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ABREVIATURAS

- ASIC
- Bmp7
- CD34

Canales ASIC (del inglés: acid-sensing ion channels)
Bone Morphogenetic Protein 7

Cumulo de diferenciacion 34, antigeno de células progenitoras

hematopoyéticas (del inglés: Cluster of Differentiation 34)

- CKs

- DAB

- E

- EE. UU.
- EGF

- GFAP
- GL

- Glut1
- h

- IF

- H&E
- HNK-1

- JCR
- JOO
- kDa
- Kie7

- um
- min.
- mm
- mM
- NF

- NGF
- nM
- NSE

- NFP

Citoqueratinas

Diaminobencidina

Dia de gestacion (del inglés: Embryonic day)

Estados Unidos de Norteamérica

Factor de crecimiento epidérmico (del inglés: epidermal growth
factor)

Proteina &cida fibrilar glial (del inglés: glial fibrillary acidic protein)
Longitud mayor (del inglés: Greatest Length)

Transportador anti-glucosa1 (del inglés: anti-glucose transporter1)
hora/s

Filamentos intermedios (del inglés: Intermediate filaments)
Hematoxilina y eosina (tincion histoldgica)

Asesino natural humano-1 (del inglés: human natural killer-1)
Inmunoglobulina G

Journal Citation Reports

Organo yuxtaoral (del inglés, Juxta-oral Organ)

kiloDalton

Marcador nuclear de proliferacién celular

Molar

Musculo

Micrémetros

Minutos

Milimetros

miliMolar

Neurofilamento (del inglés: neurofilament)

Factor de crecimiento nervioso (del inglés: nerve growth factor)
nanoMolar

Enolasa especifica de neuronas (del inglés: neuron-specific
enolase)

Proteinas de los neurofilamentos (del inglés: neurofilament proteins)

Post-gestation day 0
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p63
panCK
PAS
PBS
PGP9.5
PIEZO2
PSR
S100P
TBS
TGF

TRPV

VC
°C

Marcador nuclear de proliferacién celular

Pancitoqueratina

Tincién con Acido periddico de Schiff (del inglés: Periodic Acid-
Schiff)

Solucién salina tamponada con fosfato (del inglés: phosphate
buffered saline)

Producto genético proteico 9,5 (del inglés: Protein Gene Product
9.5)

Componente 2 del canal de iones mecanosensibles de tipo
piezoeléctrico (del inglés: Piezo Type Mechanosensitive Ion
Channel Component 2)

Tincion con rojo picrosirius (del inglés: Picrosirius red)

Proteina S100 (del inglés: S700 Protein)

Solucion salina de Tris (del inglés: Tris-Buffered Saline)

Factor de crecimiento transformante (del inglés: transforming
growth factor)

Receptor de potencial transitorio V1 (del inglés: transient receptor
potential vanilloid)

Vértex-Coccix

Grados centigrados (Celsius)
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RESUMEN

CARACTERIZACION DEL ORGANO YUXTAORAL

Antecedentes y objetivos

El érgano yuxtaoral (JOO) es una estructura constante, bilateral, que se sitda en la regién
infratemporal. A pesar de haber sido descrito hace 137 anos por Johan Henrik Chievitz,
son muy escasos los trabajos que se han llevado a cabo para estudiarlo, por lo que
algunos aspectos de su morfologia, organizacién y funcién aun hoy en dia no estan

totalmente aclarados.

El parénquima del JOO deriva del epitelio de la boca primitiva, del que se desconecta
durante el desarrollo. En ratas, el mesénquima que constituye su estroma parece derivar
de las células de la cresta neural. Ademas, esta localizado en la regidon de los musculos
masticadores y esta —desde el comienzo de su desarrollo— en relacion con el nervio

bucal, del que recibe inervacién.

En adultos, tiene forma fusiforme de 7-17 mm de longitud y 2 mm de grosor,
aproximadamente. Su aspecto macroscopico es el de una fibra conectiva o un filete
nervioso. Su extremo posterior se dispone entre el musculo pterigoideo medial y el rafe
pterigomandibular. Su extremo anterior, entre la mandibula y el musculo buccinador,
caudal a la desembocadura del conducto parotideo. Esta inervado por 2-4 filetes
nerviosos del nervio bucal. A pesar de esta exhaustiva descripcién hay confusion en su
localizacién, ya que la mayoria de los estudios se han realizado sobre piezas de biopsias

de la regién.

Histolégicamente, el parénquima esta formado por nidos de células epiteliales que forman
un cordon multilobulado. Las células epiteliales parecen un epitelio escamoso no
queratinizado. El parénquima esta rodeado por tejido conectivo laxo que forma el stratum
fibrosum internum, y que contiene fibras nerviosas mielinizadas y no mielinizadas. La

capsula del JOO esta constituida por tejido conectivo denso (stratum fibrosum externum).

En la actualidad, el significado funcional del JOO sigue siendo desconocido. Algunos
estudios han sefalado que el JOO tenia una actividad de caracter secretorio en relacion
con su papel de o6rgano receptor. Otros estudios han sugerido una funcion

mecanosensorial.
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Clinicamente, el desconocimiento de la existencia de esta estructura puede conllevar

diagnosticos erroneos de invasion perineural de un carcinoma en la region.

El objetivo de nuestro estudio es analizar la disposicion topografica para buscar
parametros de obtencion del JOO y estudiar la organizacion y disposiciéon de su estroma.
Asimismo, se analiza la expresion de marcadores de canales ionicos activados en
mecanorreceptores y marcadores de las cubiertas endoneurales y perineurales. Ademas,
en adultos, también analizamos la organizacion, distribucion y disposicién del estroma del

JOO vy la expresion inmunohistoquimica de colagenos tipo | y Il

Metodologia

Se han utilizado 4 fetos humanos de 28 a 35 semanas de desarrollo y 16 cadaveres de
edades comprendidas entre 65-85 afos, pertenecientes al Departamento de Anatomia y
Embriologia de la Universidad Complutense de Madrid. En los adultos, se diseco la

region infratemporal. En los fetos se obtuvieron piezas de la misma region.

Mediante técnicas estandar de laboratorio, las secciones se tifieron de forma rutinaria con
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson y tincion VOF-Ill. Ademas, se tifieron
subconjuntos de secciones con rojo picrosirius. En las secciones tefidas mediante esta
técnica, las fibras de coldgeno aparecen en color rojo-naranja y verde-amarillo. Ello
permite diferenciar la organizacion y/o heterogeneidad de la orientacién de las fibras de

colageno.

En las muestras fetales se realizé un analisis inmunohistoquimico con anti-NSE, anti-
NFP, anti-PGP9.5, anti-S100P, anti-CD34 y anti-Glut1. Ademas, se utilizaron marcadores
de mecanoproteinas: ASIC2, PIEZO2 y TRPV4. Mediante inmunofluorescencia también
se utilizé anti-NF200. En las muestras de adultos se realizd el estudio con marcadores

anti-colageno | y Il

Resultados, discusion y conclusiones

La mayoria de las descripciones proceden de estudios de biopsias, por lo que faltan
estudios sistematicos de localizacion del JOO, y creemos que esa es la base de la
disparidad en las descripciones de la localizacion topogréafica del JOO. De ahi que se
haya disefiado una forma de localizarlo —mediante la reseccion del tejido que rodea al

nervio bucal-. En nuestro estudio, en 12 casos estaba incluido el JOO.
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El examen histologico confirma la organizacion general del JOO descrita por otros
autores, si bien nuestros resultados mostraron positividad para colageno | y Ill en el
estroma del JOO. El colageno | predominaba en el tejido conectivo denso que forma la
capsula del JOO (stratum fibrosum externum), mientras que el colageno lll predominaba
en el tejido conectivo laxo del interior (stratum fibrosum internum). Desde el punto de
vista funcional, estos resultados pueden sugerir que el colageno tipo | confiere al JOO
solidez y resistencia a la traccién, mientras que el colageno tipo lll le proporciona
propiedades elasticas ante los procesos de estiramiento que se producen en la region.
Estos datos son muy interesantes, habida cuenta de la situacién topografica del JOO, que
se situa en una region donde tienen lugar movimientos de masticacion deglucién vy

succion.

Los estudios inmunohistoquimicos en muestras fetales mostraron inmunorreaccion
positiva para ASIC2 en los troncos nerviosos proximos al JOO, en pequefios axones en el
interior del mesénquima laxo, y algunos nidos de células epiteliales también mostraron un
débil marcaje para ASIC2, mientras que no se detectd inmunorreaccion para TRPV4. Por
otro lado, PIEZO2 positivo se observo en los troncos nerviosos y en las fibras nerviosas
aisladas dentro del parénquima, asi como en las propias células epiteliales e, incluso, se
observaron contactos aparentes entre las fibras nerviosas y las células del parénquima
PIEZO2 positivas. Ademas, nuestros resultados mostraron que, en fetos, el mesénquima
denso —que dara lugar al stratum fibrosum externum— fue intensamente inmunorreactivo
para CD34, pero negativo para el Glut-1. Esta expresion sugiere caracteristicas
endoneurales/perineurales. Nuestros resultados sugieren que el JOO tiene una funcion

mecanosensorial.

En definitiva, nuestro estudio amplia el conocimiento sobre la localizacién topografica del
JOO para evitar el sobrediagnéstico y los tratamientos innecesarios. También aporta la
organizacién y distribucion del colageno tipo | y Il en adultos, asi como la expresion de
marcadores generales y mecanoproteinas que sugieren una funciéon mecanosensorial del
JOO.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF THE JUXTAORAL ORGAN

Background and objectives

The juxtaoral organ (JOO) is a constant, bilateral structure located in the infratemporal
region. Although it was described 137 years ago by Johan Henrik Chievitz, little work has
been done to study it in detail, so that some aspects of its morphology, organization and

function are still not fully elucidated.

The parenchyma of the JOO is derived from the epithelium of the primitive mouth, from
which it is disconnected during development. In rats, the mesenchyme that constitutes its
stroma appears to be derived from neural crest cells. Furthermore, it is located in the
region of the masticatory muscles and is - from the beginning of its development - in

relation to the buccal nerve, from which it receives innervation.

In adults, it is fusiform in shape, approximately 7-17 mm long and 2 mm thick. Its
macroscopic appearance is that of a connective fiber or nerve fillet. Its posterior end lies
between the medial pterygoid muscle and the pterygomandibular raphe. Its anterior end,
between the mandible and the buccinator muscle, caudal to the mouth of the parotid duct.
It is innervated by 2-4 nerve fibers of the buccal nerve. Despite this exhaustive
description, there is confusion as to its location, as most studies have been performed on

biopsy specimens from the region.

Histologically, the parenchyma consists of nests of epithelial cells forming a multi-lobed
cord. The epithelial cells resemble non-keratinized squamous epithelium. The
parenchyma is surrounded by lax connective tissue forming the stratum fibrosum
internum, which contains myelinated and unmyelinated nerve fibers. The capsule of the

JOO is made up of dense connective tissue (stratum fibrosum externum).

At present, the functional significance of the JOO remains unknown. Initially, the JOO was
considered to be a rudimentary or involuted structure. Some studies have considered the
JOO to have a secretory activity in relation to its role as a receptor organ. Other studies

have suggested a mechanosensory function.
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Clinically, ignorance of the existence of this structure may lead to misdiagnosis of

perineural invasion of a carcinoma in the region.

The aim of our study is to analyze the topographical arrangement to look for parameters
for obtaining the JOO and to study the organization and arrangement of its stroma. We
also try to provide some new data to clarify its function by expressing markers of activated
ion channels in mechanoreceptors and markers of endoneural and perineural sheaths. In
addition, in adults, we analyze the organization, distribution and arrangement of the JOO

stroma and the immunohistochemical expression of type | and lll collagens.

Methodology

Four human fetuses from 28 to 35 weeks of development and 16 cadavers aged between
65-85 years old were used (belonging to the Department of Anatomy and Embryology of
the Complutense University of Madrid). In adults, the infratemporal region was dissected.

In the fetuses, pieces of the same region were obtained.

Using standard laboratory techniques, histological sections were routinely stained with
hematoxylin-eosin, Masson's trichrome and VOF-Ill staining. In addition, subsets of
sections were stained with picrosirius red. Under polarized light, in the sections stained by
this technique, the collagen fibers appear red-orange and green-yellow. This makes it
possible to differentiate the organization and/or heterogeneity of the orientation of

collagen fibers in connective tissues.

Furthermore, immunohistochemical analysis of fetal samples was performed with anti-
NSE, anti-NFP, anti-PGP9.5, anti-S100P, anti-CD34, and anti-Glut1. In addition,
mechanoprotein markers for ASIC2, PIEZO2 and TRPV4 were used. Anti-NF200 was also
used by immunofluorescence. In adult samples, the study was performed with anti-

collagen | and lll antibodies.

Results, discussion and conclusions

Most of the descriptions come from biopsy studies, so systematic studies of JOO
localization are lacking. We believe that this is the basis for the disparity in the
descriptions of the topographical localization of JOO. We have therefore devised a way of
localizing it - by resection of the tissue surrounding the buccal nerve. In our study, the

JOO was included in 12 cases.
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Histological examination confirms the general organization of the JOO described by other
authors. In addition, our results showed positivity for collagen | and Ill in the stroma of the
JOO. Collagen | predominated in the dense connective tissue forming the capsule of the
JOO (stratum fibrosum externum), whereas collagen Il predominated in the lax
connective tissue of the interior (stratum fibrosum internum). From a functional point of
view, these results may suggest that type | collagen confers strength and tensile strength
to the JOO, while type lll collagen provides elastic properties to the stretching processes
occurring in the region. These data are very interesting, given the topographical situation
of the JOO, which is located in a region where chewing, swallowing and sucking
movements take place. Moreover, it is located over the buccinator muscle, and this is the

main muscle of the cheek (which is expandable).

Immunohistochemical studies on fetal samples showed positive immunoreactivity for
ASIC2 in nerve trunks close to the JOO, in small axons within the lax mesenchyme, and
some nests of epithelial cells also showed weak labelling for ASIC2, while no
immunoreactivity for TRPV4 was detected. Likewise, PIEZO2 positive was observed in
nerve trunks and isolated nerve fibers within the parenchyma, as well as in the epithelial
cells themselves, and even apparent contacts between nerve fibers and PIEZO2 positive
parenchymal cells were observed. Furthermore, our results showed that, in fetuses, the
dense mesenchyme - which will give rise to the stratum fibrosum externum - was strongly
immunoreactive for CD34, but negative for Glut-1. This expression pattern suggests
endoneural/perineural characteristics. Our results suggest that the JOO has a

mechanosensory function.

Ultimately, our study adds to the knowledge about the topographical location of the JOO
to avoid overdiagnosis and unnecessary treatments. It also provides the organization and
distribution of type | and lll collagen in adults, as well as the expression of general

markers and mechanoproteins that suggest a mechanosensory function of the JOO.
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INTRODUCCION

Preambulo

El érgano yuxtaoral (JOO, del inglés: juxtaoral organ) es una estructura constante en el
cuerpo humano, aunque es poco conocida (Bommanavar y cols., 2017). Su aspecto
histolégico puede confundir al patélogo con una invasion perineural de un carcinoma
mucoepidermoide (Sancheti y cols., 2015) e incluso ha sido considerado como una
estructura pseudoneoplasica (Richardson, 2016). A pesar de los ultimos avances en el

estudio de esta estructura, su funcidon aun no esta totalmente aclarada.

En la investigacion del o6rgano yuxtaoral hay dos autores que marcan hitos
importantes: Johan Henrik Chievitz (1851-1901) y Wolfgang Zenker (1925). El primero
descubrio esta controvertida estructura en embriones, en 1885, y, de hecho, hasta
mediados del siglo pasado se conocid6 como 6rgano de Chievitz. El segundo
profundizé en su anatomia e histologia en humanos, y realizé también estudios de
anatomia comparada, tratando de aclarar su funcién. Ademas, le dio el nhombre de
organo bucotemporal y, posteriormente, el de érgano yuxtaoral (JOO), con el que se

conoce en la actualidad.

Johan Henrik Chievitz (Figura 1), naci6 el 16 de octubre de 1851 en Svendborg
(Dinamarca). Obtuvo la Licenciatura de Medicina en 1875, ganando la medalla de oro
de la Universidad de Sorg por su Tesis Doctoral sobre la osificacion. Destaco también
por sus estudios sobre las glandulas salivares y la retina. En 1891 publicé un libro
sobre el desarrollo fetal. Murié en Copenhague, el 6 de octubre de 1901, debido a la

tuberculosis que padecia.

Figura 1. Fotografia de Johan Henrik Chievitz
(1851-1901). Tomada de Al Aboud y cols., 2014.
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Wolfgang Zenker (Figura 2) naci6 en febrero, en 1925, en Brunn, Moravia (Austria).
Tras un amplio periplo ensefiando anatomia que le llevé por Viena (1958-1964),
Bochum (Alemania, 1965-1969), y, de nuevo, Viena (1969-1977), finalmente, en 1977
llegd al Instituto Anatémico de la Facultad de Medicina de Zurich (Suiza), del que fue

director y, desde 1992, es profesor emérito. Sus discipulos lo describen como un gran

anatémico, humanista y violonchelista.

- Figura 2. Wolfgang Zenker

' w3 fotografiado en 1970, en la
_~ JJ Facultad de Medicina de
. Viena. Tomada de Krejs,
2015.

Antecedentes historicos

El objeto de nuestro estudio es la caracterizacion del JOO. Con el fin de poder aclarar
los aspectos mas controvertidos de esta estructura, asi como para poder evaluar los
resultados de nuestro estudio y discutir con los diferentes autores sus aportaciones, es

necesaria una revision detallada del estado actual del tema.

Sobre el érgano yuxtaoral podemos destacar 4 tipos de estudios, imbricados unos con
otros a lo largo del tiempo: de desarrollo, morfologicos, histolégicos y patologicos. El
andlisis de estos estudios nos permitira entender la problematica actual de este
organo, considerado por muchos investigadores, aun hoy en dia, como una estructura

anatémica enigmatica.
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Embriologia

Johan Henrik Chievitz, estudiando el desarrollo de las glandulas salivares, descubrid
una formacion epitelial delgada cerca del conducto de drenaje de la glandula parétida
en embriones humanos de 7,5 a 15 mm de longitud (Chievitz, 1885). Segun él, se
desarrollé a partir del epitelio de la pared lateral de la cavidad oral, a nivel de la
comisura bucal, invaginandose. En un feto de 10 semanas de desarrollo, se localizaba
medial al musculo masetero, mandibula y musculo pterigoideo medial, sin conexion
con el epitelio bucal. Desde entonces, la mayoria de los autores lo han referido como

6rgano de Chievitz.

En 1911, Bujard reconocio esta estructura en un espécimen de 35 mm de longitud
(vértex-coccix, VC), sin conexion con el epitelio bucal o el conducto parotideo,
confirmando los estudios de Chievitz (Bujard, 1911). Ese mismo ano, Weishaupt
interpretd que este corddn epitelial correspondia a una rama lateral rudimentaria del
conducto parotideo, y lo denominé “ramus mandibularis ductus parotidei” (Weishaupt,
1911). Para este autor representa el esbozo de una glandula salivar abortiva. Por su
parte, Schulte lo Illamé “inclusion orbital” (Schulte, 1913) y Brachet “tracto

bucofaringeo” (Brachet, 1919).

Broman, en 1916, tras sus observaciones en dos especies de focas antarticas, sugirid
que esta estructura representaba la posicidn inicial de la glandula parétida desde el
punto de vista filogenético. Su secrecion ayudaria a deglutir y, tras un cambio en la
dieta, se desarrollaria mas oralmente la glandula parétida con una secrecion de tipo
seroso (Broman, 1916). Pocos afios mas tarde, Bollea considerd que esta estructura
aparece como consecuencia de la fusién y crecimiento de los procesos mandibular y
maxilar (Bollea, 1924).

Todas estas descripciones fueron revisadas en un excelente trabajo publicado en 1935
por Ramsay. Este autor sefalé que “en un embrion humano, en el fondo del surco
bucal, aparecen dos estructuras constantes, el érgano de Chievitz y el esbozo de la
parétida”, y continuaba “el érgano aparece primero (8-11 mm de longitud VC), de ahi
que haya escapado a muchos investigadores y haya sido descrito como esbozo de la
parotida”. Segun su descripcion, el 6rgano se relacionaba con los musculos masetero
y pterigoideo medial, y cruzaba al nervio bucal. En los especimenes de mayor tamafio,
el 6érgano de Chievitz se localizaba proximo al conducto parotideo, de ahi que, segun
sus escritos, “algunos investigadores hayan concluido que el 6rgano de Chievitz es

una rama del conducto parotideo”. Sin embargo, esa proximidad es secundaria, ya que
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el lugar de origen es diferente. Ademas, finalizaba su trabajo indicando que esta
estructura es una formaciéon rudimentaria y transitoria que desaparece antes del

nacimiento (Ramsay, 1935).

Tras este trabajo hay un largo paréntesis en los estudios publicados dedicados a esta

estructura.

