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ABSTRACT:

INTRODUCTION:

Studies on the embryological development of the major salivary glands have
mainly focused on analyzing the submandibular gland. No important research
has focused on the development and origin of the sublingual gland, which is
considered a major tubuloacinar salivary gland. In an adult, it is located in a
submucosal plane above the mylohyoid muscle.

With a double drainage system, saliva reaches the oral cavity through both the
multiple Walther’s ducts and the main Bartholin's conduct, which opens into the
Wharton's duct of the submandibular gland.

Controversial ideas and discrepancies between different authors arise in
determining the exact origin and morphogenetic development of the sublingual
gland in human embryos.

In order to determine the details of what happens in a human major gland
morphogenesis, tests in rats and mice have been performed thanks to the
similar anatomy and development of these animals. These studies aim to
assess the factors that influence gland morphogenesis:

- The importance of the interaction between epithelium and the underlying
mesenchyme,

- The mesenchymal factors that influence the initial stages, branching
morphogenesis and creation of light inside the ducts,

- The extracellular matrix factors and the basement membrane,
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- The neuronal influence and the endothelial influence.

OBJECTIVES

1. To determine the morphogenetic timing and the formation area of the human
sublingual glands.

2. To describe the development of sublingual glands in humans and rats in the
early embryonic and fetal periods.

3. To evaluate the influence of ectomesenchyme on the development of the

sublingual gland using rats studies, extrapolated in humans.

MATERIALS AND METHODS:

We used 12 human embryos and fetuses belonging to the Embryology Institute
of Complutense University in Madrid, with lengths ranging from 15.5 mm to 43
mm, 9 belongs to the embryonic period and 3 to early fetal period. The embryos
and fetuses have been stained with different techniques: Hematoxylin-eosin,
Azan and Bielchowsky.

We used 7 Wistar rat embryos from 15 to 19 days, considering day O as the day
of fertilization. In these embryos, Immunohistochemical techniques are applied.
For our study, 2 antibodies were used: NHK-1 and CBL 202. The main antibody

studied is NHK-1, which is considered a neuroectodermal tissue marker.
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The Nikon Eclipse DXM 1200 optical microscope is used to perform the
descriptive study, attached to a camera. Using ACT-1 software, photographs

can be captured, modified and stored.

RESULTS:

First signs suggesting the presence of the prospective sublingual area are seen
at Carnegie stage 19 in a 17.5 mm embryo, anterior to the lateral paralingual
groove. The medial paralingual groove presents greater development. From this
medial groove, the submandibular gland is detached and starts its own
development.

In Carnegie stage 20, the primordium of the major and minor sublingual glands
are observed as epithelial invaginations in the underlying mesenchyme.

The epithelial buds that will form the major sublingual gland seem to be
detached from Wharton's duct and always appear with an underlying
mesenchymal condensation. They acquire lights in the interior from stage 23
onwards.

Minor sublingual glands appear more lateral than major sublingual glands and
are defined as solid buds, connected to the buccal epithelium with no lights
inside. In the early fetal period, they appear to have less differentiation than
major sublingual glands.

In our studies, submandibular glands present a higher degree of morpho-
differentiation than sublingual glands. They acquire greater size and we observe

a condensed mesenchyme that will create their stroma and capsule.
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Regarding rat embryos, we can detect that underlying mesenchyme is stained
with the neuroectodermal tissue marker antibody (NHK 1). In the early
embryonic and fetal period, the evolution of sublingual gland rat morphogenesis

is similar to those of humans.

DISCUSSION:

We observed in the human embryos the medial and lateral paralingual grooves
described by multiple authors. Nevertheless, we consider that the prospective
sublingual area is located more anterior to the paralingual lateral groove, which
was traditionally considered as the origin of the sublingual gland by many

classic authors.

At the same stage (Carnegie stage 20) major and minor sublingual glands
emerge, according to our observations.

Through all the studied periods, major sublingual glands appear with a greater
differentiation than minor sublingual glands, which remain solid and located
posteriorly.

Underlying condensed mesenchyme in the epithelial invagination area is
positive to NHK 1 and thus determine its neurocrestal origin, as claimed by
many authors.

This mesenchyme is, in our opinion, responsible for guiding the epithelial
invagination and orientating the development of the sublingual glandular

primordium.
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CONCLUSIONS:

1. In human embryos, the prospective sublingual area appears for the first time
in Carnegie stage 19, as an epithelial thickening in the anterior region of the
floor of the mouth, being independent and located anterior to the lateral

paralingual groove.

