musculares lisas (Redman 1994), mientras que probablemente la proteina K14,
filamento intermedio de células epiteliales que proporciona resistencia a las
células (Pan et al, 2012), otorgue capacidad de sostén a las CME.

Por otro lado existen autores que mencionan la posibilidad de que las CME
disminuyan la posibilidad de invasion de células tumorales a tejidos
circundantes en glandulas con tumores activos. Por ejemplo, en el cancer de
mama se evalla la integridad de la capa de CME para determinar si existe
invasion o no de los tumores malignos (Sanchez-Céspedes et al., 2011). Esto
puede deberse a que pueden constituir un obstaculo mas entre las células
tumorales y la membrana basal, a la que tienen que superar. También existe
evidencia de que producen factores que favorecen la apoptosis en células
tumorales y que antagonizan las interacciones tumor-estroma (Pandey, et al.
2011). Las CME de las glandulas salivales poseen las mismas caracteristicas
estructurales tanto en A. jamaicensis como en otras especies, por lo que
podrian contribuir de la misma manera a evitar o retrasar el crecimiento o
invasion de tumores en las glandulas salivales.

Haciendo una analogia entre los marcadores utilizados en este estudio y los
marcadores comunmente utilizados en el estudio de las células mioepiteliales
en enfermedades tumorales, podemos sugerir que el mejor marcador de éstas
células es la SMAq, aunque actualmente se utilizan otros marcadores Utiles,
pero que también carecen de especificidad como podoplanina (Hata, 2010),
S100 (Ogawa, 1999) vy p63 (Pandey, et al., 2011). En el mismo sentido,
también existen algunos otros como actina de musculo esquelético que se ha
comprobado que en glandulas salivales es especifica de CME, sin embargo
hasta el momento no tenemos conocimiento de haber sido utilizada en

humanos o procesos tumorales originados en éstas células (Nashida, 2013).
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10. CONCLUSIONES
1. Las glandulas salivales mayores (par6tida, sublingual y submandibular) del
murciélago frugivoro Artibeus jamaicensis se localizaron anatdmicamente
similar a como se ubican en el ser humano, con algunas diferencias en sus
relaciones anatomicas y morfologia macroscépica.
2. En el murciélago Artibeus jamaicensis, la glandula parétida presenta
caracteristicas morfolégicas de una glandula de secrecién mixta, mientras que
las glandulas submandibular y sublingual se identificaron como de tipo mucoso
y Seromucoso respectivamente.
3. A nivel estructural se observé que las CME localizadas en los tres tipos de
glandulas salivales mayores en A. jamaicensis es similar a la morfologia
descrita en las glandulas mayores de otras especies como el humano y el
ratbn. Sin embargo, a nivel ultraestructural se detectaron diferencias en la
conformacién de estas CME. Mientras que en la glandula parétida se observan
los nucleos celulares y los cuerpos de forma aplanada con prolongaciones
citoplasmicas que envuelven acinos y conductos, en las glandulas
submandibular y sublingual es posible observar como las CME presentan un
gran namero de prolongaciones citoplasmicas que parecen formar una red que
envuelve a las porciones secretoras y a los conductos en los que estan
presentes.
4. Los marcadores SMAaq, K14 y desmina resultaron positivos en las CME que
componen las tres glandulas mayores de A. jamaicensis. De esta manera, las
CME se pudieron ubicar tanto en las porciones secretoras como en las
primeras porciones del sistema de conductos (conductos intercalares y
estriados).
5. La expresion de los genes ACTA2, K14 y DES fue confirmada mediante RT-
PCR indicando que los tres genes estan presentes en las CME de las tres
glandulas aunque en mayor cantidad en la glandula parétida que en la
submandibular y sublingual, esto en concordancia con su mayor volumen. De
igual forma mediante la técnica de western blot se pudo confirmar la presencia

de las proteinas SMAa, K14 y desmina.
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11. PERSPECTIVAS
La presencia de células mioepiteliales (CME) en todos los componentes de la
unidad funcional salival (sialona) de las tres glandulas salivales mayores del
murciélago A. jamaicensis), excepto en los conductos excretores, puede
llevarnos a la conclusion de que son células indispensables para la correcta
funcion de las glandulas salivales no importando de que tipo secretor se trate.
Sin embargo, la mayor cantidad de prolongaciones celulares encontradas en la
glandulas sublingual y submandibular puede demostrar que el tipo de secrecion
si influye en la morfologia de las CME.
Para dilucidar exactamente que funcién cumple cada proteina analizada es
necesario realizar estudios de protedmica buscando relaciones entre proteinas
del citoesqueleto y contractiles y como reaccionan las proteinas de refuerzo
como K14 al momento de la contraccion de las proteinas musculares. A si
mismo, deberan realizarse estudios in vitro e in vivo realizando knock-outs o
knock-downs para establecer claramente la funcion de cada proteina tanto en
las células mioepiteliales en condiciones normales como en células
mioepiteliales en tumores de origen salival.
De la misma forma, es necesario realizar secuenciaciones tanto de los genes
ACTA2, KRT14 y Des, como de las proteinas que codifican (SMAa, K14 vy
desmina) para obtener las secuencias exactas de los mismos y poder comparar
filogenéticamente lo encontrado en A. jamaicensis con las especies mas
relacionadas, y asi obtener una mayor perspectiva tanto de la funcién como de
la evolucién de las CME.
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ANEXOS

Anexo 1. Microscopia

Microscopio electronico de transmision (JEOL 1010).
Microscopio confocal lasser. Scanning Microscope (LSM 5 Pascal, Carl
Zeiss). Software version 3.5 basado en Windows XP compatible con los
siguientes tipos de laser:

o 1 Ar/ML 458/488/514

o 2 HeNe 543

o 3 HeNe 633

o 4 Blue laser diode 405
Microscopio de campo claro Nikon Eclipse E200, con objetivos de 10x,
20x y 40x

Anexo 2. Soluciones utilizadas para procesamiento de muestras para

microscopia.