Algunos afos mas tarde, en una monografia sobre la cirugia de parétida y sus
fundamentos morfoldgicos, Béhme recopilé sus estudios sobre la morfogénesis de la
glandula paroétida en 12 especimenes humanos, comprendidos entre los 20 y 60 mm
de longitud VC. En el embrion de 20 mm reportdé cémo aparecian los esbozos de la
glandula paroétida y el 6rgano de Chievitz, aunque no encontré relaciones entre ambos
(Bohme, 1966).

Mas adelante, la reconstruccion tridimensional del JOO, a partir de secciones seriadas
de embriones de raton, mostré que este drgano es mas largo y mas complejo en
ratones que en humanos (Griineberg, 1971). Ademas, Griineberg también informé de
que en ratones estaba mucho mas extendido en el area craneofacial y dividio el

organo en tres partes: cuello, cuerpo y cola.

Kleiss y Kleiss (1985), en su articulo dedicado al Profesor Wolfgang Zenker, por aquél
entonces Director del Instituto Anatdomico de Zurich, sefalaron que el érgano de
Chievitz se desarrollaba, en humanos, a partir del epitelio del fondo del surco bucal,
invaginandose en el mesénquima, y desde el comienzo se relacionaba con el nervio
bucal. Segun estos autores, esta estructura se desarrollaba antes que las glandulas
salivares. Entre sus conclusiones destacan que las células epiteliales que se invaginan
daran lugar al parénquima, que se va desarrollando en estrecha union con el nervio
bucal. EI mesénquima se organiza alrededor del parénquima en tres capas:

- Una capa fibrosa interna, formada por tejido conectivo laxo.

- Una capa de fibras nerviosas procedentes del nervio bucal.

- Una capa fibrosa externa, formada por capas concéntricas de fibras de

colageno y elasticas.

Ademas, sefialaron que el parénquima muestra dos tipos de células: unas externas,
mas oscuras, y otras internas, mas claras, que pueden confundirse con la luz de un
conducto. Mostraron, también, que los nucleos de las células epiteliales externas se

orientan hacia la membrana basal (Kleiss y Kleiss, 1985).
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En 2005, Mérida-Velasco y cols., en su estudio de la morfogénesis del 6rgano
yuxtaoral en 55 embriones y 90 fetos humanos, senalaban tres periodos en el
desarrollo de esta estructura (Figura 3):

1) Periodo de condensacién e invaginacion (estadios 16-17 de Carnegie). La
invaginacion del epitelio se produce durante el estadio 17 de Carnegie, en un
mesénquima que no aparece condensado.

2) Periodo de desconexion del epitelio bucal e inervacion por el nervio bucal
(estadios 18-23 de Carnegie). Durante este periodo tiene lugar la inervacién de
la estructura, de modo que se observan fibras del nervio bucal que inervan el
JOO. La inervacion del 6rgano fue confirmada por inmunohistoquimica con
anti-NF-300 (200KDa).

3) Periodo de formacién de la capsula, a partir de la 112 semana de desarrollo.

Este trabajo sefalaba que no parece que sea esencial la interaccidon epitelio-
mesénquima, al menos en las etapas iniciales del desarrollo del érgano, como si

ocurre en las glandulas salivares (Mérida-Velasco y cols., 2005).

Period of Dl.ltgl'lJW‘th e — —
formation of the

capsule i
Capsule formation

Period of
detachinent and
innervation

Invagination T .
Period of i =
epithelial
condensation and
invagination

Condensation

O'Rahilly's QO'Rahilly's O'Rahilly's weeks weeks

stages 16 stages 17 stages 1823 11-12 13-17
- — »
Embryonic period Fetal period

Figura 3. Diagrama esquematico con el resumen de la morfogénesis del JOO, tomado de Mérida-Velasco y cols.,
2005.

Posteriormente, se llevd a cabo un estudio del desarrollo del JOO en ratones mutantes
Bmp7'2¢Z, que tienen una intensa expresion de /lacZ en el componente epitelial del JOO
en homo y heterocigotos (Ito y cols., 2009). Asi, Ito y cols. reportaron que el esbozo
del 6rgano aparecio en el dia de gestacion 12 (E12; E, del inglés: Embryonic day),

desconectandose del epitelio en E12,5. En cualquier caso, el érgano presentaba una
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disposicidon muy compleja y alargada: desde el masetero alcanzaba la parte anterior
del musculo temporal, a nivel de la 6rbita, paralelo al nervio bucal; después descendia
hasta la porcion distal del tercer molar, y finalizaba en el espacio submucoso del
paladar blando (Figura 4). Ademas, este trabajo reveld que, en ratones, el 6rgano

persistia en los especimenes adultos (Ito y cols., 2009).

A E12.0-12.5

Figura 4. Diagrama esquematico del desarrollo del JOO de
raton. Vistas laterales del JOO en desarrollo (color rojo) y
de la gldndula parétida (color azul) en E12.0-12.5 (A),
E12.5-15.5 (B), E15.5-16.5 (C) y E16.5-P0 (D), que se
proyectan sobre el perfil de los embriones o de un raton
recién nacido. Tomado de Ito y cols., 2009.
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En el 2012, Velasco y cols. publicaron un estudio sobre el desarrollo en embriones de
rata (E14-E19). El esbozo del 6érgano aparecia en E14, y durante E15 se invagina y
desconecta del epitelio bucal. En E16, el JOO mostraba tres partes que se
relacionaban con los musculos masetero, temporal, pterigoideo medial, y el tensor del
velo del paladar. Su disposicion era compleja y parecida a la descrita previamente por
Ito y cols. (2009) en ratones. No obstante, estos autores sefialaron que el mesénquima
que rodea al esbozo del 6rgano, durante E14, mostraba inmunotincion positiva para

HNK-1, un marcador de células de origen crestoneural (Velasco y cols., 2012).

Mas recientemente, Kobayashi y cols. (2015), en un interesante trabajo histolégico y
ultraestructural en ratones, informaron de los cambios en el parénquima y en la vaina
mesenquimal del JOO durante los periodos prenatal y postnatal. Este estudio confirmoé
mediante inmunorreaccion que las ramas del nervio bucal inervaban al JOO en
ratones. Ademas, informaron que la panCK era un buen marcador para poder
visualizar el parénquima durante el desarrollo. El parénquima era inmunorreactivo para
CK14 y la microscopia electronica mostré que las células epiteliales no estaban
polarizadas ni queratinizadas. La tincibn negativa para CK18, sugiri6 que el
parénquima tenia un desarrollo diferente al glandular. La expresion negativa para Ki67
y positiva para p63 sugiri6 que el parénquima tenia un ciclo celular muy lento a
diferencia de otras células epiteliales. La positividad para Glut1 del estrato fibroso
externo y los datos ultraestructurales sugirié que tenia caracteristicas perineurales.
Los cambios en las terminaciones sensoriales y en el estrato fibroso externo en recién
nacidos sugirié que estaba relacionado con los cambios en la alimentacion.(Kobayashi
y cols., 2015).

En resumen, el 6rgano de Chievitz se ha descrito en numerosas especies animales,
incluyendo, entre otros, reptiles, aves, peces, anfibios y mamiferos (Ramsay, 1935;
Zenker y Halzl, 1953; Zenker y Salzer, 1961; Boyd y Hughes, 1960; Griineberg, 1971;
Jeanneret-Gris, 1980; Kleiss y Kleiss 1985; Ito y cols., 2009; Kobayashi y cols., 2015;
Velasco y cols., 2012). Como conclusidon de todos estos estudios del desarrollo

podemos resaltar los siguientes aspectos sobre el JOO:

1. Es una formacion, constante y bilateral, que deriva del epitelio de la boca
primitiva, del que se desconecta durante el desarrollo.
2. Tiene un componente mesenquimal que forma su estroma.

3. Se dispone en la regién de los musculos masticadores.
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4. Su disposicion anatémica es mas compleja en ratones y ratas que en humanos,
ya que en estos casos se relaciona con el paladar blando.
Esta inervado por el nervio bucal.
El JOO se relaciona con la glandula parétida, pero no muestra conexiones con

ella.

Anatomia

En 1953, Wolfgang Zenker describié en adultos humanos la disposicién del érgano de
Chievitz en la region infratemporal y lo denominé “érgano bucotemporal” (Zenker,
1953). Este autor sefalé que esta estructura no presentaba signos de involucién en el
adulto. Dos afos mas tarde, describié en adultos sus limites y disposicion en el que
denomind “espacio bucotemporal” (Zenker, 1955). La fascia del musculo temporal se
dividia en dos laminas, una delgada que cubre al tendén del musculo hasta su
insercion, y otra mas medial que alcanza el musculo buccinador. Entre las dos laminas
fasciales se delimita el espacio bucotemporal. Esta descripcion ha sido seguida por la
Escuela Alemana de Anatomia (Lang, 1995). El 6érgano de Chievitz se localiza en este
espacio, adherido a la fascia. A través de esta fascia se relacionaba con el cuerpo

adiposo de la mejilla (o de Bichat) (Zenker, 1955).

En 1962, en un nuevo texto, el érgano de Chievitz pasé a denominarse 6rgano
yuxtaoral (Salzer y Zenker, 1962). En la actualidad, este es el término con el que se

reconoce en la Nomina Anatémica Internacional (FIPAT, 2019).

En 1974, George B. Lutman en su trabajo titulado “Epithelial nests in intraoral sensory
nerve endings simulating perineural invasion in patients with oral carcinoma”, informo
de una estructura, para €l desconocida, que encontré en 9 de 14 casos de pacientes a
los que se habia realizado una mandibulectomia por carcinoma. En este trabajo
localizaba la citada estructura en la superficie medial de la mandibula, cerca de la
insercion del rafe pterigomandibular. Dias mas tarde, Kramer y Zenker enviaron una
carta al editor de la revista American Journal of Clinical Pathology donde habia sido
publicado el trabajo de Lutman. En la carta hicieron constar el desconocimiento del
JOO por parte de Lutman, resaltando que el JOO es una estructura tipicamente
localizada en el espacio bucotemporal, adyacente a la fascia bucotemporal, e inervado
por el nervio bucal. Ademas, esquematizaron la situacion y localizacion del JOO
sefalando que estaban de acuerdo con Lutman en que el JOO no era una neoplasia,
pero que podia dar lugar a confusion si se realizaba un estudio histolégico de la region

a partir de una biopsia (Kramer y Zenker, 1974) (Figura 5).
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LY

Figura 5. Representacion esquematica de la situacion topografica del JOO y su inervacion en un hombre adulto. 1,
l&mina lateral de la pterigoides; 2, érgano yuxtaoral; 3, fascia bucotemporal; 4, musculo buccinador; 5, cuello de la
mandibula; 6, nervio bucal; 7, nervio lingual; 8, nervio alveolar inferior. Tomado de Krammer y Zenker, 1974.

Los estudios del grupo de Zenker hacen que sea citado en la 112 edicién del libro de
anatomia de Benninghoff y Goerttler (Benninghoff y Goerttler, 1979). En la actualidad
también ha sido representado y descrito en la 24? edicion del Atlas Sobotta de

anatomia humana (Figura 6) (Paulsen y Waschke, 2018).
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Figura 6. Representacion esquematica de los musculos faciales y masticadores (vision lateral oblicua). Se han
retirado las fascias del m. buccinador y del m. masetero, asi como la fascia parotidea y, en parte, la lamina
superficial de la fascia cervical. Tomado del Atlas Sobotta (Paulsen y Waschke, 2018). Textualmente, el atlas hace
constar lo siguiente: “Cerca del lugar en el que el conducto parotideo atraviesa el m. buccinador, se encuentra el
organo yuxtaoral (*organo de Chievitz) sobre el m. buccinador. Se trata de un érgano epitelial de unos 5 x 3 mm,
localizado en la mejilla, en el que solo se encuentran nervios y tejido conectivo muy celular y que esta rodeado por
una vaina perineural. La funcién de este 6rgano no se comprende del todo; se plantea que sufre cambios dinamicos
durante la masticacion, la deglucion y la fonacién, y parece que también es responsable de que no nos mordamos la
mejilla al masticar”.

En las revisiones de D’Andrea y cols. (1999) y Pantanowitz y Balogh (2003) se
recogian los principales eventos de la anatomia descriptiva del JOO, que podemos
resumir en los siguientes puntos:

e EIJOO se localiza en el espacio bucotemporal.

e Tiene una forma fusiforme, con una longitud de 7-17 mm, y un grosor

aproximado de 2 mm.
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e Su extremo posterior esta en relacion con el musculo pterigoideo medial y el

rafe pterigomandibular. Su extremo anterior se dispone sobre el musculo

buccinador, caudal a la desembocadura del conducto parotideo.

e Esta inervado por dos o cuatro filetes nerviosos del nervio bucal.

e Su diseccion macroscopica es dificil, ya que tiene un aspecto similar a una fibra

conectiva o un nervio.

Ante lo expuesto, podemos deducir que esta estructura, aunque bien descrita por la

Escuela Alemana de Anatomia en cuanto a su disposicion y localizacién, no aparece

recogida en otros libros de texto. Los estudios macroscopicos de la misma son muy

escasos, probablemente por la dificultad de su diseccién y de su reconocimiento

visual. De hecho, la mayoria de los estudios estan realizados sobre material resecado

para biopsias, por sospecha tumoral (Tabla 1).

Tabla 1. Hallazgos del JOO en material procedente de biopsias y/o resecciones
quirurgicas, ordenados cronolégicamente.

Referencia

(Autor/res, afo)

Observaciones y comentarios

(Lutman, 1974)

JOO en 9 de 14 casos de mandibulectomias por cancer.

(Leibl y cols., 1976)

Examen de 100 biopsias de tejido de la region bucotemporal. Un

caso de hiperplasia nodular del JOO en mujer de 68 afos.

(Tschen y Fechner,
1979)

Estudio de bloques de 25 adultos, entre 26 y 84 afos, sin
patologia mucosa intraoral, incluyendo neoplasias. EI JOO se
tres casos

localiza en 11 casos unilateralmente y en

bilateralmente.

(Klacsmann y Taxy,
1980)

En un periodo de tres meses observan el JOO en 2 resecciones

quirurgicas rutinarias.

(Sciubba y Sachs,
1980)

Varén de 41 anos con un Schwannoma en el nervio alveolar

inferior. Hallazgo del JOO.

(Miké y Molnar,
1981)

Varén de 57 afos. JOO en tejido procedente de una biopsia de

un carcinoma mucoepidermoide de grado medio.

(Geist y cols., 1984)

Mujer de 59 afos. Durante un reconocimiento de su empresa se

le observo una masa en la regidn retromolar.

(Soucy y cols., 1990)

Nifa de 5 anos con una masa intraoral a nivel de la rama

ascendente de la mandibula derecha.

(Hultenschmidt y
cols., 1991)

En resecciones de tejido blando de la region retromolar de 40

autopsias se localizé el JOO en 10 casos.
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(Vadmal y cols.,
1998)

Nifo de 12 anos con una tumoracion en el lado interno de la
mandibula izquierda, entre el 1° y 2° molar, que se extiende

medial al masetero.

(Bénateau y cols.,
2003)

Tumoracién en un nifio por hamartoma neuroide del JOO.

(Ide y cols., 2003a)

Varén de 74 anos. ElI JOO se halla en el tejido para la biopsia

tras la reseccion de un carcinoma escamoso.

(Ide y cols., 2003b)

Varon de 63 anos con hamartoma del JOO.

(Kim y cols., 2005)

Mujer de 34 afos. Se localiza el JOO en tejido procedente de la

extraccion de un 3° molar.

(Kusafuka y
Kameya, 2007)

Mujer de 41 afios con un carcinoma mucoepidermoide lingual,

con sospecha de metastasis en region pterigoidea.

(Rosu y cols., 2014)

Varén de 74 ahnos con tumoracién en la region temporal

derecha. Tumor benigno del JOO.

(Wadhwan y cols.,
2015)

Mujer de 46 anos diagnosticada de un carcinoma de células

escamosas en la mucosa bucal derecha.

(Cheng y cols.,
2016)

Reporte de 2 casos:

1° Hombre de 39 anos. Lesion de 3 cm, firme y mal definida, que
afecta a la lengua y suelo de boca. Glosectomia parcial. En la
pieza aparece un hamartoma del JOO.

2° Mujer de 50 afios. Aparece el JOO en la reseccion de una
cicatriz postquirdrgica, tras la extirpacion de un carcinoma

mucoepidermoide de bajo grado de glandula salivar menor.

(Kimizuka y cols.,
2021)

Varén de 59 anos: JOO en pieza resecada quirdrgicamente de

un carcinoma de células escamosas en la lengua.

La descripcion por tanto de la localizacion del JOO es confusa y dispar. Para Rosu y
cols. (2014) se sitta en la region temporal. Ramos-Vega y Roa (2019) han senalado
que en un espécimen adulto asiatico, conservado en cortes en plastinacion, se
observd una estructura bilateral que correspondia al 6rgano yuxtaoral, de aspecto
glandular, extendida entre la mucosa del trigono retromolar (a nivel del rafe
pterigomandibular), medial a la rama mandibular, anteromedial al musculo pterigoideo
medial y lateral a la base de la lengua. Kennedy (2020) realizé una auditoria, en la
base de datos PubMed, de los casos diagnosticados de JOO, y estructuras
neuroepiteliales similares, identificados en tejidos blandos orales procedentes de

muestras quirdrgicas. Para ello utilizé los términos: “JOO”, “estructuras
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neuroepiteliales y “oral”’, excluyendo los casos sin detalles del sitio anatdmico o sin
fotografias de la interpretacién histolégica. Ademas, los casos con caracteristicas
sugerentes de un diagndstico alternativo también fueron excluidos. Asi, recopilé 19
casos diagnosticados de JOO y estructuras neuroepiteliales similares, de los cuales,
aproximadamente el 53% se encontraban dentro de los tejidos blandos de la zona
retromolar, un 26% se situaban bucalmente a la mandibula, un 11% adyacentes a la

tuberosidad maxilar y el 11% restante dentro de la regién lingual posterior.

Histologia

Desde los trabajos del grupo de Zenker, el JOO se describe como un 6rgano formado
por un parénquima rodeado por un estroma conectivo (Salzer y cols., 1965; Salzer y
Zenker, 1968; Zenker, 1982; Zenker y Salzer, 1961). El parénquima esta formado por
nidos de células epiteliales que forman un cordén multilobulado. Los nidos epiteliales
estan rodeados por una membrana basal que lo separa del estroma. Las células
epiteliales parecen un epitelio escamoso no queratinizado. Los nidos epiteliales
estaban formados por 1-3 capas de células. Los nidos de mayor tamafio presentaban
unas células en su interior polimorficas, con aspecto arremolinado, con un citoplasma
PAS positivo de gran tamano, y nucleo redondeado, de tamafo variable, vy
oligocromaticos. Esta disposicion fue denominada “centros claros” por Zenker y Salzer
(1961). También, se ha descrito que el parénquima esta formado por dos tipos de
células: las denominadas tipo | son células parecidas a queratinocitos y las tipo Il son
de tipo dendritico y parecidas a células epidérmicas de Langerhans (Mayr y Salzer,
1967). Sin embargo, esto no se observo en especimenes de hamster (Jeanneret-Gris,
1980), rata (Salzer y cols., 1964) y cobaya (Mayr, 1979).

En su estudio, Miller y Zenker (1981) demostraron histoquimicamente la actividad de
varias enzimas en el parénquima del JOO. Estos autores informaron de dos patrones
de actividad, no sujetos ni al sexo ni a la edad. El tipo | mostraba una fuerte actividad
para fosfatasa alcalina y anhidrasa carbdnica, y baja actividad para estearasas
inespecificas. En el tipo Il la actividad enzimatica era todo lo contrario —tenia
similitudes con la actividad de las células de las glandulas salivares y diferente a las de
la mucosa oral-. Estos estudios sugirieron que el JOO tenia una funcion receptora,

aunque la funcion del parénquima permanecia desconocida.

También se han realizado algunos estudios inmunohistoquimicos en el JOO en

diversas especies (Tabla 2).
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Asi, hay evidencias de positividad en el parénquima ante varias citoqueratinas (CK10,
CK14, CK19, citoqueratinas de cadena ligera KL-1 y panCK). Sin embargo, el JOO no
mostrd reaccion para otras citoqueratinas como CK7 y CK20. Algunos nidos epiteliales
mostraron estructuras de aspecto vesicular, con contenido coloide mucin-negativo.
Ademas, la comunicacion de estas vesiculas con el estroma también ha sido observada
(Zenker y Salzer, 1961) y, para el grupo de Zenker, estos datos han sugerido que el

6rgano puede tener una actividad secretora.

El parénquima esta rodeado por tejido conectivo laxo que forma el stratum fibrosum
internum (propium) que contiene fibras nerviosas mielinizadas y no mielinizadas, que
constituyen el stratum nervosum. La capsula del JOO esta constituida por tejido conectivo
denso (stratum fibrosum externum). El stratum fibrosum internum (propium) contiene
fibras colagenas y elasticas en el seno de una sustancia fundamental homogénea (Muller
y Zenker, 1981).