2. In human embryos, in Carnegie Stage 20, the invagination of the oral
epithelium lateral to the medial paralingual groove causes the rise of the
primordium of the major sublingual gland, which may also rise from the anterior

part of the Wharton’s duct. The underlying mesenchyme is always condensed.

3. In human embryos, the minor sublingual glands originate in Carnegie Stage
20 from from the oral epithelium as independent buds, being always lateral to

the area of origin of the major sublingual gland.

4. In rat embryos, the major sublingual glands emerge from the oral epithelium

of the mouth’s floor in relation to the anterior part of the Wharton’s duct.

5. The condensed mesenchyme around the major sublingual gland is positively

marked with the NHK 1 antibody, indicating its neuroectodermal origin.
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6. In the early fetal period, the major sublingual gland has an intense caudal,

dorsal and lateral growth distinguishing its duct, stroma and capsule.

7. In the early fetal period, the minor sublingual glands are formed by solid buds

connected to the oral epithelium, without an obvious capsular formation.

8. In the early stages, sublingual rat glands show a similar development to
human embryos. They can be considered a reliable study model. In the future,
this embryological similarity will be useful for tissue regeneration studies, the
understanding of abnormal glandular growth, and the etiopathogenesis and

treatment of glandular tumors, opening new horizons in clinical research.
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RESUMEN:

INTRODUCCION:

Los estudios sobre el desarrollo embrioldgico de las glandulas salivares
mayores han ido enfocados a analizar casi en exclusiva la glandula
submandibular. Escasas investigaciones han centrado sus objetivos sobre el
desarrollo y origen de la glandula sublingual, considerada una glandula salivar
mayor tubuloacinar, de secrecién mixta, pero predominio mucoso. En el adulto,
esta localizada en un plano submucoso por encima del masculo milohioideo
gue delimita el suelo de la boca. A través de un sistema de doble drenaje, la
saliva alcanza la cavidad oral por los multiples conductos de Walther y por el
conducto principal de Bartholin que se abre al conducto de Wharton, de la
glandula submandibular.

Las dudas surgen a la hora de determinar el lugar exacto de origen y el horario
morfogenético de la glandula sublingual en el humano, existiendo
discrepancias entre los diferentes autores.

Para lograr una aproximaciéon de lo que ocurre en la morfogénesis glandular de
los humanos, se han desarrollado unos modelos de estudio en rata y raton, ya
gue éstos presentan una anatomia y un desarrollo glandular similar al humano.
Estos estudios tienen como obijetivo valorar los factores que influyen en la
morfogénesis glandular y hacen hincapié en la importancia de la interaccion
entre el epitelio y el mesénquima subyacente; en los factores mesenquimales

gue influyen en el inicio, la ramificacion y la formacion de luz en el interior de
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los conductos; en los factores de la matriz extracelular y la membrana basal; en

la influencia neuronal y mas recientemente, en la influencia endotelial.

OBJETIVOS

1. Determinar el horario morfogenético y el &rea de origen de las glandulas
sublinguales humanas.

2. Describir el desarrollo de las glandulas sublinguales en humanos y ratas en
los periodos embrionario y fetal temprano.

3. Evaluar la influencia del ectomesénquima en el desarrollo de la glandula

sublingual mediante técnicas de estudio en rata, extrapolables en humanos.

MATERIAL Y METODO:

Empleamos 12 especimenes humanos pertenecientes al Instituto de
Embriologia de la Universidad Complutense de Madrid, con longitudes que
oscilan entre 15,5 mm y 43 mm, pertenecientes 9 al periodo embrionario y 3 al
periodo fetal temprano. Los embriones han sido tefiidos con diferentes
técnicas: Hematoxilina-eosina, Azan y Bielchowsky.

Empleamos 7 especimenes de rata Wistar de 15 a 19 dias de edad,
considerando el dia 0 como el dia de la fertilizacion. En estos embriones, se
aplican técnicas de Inmunohistoquimica. Para nuestro estudio se han
empleado 2 anticuerpos: NHK-1 y CBL 202, junto a los anticuerpos
secundarios. El principal anticuerpo estudiado es el NHK-1 que es considerado

un marcador de tejido neuroectodérmico.
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Para realizar el estudio morfodescriptivo, se emplea un microscopio optico
Nikon Eclipse DXM 1200, acoplado a una cAmara y gracias a la plataforma

ACT-1 se pueden capturar, modificar y almacenar las fotografias que en los

resultados se exponen.