Microscopia de campo claro

PBS (Phosphate-buffered saline. Gibco) 1X, pH 7.1.

Paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma, USA) preparado en PBS.

Buffer de Cacodilatos 0.1M en agua ultrapura, pH7.2

Fijador de Karnovsky (Paraformaldehido 1%, glutaraldehido 2.5% en
amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 7.4).

Microscopia electrénica de transmision

Fijador de Karnovsky (Paraformaldehido 1%, glutaraldehido 2.5% en
amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 7.4).
Buffer de cacodilatos 0.1M en agua ultrapura, pH7.2
Tetroxido de Osmio (0OsO4) al 1% preparado en amortiguador de
Zettergvist: para el amortiguador se mezclaron tres soluciones y se
ajusto su pH a 7.2:

o Solucion A: Veronal sédico 1.47g+ acetato de sodio 0.97g

o Solucion B: HCI 0.1N 36% (8.6ml para 1l de agua)

o Solucion C: cloruro de sodio (NaCl) 4g+cloruro de potasio (KCI)

0.2g+cloruro de calcio (CaCl) 0.1g
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Se utilizé una capsula de 1g de OsO4 en 52.2ml de agua ultrapura y se
le agrego6 la mezcla de las soluciones anteriores
e Acetato de uranilo 2.5% en agua bidestilada

e Citrato de plomo 0.3% en agua bidestilada

Anexo 3. Reactivos utilizados para inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia
¢ PBS (Phosphate-buffered saline. Gibco) 1X, pH 7.1.
e Tritdn (Sigma) 1x preparado en PBS.
e Solucion de albumina de suero bovino (BSA, Albumine Bovine, Sigma-
Aldrich) al 1% en PBS.

Anexo 4. Reactivos para extraccion de RNA y RT-PCR

e TAE 1x (Tris 48.4g, 11.5 ml de &cido acético, 20 ml de EDTA 0.5M a
pH8 en agua desionizada).

e Gel de agarosa (Gibco) 1.5% en bufer TAE.

e Tris (Ultrapure Tris. Invitrogen, USA ). Para preparar Tris 1M: 121.1g Tris
base en 1l de agua desionizada. Se filtr6 en membrana calibre .22.

e di-etil-pirocarbonato (DEPC Sigma, USA). Para 1l: 990ml de agua
desionizada+1m|l DEPC+9ml etanol 100%. Se dej6 en agitacion una
noche

e Bromuro de Etidio (BioRad, USA) a concentracion de 0.25mg/mi

61



Anexo 5. Reactivos para Western blot

Buffer de lisis. Tris 1M pH7.4 250l + EDTA 0.5M 40 pl + NP40 25 pl +
Agua 25ml.

Sample buffer o Buffer de Leiden. Tris 0.5M pH6.8 1.25ml + dodecil
sulfato de sodio (SDS) 2.3ml + glicerol 10% 1ml + B-mercaptoetanol 500
pI + azul de bromofenol 10 pl.

Buffer de corrida. Tris 15.15¢g + glicina 74.55g + SDS 5¢g + agua 500ml|
TBS (Tris, borato, cloruro de sodio). Tris 12.11g + NaCl 43.83. + agua
500ml.

Buffer para gel inferior pH8. Tris 1.5M 18.17g + SDS 4ml + agua 100ml|
Buffer para gel superior pH6.8. Tris 1.5M 6.06g + SDS 4ml + agua 100ml
PSA 10%.

TEMED (tetrametiletilenediamina, Bio-Rad USA).

Para realizar los geles de corrida inferior al 10% y gel superior se utilizan
los reactivos enumerados en las tablas 5 y 6 respectivamente

Buffer de transferencia pH8.3. Tris 1.2g + glicina 7.2g + metanol 100ml +
agua 500ml|

TBST (Tris, Borato, cloruro de sodio, tween). Se hace una dilucion 1:10
de la solucion de TBS y se agregan 250ul de Tween por cada 500ml de

solucioén.

Tabla 7. Reactivos para preparar gel inferior al 10%

Solucion 2 geles

Buffer inferior 2.25ml
Acrilamida 3.99ml

Agua 3.73ml

PSA (Bio-Rad USA) 10% 33.7ul
TEMED 11.2
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Tabla 8. Reactivos para preparar gel superior

Solucién 2 geles
Buffer superior Imi
Acrilamida 0.4ml
Agua 2.6ml
PSA (Bio-Rad USA) 10% 15l
TEMED 5ul
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