A pesar de esta exhaustiva descripcion histoldgica, el érgano yuxtaoral no aparece
recogido en los libros especializados de histologia de la region oral. No obstante, si es

recogido en la Nomina Histoldgica Internacional (FICAT, 2008).

La histologia en gran medida esta aclarada, pero hay algunos aspectos que aun son

controvertidos, como son:

1. El analisis de la inmunoexpresién ante algunos anticuerpos es contradictorio,
segun los diferentes autores.

2. Los estudios inmunohistoquimicos se han realizado, fundamentalmente, sobre el
parénquima y el stratum nervosum.

3. No hay referencias de estudios de la organizacion e inmunoexpresién de colageno

en el estroma del JOO.

Patologia

En 1974, Lutman informdé que, en 9 de 14 casos de sujetos mandibulectomizados por
algun tipo de carcinoma, en los bloques de tejido resecado entre la mandibula y el rafe
pterigomandibular, se observé tejido muscular, fibroadiposo, glandulas salivares menores
y tejido conectivo denso compatible con el rafe pterigomandibular, asi como una
estructura neuroepitelial. No fueron observados signos anaplasicos ni queratinizacion.
Estos hallazgos simulaban una invasion perineural en individuos diagnosticados de

carcinoma (Lutman, 1974). Basandose en este estudio, Tschen y Fechner (1979)
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analizan los bloques de 25 autopsias de adultos obtenidos en la region del angulo de la
mandibula, de aproximadamente 2 cm de diametro, que incluian mucosa oral,
submucosa, musculo esquelético y mandibula. EI JOO fue observado en 11 casos,
bilateralmente, y en 3 casos, unilateralmente. Concluyen que el conocimiento de la
situaciéon de esta estructura normal evitaria la reseccion amplia, por la errénea
interpretacion de invasion perineural de un carcinoma (Tschen y Fechner, 1979). Por su
parte, en 1979 Danforth y Baughman analizaron autopsias en cadaver y comprobaron la
existencia del JOO, y confirmaron la posibilidad de confundir esta estructura con

carcinomas en la region (Danforth y Baughman, 1979).

En la literatura cientifica se han descrito numerosos casos en los que se observo el JOO
en tejido de biopsias por diferentes tumores. Ademas, también se describen

tumoraciones como hiperplasia y hamartomas del JOO (ver Tabla 1).

En los tratados de Patologia recientes, se recogen las caracteristicas histolégicas del
JOO. Todos ellos resaltan el hecho de que el hallazgo del 6érgano en una biopsia puede
confundirse con un carcinoma o una invasién perineural metastasica (Gnepp, 2009; Mills,
2012; Goldblum y cols., 2017; Thompson y Wenig, 2016). La posibilidad de aparicién de
tumores benignos e hiperplasias del 6rgano también ha sido recogida en algunos tratados
(Gnepp, 2009; Mills, 2012). Se ha informado de las caracteristicas histolégicas que
permiten un diagndstico diferencial con carcinomas y otras patologias (Mills y cols., 2000;

Pantanowitz y Balogh, 2003).

Recientemente, el JOO ha sido considerado como una estructura pseudoneoplasica que
puede producir diagndsticos erroneos en biopsias intraoperatorias si no es conocida la
existencia del mismo, ni son identificadas sus caracteristicas histoldgicas (Richardson,
2016).

Por otro lado, queremos sehalar que la literatura recoge trabajos que describen
estructuras neuroepiteliales localizadas en la mandibula (Jensen y cols., 1979), en el
maxilar (Eversole y Leider, 1978; Wysocki y Wright, 1981; Tosios y cols., 2022), o en la
lengua (Mair y cols., 2013; Palazzolo y cols., 2014), que pueden simular el aspecto del
JOO.

Tras el analisis de este apartado parece claro que el desconocimiento de la existencia del
JOO vy, por tanto, su topografia y caracteristicas histolégicas, puede producir errores en el

diagnéstico, bien intraoperatorio o en el examen de tejido resecado en las biopsias. Esto
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puede llevar a resecciones quirdrgicas mas amplias de lo necesario ya que el érgano

puede coexistir con tumoraciones en la region, como ha sido descrito en la literatura.



JUSTIFICACION
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JUSTIFICACION

Tal y como ha quedado expuesto en el apartado anterior, son muy escasos los estudios
realizados sobre el JOO, habida cuenta que fue descubierto en 1885 por Chievitz; hasta
la fecha no alcanzan a un centenar los articulos que se han publicado sobre el mismo. En
una busqueda bibliografica en PubMed con las palabras “juxtaoral organ” salen 51

registros, mientras que con las palabras “Chievitz's organ” son sélo 47 registros.

Podemos resumir los aspectos en los que la mayoria de los investigadores estan de

acuerdo en los siguientes puntos:

= EI JOO es una estructura que aparece en la mayoria de los animales, con diferente
disposicién topografica, pero con un aspecto histologico similar.

= EI JOO es una estructura constante y bilateral que se desarrolla durante el periodo
embrionario y fetal humano. No es una estructura en estado de involucién.

= EI JOO esta relacionado con la glandula parétida durante el desarrollo.

= En el hombre se localiza en la regién de los musculos masticadores.

= La mayoria de los autores consideran que tiene una funcion mecanorreceptora y esta

inervado por el nervio bucal.

A pesar de que su situacion topografica ha sido bien definida por el grupo de Zenker
(Escuela Alemana de Anatomia), su aspecto morfoldgico, parecido a un pequefio nervio o
tracto conectivo, hace muy dificil su identificacion durante la diseccion. Por tanto, habria
que definir alguan parametro, que nos permita obtener material que contenga el JOO para
su posterior procesado y estudio. Hasta ahora la mayoria de los estudios se han

realizado sobre piezas de biopsia.

Su descripcién histologica esta practicamente aclarada. No obstante, la mayoria de los
estudios inmunohistoquimicos se han realizado para tratar de conocer la naturaleza del
parénquima y las estructuras nerviosas que contiene. Practicamente no existen estudios

que se hayan focalizado sobre las caracteristicas y disposicién del estroma del 6rgano.

Por otro lado, a pesar de su inclusién en la Nomina Anatomica Internacional y en la
Némina Histolégica Internacional, solo aparece descrito en libros de Patologia. Este
hecho, unido a la escasez de estudios sobre el JOO, condiciona el desconocimiento de
su existencia por parte de médicos y odontélogos. Este desconocimiento puede conllevar

en determinadas condiciones a errores diagndsticos y de tratamiento.
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Creemos que lo expuesto justifica la realizacion de este estudio para tratar de obtener
mas informacion sobre su situacién topografica, sus caracteristicas histologicas e
inmunohistoquimicas, utilizando nuevos marcadores y, finalmente, un analisis histologico

e inmunohistoquimico de la organizacion del estroma del érgano.



HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Estudios ecograficos han informado que los movimientos fetales en el embrién humano
comienzan en la 62 semana del desarrollo (Humphrey, 1968; De Vries y cols., 1986; De
Vries y Fong, 2006). Estos movimientos se observan en las extremidades, cabeza,
movimientos respiratorios y de la mandibula. Por otro lado, se ha descrito que durante
este periodo existe un verdadero “complejo articular meckeliano” que permitiria los
movimientos de apertura y cierre de la boca (Mérida-Velasco y cols., 1990). Ademas se
han definido los periodos de desarrollo de la articulacién temporomandibular en humanos

(Mérida-Velasco y cols., 1999):

- Periodo blastematico, 72-82 semana de desarrollo.
- Periodo de cavitacion, 92-112 semana de desarrollo.

- Periodo de maduracion: a partir de la 122 semana de desarrollo.

Parece evidente, por tanto, que los especimenes humanos de periodo fetal (a partir de 28
semanas de desarrollo) presentan movimientos de masticacion y deglucion, por lo que el
analisis histolégico e inmunohistoquimico del JOO en estos especimenes, con
marcadores de canales ionicos activados en mecanorreceptores sensoriales cutaneos, es

importante, y que su positividad podria sugerir una actividad mecanorreceptora del JOO.

La diseccion reglada del espacio pterigomandibular nos permitira tratar de comprobar el
aspecto macroscopico del JOO vy sus caracteristicas morfolégicas que pudieran
diferenciarlo de las estructuras vecinas. En caso de no existir una diferenciacion
morfoldgica clara con las estructuras circundantes, se optaria por extirpar el tejido que
rodea al nervio bucal en este espacio a fin de, tras su analisis, poder diferenciar al JOO.
La obtencion de diferentes piezas del JOO nos permitira realizar un estudio histolégico e
inmunohistoquimico del estroma del 6rgano, para tratar de dilucidar su disposicién y

distribucion de colageno | y Il con la técnica de Picrosirius red (PSR).

En relacion con la hipdtesis desarrollada en el apartado anterior se establecen los

siguientes objetivos:
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la disposicion topografica del JOO y estudiar su histologia y, especialmente, la
organizacién y disposicion de su estroma. Asimismo, tratar de comprobar la expresion de
los marcadores de canales ionicos activados en mecanorreceptores durante el periodo

fetal tardio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En los especimenes fetales:

1. Describir la expresion inmunohistoquimica para detectar fibras nerviosas vy
componentes sensoriales (enolasa especifica de neuronas, NSE; proteina S100,
S100P; NFP; NF200).

2. Describir la expresién inmunohistoquimica de Glut1 y CD34, para marcar las cubiertas

endoneurales y perineurales.

3. Describir la expresion de canales idonicos mecanizados (ASIC2, TRPV4 y Piezo2).

En los especimenes adultos:

1. Diseccion de la region pterigomandibular para tratar de localizar el JOO y evaluar sus

caracteristicas morfoldgicas.
2. Determinar parametros para la obtencion del JOO en piezas extirpadas.

3. Describir la histologia del JOO en secciones parasagitales (longitudinales al eje mayor
del JOO) y frontales.

4. Describir la organizacion, distribucion y disposicion del estroma del JOO, asi como su

la expresion inmunohistoquimica de colagenos tipos | y .



MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

Material Fetal

Se utilizaron 4 fetos humanos (2 hembras y 2 varones), de 28, 32, 34 y 35 semanas de
desarrollo, pertenecientes al Departamento de Anatomia y Embriologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid. Los ejemplares procedian de
donaciones de abortos espontaneos y no presentaban ningun signo de malformacion.
Los especimenes fueron disecados en fresco, bilateralmente, segun el siguiente

proceder:

1.- Se resecot la piel de la region de la mejilla.

2.- Se disec? el plano superficial y, tras extirpar la glandula parétida y su conducto de

drenaje, se resecaron las ramas extra parotideas del nervio facial.

3.- Se accedid al plano del musculo masetero, que se desinserta, y rodeando el borde
anterior de la rama de la mandibula accedemos al plano interpterigoideo en la fosa

pterigomandibular.

4.- Se identificaron los musculos pterigoideos y se extirpd todo el plano, incluido el
cuerpo adiposo de la boca. Las piezas obtenidas se fijaron con parafolmaldehido al
4%.

Material Adulto

Se utilizaron dieciséis muestras de cabezas de cadaveres fijadas con formol al 15%
(nueve hombres y siete mujeres; edad de 65 a 85 afios al momento de la muerte). Los
ejemplares se obtuvieron del antiguo Departamento de Anatomia y Embriologia Il
(ocho ejemplares) y del Centro de Donacién de Cuerpos y Salas de Diseccion (ocho
ejemplares) de la Universidad Complutense de Madrid. En todos los casos se realizo
una diseccion bilateral de la fosa infratemporal. El estudio se realizé de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. Todas las personas revelaron su consentimiento informado

por escrito para el uso de su cuerpo con fines cientificos antes de la muerte y todos los
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cadaveres se obtuvieron siguiendo los procedimientos legales que rigen la donacion

de cuerpos.

Procedimientos de diseccion

En el procedimiento de la diseccion de la region infratemporal, se siguid la técnica

descrita por Isolan y cols. (2007) y Von Arx y Lozanoff (2017) (Figuras 7, 8 y 9).

1.- Se realizé una amplia incision preauricular en los lados derecho e izquierdo de la

cabeza, y el colgajo obtenido se desplazé anteriormente.

2.- Se extirparon la fascia y la glandula parétida, conservando el conducto parotideo.
Este se mantuvo rechazado anteriormente, como referencia, desde su entrada en el

musculo buccinador.

3.- Se disecaron y extirparon las ramas extraparotideas del nervio facial.

4.- Se limpidé y resecé el musculo masetero; la fascia temporal superficial y su

almohadilla grasa se eliminaron.

5.- Se identificaron la arteria temporal superficial y el nervio auriculotemporal sobre la

fascia temporal profunda. A continuacion, se cortd y extrajo el arco cigomatico.

6.- Se cortd la apdfisis coronoides de la mandibula (proceso muscular) y se reflejo
hacia arriba, junto con el tendén del musculo temporal; antes de este paso se
comprobd que el nervio bucal no penetraba en el musculo ni en el tendéon del m.

temporal.

7.- En 4 casos, se disecd el nervio bucal y el tejido circundante para observar las

posibles caracteristicas morfologicas del JOO.

8.- En 2 casos, se inyectd suero fisioldgico por la arteria carétida primitiva para la

limpieza del arbol arterial. Posteriormente, se inyecto latex coloreado para facilitar su
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posterior diseccién. La pieza se fij6é en formol al 15% por inmersion (Mérida-Velasco y

cols., 1993; Rodriguez-Vazquez y cols., 1998).
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Figura 7. Representacion esquematica
de la region parotidea y de la mejilla. P,
gléndula parétida; M, musculo masetero;
F, ramos extraparotideos del nervio
facial; V, vena facial; A, arteria facial; B,
cuerpo adiposo de la mejilla (de Bichat).
llustracion realizada por Cristina Navarro
Collin.

Figura 8. Representacion esquematica
de la osteotomia de la apofisis
coronoides de la mandibula. La glandula
parétida ha sido extirpada y el musculo
masetero (M) esta seccionado y rebatido
cranealmente. V, vena facial; A, arteria
facial; S, conducto excretor de la
glandula parétida (de Stenon); 1,
musculo buccinador. llustracion
realizada por Cristina Navarro Collin.

Figura 9. Representacion esquematica
de la fosa infratemporal, una vez
realizada la osteotomia de la apdfisis
coronoides y del arco cigomatico (asa
de la calavera). M, misculo masetero;
S, conducto excretor de la glandula
parétida (de Stenon); 1, musculo
buccinador; 2, musculo pterigoideo
lateral; 3, arteria maxilar; 4, nervio bucal;
5, nervio lingual; 6, nervio dentario
inferior. llustracion realizada por Cristina
Navarro Collin.
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9.- En 10 casos, se resecé el nervio bucal y el tejido circundante, desde su acceso a la
region pterigomandibular -entre las cabezas superior e inferior del musculo

pterigoideo lateral- hasta alcanzar la superficie externa del musculo buccinador.

10.- A continuacion, estas preparaciones se fijaron en formaldehido al 4,5% durante 24
horas. Las disecciones se realizaron con lupa (2,5x) y se fotografiaron utilizando una
camara digital Canon EOS 600D; las figuras del presente documento se prepararon
utilizando Adobe Photoshop CS6™.

Procedimientos histologicos

Después de la fijacion, los bloques de tejido de las muestras (tanto fetal como adulto)
se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, se diafanizaron en xilol y se
incluyeron en parafina a 60°C. A continuacién, las muestras se seccionaron (a 7 ym de
espesor), de forma seriada, a lo largo de los planos parasagital, transversal y frontal,

utilizando un micrétomo estandar.

Para el analisis histolégico, las secciones se tifieron de forma rutinaria con
hematoxilina y eosina (H&E), tricromico de Masson vy tincion VOF-III (Sarasquete y
Gutiérrez, 2005). Las secciones tefidas se examinaron con un microscopio Nikon

Eclipse E400 y se fotografiaron usando una cadmara digital Nikon DXM 1200.

Ademas, se tifieron subconjuntos de secciones con PSR (PSR Stain Kit; Abcam,
Cambridge, Reino Unido). Bajo luz polarizada, en las secciones tefiidas mediante esta
técnica, las fibras de coldgeno aparecen en color rojo-naranja y verde-amarillo. Ello
permite diferenciar la organizacién y/o heterogeneidad de la orientacion de las fibras
de colageno en los tejidos conectivos (Lattouf y cols., 2014). Estas secciones se
visualizaron usando un microscopio Nikon Eclipse Ti equipado con un filtro polarizador
y se fotografiaron usando una camara digital Nikon DS-Fi1 (Nikon Corp., Tokio,
Japoén). Se evaluaron no menos de tres secciones diferentes por muestra. Ademas, al
menos dos investigadores independientes observaron e identificaron el JOO en las

secciones.
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Inmunohistoquimica convencional de muestras fetales

Se llevé a cabo sobre secciones desparafinizadas y rehidratadas. Después de un
lavado de 5 minutos en una solucion de TBS (solucién tris buffer pH 7.4), se inhibio la
actividad de la peroxidasa enddgena durante 10 minutos con una solucion tampodn de
H.O, al 3%; después, las secciones se lavaron en el mismo tampoén durante 10
minutos. A continuacion, se bloquearon las uniones inespecificas con albimina sérica
bovina al 10%, durante 20 minutos, y las secciones, sin lavar, se incubaron durante
toda la noche (overnight) a 4°C en una camara humeda, con los anticuerpos primarios

que se incluyen en la Tabla 3.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las secciones se lavaron en TBS (15
min.) y después se incubaron durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con el
anticuerpo secundario (Dako EnVision labelled polymer-HR anti-conejo IgG o anti-
raton 1gG). Finalmente, tras un lavado en TBS, se revel6 la inmunorreaccion con una

solucion de 3-3’ diaminobencidina (DAB, kit de revelado de Dako).

El control de la especificidad de la inmunorreaccion se realizé omitiendo el anticuerpo
primario, sustituyendo el anticuerpo primario por suero de ratén o conejo preinmune, y
utilizando soluciones de trabajo con preabsorcion especifica. En estas condiciones no

se observo inmunorreaccion especifica.

La inmunohistoquimica de las muestras fetales se realizé en los laboratorios del
Departamento de Morfologia y Biologia Celular (Grupo SINPOS) de la Universidad de
Oviedo. Para ello, se utilizé un microscopio Leica Bond™ Max de tincion automatizado
y un Leica Bond™ Polymer Refine Detection Kit (Leica Biosystems™, Newcastle,
Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante (Suarez-Quintanilla y cols.,
2020).
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Inmunofluorescencia en muestras fetales

Para la reaccién de inmunofluorescencia se siguié el siguiente procedimiento: las
secciones se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en suero normal de cabra
(NGS) al 10% (Sigma, EE. UU.) y Triton X-100 al 0,2% (Merck, Alemania) diluido en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se incubaron en anticuerpo monoclonal de
ratén dirigido contra neurofilamento 200 kDa (NF-200; cloneNE-14, Sigma, EE. UU.), en
una dilucién 1:150 a 4°C durante 48 horas, y luego se lavaron en PBS (3 x 15 min.). A
esto le siguidé una incubacion a 4°C, durante 24 h, con la fraccién de inmunoglobulina de
suero de cabra anti-ratéon conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Chemicon,
Temecula, CA, EE. UU.) diluida 1:100. Las secciones se lavaron en PBS (3 x 15 min.) y
se montaron sin deshidratacion, en medio de montaje Vectashield (Vector, Burlingame,
CA, EE. UU.). Todas las diluciones de anticuerpos se llevaron a cabo en Triton X-100 al
0,2%, NGS al 1% en MPBS al 0,1% a pH 7,4. Los controles se trataron de la misma
manera que antes, excepto que se elimind la incubacién en la solucién de anticuerpo
primario para demostrar que los anticuerpos secundarios reaccionaron solo con su
respectivo anticuerpo primario. Las secciones se estudiaron utilizando un microscopio
Zeiss Axioplan Z Imaging equipado con un sistema de adquisicion de imagenes digitales

llamado Metamorph (version 4.5) (Universal Imaging Corp.).
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Inmunohistoquimica de muestras de adulto

La inmunohistoquimica en secciones de parafina se realizd siguiendo el protocolo del kit
Vectastain® Universal® ABC Elite (PK-7200; Vector Laboratories Ltd., Peterborough,
Reino Unido). Brevemente, secciones de 7 um de espesor se desparafinizaron vy
rehidrataron de forma rutinaria y, a continuacién, se las someti6 a un proceso de
recaptacion antigénica inducida por calor utilizando tampén Tris-EDTA-T (base Tris 10
mM, solucion EDTA 1 nM y Tween 20 al 0,05%; pH 9,0) a 100°C utilizando una olla a
presién. Después se inactivo la actividad de la peroxidasa enddégena mediante H,O, al
3% a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, se bloquearon las uniones
inespecificas con el suero de caballo del kit. Las secciones se incubaron con los
anticuerpos primarios durante la noche en camara humeda a 4°¢ C. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos primarios: monolconal anti-colageno tipo | desarrollado en ratén
(SC-59772, 1:200; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.); policlonal anti-
colageno de tipo lll desarrollado en conejo (BS-0549R, 1: 200; Bioss Antibodies Inc.,
Woburn, MA, EE. UU.). A continuacién, las secciones se incubaron con un anticuerpo
secundario universal biotinilado, seguido de la incubacién del reactivo PK-7200 durante
30 minutos. Finalmente, los cortes se incubaron con solucién de sustrato de peroxidasa
DAB SK-4100 (Vector Laboratories Ltd., Peterborough, Reino Unido) hasta que se revel6
la tincién; se contrastaron con hematoxilina, se lavaron, deshidrataron, se montaron en un
medio de montaje permanente. Las imagenes se captaron mediante un microscopio Leica
DMR vy se fotografiaron con una cadmara digital Leica DFC 320 (Leica Geosystems AG, St.
Gallen, Suiza). Como controles se procesaron secciones representativas de la misma

manera omitiendo el anticuerpo primario (Mérida-Garcia y cols., 2021).
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RESULTADOS

Resultados en especimenes fetales

Estudio histologico

El JOO es una estructura fusiforme que se localiza entre los musculos pterigoideo medial,
masetero y buccinador, relacionandose con el tronco del nervio bucal y con el conducto
excretor de la glandula parétida. Su extremo posterior se relaciona con glandulas

salivales menores, localizadas sobre el musculo buccinador (Fig. 10a).