RESULTADOS:

Los primeros signos que sugieren la presencia del area prospectiva sublingual
se observan en el estadio 19 de Carnegie en un embridon de 17,5 mm, en una
zona mas anterior al surco paralingual lateral. El surco paralingual medial
presenta mayor desarrollo y de él se desprende el esbozo de la glandula
submandibular.

En el estadio 20 de Carnegie, se observan los primordios de las glandulas
sublinguales mayor y menor como unas invaginaciones en el ectomesénquima
subyacente.

Los cordones epiteliales que formaran la glandula sublingual mayor parecen
desprenderse del propio conducto de Wharton y siempre aparecen con una
condensacion mesenquimatica alrededor. Adquieren luz en el interior a partir
del estadio 23.

Los brotes de las glandulas sublinguales menores aparecen mas laterales y se
definen como unos brotes solidos conectados al epitelio bucal y carentes de
luz. En el periodo fetal temprano, parecen tener menor diferenciacién que las

glandulas sublinguales mayores.
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La glandula submandibular presenta en todos los estadios analizados un
mayor grado de morfodiferenciacion que la glandula sublingual. Adquiere
mayor tamafio y un mesénquima condensado que perfila el estromay la
capsula.

Respecto a los embriones de rata, podemos destacar que el mesénquima
subyacente a los brotes que formaran las glandulas sublinguales, se tifie con el
anticuerpo marcador de tejido neuroectodérmico NHK 1y que la evolucion de
la morfogénesis glandular sublingual es similar a la encontrada en humanos, en

este periodo embrionario y fetal temprano.

DISCUSION:

Observamos, en los embriones humanos, los dos surcos paralingual medial y
lateral descritos por multiples autores, pero consideramos que el area
prospectiva sublingual se localiza més anterior al surco lateral del que
tradicionalmente se pensaba que se originaba la glandula sublingual, estando
en desacuerdo con varios estudios clasicos.

La aparicion de las glandulas sublinguales mayor y menor se aprecia en el
mismo estadio 20 de Carnegie, segun nuestras observaciones. Otros autores
sefialan su aparicion en etapas mas tardias. La glandula sublingual mayor
aparece con una diferenciacibn mayor en este periodo estudiado que las

glandulas menores, que permanecen solidas en una situacion mas posterior.
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El mesénguima condensado subyacente al &rea de invaginacion epitelial es

positivo para NHK 1, determinando su origen neurocrestal como afirman

numerosos autores.
Es, en nuestra opinion, el encargado de guiar la invaginacion epitelial y orientar

el crecimiento del esbozo glandular sublingual.

CONCLUSIONES:

1. En embriones humanos, el area prospectiva sublingual aparece por primera
vez en el estadio 19 de Carnegie, como un engrosamiento epitelial en la region
anterior del suelo de la boca, independiente y anterior al surco paralingual
lateral.

2. En embriones humanos, el esbozo de la glandula sublingual mayor surge en
el estadio 20 de Carnegie por la invaginacion del epitelio del suelo de la boca
lateral al surco paralingual medial, pudiendo aparecer como unos brotes
epiteliales del extremo anterior del conducto de Wharton. El mesénquima
subyacente aparece siempre condensado.

3. En embriones humanos, las glandulas sublinguales menores se originan en
el estadio 20 de Carnegie, del epitelio del suelo de la boca como unos brotes
independientes, siempre laterales al area de origen de la glandula sublingual
mayor.

4. En embriones de rata, las glandulas sublinguales mayores emergen del
epitelio del suelo de la boca en intima relacion con el extremo anterior del

conducto de Wharton.
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5. El mesénquima condensado alrededor de la glandula sublingual mayor se
marca positivamente con el Anticuerpo NHK 1, lo que indica su origen
neuroectodérmico.

6. En el periodo fetal temprano, la glandula sublingual mayor tiene un
crecimiento intenso caudo, dorso, lateral diferenciandose su conducto, el
estroma y la capsula.

7. En el periodo fetal temprano, las glandulas sublinguales menores estan
formadas por brotes sélidos conectados con el epitelio oral sin una formacién
capsular clara.

8. Las glandulas sublinguales de los embriones de rata presentan una
evolucion, en estas fases iniciales del desarrollo, similar al de los embriones
humanos, por lo que pueden ser consideradas un buen modelo de estudio. En
el futuro, esta similitud embriolégica serda til para realizar estudios de
regeneracion tisular, entender el crecimiento anormal glandular y profundizar
en la etiopatogenia y tratamiento de los tumores glandulares, abriendo nuevos

horizontes en la investigacion clinica.
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INTRODUCCION:

Desde el siglo pasado, las glandulas salivares sublinguales han sido motivo de
controversia y se han ido dejando apartadas de las investigaciones sobre su
origen y posterior desarrollo, centradas mas en las glandulas parétida y
submandibular. Numerosos autores han analizado el desarrollo de éstas dos
ultimas, estando bien definidas sus etapas de desarrollo, anatomia, histologia y
factores que influyen en su morfogénesis. La poca literatura y estudios
cientificos que existen hacen referencia a la glandula sublingual en estudios
mas extensos relacionados siempre con la glandula submandibular.

Una de las primeras referencias bibliograficas sobre estas glandulas data de

1679, en un discurso pronunciado por Rivinius (1679) sobre la dispepsia.

Generalidades de las glandulas salivares mayores en adultos

Las glandulas salivares juegan un papel importante en los mamiferos, y ayudan
en el proceso de digestion y fonacion. Existen tres pares de glandulas salivares
principales: dos en intima relacién con la cavidad oral, la glandula
submandibular y la glandula sublingual, y otra que se desarrolla méas alejada
entre el maxilar y la mandibula, la glandula parétida. Contribuyen
aproximadamente a producir el 90 % de la saliva. lgualmente, existe un nimero
muy alto de pequefas glandulas (entre 600 y 1000) salivares menores
repartidas por toda la cavidad oral (labios, paladar, mucosa yugal, lengua),

cuyo tamafno no excede de los 5 mm.
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La funcion principal de las glandulas salivares es producir saliva. Se componen
principalmente de agua ( 99%) y de enzimas, glicoproteinas e iones, esenciales
para mantener la homeostasis oral. A parte de la a- amilasa que contribuye a la
digestion, la saliva también contiene calcio y fosfato para mantener la salud
dental, lisozimas, ribonucleasa, prolina, histatinas e inmunoglobulinas A que
ayudan a crear una barrera protectora para las mucosas frente a agentes
bacterianos y micéticos. (Cannon K,2015; Orts Llorca,1972; Holsinger,2007;

Johns,1977; Martinez-Madrigal,1989).

Las glandulas salivares mayores comparten elementos estructurales comunes.
Estan formadas por un parénquima, el propio tejido secretor y un estroma,
tejido conectivo de soporte. (Holsinger, 2007)

Son glandulas exocrinas tubuloacinares, definidas histoldgicamente por ser
agregados de multiples subunidades secretoras. Estas unidades estan
compuestas por acinos, donde se produce la secrecién y un sistema de
conductos que transporta la saliva a la cavidad oral y regula la concentracion
de agua y electrolitos. Existen tres tipos de unidades secretoras: las serosas,
gue contienen proteinas como las amilasas; las mucosas, donde se secretan
sialomucinas, glicoproteinas con cadenas de carbohidratos que contribuyen a
la viscosidad de la saliva; y las mixtas que se conforman de células serosas y
mucosas. Atendiendo al predominio de cada poblacion celular, las glandulas
salivares se clasifican en tres categorias: serosas, mucosas y mixtas. El
sistema ductal va a aumentando progresivamente de calibre y se compone de

conductos intercalados y estriados que son intralobulares y son considerados
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como conductos secretores por su actividad metabdlica. Los otros conductos
son interlobulares y con capacidad excretora. ( Martinez-Madrigal,1989; Johns,
1977)

Las células mioepiteliales se sitian entre las células epiteliales y la lamina
basal de los acinos y los conductos intercalares. La caracteristica principal es
la presencia de filamentos citoplasmaticos en la vertiente basal como
miofilamentos de actina, miosina y tropomiosina que permiten ejercer la
actividad contractil de estas células, acelerando el flujo de saliva y ayudando a
la actividad secretora a realizar su funcion. Igualmente, contribuyen a
estabilizar la glandula en periodos de hipersalivacion cuando se incrementa la

presién secretora (Tucker,2010; Murakami 1989).

I6bulo glandular

. conductos estriados
Acinos secretores

conductos intercalares & '

Esquema 1: Esquema representativo de la arquitectura glandular.
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Esquema 2: Sistema de conductos glandular. Holsinger FC (2007).

1. Anatomia e histologia de la glandula sublingual

Las glandulas sublinguales son las mas pequefias de las glandulas salivares
mayores, pesan entre 2 'y 4 gramos y son responsables de la secrecion del
3-5% del total de saliva disponible en la cavidad oral. Estan situadas a ambos
lados del suelo de la boca, recubiertas Unicamente por la mucosa oral. A través

de un sistema de doble drenaje, la saliva alcanza la cavidad oral a través de los
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conductos de Walther de manera directa al suelo de la boca en la zona de la
plica sublingualis, o de un conducto principal de Bartholin de manera indirecta
gue se abre al conducto de Wharton, conducto de drenaje de la glandula
submandibular y que acaba emergiendo a nivel de la caruncula sublingual (Orts
Llorca, 1972; Cecchini 2013; Nagler 2003).