En el espécimen de 28 semanas de desarrollo, el JOO aparecia constituido por un
parénquima, formado por un corddn epitelial denso con ramificaciones (Figs. 10b y 10c).
Rodeando las ramificaciones del corddn epitelial se observa mesénquima laxo, que dara
lugar al stratum fibrosum internum. Periféricamente estas estructuras estan envueltas por
mesénquima mas denso dispuesto en capas, que dard lugar al stratum fibrosum
externum (Figs. 10b y 10c). En el mesénquima denso se observan algunos fibroblastos
(Fig. 10c).

El JOO esta rodeado de troncos nerviosos gruesos que proceden del nervio bucal y se
relacionan con el stratum fibrosum externum. Los troncos nerviosos van acompanados de
vasos arteriales que proceden de la arteria bucal (Fig. 10a). Los nervios penetran en el
JOO por los extremos y por su zona media (Figs. 10d y 10e). En el stratum fibrosum
externum se observan troncos nerviosos de diferente tamafio (Figs. 10b, 10c y 10e).
Finalmente, finos filetes nerviosos se observan en el stratum fibrosum internum en

proximidad con el parénquima del érgano (Fig. 10f).

A las 32 semanas de desarrollo, se observan algunos cambios en el parénquima del
organo. Se aprecia con nitidez que los nidos epiteliales son de dos tipos. Unos pequefios
con las células epiteliales periféricas alineadas en relacion con la membrana basal y
escasas células en el interior. Otros nidos de mayor tamano presentaban células,
dispuestas periféricamente a modo de empalizada, con unos nucleos muy densos
mientras que en el interior del nido se observan células epiteliales mas claras con
citoplasma irregular. Estas células internas tienen el citoplasma y el nucleo palidos (Figs.
10g y 10h).
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Figura 10. a-f| Feto humano de 28 semanas de desarrollo. Tincion de azocarmin. Secciones transversales. Musculo
buccinador, B; Musculo masetero, M; Organo yuxtaoral, J; Glandula salivar, G; Nervio bucal, NB; Arteria bucal, A;
Conducto excretor parotideo, C; Parénquima del 6rgano yuxtaoral, P; Estrato fibroso externo, D; Estrato fibroso interno,
L; Nervio, N, Filete nervioso, cabeza de flecha; Vaso, V. g-h| Feto humano de 32 semanas de desarrollo. Tincién con
hematoxilina-eosina. Secciones transversales. Algunos nidos epiteliales presentan células alineadas en la periferia, con
nucleos muy densos (cabezas de flecha). En el interior aparecen células de citoplasma irregular y nucleos
oligocromaticos (asterisco). Parénquima del érgano yuxtaoral, P; Estrato fibroso externo, D; Estrato fibroso interno, L.
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Estudio inmunohistoguimico

Los islotes de células epiteliales presentaron inmunorreacciéon definida para la enolasa
neuronal especifica (NSE) y la proteina S100, y era muy marcada la reaccién para los
axones nerviosos. Hay formaciones nerviosas que tienen un aspecto corpuscular, y estan
localizadas en el stratum fibrosum externum, y fibras nerviosas en el stratum fibrosum
internum (Figs. 11a y 11b). En este ultimo aparecian axones nerviosos nervios que
presentaban inmunorreaccién positiva para los marcadores nerviosos NFP y PGP9.5
(Figs.11c y 11d). Algunos axones se localizaron en proximidad y en estrecho contacto
con los islotes epiteliales (Figs. 11a, 11b y 11c¢). Estos axones mostraron positividad para
neurofilamento por inmunofluorescencia (Figs. 11e y 11f). El stratum fibrosum externum
fue intensamente inmunorreactivo para CD34, pero negativo para el Glut1 (transportador

de glucosa 1) (Figs. 11g y 11h).

En cuanto a los canales ionicos mecanosensibles analizados, se detecté inmunorreaccion
positiva para ASIC2 en los troncos nerviosos proximos al JOO en pequefios axones en el
interior del stratum fibrosum internum y algunos nidos de células epiteliales mostraron un
débil marcaje para ASIC2, mientras que no se detecté inmunorreaccion para TRPV4
(Figs.12a y 12b). Por su lado, PIEZO2 se observo en los troncos nerviosos y en las fibras
nerviosas aisladas dentro del parénquima, asi como en las propias células epiteliales.
Ademas, se observaron contactos aparentes entre las fibras nerviosas y las células del

parénquima PIEZO2 positivas (Figs. 12c y 12d).
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Figura 11. a-h| Feto humano de 28 semanas de desarrollo. Expresidn inmunohistoquimica de enolasa neuroespecifica
(NSE), a; Proteina S-100, b; Neurofilamento (NFP), ¢; PGP9.5, d; Expresién de neurofilamento (NF200) con
inmunofluorescencia, e, f; Expresion con CD34, g; Expresion con Glut1, h. Parénquima del 6rgano yuxtaoral, P; Estrato
fibroso externo, D; Estrato fibroso interno, L; Nervio, N; Formaciones corpusculares, flechas; Fibras nerviosas, cabezas
de flecha.
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Figura 12. a-d| Feto humano de 28 semanas de desarrollo. Expresion inmunohistoquimica de canales i6nicos
mecanosensibles ASIC2, a; TVRP4, b; PIEZO2, c¢-d. Parénquima del érgano yuxtaoral, P; estrato fibroso externo, D;
estrato fibroso interno, L; nervio, N; fibra nerviosa, cabeza de flecha.
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Resultados en especimenes adultos

Estudio macroscdpico

En 4 casos se diseco la fosa infratemporal para alcanzar la regién pterigomandibular; se
rechazé el musculo masetero y, posteriormente, se hizo osteotomia de la apdfisis
coronoides (proceso muscular) de la mandibula (Figs. 13a y 13b). Asi, se accedio a la
porcién pterigomandibular de la fosa infratemporal, que esta limitada lateralmente por la
cara medial de la mandibula y la insercion del musculo temporal. Medialmente se
disponen los musculos pterigoideo medial y lateral y el rafe pterigomandibular, donde se
originan los musculos constrictor superior de la faringe y buccinador. Este ultimo forma
parte de la regidon de la mejilla. Los nervios lingual, alveolar mandibular y la rama para
inervar a los musculos milohioideo y vientre anterior del digastrico son visibles, asi como
la arteria maxilar (Figs. 13c, 13d, 13e y 13h).

El nervio bucal accede a la fosa entre las cabezas (fasciculos) superior e inferior del
musculo pterigoideo lateral. El nervio bucal describe una curva de concavidad
anterosuperior. Inicialmente se dispone en la porcién pterigomandibular de la fosa
infratemporal y después se dispone sobre la cara lateral del musculo buccinador, en la
region de la mejilla, caudal a la desembocadura del conducto excretor de la glandula
parotida. Medialmente el nervio bucal se relaciona con el rafe pterigomandibular. En
ningun caso hemos observado una estructura macroscépica que pudiera sugerir la
morfologia del JOO (Figs. 13d y 13e).

En los dos casos en los que se disecd la regiodn, previa inyeccion de latex coloreado,
tampoco se pudo distinguir una estructura macroscopica que pudiera sugerir la
morfologia del JOO (Figs. 13f y 139).

Finalmente, en 10 casos bilateralmente, se optd por acceder a la region de forma similar
y una vez localizado el nervio bucal en su acceso a la fosa infratemporal entre las
cabezas del musculo pterigoideo lateral, se optd por resecar el tejido circundante al
nervio, para su posterior analisis histologico (Fig. 13 h). Se analizé histolégicamente el

material resecado y en 12 casos se observo el JOO.
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Figura 13. Diseccion, en adultos, de los planos de abordaje de la fosa infratemporal (vista lateral derecha). a| Plano
superficial. b] Reseccién del musculo masetero y osteotomia de la mandibula y del arco cigomatico. c-e| Fosa
infratemporal disecada. f-g| Diseccion de la fosa infratemporal tras la inyeccion con latex coloreado en rojo por via
carotidea. Se disecan las finas ramas del nervio bucal rodeadas de tejido conectivo. h| Diseccion de la fosa
infratemporal para resecar el tejido conectivo que se relaciona con el nervio bucal. Arteria bucal, AB; arteria maxilar, AM;
musculo buccinador, B; nervio alveolar mandibular, DI; misculo masetero, M; conducto excretor de la glandula parétida,
P; fasciculo/cabeza inferior del musculo pterigoideo lateral, Pl; fasciculo/cabeza superior del musculo pterigoideo lateral,
PS; nervio bucal, NB; nervio lingual, NL; mUsculo temporal, T; ramo para los musculos milohioideo y vientre anterior del
digastrico, cabeza de flecha; vasos faciales, flecha; ramos finos del nervio bucal, asterisco.
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Estudio histologico

Las secciones longitudinales muestran el JOO como una estructura cilindrica de longitud
variable entre 0,6-1,1 cm de longitud y 0,1-0,2 mm de grosor, rodeada de tejido conectivo
laxo con abundantes adipocitos. El estroma del érgano esta formado por tejido conectivo
denso, que forma la capsula organizada en capas concéntricas en las que aparecen
fibroblastos alargados y vasos (stratum fibrosum externum). En el interior, el estroma esta
formado por tejido conectivo laxo menos celular dispuesto entre los nidos de células

epiteliales (stratum fibrosum internum) (Figs. 14 a 'y 14b).

La capsula presenta en los extremos y en la zona central del érgano, un nimero variable
de haces de tejido conectivo denso con vasos vy filetes nerviosos En el stratum fibrosum
internum (propium) aparecen fibras nerviosas en relacion con los nidos epiteliales y
pequenos vasos (Figs. 14c y 14d). En el stratum fibrosum externum se observan algunos

fibroblastos dispuestos en el sentido de las capas concéntricas (Fig. 14e).

El parénquima del JOO esta formado por nidos epiteliales interconectados de aspecto
multilobular. Los nidos epiteliales estan rodeados por una membrana basal que aparece
como una delgada lamina densificada (Figs. 14e y 14f). Las secciones frontales
muestran que los nidos epiteliales tienen una considerable variacion en tamafio y forma.
Los nidos de mayor tamano muestran células epiteliales con un citoplasma claro y un
nucleo redondeado u oval polarizado hacia la membrana basal. Las células internas
muestran grandes citoplasmas de coloracion mas clara y su disposicion era arremolinada
o concéntrica (Figs. 14b, 14e y 14f). Algunos nidos muestran pequefas vesiculas con

material amorfo, rodeadas de una densa membrana (Figs. 14c, 14g y 14h).

Inmunohistoguimica y tincidon con rojo picrosirius

Los resultados inmunohistoquimicos mostraban la positividad para colageno | y Ill en el
estroma del JOO. El colageno | predomina en el tejido conectivo denso que forma la
capsula (stratum fibrosum externum) del JOO, mientras que el colageno lll predominaba
en el tejido conectivo laxo del interior (stratum fibrosum internum). La tincién con PSR y el
tricrémico (VOF-III) mostraba la organizacién en capas circulares del stratum fibrosum
externum, mientas que el tejido colageno se disponia predominantemente radial en el

stratum fibrosum internum (Figs. 15a, 15b, 15¢ y 15d).
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Figura 14. Histologia del érgano yuxtaoral del adulto. a-b| Secciones longitudinales, tincion hematoxilina-eosina. ¢-h|
Secciones coronales; tincion VOF-III, ¢,d,g; tincion hematoxilina—eosina, e f,h. Estrato fibroso externo, D; Estrato fibroso
interno, L; Nervio, N; Parénquima del 6rgano yuxtaoral, P; Vasos, V; Fibroblasto, cabeza de flecha; Vesiculas, asterisco.
(e,d) Haces de tejido conectivo denso con gruesas fibras de colageno (flechas) fijan el 6rgano yuxtaoral en el tejido
conectivo laxo de la regidn y llevan estructuras nerviosas y vasculares. (b,e,f) Se muestran nidos (Ni) epiteliales
formados por células periféricas, en relacion con la membrana basal y células internas de citoplasma irregular,
arremolinadas.
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Figura 15. Secciones frontales del 6rgano yuxtaoral adulto. a| tincién con VOF IlI. b] técnica de rojo picrosirius (PSR);
disposicion radial del colageno (flecha). ¢,d| Expresion inmunohistoquimica de colagenos tipos | (¢) y Il (d). Estrato

fibroso externo, D; Estrato fibroso interno, L; Parénquima del 6rgano yuxtaoral, P.
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DISCUSION

Tratando de dar respuesta a los objetivos planteados en el actual estudio —cuyos
resultados ya han sido pormenorizados no sélo en esta memoria, sino que también han
sido objeto de dos publicaciones en revistas internacionales con factor de impacto JCR
(Suarez-Quintanilla y cols., 2020; Mérida-Garcia y cols., 2021)-, planteamos esta
‘Discusion’ en diferentes apartados, imbricando todos los estudios existentes, de fetos y

adultos, para tratar de entender las caracteristicas del JOO en humanos.

Aspectos macroscopicos en adultos

El término “érgano yuxtaoral” aparece recogido en la Terminologia Histoldgica
Internacional (FICAT, 2008) y en la Terminologia Anatémica Internacional (FIPAT, 2019).
En el libro “Feneis. Nomenclatura anatémica ilustrada” (Dauber, 2021) se define el
Organum yuxtaorale (6érgano yuxtaoral) como probablemente un érgano receptor en el
tejido conectivo, alrededor del cuerpo adiposo de la mejilla, sobre la fascia bucofaringea
del musculo buccinador. No obstante, es una estructura poco conocida; probablemente
ha contribuido a este hecho la escasez de estudios desde su descripcién a finales del
siglo XIX por Chievitz (Chievitz, 1885). De ahi que haya aspectos aun no aclarados sobre

la anatomia y funcién de este érgano.

Los primeros estudios morfolégicos macroscopicos hay que datarlos a mediados del siglo
XX. Zenker (1955) describié que la fascia interna del musculo temporal se divide en dos
capas cerca de la insercion del musculo. Una lamina permanece adherida al musculo y al
tenddn que se inserta en la mandibula. La otra lamina tendinosa, mas gruesa, continua
medialmente hacia abajo y se fusiona con el tejido fascial del musculo buccinador. Entre
las dos capas fasciales, hay un espacio tisular de tamafo variable denominado espacio
bucotemporal. Esta limitado medialmente por la fascia temporal, que forma la pared
superomedial del espacio. La pared opuesta bordea el espacio del cuerpo adiposo de la
mejilla. El espacio bucotemporal contiene al 6rgano bucotemporal (6rgano de Chievitz),
que aparece adherido a la superficie convexa de la fascia. La insercion de la fascia
bucotemporal se encuentra aproximadamente a 2 cm detras del sitio donde el conducto
parotideo perfora el musculo buccinador. Esta descripcion ha sido seguida por la escuela
anatomica alemana (Benninghoff y Goerttler, 1979; Lang, 1995; Paulsen y Waschke,
2018).

En el afio 1974, George B. Lutman publicé un articulo en la revista American Journal of

Clinical Pathology. En él, llamaba la atenciéon sobre una estructura que aparecia en
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biopsias en la region infratemporal y que podia aparentar una invasién tumoral. Esta
publicacion dio lugar a un ‘comentario al Editor’ de la revista redactado por Kramer y
Zenker (1974). Estos senalaban que el JOO se localizaba en la regién bucotemporal y
que su localizacién tipica y topografia ya habia sido descrita (Zenker, 1953; Zenker, 1954;
Salzer y Zenker, 1962). Ademas, en este comentario aportaban una representacion
esquematica de la situacion topografica del JOO (ver Figura 5). Si analizamos la imagen
se comprueba que corresponde a la region infratemporal en la que se han extirpado las
ramas extraparotideas del nervio facial y la glandula parétida. En el esquema se
representa la reseccién del musculo masetero y la osteotomia del proceso muscular de la
mandibula para observar la fosa infratemporal. En la fosa, junto a los nervios bucal,
lingual, alveolar inferior y la fascia bucotemporal, fijandose en el musculo buccinador, se

representa el JOO.

Tras estas descripciones de la topografia del JOO, la mayoria de los autores han utilizado
la denominacion de “espacio bucotemporal” cuando se refieren a la localizacion del JOO.
Sin embargo, esta denominacion no esta recogida por la Terminologia Anatomica
Internacional (FIPAT, 2019).

A parte de los estudios del grupo de Zenker, no se ha realizado un analisis sistematico
para tratar de localizar al JOO. Por tanto, desde nuestra perspectiva, dos factores han
podido influir en el desconocimiento de esta estructura: uno, la falta de estudios de la
topografia y localizacion del JOO; el otro, que la descripcion histologica del JOO suele ser
un hallazgo accidental en muestras de biopsias rutinarias por tumoraciones en la region
(ver Tabla 1). Estos hechos condicionan que no se mencione el JOO en estudios
morfolégicos macroscoépicos realizados en la fosa infratemporal. Sirvan como ejemplos
trabajos recientes en los que se realizan estudios anatomoquirdrgicos de la fosa
infratemporal (Isolan y cols., 2007; Casale y Bordoni, 2021); e incluso un trabajo en el que
se disecaron y examinaron veinte fosas infratemporales usando técnicas
microoperatorias con aumentos de 3-40x donde se obtuvo informacién sobre las
interrelaciones de los contenidos de la fosa infratemporal (Joo y cols., 2013); u otro en el
que se describe el curso y distribucion del nervio bucal (Takezawa y cols., 2018); o aquel
en el que se reportan disecciones minuciosas que describen la distribucion del nervio
mandibular en la fosa infratemporal y sus relaciones con los musculos inervados por él
(Shimokawa y cols.,, 2004); o en relacion con la inervacién de la articulacién
temporomandibular (Kucukguven y cols., 2022); o en abordajes para estudiar la

vascularizacion de la region (lwanaga y cols., 2022).
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En nuestra opinion, la falta de parametros morfolégicos macroscopicos que permitan la
localizacion del JOO incide en la disparidad de las descripciones sobre su localizacion
topografica pues, como hemos indicado, la mayoria de las descripciones proceden de
estudios de biopsias (ver Tabla 1). Algunos autores informaron de que el JOO esta
estrechamente relacionado con el musculo pterigoideo medial (Tschen y Fechner, 1989;
Sancheti y cols., 2015; D’Andrea y cols., 2015; Kimizuka y cols., 2021), o que se situa en
el tejido blando del area de la rama ascendente de la mandibula (Palazzolo y cols., 2014),
o en la region retromolar (Miké y Molnar, 1980; Geist y cols., 1984; Ramos-Vega y Roa,
2019), o en relacién con el tercer molar (Kim y cols., 2015). Otros, por su parte, han
descrito que el JOO esta situado en la zona de inyeccién del bloqueo del nervio alveolar
inferior (Danforth y Baughman, 1979; Kamat y cols., 2015). Algunos autores informaron
que el JOO se localiza en el tejido blando de la regién del angulo de la mandibula, en
relacién con la fascia bucotemporal: su extremo posterior estaria en relacion con el
musculo pterigoideo medial, cerca del rafe pterigomandibular, con su extremo anterior
situado caudal al conducto excretor de la glandula parétida, a nivel de su desembocadura
en el masculo buccinador (D’Andrea y cols., 1999; Pantanowitz y Balogh 2003). Por su

parte, Rosu y cols. (2014) publicaron que el JOO se localiza en la regién temporal.

Ramos-Vega y Roa (2019), en su estudio sobre los cortes en plastinacion de un sujeto
asiatico, describieron que el JOO estaba ubicado en la submucosa del trigono retromolar,
a nivel del rafe pterigomandibular, medial a la rama mandibular, anteromedial al musculo
pterigoideo medial y lateral a la base de la lengua. También informaron que el JOO esta
estrechamente relacionado con el nervio lingual y las raices del 3° molar inferior. En su
reciente revision bibliografica, Kennedy (2020) sefalé que la localizacion del JOO mas
comun, segun un criterio odontoldgico, es lingual a la mandibula, pero segun otros

trabajos puede localizarse bucal a la mandibula y en la regién posterior de la lengua.
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Ademas, algunos autores representan esquematicamente la disposicion y localizacion del
JOO en una situacion que, desde nuestra perspectiva, puede inducir a confusion, ya que
lo ubican medial al musculo pterigoideo medial y lateral al musculo constrictor superior de
la faringe (Bénateau y cols., 2003; Figura 16). Nosotros creemos que en esta localizacion

solo estaria situada la parte mas posterior del JOO.

Otro factor que ha podido contribuir a la confusién sobre la localizacion del JOO son los
trabajos que compararon formaciones neuroepiteliales localizadas en la region oral con el
JOO. Se ha informado de la presencia de estructuras neuroepiteliales localizadas en la
mandibula (Jensen y cols., 1979; George y cols., 1984), en el maxilar (Eversole y Leider,
1978; Wysocki y Wright, 1981; Tosios y cols., 2022), o en la lengua (Mair y cols., 2013),
que pueden simular el aspecto del JOO. Es mas, para Wysocki y Wright (1981) el JOO
puede ser un resto embrioldgico. Por su parte, Palazzolo y cols. (2014) consideraron que
el tejido neuroepitelial en relacion con las papilas gustativas de la regién posterior de la
lengua, observado en los casos que reportan en su articulo, no puede ser identificado
como restos embrioldgicos, sino que son formaciones histolégicamente similares al JOO.
Sin embargo, en algunos tratados de ‘Patologia quirurgica’ se describe el JOO dentro del

apartado de anomalias congénitas (Goldblum y cols., 2017).

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, parece claro que el JOO es una estructura
que esta bien definida desde su origen en embriones humanos. Se origina a partir del
epitelio del surco transversal de la boca primitiva, en relaciéon con el nervio bucal (Kleiss y
Kleiss, 1985; Mérida-Velasco y cols., 2005). Similares resultados se obtuvieron en
ratones (Ito y cols., 2009; Kobayashi y cols., 2015) y en ratas (Velasco y cols., 2012). Por
tanto, el JOO no es un resto epitelial del desarrollo y la aparicion de estructuras
epiteliales asociadas a nervios no pueden ser consideradas como variaciones anatémicas

en la posicion del JOO.

Nosotros hemos abordado la region infratemporal en adultos siguiendo la técnica descrita
por Isolan y cols. (2007) y Von Arx y Lozanoff (2017) para tratar de localizar y comprobar
las relaciones del JOO. En los primeros 4 casos no pudimos encontrar ningun dato
morfolégico que pudiera permitir identificar al JOO macroscépicamente. Para tratar de
ayudar en la diseccién se optd por la inyeccion con latex coloreado (en rojo) del sistema
vascular carotideo, ya que los datos bibliograficos indicaban que esta estructura estaba
muy inervada y vascularizada. Sin embargo, s6lo pudimos comprobar la existencia de
estructuras similares a pequefos ramos nerviosos rodeados de tejido conectivo que

aparecian en la region. Por tanto, consideramos légico que con los medios usuales de
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diseccion anatomoquirtrgica pueda pasar desapercibido el JOO en estudios

macroscopicos de la fosa infratemporal, tal como hemos sefialado anteriormente.

D’Andrea y cols. (2015) sefialaron que el JOO no se observa macroscépicamente, pero
con un microscopio de diseccion se puede ver como una hebra de tejido solido, blanca y
plana, que parece un nervio. En la diseccion, el JOO puede confundirse con fibras de
tejido conectivo, ya que esta relacionado con la fascia bucotemporal. Ante esta situacion,
en 10 casos (bilateralmente) se optd por resecar el tejido conectivo que rodea al nervio
bucal, una vez localizado este, en su emergencia a la region —entre los fasciculos
superior e inferior del musculo pterigoideo lateral-. El examen histolégico de este material

demostrd que en 12 de las 20 muestras estaba incluido el JOO.

Aspectos histolégicos del JOO

La mayoria de los autores informaron que, en humanos, el JOO es una estructura
neuroepitelial alargada de 7 a 17 mm de largo y 1 a 2 mm de ancho, bilateral y no
comunicada con el conducto de la glandula parétida ni con la cavidad oral (D’Andrea y
cols., 1999; Pantanowitz y Tschen, 2004; Pantanowitz y Balogh en Mills, 2012; D’Andrea
y cols., 2015; Bommanavar y cols., 2017; Ramos-Vega y Roa, 2019). Nuestros resultados

coinciden con estas descripciones.

Histolégicamente, el grupo de Zenker describido el JOO formado por un parénquima
rodeado por un estroma conectivo (Zenker y Salzer, 1961; Salzer y cols., 1965; Salzer y
Zenker, 1968; Zenker, 1982). Este grupo describio que el JOO era una estructura
multilobulada con una capsula fibrosa densa (stratum fibrosum externum) y un
parénquima, constituido por nidos -redondos o alargados— de células epiteliales
escamosas no queratinizadas, rodeado de un estroma de tejido conectivo laxo (stratum
fibrosum internum o propium) que es rico en pequefas ramas nerviosas del nervio bucal
—que forman el estrato nervioso (stratum nervosum)-. Practicamente todos los autores
han seguido esta descripcion histolégica en sus trabajos e incluso asi aparece también

en los tratados de histologia para patélogos (Mills, 2012).

Parénquima

El parénquima del JOO esta formado por un cordén de células epiteliales escamosas no
queratinizadas, de aspecto multilobulado, que forman nidos de diferentes tamafios
interconectados. Los nidos epiteliales estan rodeados por una membrana basal que los

separa del estroma. Algunos trabajos describen, también, que los nidos epiteliales
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estaban formados por 1-3 capas de células epiteliales, y que los cordones epiteliales

permitian reconocer un cierto grado de estratificacion (Zenker y Salzer, 1961).

Los nidos de mayor tamafo presentaban unas células en su interior polimérficas, con
aspecto arremolinado, con un citoplasma PAS positivo de gran tamano y nucleo
redondeado, de tamafio variable, y oligocromaticos. Esta disposicion fue denominada
“centros claros” por Zenker y Salzer (1961). Imagenes de esta disposiciéon han sido
publicadas por algunos autores (Tschen y Fechner, 1979; Danforth y Baughman, 1979;
Geist y cols., 1984; Mandl y cols., 1993; Pantanowitz y Balogh en Mills, 2012). Por su
parte, Hiltenschmidt y cols. (1991) informaron que sus estudios sugieren que las células

epiteliales maduran desde la periferia del parénquima hacia el centro.

Durante el desarrollo se informé que, en especimenes humanos de 155 mm GL, los nidos
epiteliales estan formados por dos tipos de células, unas periféricas en relacion con la
membrana basal y otras internas mas palidas, que incluso parecen vacuolizadas. Estas
ultimas, por su aspecto mas claro, pueden simular la luz de un conducto de una glandula
salivar (Kleiss y Kleiss, 1985). A partir de las 11-12 semanas de desarrollo, en humanos,
aparecian unas formaciones exofiticas en el parénquima constituidas por una capa de
células epiteliales que rodean a otras con citoplasma mas claro (Mérida-Velasco y cols.,
2005).

Nuestros resultados confirman estas observaciones. En especimenes de 32 semanas
algunos nidos epiteliales presentaban esta disposicién. En adultos, los nidos epiteliales
de mayor tamafio mostraban células con un citoplasma claro y un nucleo redondeado u
oval polarizado hacia la membrana basal. Las células internas mostraban grandes
citoplasmas de coloracién mas clara y su disposicion era arremolinada. Este tipo celular
se asemeja a la disposicion de las células del corpusculo de Hassall del timo. De hecho,
en su ‘Tratado de Histologia’, Fawcett (1995) expone que las células epiteliales tipo 6, de
tincion mucho mas palida y situadas en la médula timica, tienen un nucleo eucromatico
con un nucleolo prominente. Su citoplasma tiene forma de una cisterna larga paralela,
con un contenido granular de densidad moderada. Algunas células de tipo 6 son
redondeadas y otras aplanadas, y se disponen envolviéndose unas a otras. Es mas, en
una de sus microfotografias se describe la morfologia del corpusculo de Hassall de un
nino de 8 afos, indicando que esta formado por un conjunto concéntrico de células
reticulares modificadas. Asimismo, podemos encontrar una descripcion similar en el

tratado de histologia de Geneser (Figura 17).
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Figura 17. Imagen al microscopio 6ptico de corplsculos de Hassall en la médula del timo. Corte tefiido con
hematoxilina-eosina. x440. Tomado Geneser et al. (2015).

Ademas, nosotros hemos descrito en nuestros resultados que algunos nidos epiteliales
mostraban unas vesiculas con material amorfo y una nitida membrana. Estas vesiculas
fueron descritas por Zenker y Salzer (1961), quienes informaron que, sin ningun género
de duda, la presencia de esas vesiculas con material coloide sugeria la actividad
secretora de las células parenquimatosas. Estos autores, sugerian una actividad
paracrina del JOO. De hecho, estas vesiculas ya aparecian en articulo de Miller y Zenker
(1981; Figura 18) titulado ‘Enzyme-histochemistry of the juxtaoral organ in man ("organ of
Chievitz")’.

\ . § Figura 18. Parénquima del JOO con un foliculo donde se observa una masa
S | ‘._ - : « coloide metacromdtica de diferente densidad. Tomada de Miller y Zenker,
s R 1981,
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Hultenschmidt y cols. (1991) describieron formaciones quisticas con contenido
metacromatico similares a foliculos hipofisarios coloidales. Recientemente, Ito y cols.
(2009) informaron que los ratones estudiados no presentaron vesiculas de secrecion en
el parénquima del JOO. Para estos autores esta ausencia podria sugerir que el JOO no
tiene funcién exocrina ni endocrina. Kobayashi y cols. (2015), en su estudio en ratones,

tampoco observaron vesiculas en el parénquima.

Por otro lado, también, se ha descrito que el parénquima esta formado por dos tipos de
células: las tipo I, similares a queratinocitos, y las tipo Il, que son de tipo dendritico y
parecidas a células epidérmicas de Langerhans (Mayr y Salzer, 1967). Sin embargo, esto
no se observé en especimenes de hamster (Jeanneret-Gris, 1980), rata (Salzer y cols.,
1964) y cobaya (Mayr, 1979).

Zenker y cols. (1961) estudiaron el comportamiento del 6rgano ante reacciones
histoquimicas. Posteriormente, Miller y Zenker (1981) informaron sobre la actividad y
distribucion de varias enzimas en el JOO humano, comparando los resultados con los
obtenidos tras aplicar las mismas técnicas a la mucosa oral, la glandula parétida y
pequenas glandulas salivares de la region oral, estructuras que -topografica y
ontogénicamente— estan en relacion con el JOO. Sus resultados sugirieron que la
actividad enzimatica podria ser la expresion de los estados de actividad del 6rgano. En
base a estos resultados, consideraron que esta estructura tenia una funcion secretora.
Esta hipotesis se veria reforzada por el hecho, segun ellos, de que, experimentalmente,
en ratas hipofisectomizadas se produjo una disminucion del volumen total del érgano y
los nucleos de las células epiteliales mostraron una disminucién significativa de su
diametro. La disminucién de tamafio era menos marcada en los nucleos de las células
epiteliales de la glandula submandibular y los cambios eran insignificativos en las células
del tejido conectivo, mientras que no habia cambios en las células del estrato basal de la

mucosa (Salzer y Zenker, 1968; Fasching y cols., 1974).

Se ha sugerido que la inervacion del JOO por nervio bucal influye sobre la morfologia del
parénquima. Lischka (1969) investigd los efectos de la denervacion ipsilateral vy
contralateral del JOO en la rata. Los nucleos de las células epiteliales periféricas, en
relacién con la membrana basal, inicialmente en el lado homolateral a la denervacién,
aumentaron de tamano, pero a las tres semanas eran mas pequefios. Por el contrario, los

contralaterales mostraron hipertrofia.
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Estroma

Dos estructuras forman el estroma segun los estudios histolégicos del grupo de Zenker:
el stratum fibrosum externum que constituye la capsula del JOO vy el stratum fibrosum
internum (propium). El primero esta constituido por tejido conectivo denso mientras que el
segundo esta formado por tejido conectivo laxo (Zenker y Salzer, 1961; Salzer y Zenker,
1962; Mayr, 1979).

Nuestro estudio mostré que en especimenes de 28 semanas de desarrollo el estroma
estaba constituido por tejido mesenquimal laxo que se relaciona directamente con el
parénquima. Este tejido se introducia entre nidos epiteliales y dara lugar al stratum
fibrosum internum (propium). Periféricamente, tejido conectivo denso dispuesto en capas,
formaba la capsula del JOO y mostraba algunos fibroblastos. Este dara lugar al stratum
fibrosum externum. Salzer y Zenker (1962) consideraron erroneamente que el stratum
fibrosum internum (propium) sélo era visible después del nacimiento. Nosotros no hemos
observado que la capsula del JOO durante el desarrollo esté unida a la fascia

bucotemporal, tal y como describieron Kleiss y Kleiss (1985).

Por otro lado, se ha descrito que durante la 11-12 semana de desarrollo el parénquima
del JOO estaba rodeado de tejido conectivo que correspondia a la capsula del érgano
(Mérida-Velasco y cols., 2005). En el actual estudio, hemos observado que, en
especimenes fetales, a través de la capsula se relacionaba con tejido conectivo laxo que
se disponia entre los musculos pterigoideo medial y masetero, lateralmente y el musculo
buccinador, medialmente. Ademas, comprobamos que el extremo dorsal del érgano se
relacionaba con glandulas salivares menores dispuestas sobre el musculo buccinador. El
nervio y la arteria bucal se relacionaban con la capsula del JOO. Similares resultados

fueron descritos por Kleiss y Kleiss (1985) y Mérida-Velasco y cols. (2005).

En adultos, nuestras observaciones han confirmado desde el punto de vista histoldgico
los resultados del grupo de Zenker. Asi nuestros estudios mostraron, mediante las
tinciones histolégicas (HE, tricromico VOF-Ill y PSR), que la disposicion del colageno era
circular en capas a nivel el stratum fibrosum externum y radial a nivel del stratum

fibrosum internum.

Ademas, hemos observado que existian haces de tejido conectivo denso, que contenian
fibras nerviosas y vasos en los extremos y la zona media del JOO. Estos haces contenian

gruesas fibras de colageno. Para nosotros, es a través de estos haces como le llega la
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inervacion y vascularizacion al JOO y contribuyen a sustentar al érgano en la regién, ya
que en este plano intermuscular predomina fundamentalmente el tejido conectivo laxo
con abundantes adipocitos. Esta disposicidn ya estaba esbozada durante el desarrollo en
especimenes de 28 semanas. No obstante, el grupo de Zenker describié que el JOO

estaba en relacién con la fascia bucotemporal, como ya hemos sefialado anteriormente.

Por otro lado, queremos resaltar que, tanto en fetos como en adultos, nosotros hemos
localizado el JOO en el plano intermuscular. Por tanto, no coincidimos con las
descripciones de algunos autores que informaron su situacién en relaciéon con la

submucosa de la regién oral (Miké y Molnar, 1981; Ramos-Vega y Roa, 2019).

Caracteristicas ontogénicas del estroma

El estroma del JOO deriva del mesénquima. En especimenes de 87 mm GL se pueden
distinguir los stratum fibrosum internum y externum (Kleiss y Kleiss, 1985). Por su parte,
Mérida-Velasco y cols. (2005) informaron que a partir de la 112 semana de desarrollo era
posible distinguir la capsula del JOO. En ratas, Velasco y cols. (2012) mostraron
inmunorreactividad positiva para HNK-1 del mesénquima que rodeaba el parénquima del
JOO durante el E14 y E15, por lo que sugerian la participacién de la cresta neural en el
desarrollo del JOO.

Recientemente se ha informado que las células positivas ante el CD34 tienen un origen
del mesodermo y de la cresta neural embrionaria, y de células madre pluripotentes de
sangre periférica en la vida postnatal. Entre las células positivas para CD34 se
encuentran los fibroblastos/fibrocitos del estroma (Diaz-Flores y cols., 2014). Por otro
lado, el Glut-1 es una isoforma del transportador de glucosa que se expresa en el
perineuro y en el endotelio de los vasos sanguineos endoneurales que discurren entre las
fibras nerviosas periféricas (Takebe y cols., 2008). Nuestros resultados mostraron que, en
fetos, el mesénquima denso que dara lugar al stratum fibrosum externum fue
intensamente inmunorreactivo para CD34, pero negativo para el Glut-1. Ademas, hemos
resaltado que en el mesénquima denso durante el periodo fetal y el stratum fibrosum

externum del JOO en adultos, aparecian células con morfologia tipica de fibroblastos.

En los vertebrados la cresta neural muestra un caracter unico: la capacidad de migrar a
través de rutas en el embrion para alcanzar e invadir todos los tejidos y érganos, mientras
producen gran cantidad de tipos de células diferenciadas. Esto es muy llamativo a nivel

de la cabeza y cuello, donde producen melanocitos, nervios periféricos y ganglios, asi
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como derivados mesenquimales. De ahi que se haya considerado la cuarta capa
embrionaria y se le haya designado como ectomesénquima o mesectodermo (Espinosa-
Medina y cols., 2014; Le Douarin y Dupin, 2012, 2016; Dupin y cols., 2018; Furlan y
Adameyko, 2018). Experimentos de trasplante en embriones en aves (pollo/codorniz) v,
mas recientemente, el mapeo genético del destino en el ratén, han demostrado que los
derivados ectomesenquimales de la cresta neural craneal en amniotas incluyen
condrocitos y células Oseas, células musculares lisas y pericitos, tendones, células
dérmicas y de otros tejidos conectivos, adipocitos, células estromales y endoteliales de la
coérnea y, en mamiferos, odontoblastos (Le Douarin y Kalcheim, 1999; Minoux y Rijli,
2010; Le Douarin y Dupin, 2012, 2016; Furlan y Adameyko, 2018) (Figura 19). Por otro
lado, cultivos in vitro de células de la cresta neural cefalica mostraron combinaciones
variables de seis fenotipos distintos: células gliales, neuronas, melanocitos, fibroblastos,

condrocitos y osteoblastos (Dupin y cols., 2018).
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Figura 19. Esquema que muestra los precursores migratorios de la cresta neural craneal (A) y de las células de
Schwann asociadas a los nervios (B) en el embrion de ratén. Estos representan una fuente duradera de progenitores
multipotentes disponibles en cualquier localizacién corporal debido a la diversificacion de las estrategias de
diseminacion. Tomado de Furlan y Adameyko (2018).

Otro interesante trabajo mostré granulos de melanina en las células dispersas del
estroma del JOO. Estos autores consideraron que los melanocitos podrian derivar de

células de la cresta neural que acompafaron a los nervios que se encuentran en el
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estroma del JOO (Ide y cols., 2003). Consideramos que el estroma del JOO puede ser un
derivado de la cresta neural. Nuestros resultados en fetos mostraron que el stratum
fibrosum externum tenia una expresién inmunofenotipica que sugiere caracteristicas
endoneurales/perineurales (Joseph y cols., 2004; Richard y cols., 2012; Diaz-Flores y
cols., 2014; Furlan y Adameyko, 2018).

Para Hiultenschmidt y cols. (1991) todo el érgano esta rodeado por una vaina similar al
perineuro. De esta forma el perineuro que envuelve a las fibras nerviosas que alcanzan el

JOO, se continua con las laminas de la capsula.

Nuestros resultados en fetos humanos mostraron una reaccién negativa para Glut-1 Sin
embargo, Kobayashi y cols. (2015) en su estudio, en embriones de ratdén, observaron la
reaccion positiva para Glut-1 del stratum fibrosum externum y sugirieron que era similar al

del perineuro de los nervios, ya que ambos tejidos eran morfolégicamente idénticos.

Colageno y Organo yuxtaoral

El tejido conectivo se denomina también tejido de sostén, dado que representa el
esqueleto que sostiene tejidos y érganos. El tejido conectivo se caracteriza por tener
células y sustancias extracelulares, en su mayor parte secretadas por uno de los tipos
celulares (fibroblastos), que en condiciones normales representan una proporcion de
tejido mayor que las células. En conjunto, esta sustancia se denomina matriz extracelular
y esta constituida por fibras incluidas en una matriz amorfa que contiene liquido tisular.
Las fibras del tejido conectivo son de tres tipos, colageno, reticulares y elasticas. La
matriz amorfa estd compuesta por proteoglicanos y glucosaminoglicanos que forman
geles muy liquidos. Los distintos tipos de células, las fibras y la matriz amorfa aparecen
en cantidades variables en distintas partes del organismo, por lo que confieren a los

diferentes tejidos conectivos propiedades funcionales especificas (Geneser, 2015).

Las fibras de colageno son las mas frecuentes en el tejido conectivo. Hasta la fecha, se
han identificado 28 tipos diferentes de colagenos (Ricard-Blum, 2011; Karsdal y cols.,

2017). Estos tipos se pueden agrupar en 6 grupos:

1.- Colagenos formadores de fibrillas (1, 11, [ll, V, XI, XXVI, XXVII).

2.- Colagenos asociados a fibrillas con hélices triples interrumpidas (IX, XlI, XIV, XVI, XIX,
XX, XXI, XXII, XXIV). Estos no forman fibrillas por si mismos, pero estan asociados con la

superficie de fibrillas de colageno.
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3.-. Los colagenos formadores de red (1V, VI, X).

4.- Colagenos anclados a membrana (XIII, XVII, XXIII, XXV).

5.- Colagenos interconectados, microfibrillas (VI, VII, XV).

6.- Colagenos cortos de desarrollo (XXVI, XXVIII).

Los colagenos tipo |, tipo Il y tipo Ill representan el 80-90% del total de colageno del
organismo y se denominan colagenos "clasicos" formadores de fibrillas. El colageno tipo |
es el que aparece en mayor cantidad en el organismo, forma parte de la dermis, los
vasos sanguineos, los tendones y los huesos, las fascias y la capsula de los 6rganos,
cérnea y muchos tejidos conectivos con la excepcion de cartilago hialino, cerebro y

vitreo.

El tipo Il también estd muy difundido y suele aparecer junto con el colageno tipo I.
Durante el desarrollo el colageno tipo | y lll parecen expresarse de manera coordinada
como sugiere un estudio, mediante hibridacion de ARN in situ, de las diferentes etapas de
desarrollo (E7.5 a E17.5) del embrién de raton (Niederreither y cols., 1995).

En principio se sugirié que el colageno tipo Il no estaba presente en el hueso (Rossert y
de Crombrugghe, 2002). Sin embargo, Keene y cols., (1991) demostraron que el hueso
humano contiene colageno tipo Ill tras un analisis histolégico y utilizando anticuerpos
monoclonales encontraron fibras que contienen colageno tipo Il en todas las muestras de
sujetos entre 30 semanas de desarrollo y 30 afos. También forma parte de la fibras
reticulares. El colageno tipo Ill es muy abundante en el tejido conectivo laxo y en las
paredes de los vasos, en el estroma de diversas glandulas y en algunos érganos como el
bazo, rifdn y utero. Es también muy abundante en tejidos elasticos (von der Mark, 1981).
Durante el desarrollo del raton, el colageno lll era abundante en corazén, pulmén, ovario
y cerebro e higado, pero no en el cerebro o el higado del ratén adulto (Yue y cols., 2014).
Otra funcién del colageno tipo lll es la interaccién con las plaquetas en la cascada de
coagulacion de la sangre y también es una molécula de sefalizacion importante en la

cicatrizacion de heridas (Kuivaniemi y Tromp, 2019).

La funcién de las fibras de colageno es, sobre todo, fortalecer el tejido conectivo. La
fibrillas de colageno son flexibles, lo que permite una cierta movilidad al tejido conectivo

y, al mismo tiempo, presentan una gran resistencia a la tracciéon en sentido longitudinal.
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El colageno tipo | proporciona rigidez en el hueso y biomecanicamente define
propiedades relativas a la carga y la traccion. Después de calcificacion proporciona
resistencia y rigidez a la torsion. El colageno tipo lll, es abundante en 6rganos que deben
resistir al estiramiento como utero, intestino, vasos sanguineos, vejiga, placenta o
vesicula biliar (Fawcett, 1998; Gelse y cols., 2003; Geneser, 2015; Kuivaniemi y Tromp
2019).

Se ha descrito que el stratum fibrosum externum esta compuesto por colageno tenso que
envuelve todo el érgano y que el stratum fibrosum internum (propium) contiene fibras de
colageno y elasticas en el seno de una sustancia fundamental homogénea (Zenker y
Salzer, 1961; Jeanneret-Gris, 1980; Miuller y Zenker, 1981; Pantanowitz y Balogh 2003
D’Andrea y cols., 2015). En el interior de estos estratos de tejido conectivo se han
descrito fibroblastos, mastocitos, linfocitos, numerosos capilares ademas de fibras de

colageno (D’Andrea y cols., 2015; Bahcelioglu y cols., 2005).

En el apartado del estroma ya hemos analizado la disposicion de los estratos conectivos,
tanto en fetos como en adultos. En este ultimo caso mediante técnicas histologicas

convencionales y la técnica de rojo picrosirius.

En la literatura sobre el JOO no hay estudios sobre la expresion de colageno tipo | y Il en
su estroma. Dicha informacién es crucial para la comprension de la funcién del JOO, ya
que los colagenos tienen funciones estructurales y contribuyen a las propiedades

mecanicas, la organizacion y forma de los tejidos (Ricard-Blum, 2011).

Nuestros resultados mostraron positividad para colageno | y Il en el estroma del JOO. El
colageno | predomina en el tejido conectivo denso que forma la capsula (stratum fibrosum
externum) del JOO, mientras que el colageno Ill predominaba en el tejido conectivo laxo
del interior (stratum fibrosum internum). En el diametro de las fibrillas de colageno tipo Il
es mas pequeno que el de colageno tipo | (Birk y Silver, 1984) y pueden los colagenos
tipo | y Ill a veces aparecer en las mismas fibrillas y en esa situacion colageno tipo llI
regula el diametro de las fibrillas (Fleischmaijer y cols., 1990; Cameron y cols., 2002). Tal
y como hemos resefiado anteriormente, la distribucidon de los tipos de colageno | y Il es
importante para entender la funcién del estroma del JOO. Desde el punto de vista
funcional, estos resultados pueden sugerir que el colageno tipo | confiere al JOO solidez
resistencia a la traccion y el colageno tipo Il le proporciona propiedades elasticas, ante
los procesos de estiramiento que se producen en la regidon. No es de extrafar, por tanto,

que en el tejido conectivo laxo que lo forma, hayan sido descritas fibras elasticas.
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En la literatura se informé que la disposicion del colageno tipo lll es importante para la
funcién de érganos expansibles como la vejiga o la aorta (Chang y cols., 1998; Silver y
cols., 2001) e incluso en estudios clinicos se ha observado que el aumento de colageno
tipo lll aumenta la elasticidad de la vagina en mujeres postmenopausicas tras la
administracion de laser de didxido de carbono (CO.) (Bretas y cols., 2022). Estos datos
son muy interesantes, habida cuenta de la situacion topografica del JOO. Se sitda en una
region donde tienen lugar movimientos de masticacién deglucion y succién, ademas se
sitia sobre el musculo buccinador y este es el principal musculo en la mejilla que es

expansible.

Inervacion y vascularizacién

Practicamente hay unanimidad en los autores al describir la inervacién y vascularizacion

del JOO. Nosotros confirmamos que depende del nervio y arteria bucal.

Hemos comprobado que los pediculos vasculonerviosos se localizaron en los extremos
del 6rgano y en su parte media, tanto en especimenes fetales como en adultos. Ademas,
informamos en nuestros resultados que estos pediculos vasculonerviosos estaban
constituidos por tejido conectivo con gruesas fibras de colageno que permitian la sujecion
del JOO en el tejido conectivo de la fosa infratemporal. Zenker (1982) informd que el

nervio bucal emitia 2-4 ramas para el JOO.

Nuestros estudios histoldégicos mostraron que los ramos del nervio bucal alcanzaban el
tejido conectivo denso que forma la capsula del JOO, durante el periodo fetal y en
adultos, para distribuirse en ramos de diferentes tamafos en el tejido conectivo laxo en
relacion con el parénquima. La rica vascularizacién e inervacion del JOO sugiere que no
es una estructura en involucion o atrofica. Es mas, los estudios experimentales de
Lischka (1969) en ratas mostraron que el nervio bucal proporciond alguna actividad

trofica para el parénquima del JOO.

Por otro parte, creemos que a pesar de las numerosas fibras nerviosas que aparecen en
el estroma del JOO, no puede considerarse un stratum nervosum como esta establecido

desde los trabajos del grupo de Zenker.
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Aspectos inmunohistoquimicos

Tal y como hemos expuesto en la Tabla 2, algunos autores han analizados la expresion
inmunohistoquimica del JOO, fundamentalmente a partir de material de biopsias en

humanos o en estudios en animales (perro, rata, ratén).

En el perro, Bahcelioglu y cols. (2005) informaron que el JOO tiene, al menos, un origen
epitelial, ya que la mayoria de sus células mostraron reaccion positiva para EFG-r y TGF-
a. Kobayashi y cols. (2015) informaron que el parénquima, en ratones de 2 semanas era
positivo para Ki67, mientras que mostré reaccién negativa a las 8 semanas de edad,
persistiendo positivo para p63. Para estos autores, el ciclo celular de las células
parenquimatosas del JOO en ratones adultos era muy lento a diferencia de las células

epiteliales orales.

Especial interés ha tenido para la mayoria de los autores la expresion de filamentos
intermedios. Pero han informado de resultados contradictorios. Las células del
parénquima para algunos estudios expresaban vimentina (Vadmal y cols. 1998; Kim y
cols., 2005), sin embargo, para Rosu y cols. (2014) esta era negativa. La desmina era

negativa para Mandl y cols. (1993).

Sin lugar a dudas, los filamentos intermedios mas estudiados han sido las citoqueratinas.
Las células internas de los nidos epiteliales eran positivas para las citoqueratinas 8,18 y
19. Sin embargo, no mostraron inmunorreactividad las células externas periféricas
relacionadas con la membrana basal (Hiltenschmidt y cols. (1991). Para Ide y cols.
(2003b) la reaccion fue negativa para las citoqueratinas 13 y 18 y muy positiva para las
citoqueratinas 10 y 19 en las células centrales y débilmente positiva en la externas
basales. Otras citoqueratinas se expresaban de forma uniforme y la citoqueratina 14
débilmente en las células centrales. Kusafuka y Kameya (2007) informaron que los nidos
epiteliales eran positivos para citoqueratinas de alto peso molecular, incluida la 19, pero
negativas para la 7,14 y 20. Mas recientemente, Kobayashi y cols. (2015) reportaron que

en ratones era positiva la reaccién para la citoqueratina 14, pero negativa para la 18.

En cualquier caso, podemos incidir que las células del parénquima desde el punto de
vista histolégico, como ya hemos expresado, son células epiteliales de dos tipos, unas
periféricas y otras centrales o internas con caracteristicas morfolégicas diferentes. Estos
datos son corroborados por la diferencias en la expresion de citoqueratinas que

mostraron en los informes resefados.
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Los filamentos intermedios (IF) estan involucrados en funciones celulares clave, como la
polarizacién, la migracién y la proteccion contra grandes deformaciones. Los recientes
estudios de Nunes Vicente y cols. (2022), evidencian que la extensibilidad de la vimentina
se debe al despliegue de sus subunidades y no a su deslizamiento, estableciéndose asi

un vinculo directo entre la organizacion estructural y sus propiedades mecanicas.

Desde el punto de vista funcional, hemos de resaltar que las citoqueratinas son
responsables de proteger las células epiteliales del stress mecanico y de actuar como
plataformas de sefalizacion. El citoesqueleto de queratina forma un andamio supracelular
que conecta las adherencias desmosomicas célula-célula. Se ha sugerido que las
citoqueratinas confieren rigidez a las células epiteliales a modo de la estructura de acero
de un edificio (Magin y cols., 2007). Por otro lado, se informé que las citoqueratinas
tienen propiedades similares a las de los sodlidos viscoelasticos. Con una deformacion
creciente, muestran endurecimiento y ceden con relativa rapidez para recuperan sus

propiedades al cesar la deformacién (Ma y cols., 1999).

Desde los estudios histolégicos del grupo de Zenker se describe que el JOO presenta un
stratum nervosum (Zenker y Salzer, 1961; Miller y Zenker, 1981). Este esta formado por
fibras nerviosas mielinizadas y no mielinizadas y abundantes corpusculos sensoriales
(Pantanowitz y Balogh, 2003). Hay numerosos autores que han analizado la expresién
inmunohistoquimica de fibras nerviosas y componentes sensoriales. Sin embargo, los

resultados son igualmente contradictorios.

Las fibras nerviosas eran positivas para NSE y proteina S-100 (Soucy y cols., 1990;
Hultenschmidt y cols. 1991; Ide y cols. 2004; Rosu y cols. 2014; Kim y cols. 2015; Cheng
y cols., 2016). Sin embargo, eran negativas segun Vadmal y cols. (1998). Nuestros
resultados mostraron que, en fetos de 28 semanas de desarrollo, una inmunorreaccion
muy marcada para NSE y proteina S-100 en las fibras nerviosas. Ademas, las células
epiteliales del parénquima mostraron una débil reaccidon para estos marcadores.
Bahcelioglu y cols. (2205) en su estudio en perros, informaron de inmunorreaccion

positiva para NFG-B en las células del parénquima

En el mesénquima que dara lugar al stratum fibrosum internum (propium), aparecian
axones nerviosos que mostraron positividad para PGP9.5. y neurofilamento (NFP200) por
inmunofluorescencia. Estos axones se localizaron en proximidad y en estrecho contacto
con los islotes epiteliales. Estos resultados no son coincidentes con los obtenidos por Kim

y cols. (2005) —en humanos- y Kobayashi y cols. (2015) —en ratones-.
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En cuanto a estructuras nerviosas sensoriales, se han identificado corpusculos de Pacini,
arborizaciones simples de los corpusculos de Ruffini, corpusculos glomerulares,
corpusculos sensoriales simples laminares (Zenker, 1982; Malinovsky y cols., 1992;
Malinovsky, 1996; Ide y cols., 2004; D'Andrea y cols., 2015), por lo que la JOO se

considera una estructura mecanosensorial compleja (Malinovsky y cols., 1992).

Nosotros identificamos mediante NSE y proteina S100, estructuras de aspecto
corpuscular que estaban localizadas en el mesénquima denso periférico, que dara lugar

al stratum fibrosum externum.

En la actualidad se han encontrado diferentes canales i6nicos activados en neuronas
mecanosensoriales y mecanorreceptores, especialmente cutdneos (Del Valle y cols.,
2012). En particular, y enfocados en humanos, los siguientes canales idnicos activados
se encontraron en los mecanorreceptores sensoriales cutaneos: canales idnicos
sensibles al 4cido 1y 2 (ASIC1 y ASIC2, respectivamente), receptor potencial transitorio
vaniloide 4 (TRPV4) y canédnico 6 (TRPCG6) (Calavia y cols., 2010; Cabo y cols., 2015;
Alonso-Gonzélez y cols., 2017) y Piezo2 en células de Merkel y el axon de los

corpusculos de Meissner (Garcia-Mesa y cols., 2017; Garcia-Piqueras y cols., 2019).

Nuestros estudios han sido los primeros en analizar la expresion de los canales idnicos
mecanosensibles en el JOO en fetos. Se detecté inmunorreaccion positiva para ASIC2 en
los troncos nerviosos proximos al JOO, en pequefos axones en el interior del
mesénquima laxo y algunos nidos de células epiteliales mostraron un débil marcaje para
ASIC2, mientras que no se detectd inmunorreaccion para TRPV4. Por otro lado, PIEZO2
positivo se observé en los troncos nerviosos y en las fibras nerviosas aisladas dentro del
parénquima, asi como en las propias células epiteliales e incluso, se observaron
contactos aparentes entre las fibras nerviosas y las células del parénquima PIEZO2

positivas.

Nuestros resultados fueron coincidentes con los de autores que informaron que por su
rica inervacion y por la presencia de diferentes morfotipos de corpusculos sensoriales, el
JOO tiene una funcién mecanosensorial (Mayr 1979; Jeanneret-Gris, 1980; Malinovsky y
cols., 1992; Malinovsky, 1996; Mandl y cols.,1993; D’Andrea y cols., 1999).

Aspectos funcionales del érgano yuxtaoral

En la actualidad, el significado funcional de JOO sigue siendo desconocido. Inicialmente

se consider6 que el JOO era una estructura rudimentaria o en involucion, que
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desaparecia tras un corto periodo de desarrollo (Ramsay, 1935; Leibl y cols., 1976;
Wysocki y Wright,1981). Otros consideraron que era una estructura de naturaleza
indeterminada (Moral, 1913). Algunos autores consideraron que el JOO era un érgano
vestigial, quizas de la glandula parétida en desarrollo, 0 una estructura epitelial atrapada

entre los procesos maxilares y mandibulares durante el desarrollo (Gnepp, 2009).

Los trabajos recientes de embriologia en humanos (Mérida-Velasco y cols., 2005), en
ratones (Ito y cols., 2009; Kobayashi y cols., 2015) y ratas (Velasco y cols., 2012) han
demostrado que el JOO es constante y bilateral. Su parénquima deriva del epitelio de la
boca primitiva del que se desconecta durante el desarrollo. De este modo, parece que no
es una estructura en involucién, ni es tampoco un resto embrioldgico como ha sido

sugerido por algunos autores (Cheng y cols., 2016).

Como ya se ha sefialado en esta memoria, los estudios del grupo de Zenker consideraron
que el JOO tenia una actividad funcional de caracter secretorio en relaciéon con su papel
de 6rgano receptor (Zenker y cols. 1961; Zenker y Salzer, 1961; Salzer y Zenker, 1962;
Mayr y Salzer, 1967; Muller y Zenker, 1981; Kleiss y Kleiss, 1991). Bahcelioglu y cols.,
(2005) informaron que el JOO es una estructura neurosecretora, basandose en la
presencia de granulos con inmunorreactividad positiva al NGF-B en células

parenquimatosas cercanas al vaso sanguineo.

Sin embargo, debido a que tiene una rica inervacion y estan presentes diferentes
morfotipos de corpusculos sensoriales, se supone que JOO tiene una funcién
mecanosensorial (Mayr, 1979; D'Andrea y cols., 1999; Jeanneret-Gris, 1980a; Malinovsky
y cols., 1992; Malinovsky, 1996; Mandl y cols., 1993). Malinovsky y cols. (1996)
presumieron que JOO es una formacion nerviosa sensorial compleja que tiene funciones
mecanosensoriales multimodales ya que contiene diferentes tipos de fibras nerviosas
sensoriales y corpusculos (fibras intraepiteliales, arborizaciones simples, corpusculos de

Ruffini, corpusculos glomerulares, corpusculos lamelares simples).

Nuestros estudios confirmaron las numerosas fibras nerviosas que aparecian en el
mesénquima laxo, en relacidon con el parénquima del JOO en especimenes fetales.
Ademas, en adultos hemos sefalado la presencia de estas estructuras nerviosas en
situacion similar mediante técnicas histoldgicas. Por otro lado, estructuras similares a
corpusculos fueron definidas en la capsula mesenquimal del JOO durante el desarrollo.
Finalmente, nuestro estudio es el primero que mostré inmunorreactividad positiva a

ASIC2 en pequefios axones en el interior del mesénquima laxo y un débil marcaje en
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algunos nidos de células epiteliales. Por su lado, PIEZO2 se observé en los troncos
nerviosos y en las fibras nerviosas aisladas dentro del parénquima, asi como en las
propias células epiteliales. Nuestro estudio sugiere que el JOO es un mecanorreceptor
porque, ademas de su rica inervacién, las células epiteliales y las fibras nerviosas

mostraron inmunorreactividad positiva para el canal iénico mecanizado PIEZO2.

Nuestro estudio también aportd otra evidencia indirecta sobre esta posible funcion, la
disposicién del colageno tipo | y Il en el estroma. Hemos comprobado que el colageno
tipo | predomina en el stratum fibrosum externum, con una disposicion circular en capas y
en los anclajes vasculonerviosos del JOO en el adulto, mientras que el colageno tipo lll
predomina en el stratum fibrosum internum y tiene una disposicion esencialmente radial.
De este modo, el colageno tipo | confiere solidez resistencia a la traccion y el colageno

tipo 11l le proporciona propiedades elasticas.

Malinovsky y cols., (1996) informaron que el JOO representa un 6rgano mecanosensorial
importante y complicado que da informacién al sistema nervioso central durante todas las
actividades de cavum oris y sus paredes laterales. JOO presumiblemente sirve como un
mecanosensor en la pared lateral de la cavidad bucal (Pantanowitz y Balogh, 2003). En
cuanto a la funcion del JOO debemos tener en cuenta, en primer lugar, la importancia de
la pared lateral de la cavidad oral durante sus diferentes actividades: cambios dinamicos
en la succion, deglucién, masticacion, habla, reflejos protectores, tono de esta pared
(D'Andrea y cols., 1999).

Hay algunas evidencias indirectas del desarrollo del JOO que pueden sugerir su funcion.
Como el 6rgano parece estar ya completamente desarrollado en hamsteres recién
nacidos, podria suponerse una funcidn mecanosensorial relacionada con los reflejos
nutricionales (Jeanneret-Gris, 1980). En ratones, Kobayashi y cols. (2015) reportaron que
la maduracion funcional del JOO estaba relacionada con el cambio en la dieta, de liquida

a solida y, por tanto, con la masticacion.

Durante el desarrollo en humanos, Mérida-Velasco y cols. (1999) identificaron tres etapas
en el desarrollo de la articulacion temporomandibular. La primera es la etapa blastematica
(72-82 semanas de desarrollo), que se corresponde con el inicio de la organizacién del
céndilo y el disco articular y la capsula. La segunda etapa es la etapa de cavitacion (92-
112 semanas de desarrollo), en la que se inicia la formacién de la cavidad articular inferior
y el inicio de la condrogénesis condilar. La semana 112 marca el inicio de la organizacion

de la cavidad articular superior. Y la tercera etapa es la etapa de maduracién (después de
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la 12 semana de desarrollo). Este estudio identificd el periodo critico de desarrollo de la

articulacion temporomandibular entre la 72 y 112 semanas de desarrollo.

En humanos, se ha informado que la apertura refleja de la boca se realiza a partir de la
72-8% semanas de desarrollo (Humphrey, 1968) en la articulacién incudomaleolar, que se
establece entre el extremo posterior del cartilago de Meckel y el yunque del oido medio

(complejo articular meckeliano) (Mérida-Velasco y cols., 1990).

Por otro lado, los movimientos de ascenso y descenso de la faringe durante la degluciéon
se realizan a través del espacio existente entre la columna y la faringe. Este espacio esta
dividido en dos partes uno anterior espacio retrofaringeo/retroesofagico y otro posterior
denominado espacio peligroso. Estos espacios estan separados por la fascia alar
(Standring, 2015). En su estudio sobre el desarrollo de esta fascia, Lopez-Fernandez y
cols. (2019) consideraron que durante a la 7% semana del desarrollo se producia la

formacion de la fascia alar, y coincidia con los movimientos reflejos de la boca.

Parece que hay evidencias que muestran que los especimenes humanos tienen una
actividad funcional antes de su maduracion morfoloégica. Esto permite movimientos de
deglucién y masticacion a partir de la 72 semana de desarrollo. Es por tanto probable que
el JOO cuyas caracteristicas morfolégicas hemos expuesto este disefiado para recoger y

transmitir esta compleja actividad funcional.

Patologia

Como hemos sefialado en el apartado de Introduccion, fue Lutman (1974) quien informé
que, en los bloques de tejido resecado por un carcinoma localizado entre la mandibula y
el rafe pterigomandibular, se observé una estructura neuroepitelial sin signos anaplasicos
ni queratinizaciéon, que simulaba una invasién perineural. Basandose en este estudio,
otros analizaron los bloques de 25 autopsias de adultos obtenidos en la regidn del angulo
de la mandibula. Esta estructura neuroepitelial fue observada en 11 casos,
bilateralmente, y en 3 casos, unilateralmente. Los autores concluyen que el conocimiento
de la situacion de esta estructura normal evitaria la reseccion amplia, por la erronea
interpretacion de invasion perineural de un carcinoma (Tschen y Fechner, 1979). Ese
mismo afio, Danforth y Baughman confirmaron la posibilidad de confundir esta estructura

con carcinomas en la regién (Danforth y Baughman, 1979).

En la literatura cientifica se han descrito numerosos casos en los que se observo el JOO

en tejido de biopsias por diferentes tumores. Ademas, también se describen
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tumoraciones como hiperplasia y hamartomas del JOO (ver Tabla 1). El JOO ha sido

considerado como una estructura pseudoneoplasica (Richardson, 2016).

En los tratados de Patologia recientes, se recogen las caracteristicas histologicas del
JOO. Todos ellos resaltan el hecho de que el hallazgo del 6rgano en una biopsia puede
confundirse con un carcinoma o una invasion perineural metastasica (Gnepp, 2009; Mills,
2012; Goldblum y cols., 2017; Thompson y Wenig, 2016). La posibilidad de aparicién de
tumores benignos e hiperplasias del érgano también ha sido recogida en algunos tratados
(Gnepp, 2009; Mills, 2012). Se ha informado de las caracteristicas histolégicas que
permiten un diagndstico diferencial con carcinomas y otras patologias (Mills y cols., 2000;
Pantanowitz y Balogh, 2003) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas microscopicas utiles para diferenciar entre el érgano yuxtaoral
(de Chievitz) y la invasion perineural por carcinoma. Tomado de Pantanowitz y Balogh,

2003.

Organo yuxtaoral

Carcinoma

Puede verse epitelio intra y perineural

Es probable que el epitelio se localice

predominantemente en el espacio perineural

Membrana basal presente alrededor de

los islotes epiteliales

Pérdida de la membrana basal

Células basaloides centrales palidas y

exteriores mas oscuras

Las células pueden mostrar una menor

organizacién celular

Artefacto de retracciéon comun entre el

parénquima y los nervios

Las células malignas son mas propensas a

colisionar directamente con los nervios

Células parenquimatosas banales

Pueden observarse células malignas

pleomorficas en los carcinomas de alto grado

Ausencia de mitosis

Figuras mitéticas raramente presentes

Secreciones negativas a la mucina en

estructuras pseudoglandulares

Posible secreciéon de mucina si hay

adenocarcinoma

Ausencia de queratina y de granulos de

queratohialina

En el carcinoma escamoso queratinizante
pueden observarse perlas de queratina y

granulos de queratohialina

Capas organizadas de tejido conectivo

envolvente

Estroma ocasionalmente mas desorganizado

Estroma de tejido conectivo laxo y denso

sin inflamacion

Posible reaccién estromal desmoplasica-

inflamatoria
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Mdller describe las caracteristicas del JOO en el apartado de lesiones no neoplasicas

aportando los principales diagndsticos diferenciales e insistiendo en la importancia de la

comunicacion del patélogo con el cirujano para evitar un diagnostico erréneo de

estructuras como carcinoma invasivo ya

perineural.

que el JOO puede parecer una invasion

PRINCIPALES DIAGNOSTICOS DIFERENCIALES

» Carcinoma de células escamosas neurotrépico invasivo

o Falta de membrana basal

o Pleomorfismo y/o figuras mitéticas

o Queratinizacion o perlas de queratina

» Carcinoma mucoepidermoide

o Quistica, con mucocitos y células epidermoides

» Carcinoma quistico adenoide

o Proclividad perineural fuerte

o Tiende a tener nucleos pequenos e hipercromaticos

Teniendo en cuenta que el trigono retromolar es una localizacion de preferencia de los

tumores mucoepidermoides, y que la escision tumoral extensa puede incluir al JOO, tanto

el cirujano como el patélogo deberian conocer las caracteristicas de esta estructura para

evitar diagnosticos erroneos que, bien por el tratamiento o el pronéstico, pueden tener un

impacto significativo en la calidad de vida del paciente.

Los aspectos clinicos mas relevantes han sido puestos de manifiesto recientemente por

Favero y cols. (2022) (Tabla 4).

Tabla 4. Relevancia clinica del 6rgano yuxtaoral. Tomado de Favero y cols. (2022).

Organo yuxtaoral

Peligros clinicos

Lumen y células escamosas

Tumores de las glandulas salivales
Carcinomas escamosos (probablemente
identificacion erronea del érgano yuxtaoral)

Lateralmente a las paredes de la cavidad
oral

En los tejidos blandos de la zona del
trigono retromolar

Canceres orales
Tumores mucoepidermoides

Nidos epiteliales
Asociacién con el tejido nervioso

Canceres orales
Invasion perineural de las células tumorales

Focos glandulares llenos de coloide

(raro)

Tumores mucoepidermoides
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En definitiva, se necesitan mas estudios del JOO para entender su funcién y extender y
ampliar el conocimiento de esta estructura entre los médicos en general y sobre todo los
patologos orales, cirujanos maxilofaciales y odontélogos para evitar el sobrediagnoéstico y

los tratamientos innecesarios.
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CONCLUSIONES

Confirmamos la estructura histolégica del JOO propuesta por el grupo de Zenker,
si bien consideramos que el abundante niumero de fibras nerviosas en el JOO no

debe considerarse como un estrato.

En especimenes fetales se comprobé una abundante inervacion del JOO
mediante marcadores de fibras nerviosas y componentes sensoriales (NSE,
proteina S100, PGP9.5, NFP y NF200). Formaciones de aspecto corpuscular

fueron observadas en el estrato fibroso externo con proteina S100.

La expresion positiva en fetos de canales idnicos ASIC2 en pequefios axones en
el interior del mesénquima laxo, que dara lugar al stratum fibrosum internum, y un
marcaje débil en algunos nidos de células epiteliales, asi como PIEZO2 positivo
en los troncos nerviosos y en las fibras nerviosas aisladas dentro del parénquima,

sugiere una funcidon mecanosensorial.

El mesénquima denso, que dara lugar al stratum fibrosum externum fue
intensamente inmunorreactivo para CD34, pero negativo para el Glut-1. Esta
expresion inmunorreactiva le confiere caracteristicas perineurales, sugiriendo un

origen a partir de la cresta neural.

En adultos, mediante diseccion es dificil localizar el JOO, ya que su aspecto

macroscopico es similar a un cordon conectivo o un ramo nervioso fino.

La reseccion del tejido conectivo que rodea al nervio bucal en la fosa infratemporal

permite obtener, en la mayoria de los casos, muestras con el JOO.

El colageno tipo | predomina en el stratum fibrosum externum, con una disposicion
en capas concéntricas, y el colageno tipo Ill predomina en el stratum fibrosum

internum, con una disposicion radial.

La organizacién del estroma del JOO sugiere que el colageno tipo | le confiere
solidez y resistencia al estiramiento, mientras que el colageno tipo Il le

proporciona elasticidad.
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The juxtaoral organ (JOO) was first described in human embryos by
(Chievitz, 1885). In human adults, it has been described in the bucco-
temporal space—located within the soft tissue between the medial
surface of the mandible and the buccinator muscle—innervated by
the buccal nerve (Zenker, 1953). Histologically, the JOO consists of
parenchyma formed by nests of non-keratinizing squamous epithe-
lial cells surrounded by two layers or strata of connective tissue that
form the stroma—the stratum fibrosum externum (SE) and the stra-
tum fibrosum internum (Sl). In addition, the JOO is rich in small nerve
branches that form the stratum nervosum (Zenker & Salzer, 1961).
Some reviews have reported epithelial islands residing in peripheral
nerves similar to JOO, cases of hyperplasia, hamartomas or neuroec-
todermal tumours; even in biopsies, the JOO can be misinterpreted
as carcinomas (Pantanowitz & Balogh, 2003; D’Andrea et al., 2015;
Suérez-Quintanilla et al., 2020).

The function of the JOO is not clearly defined. Despite numer-
ous immunohistochemical studies on the JOO, there are no studies

on the expression of collagen types | and Ill in its stroma (Table 1).

Such information is crucial for its understanding since collagens play
structural roles and contribute to mechanical properties, organiza-
tion and shape of tissues (Ricard-Blum, 2011). Thus, the objective of
this work was to carry out a histological study of JOO after dissec-
tion of the infratemporal region in adult human cadavers, analysing
the immunoexpression of collagen types | and Ill and its disposition
(by using the picrosirius red staining technique).

For this study, sixteen formalin-fixed cadaver-head specimens
were collected from the former Department of Anatomy and
Embryology Il and the Body Donation Centre of the Complutense
University of Madrid. In all cases, a bilateral dissection of the in-
fratemporal fossa was performed. In six cases, the JOO dissection
was attempted, but it could not be identified macroscopically. In
10 cases, we explanted the region where the JOO was suspected
to be. Therefore, the buccal nerve and surrounding tissue were re-
sected, from its access to the pterygomandibular region until the
buccinator muscle was reach (Figure 1). Histological examination

allowed the JOO to be identified. The preparations were processed
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FIGURE 1 Lateral view of the dissection (right side). Aspect of
the pterygomandibular region: the zygomatic arch, the coronoid
process of the mandible and the temporalis tendon were cut; the
dashed white line indicates the area where the tissue surrounded the
buccal nerve (B) was resected. TM, temporalis muscle; M, mandible;
FV, facial vein; FA, facial artery; P, parotid duct; BM, buccinator
muscle; L, lingual nerve; |, inferior alveolar nerve; My, nerve branch
to supply the mylohyoid muscle and the anterior digastric belly

and routinely stained, including picrosirius red. Furthermore, im-
munohistochemistry on paraffin sections was performed following
the protocol for the ready-to-use Vectastain (PK-7200). The fol-
lowing primary antibodies were used: mouse anti-collagen type |
(sc-59772, 1:200) and rabbit polyclonal antibody anti-collagen type
Il (bs-0549R, 1:200).

According to our findings, the JOO is a fusiform structure of vari-
able length (6-11 mm) and thick (1-2 mm), surrounded by loose con-
nective tissue (Figure 2a). The parenchyma of the JOO is formed by
interconnected nests of epithelial cells, of different size and shape,
with a multilobular appearance (Figure 2b-d). In some nests, the in-
ternal cells show a whorl-like or concentric arrangement and a larger
cytoplasm, and other nests show small vesicles with amorphous
material (Figure 2e). The stroma was formed by dense connective
tissue that forms the capsule (SE), organized in concentric layers
(Figure 2b,e,f), in which type | collagen predominated (Figure 2g).
Inside the stroma, the Sl was formed by loose connective tissue, with
a predominance of type Ill collagen, arranged radially between the
epithelial nests (Figure 2f,h).

A range of immunohistochemical findings have been reported
by immunohistochemical studies performed in different species and
types of tissues, focused on the parenchyma or the nerves fibres

Leading in Ora, Mailoacil, Head & Neck Medicine

(Table 1). However, there are no previous studies of the expres-
sion of collagen | and Il in the stroma that emphasize its role as a
mechanoreceptor.

The role of the JOO stroma is important for its organization and
morphological function. Previous studies suggested that the differ-
ence in the proportion of type I/Ill collagens, and the arrangement
and size of the fibres are important characteristics for the mechan-
ical resistance and elasticity of the tissues, since the elastic and
dynamic properties are significantly different in both types of colla-
gens (Asgari et al., 2017). We suggest that the SE formed predomi-
nantly by concentrically arranged collagen I, giving the JOO solidity
and resistance to stretching and compression. The dense connective
tissue that surrounds the small neurovascular bundles that reach the
JOO serves to fix it to the neighbouring tissue. In addition, the SI
principally formed by radially arranged collagen Il provides the elas-
tic properties to JOO. However, immunostaining of collagen type IlI
is also slightly noticed in the SE. These results are consistent with
the general distribution and function of collagen types (Gelse et al.,
2003). Indeed, collagen type lll is associated with collagen type | in
many tissues (Kuivaniemi & Tromp, 2019).

The importance of the JOO stroma during development has
been reported previously. In rats, there is evidence that it is derived
from the neural crest (Velasco et al., 2012). Furthermore, it has also
been suggested that the melanin pigmentation identified within the
JOO stroma in human adults is produced by melanocytes derived
from the neural crest (Ide et al., 2003). Recently, it has also been re-
ported that the stroma presents perineural characteristics (Suarez-
Quintanilla et al., 2020).

The JOO is located in the pterygomandibular region in relation
to the buccal nerve. Its topographical relationships with the masti-
catory muscles, the buccinator muscle and the pterygomandibular
raphe, as well as the organization of its stroma, suggest that JOO
acts as a mechanoreceptor stimulated by actions such as chewing
or swallowing.

The knowledge of the topography and histology of the JOO can
help to avoid misinterpretations related to the invasive front of carci-
nomas. Indeed, some microscopic features have been reported to be
helpful in differentiating between the JOO and invasive perineural
carcinoma (Miiller, 2016; Pantanowitz & Balogh, 2003). In addition,
this report also suggests that the immunoexpression of collagen
types | and Il in the stroma of the JOO seems to be consistent with
its role as a mechanoreceptor.
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FIGURE 2 Juxtaoral organ (JOO) histology. (a) Longitudinal section of the JOO; haematoxylin-eosin staining. SE, stratum fibrosum
externum. Scale bar, 1 mm. (b-h) Frontal histological sections of the JOO. (b) VOF-III staining showing that is made up of epithelial nests

(e) that form the multilobulated parenchyma surrounded by loose connective tissue (stratum fibrosum internum, Sl), and dense connective
tissue (stratum fibrosum externum, SE) frame by the white line. The black line frames bundles of dense connective tissue attaching the

JOO to the tissue surrounding it. Scale bar, 50 um. (c) Detail of an epithelial nest where the nuclei of the peripheral epithelial cells are
polarized towards the basement membrane (arrowheads). Scale bar, 100 um. (d) Detail of the stratum fibrosum externum showing fibroblasts
(arrowheads) and blood vessels (V). Scale bar, 100 pm. (e) Detail of the JOO showing nerve fibres (n) in the stratum fibrosum internum

(Sl) in relation to continuity between epithelial nests (arrows); white asterisk, vesicle with amorphous material; arrowheads, basement
membrane. Scale bar, 20 pm. (f) Picrosirius red staining: the white line frames the stratum fibrosum externum (SE); the collagen of the SE

is arranged in concentric layers and the collagen of the stratum fibrosum internum is arranged radially (arrowheads). Scale bar: 100 pm.

(g) Immunoexpression of collagen I: the black line frames the SE (e, epithelial nest). Scale bar: 50 pm. (h) Immunoexpression of collagen

type Il was predominantly in the stratum fibrosum internum (Sl); however, there is slight immunostaining in the stratum fibrosum externum.
Scale bar: 50 pm
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ABSTRACT

Background: The Chievitz’s organ or juxta-oral organ is a mysterious bilateral structure, phylogenetically
preserved, which develops from the mouth epithelium as an invagination that loses connection to it in the
prenatal period. It is located laterally to the walls of the oral cavity in an imprecise anatomical location
and receives abundant innervation from the buccal nerve. Structurally it consists of non-keratinizing
squamous-like neuroepithelial cells surrounded by two layers of connective tissue with nerve fibers and
different morphotypes of sensory corpuscles. Its function is completely unknown although based on its
rich innervation it is assumed that works as a mechanoreceptor.

Methods: We have performed immunohistochemistry for axonal and Schwann cells, and the putative
mechanoproteins ASIC2, TRPV4 and Piezo2 in sections of fetal juxta-oral organ.

Results: Intraparenchymatous nerve fibers and sensory corpuscles were observed as well as immunore-
activity for Piezo2 in both nerve fibers and epithelial parenchymatous cells.

Conclusions: We add indirect evidence that the juxtaoral organ is a mechanoreceptor because in addition
to its dense innervation, the epithelial cells and sensory nerve fibers display immunoreactivity for the
mechanogated ion channel Piezo2. Based on current knowledge, the functional and clinical importance
of the juxta-oral organ should be further investigated.

© 2020 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

The Danish anatomist Johan Henrik Chievitz (1851-1901) dis-
covered a thin longitudinal epithelial formation near the duct of
the parotid gland in human embryos (Chievitz, 1885). Fifty year
later, Ramsay (1935) observed that this organ is always present
in human embryos and fetuses but disappears before birth. Thus,
he considered this formation as a transient rudimentary structure
representing an abortive salivary gland anlage since the devel-
opment of the parotid gland and that organ are affected by the

* Corresponding autor at: Departamento de Morfologia y Biologia Celular, Facultad
de Medicina y Ciencias de la Salud - Universidad de Oviedo, C/ Julidn Claveria, 6 -
Planta 9%, 33006 Oviedo, Spain.

E-mail address: javega@uniovi.es (J.A. Vega).

https://doi.org/10.1016/j.aanat.2020.151582
0940-9602/© 2020 Elsevier GmbH. All rights reserved.

same mutations (Griineberg, 1971). Nevertheless, further inves-
tigations demonstrated it persisted in adulthood (Zenker, 1982,
1953) and, at present, it is regarded as an epithelial remnant of
the oral cavity development (Malinovsky et al., 1996). Throughout
time, this structure has received different names such as Chievitz’s
organ, orbital inclusion, juxtaparotid organ, buccopharyngeal tract,
and buccotemporal organ (Griineberg, 1971; Mérida-Velasco et al.,
2005). Nevertheless, the name currently used is juxta-oral (JOO)
proposed by Salzer and Zenker (1961) and thus it is recognized
in Terminologia Histologica International terms for human cytol-
ogy and histology (Allen, 2009) and in the International Anatomical
Terminology (Monkhouse, 2001).

In addition to man, the occurrence of JOO has been reported
in fish, amphibians, reptiles, birds and other mammals (Boyd and
Hughes, 1960; Griineberg, 1971; Jeanneret-Gris, 1980a; Salzer and
Zenker, 1968; Zenker, 1982; Zenker and Halzl, 1953). Its persis-
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tence throughout phylogeny, as well as in adult subjects without
signs of involution (Krammer and Zenker, 1974; Zenker, 1982), sug-
gests that JOO is a stable structure likewise others epithelial bodies
present around the oral cavity (Malinovsky et al., 1996, 1992).

However, despite 135 years of studies, the real importance of
JOO is unknown and remains speculative. Thus, we decided to reex-
amine and update the anatomy, embryology and structure of JOO
to try to clarify what this mysterious organ is. Furthermore, we
added a personal contribution to the proposed mechanoreceptive
function analyzing the innervation and the expression of putative
mechanoproteins necessary or required for mechanosensing and
mechanotransduction within JOO.

2. Embryology

The original description of JOO was carried out by Chievitz in
7.5-12mm in length human embryos (Chievitz, 1885). According
to himJOO develops from the ectoderm of the lateral wall of the oral
cavity as a tubule in the sulcus buccalis region (commissura buccalis)
that invaginates into the subjacent mesenchyme and thereafter,
during prenatal development, the connection with the oral cavity
disappears. For this reason, some authors reached the wrong con-
clusion that JOO is a transitory and rudimentary organ originated
during development of the parotid gland (Griineberg, 1971). Never-
theless, this view cannot be assumed since salivary glands develop
later (Zenker, 1982).

Recent studies in man, rat and mice have reexamined the
embryology of JOO. Mérida-Velasco et al. (2005) studied 55 human
embryos and 95 fetuses at different stages of development. They
observed that JOO was bilateral in all specimens examined, and
described three main periods for JOO development: epithelial con-
densation and invagination (O’Rahilly stages 16-17), detachment
from the oral epithelium and is innervation by branches of the buc-
cal nerve (O’Rahilly stages 18-23), and formation of the connective
tissue capsule (after week 11). The period of JOO detach is similar
to that reported earlier by Kleiss and Kleiss (1985).

The same research team also investigated the development of
JOO in rat, showing that it follows similar stages as in humans. JOO
develops from an epithelial condensation at the end of the trans-
verse groove of the primitive mouth at embryonic day 14 (E14),
then invaginates and disconnects from the oral epithelium (E15),
forming a solid epithelial cord (E16) with three parts (anterior, mid-
dle, and posterior). Interestingly, both the mesenchyme caudal to
the anlage (E14) and the mesenchyme that surrounds the bud (E15)
expressed positivity for HNK-1, a marker for neural crest derived
cells (Velasco et al., 2012).

Kobayashi et al. (2015) studied the development of JOO in mice,
which morphology is very different compared to humans. They
used immunohistochemistry for cytokeratin (CK) to detect the
organ and observed that JOO is adjacent to the fascia of the mas-
ticatory muscles during all developmental stages examined. The
parenchyma displayed immunoreactivity for CK and p63 which are
typical markers of the basal cells of the stratified epithelium. The
epithelial parenchyma was ensheathed by layers of mesenchymal
cells with perineurial characteristics (display glucose transporter 1
immunoreactivity). Between the epithelial parenchyma and mes-
enchymal sheath sensory endings (originated from the buccal
nerve) and bundles of elastic fibers were observed. This immuno-
histochemical embryonic patter remained identical in newborn
and adult animals.

On the other hand, the observation that the mutant mouse allele
Bmp7(lacZ) displayed intense lacZ expression during development
in the epithelial parenchyma of JOO and salivary glands consented
to Ito et al. (2009) perform and elegant study on the embryology
of JOO in mice visualizing whole-mount embryos by (3-gal stain-

ing. JOO appears at E12 as an epithelial cord originated from oral
epithelium at the commissura buccalis and is soon separated from
it to locate in the submucosal space in the buccal mucosa. The com-
missura buccalis is a part of the buccal mucosa forming the distal
wall of the sulcus buccalis and connecting the upper (maxillary)
and lower (mandibular) parts of the buccal mucosa (Zenker, 1982).
Thereafter, the anterior and posterior ends of the cord extend ante-
riorly to the lateral fascia of the masseter on the mandible and
posteriorly to the submucosal space of the soft palate. In each part
of the JOO, the parenchymal component forms an epithelial cord of
non-keratinized cuboidal cells surrounded by basement membrane
and connective tissue and possess abundant nerves.

3. Anatomy

The incidence of JOO has been reported to be variable, probably
because most studies have been performed on surgical resections or
autopsy. On the other hand, the JOO is not a macroscopic apparent
organ. Leibl et al. (1976) encountered 1 in 100 consecutive adult
autopsies whereas Tschen and Fechner (1979) observed 14 in 25.
There is common agreement that JOO in humans is an elongated
neuroepithelial structure 7 to 17 mmin length and 1 to 2 mm width,
bilateral, non-communicated with the parotid gland duct or the oral
cavity. Conversely, there is not a common opinion with respect to
its localization (Kennedy, 2020). Pantanowitz and Balogh (2003)
affirm that JOO is situate within the soft tissue overlying the angle
of the mandible in the buccotemporal space contained in the fascia
buccotemporalis in front of the nerve buccalis, which innervates it
by two to four thin branches. According to those authors “the aboral
end of the organ is close to the medial pterygoid muscle, near the
raphe pterygomandibularis, and the oral end descends caudally to
where the parotid duct penetrates de buccinator muscle” (Fig. 1).
The buccotemporal space is limited medially by m. buccinator, and
laterally by the mandible and the mandibular insertion of the m.
temporalis. It contains the buccal nerve, buccal artery and venous
plexus, several lymphoid nodes, and the buccal fat pad.

Other authors indicate that JOO is localized deep to the medial
pterygoid muscle at the level of the pterygomandibular raphe
and in close relation to fibers of the buccal nerve (Krammer and
Zenker, 1974) (Fig. 1), in the pterygomandibular space (Sancheti
et al., 2015), “deep in the wall of the cheeks overlying the angle
of the mandible normally present in the buccotemporal space”
(Tschen and Fechner, 1979), in the submucosa associated with the
retromolar triangle at the level of the pterygomandibular raphe
(Ramos-Vega and Roa, 2019), or in the “soft tissue on the lingual
aspect of the posterior mandible” (Kennedy, 2020). Occasionally
it was observed in the posterior tongue in close association with
the subepithelial nerve plexus of taste buds (Palazzolo et al., 2014).
Rosu et al. (2014) reported that it is normally present in the tem-
poral region.

In addition to the well delimited JOO small neuroepithelial
islands in close association with small nerves can be detected dis-
perse in the mucosa covering the oral cavity. In 53% of cases, these
structures lay within the soft tissue lingual to the mandible in the
retromolar area, 26% were placed buccal to the mandible, 11% lay
adjacent to the maxillary tuberosity and 11% were within the pos-
terior tongue (Kennedy, 2020).

4. Structure

Histologically, JOO consists of an inner core (parenchyma) sur-
rounded by two layers or strata of connective tissue (the stratum
fibrosum externum -capsule-, and the stratum fibrosum internum,
both originated form the stroma), and the stratum nervosum (Fig. 2).
It is richly innervated but the occurrence of blood vessels within
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Fig. 1. Dissection of the superficial planes of the face and the buccotemporal space. Red ellipse corresponds to the placement of JOO. csph: m. constrictor pharynx superior;
gp: glandula parotidea; mb: m. buccinator; mt: m. temporalis; black arrows: ductus parotideus; black asterisk: body of buccal fat pad (Bichat’s fat pad); white arrow: end of
ductus parotideus; white asterisk: raphe pterygomandibularis. In the bottom figures a part of the body and ramus of the mandible, the zygomatic ramus and m. temporalis
tendon were removed to see the m. buccinator. The red dotted line indicates the main localization of JOO lateral to m. buccinator and anterior to raphe pterygomandibularis
(white asterisk). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

JOO was never reported (Salzer et al., 1965; Salzer and Zenker,
1968; Zenker and Salzer, 1961) although the capillaries occur in the
stratum nervosum and among the capsule layers (Zenker, 1982).

4.1. Inner core (parenchyma)

Is a mass of epithelium formed by non-keratinizing squamous-
like neuroepithelial cells. Some authors distinguished two types of
cells: the more numerous cells (type I) that contain granular vesi-
cles, and the less frequent cells (type II) that have long processes
and are distributed among the others (Jeanneret-Gris, 1980b;
Klacsmann and Taxy, 1980; Mayr, 1968, 1967). Occasionally, a
gland-like lumen or afollicle filled with colloid-like mucin-negative
material was encountered. The larger nests of epithelium are com-

posed of cells with a clear PAS-positive cytoplasm and round or oval
nuclei, centrally located cells, forming “light centers” (Zenker and
Salzer, 1961). Intercellular bridges can be seen toward the center of
the cell nests. Melanin pigmentation has been reported in the JOO
(Ide et al., 2003a, 2003b).

Consistently with the epithelial origin, the cells display p63,
CK10, CK14, CK19 and light-chain CK (KL-1) immunoreactivity (Ide
et al,, 2003a, 2003b; Mandl et al., 1993). Kusafuka and Kameya
(2007) reported a structure positive for pan-CK, the central squa-
mous cells being positive for CK19 and the basal cells for high
molecular weight keratin and Melan-A, whereas the nerves were
positive for S100 protein and PGP 9.5; conversely the JOO organ
was negative for CK7, CK14, CK20, S100 protein, E-cadherin, chro-
mogranin A and synaptophysin. The immunohistochemical results
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Epithelial islands

Stratum fibrosum

Fig. 2. Structure of right juxtaoral organ in a human fetus of 28 weeks of gestation. Masson’s trichromic staining. In the schema lines indicates the sections levels in A to D.
Sections A and B are separated 200 wm. ECI: epithelial cell islands; I: inferior; M: medial; P: posterior.

obtained for Kim et al. (2005) are quite different since they found
positivity for cytokeratin AE1/3, vimentin, S100 protein, neuron
specific enolase, neural cells-adhesion molecule while the cells
were negative for chromogranin A, synaptophysin, RET, neurofil-
ament protein and PGP 9.5. On the other hand, Bahcelioglu et al.
(2005) observed immunoreactivity for growth factors and their
receptors (epidermal growth factor receptors, transforming growth
factor-a, nerve growth factor-3) in the capsular epithelial cells and
connective tissue. These results may point out that JOO cells may
be of mesothelial or epithelial origin, and the occurrence of NGF-a
positive granules in close relationship with blood vessels suggest a
neurosecretory function for JOO.

Single nerve fibers occur in the parenchyma localized among
cells and sometimes formed simple arborizations that are in contact
with the most superficial ones (Jeanneret-Gris, 1980a; Malinovsky
et al., 1996).

4.2. Stratum fibrosum internum and stratum fibrosum externum

Formed of layered loose and dense connective tissue, respec-
tively, that surrounds the organ. Both stratum fibrosum display

perineurial characteristics as shown by immunohistochemical
staining (glucose transporter 1).

4.3. Stratum nervosum

It is formed by myelinated and un-myelinated nerve fibers and
abundant sensory corpuscles (Pantanowitz and Balogh, 2003), and
for this reason JOO is regarded as a complex mechanosensory struc-
ture (Malinovsky et al., 1992; Mérida-Velasco et al., 2005). The
sensory nerve formations identified include Pacinian corpuscles,
Ruffini’s corpuscles simple arborizations, glomerular corpuscles,
lamellar simple sensory corpuscles (D’Andrea et al., 2015; Ide et al.,
2004; Malinovsky et al., 1996, 1992; Zenker, 1982), and one unique
king of sensory endings found between the epithelial parenchyma
and the mesenchymal sheath (Kobayashi et al., 2015). These nerves
and sensory corpuscles were immunoreactive for neurofilament,
chromogranin, neuron-specific enolase, and S-100 protein (Mandl
et al.,, 1993; Mérida-Velasco et al., 2005). Soucy et al. (1990) found
positive immunostaining for GFAP and neuron-specific enolase but
Mandl et al. (1993) and Vadmal et al. (1998) reported negative
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Fig. 3. Immunohistochemical detection of nerve markers in JJO of a human fetus of 28 weeks of gestation. Neurofilament proteins and PGP 9.5 label nerve profiles in the
stratum nervosum of the organ, whereas neuron-specific enolase and S100 protein label nerves in the stratum fibrosum and isolated nerve fibers within the parenchyma. n:

nerve trunk. Arrows indicate nerve fibers.

results for the same markers. In this layer mast cells, fibrocytes,
pigment cells, lymphocytes have been also found.

5. Physiology

The functional significance of JOO remains unknown. Differ-
ent functions have been attributed to JOO although a sensory role
predominates. Mayr (1979) and Zenker (1982) considered JOO a
secretory organ, whereas for Pantanowitz and Balogh (2003) and
Bahcelioglu et al. (2005) it is a neurosecretory structure based on
the presence of granules in cells near the blood vessel.

However, because it has a rich innervation and different mor-
photypes of sensory corpuscles are present, a mechanosensory
function is supposed for JOO (D’Andrea et al., 1999; Jeanneret-Gris,
1980a; Malinovsky et al., 1996, 1992; Mandl et al., 1993; Mayr,
1979). Malinovsky et al. (1996) presumed that JOO it a complex
sensory nerve formation which has multimodal mechanosensory
functions as it contains different kinds of sensory nerve fibers and
corpuscles (intraepithelial fibers, simple arborizations, Ruffini’s

corpuscles, glomerular corpuscles, simple lamellar corpuscles).
According to those authors JOO represents an important and com-
plicated mechanosensory organ which gives to the central nervous
system information during all activities of cavum oris and its lateral
walls.]JOO presumably serves as a mechanosensor in the lateral wall
of the oral cavity (Pantanowitz and Balogh, 2003). As to the function
of the JOO we must take into account, first of all, the significance
of the lateral wall of the oral cavity during its different activities:
dynamic changes at sucking, swallowing, mastication, speech, pro-
tecting reflexes, tonus of this wall (D’Andrea et al., 1999). As the
organ seems to be fully developed already in newborns it could be
hypothesized a mechanosensory role related to nutritional reflexes
(Jeanneret-Gris, 1980a).

6. Pathology

The seemingly esoteric and minute JOO has considerable impor-
tance for the surgical pathologist because the presence of squamous
epithelial nests intimately admixed with numerous small nerves
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Fig.4. Apparent sensory nerve formations (corpuscles?)in the stratum fibrosum of JOO immunostained for S100 protein. The strata fibrosum display strong immunoreactivity

for CD34 but was unreactive for glucose-transport 1.

may be misinterpreted as perineural invasion by squamous cell
carcinoma (Lutman, 1974). Cases of clinically enlarged (Soucy et al.,
1990)and hyperplastic(Leibl et al., 1976) JOOs have been described,
or even a benign tumor (Rosu et al., 2014), but carcinoma orig-
inating from this organ has not been reported. In a case of a
mucoepidermoid carcinoma with lymphatic spread in the retromo-
lar region, the epithelial nests of the JOO were correctly recognized
and this was crucial in determining the precise extent of the malig-
nant process (Miké and Molnar, 1981). Occasionally, epithelial
islands in the area of localization of JOO could be misinterpreted
as an invasive carcinoma, a mucoepidermoid carcinoma, an odon-
togenic tumor such as ameloblastoma or adenomatoid odontogenic
tumor, a perineural invasion by a carcinoma (Sancheti et al., 2015),
or even a thyroid carcinoma (Pantanowitz and Balogh, 2003). For
example, epithelial islands may reside within peripheral nerves in
the maxilla (Eversole and Leider, 1978) and mandible (Jensen et al.,
1979).

7. Evidences for a mechanosensory function of JOO

The conversion of mechanical stimuli into electrical signals
occurs through mechanically gated ion channels present along the
primary sensory neurons and in cells contacting them, for exam-
ple Schwann cells, Schwann-related cells forming a part of the
sensory corpuscles or the specialized epithelial Merkel cells that
contact sensory axons. To be a candidate for sensing or transduc-
ing the mechanical stimuli, the mechanically gated ion channel
must be present in the right location. However, even if expressed

properly in place and time they could accessory protein for the
mechano-gated ion channel and not a part of the ion channel
itself (Delmas and Coste, 2013; Ranade et al., 2015; Roudaut et al.,
2012; Tsunozaki and Bautista, 2009). At present different mechano-
gated ion channels have been found in mechanosensory neurons
and mechanoreceptors, especially the cutaneous ones (Del Valle
et al., 2012). In particular, and focused in humans, the following
putative mechano-gated ion channels were found in cutaneous
sensory mechanoreceptors: acid-sensing ion channels 1 and 2
(ASIC1 and ASIC2, respectively), transient receptor potential vanil-
loid 4 (TRPV4) and canonical 6 (TRPC6) (Alonso-Gonzalez et al.,
2017; Cabo et al.,, 2015; Calavia et al.,, 2010) and Piezo2 was
found in Merkel cells and the axon of Meissner corpuscles (Garcia-
Mesa et al., 2017; Garcia-Piqueras et al., 2019). Thus, if JOO is a
mechanoreceptor it should express any putative mechano-gated
ion channel in addition to display a dense innervation.

Here we approached this topic exploring the occurrence of
nerves, sensory nerve formations and putative mechano-gated
ion channels in samples of human fetus JJO (n=3) at 28 weeks
of development. This material was obtained from the Collection
of the Embryology Institute of the Universidad Complutense de
Madrid. A total of 30 sections from paraffin-embedded material
were analyzed. Deparaffinized and rehydrated sections were pro-
cessed for indirect immunohistochemistry using a Leica Bond™
Max automated stained and a Leica Bond™ Polymer Refine
Detection Kit (Leica Biosystems™, Newcastle, UK) following the
manufacturer’s instructions. Furthermore, hematoxylin, eosin and
Masson'’s trichromic structural techniques were used. We used
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Fig. 5. Immunohistochemical detection of mechano-gated ion channels in a human fetus of 28 weeks of gestation. ASIC2 was detected in the nerve trunks supplying JOO and
lightly in the epithelial cells, TRPV4 was absent, and Piezo2 was present in nerve trunks, nerve profile in the stratum nervosum, isolated nerve fibers within the parenchyma
(arrows in d) and in the epithelial cells themselves. Piezo2 immunoreactivity was found in Merkel’s cells (arrows) of the oral mucosa. MC: Merkel’s cells; n: nerve trunk.

immunohistochemistry to detect nerve fibers and sensory cor-
puscle components (neuron-specific enolase, NSE; S100 protein,
S100P; CD34 and Glutl to label endoneurial and perineurial
covers of sensory corpuscles; Vega et al.,, 2009) and mechano-
gated ion channels (ASIC2, TRPV4 and Piezo2). The following
antibodies were: Anti-ASIC2 (Lifespan, diluted 1:200, Biosciences,
Seattle, WA, USA); anti-CD34 (clone QB-END/10, used prediluted,
Master Diagnostica, Granada, Spain); anti-glucose transporter 1
(diluted 0.5 pg/ml, Cell Marque, Seattle, WA, USA); anti-neuron-
specific enolase (clone BBS/NC/VI-H14, diluted 1:1000, Dako,
Glostrup, Denmark); anti-neurofilament protein (clone RT-97,
diluted 1:1000, Boehringer-Mannheim; anti-PGP 9.5 (Abcam,
diluted: 1:1000, Rockville, MD, USA); anti-Piezo2 (Sigma-Aldrich,
diluted 1:200, Saint Louis, MS, USA); anti-S100 protein (clone 4C4.9,
diluted 1:2000, ThermoFisherScientific, Freemont, CA, USA); anti-
TRPV4 (Abcam, diluted 1:100, Cambridge, UK).

In our opinion, JOO is a spindle-shaped structure formed by
clusters of epithelial cells surrounded by a thick capsule of con-
nective tissue (Fig. 2). Nerve profiles displaying immunoreactivity
for neurofilament protein (Fig. 3a) or PGP 9,5 (Fig. 3b) were found
in nerve trunks reaching the organ, and also in the so-called stra-
tum nervosum. The islands of epithelial cells displayed faint but
specific immunoreactivity for neuron-specific enolase (Fig. 3¢ and
d) and S100 protein (Fig. 3e and f). Furthermore, nerve fibers
were found within JOO parenchyma in close contact with the
epithelial cells (Fig. 3d and f). Inside the stratum nervosum sen-
sory corpuscle-like structures were observed (Fig. 4a-d) which
cannot be assimilated to any known morphotype. The strata fibro-
sum were intensely immunoreactive for CD34 (Fig. 4e) but negative

for glucose-transporter 1 (Fig. 4f). CD34 positive structures resem-
bling capillaries were found in the most superficial part of the
parenchyma.

Regarding the analyzed mechano-gated ion channels, ASIC2 was
detected restricted to the nerve trunks supplying JOO and were
lightly in the epithelial cells (Fig. 5a), TRPV4 was regularly absent
(Fig. 5b) and Piezo2 was detected in nerve trunks, nerve profile in
the stratum nervosum, isolated nerve fibers within the parenchyma
and in the epithelial cells themselves. Moreover, apparent contacts
between nerve fibers and cells were observed (Fig. 5cand d). In sup-
porting the specificity of Piezo2 immunoreactivity sparse Merkel’s
cells were found in the oral mucosa (Fig. 5e-g). All together these
findings lend strong support to the mechanosensory function of
Joo.

8. Concluding remarks

Despite numerous studies on the development, structure and
innervation of the JOO, no definitive conclusion has been reached
on its possible functional significance, although we have provided
indirect evidences that it may be a mechanoreceptor at least dur-
ing development. In adult humans this is due, at least in part, to
the difficulty of locating and analyzing it systematically given the
impression of anatomical studies on its location. It would be nec-
essary to label JOO in situ which can consent a detailed dissection
and subsequent analysis of the organ.
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