La glandula sublingual se define como una glandula tubuloacinar, de secrecién
mixta pero predominio mucoso, con muchos acinos mucosos y algunas
semilunas serosas. Los acinos estan compuestos de células mucosas
localizadas en el centro y semilunas serosas localizadas mas perifericamente.
Contiene unos conductos intercalares y estriados muy cortos, en comparacion
con las otras glandulas salivares mayores. Los conductos estriados estan
formados por un epitelio simple columnar y los conductos interlobulares por un
epitelio estratificado columnar, rodeados de tejido conectivo (Martinez-Madrigal

1989; Denny 1997)

Esquema 3: Morfologia de los conductos secretores en la glandula parétida (a),
glandula submandibular (b), glandula sublingual (c). Nétese el tamafio discreto

de los conductos secretores en la ultima. Martinez-Madrigal (1989).
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La glandula descansa en un plano submucoso donde forma un leve relieve, y
esta situada superior al musculo milohiodeo. Lateralmente, se encuentra la
cara lingual mandibular y a este nivel, la mandibula presenta una depresion
llamada fossa sublingualis. La cara interna o medial se apoya sobre el musculo
geniogloso y tiene relaciones con el conducto de Wharton, el nervio lingual y la
vena ranina. El extremo posterior estd muy cerca o llega a contactar con el
proceso sublingual de la glandula submandibular, mientras que el extremo
anterior se encuentra a cada lado del frenillo lingual. La mayoria de los autores
coincide en que tiene Unicamente un recubrimiento mucoso superior (Orts

Llorca,1972; Holsinger 2007).

Desde los estudios de Paulov a principios del siglo XX, la funcion glandular ha
sido relacionada con el aporte neuronal, hasta el punto que la ablacion del
sistema nervioso provoca una atrofia glandular y como consecuencia el cese
de la produccioén salivar. De la misma manera, se ha relacionado el sistema
nervioso autdbnomo con el desarrollo glandular, ya que se ha observado en
ratones que al extirpar las ramas nerviosas autbnomas las glandulas se atrofian

y acarrean defectos congénitos en su desarrollo (Proctor 2007; Ferreira 2013).

El sistema nervioso autbnomo se encarga de la regulaciéon del sistema
glandular corporal. Tanto el sistema simpatico y parasimpatico inervan la
glandula sublingual. La inervacion parasimpética ocurre a través de las fibras
parasimpaticas transportadas por el nervio facial. Las fibras preganglionares

parasimpaticas nacen del nucleo salival superior en el puente troncoencefalico
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y a través del nervus intermedius pasan al conducto auditivo interno para
unirse al nervio facial (VII par craneal). Las fibras son transportadas por el
nervio cuerda del timpano a la mastoides y penetran en la fosa infratemporal.
En ésta, las fibras preganglionares se unen al nervio lingual (rama del nervio
trigémino), que conduce las fibras para que sinapten con el ganglio
submandibular. Pequefias ramas postsinapticas abandonan el ganglio para
inervar la glandula submandibular y sublingual y estimular la secrecion
seromucosa y mucosa, respectivamente (Ferreira y Hoffman 2013; Cannon

2015).

Diversos estudios demuestran la presencia de fibras aferentes de centros
cardiacos y respiratorios que convergen en las fibras preganglionares
parasimpaticas y tienen como funcion la regulacion del flujo sanguineo y la
secrecion salivar, a través de las células mioepiteliales probablemente.

Los centros primarios simpaticos estan localizados en los segmentos
superiores toracicos de la médula espinal. Desde el ganglio toracico, el tronco
paravertebral simpético lleva las fibras preganglionares para que sinapten con
el ganglio cervical superior. Las fibras postganglionares emergen del ganglio
cervical para inervar las regiones cervicales y craneofacial. Las fibras
simpaticas alcanzan las glandulas salivares a través del plexo de la arteria
cargtida externa y sus ramas, incluidas la facial. Desde el plexo, las fibras
postganglionares simpaticas se dirigen hacia las glandulas salivares mayores

(Ferreira y Hoffman 2013).
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Esquema 4: Aporte simpatico y parasimpatico de las glandulas salivares

mayores. En rojo, sistema nervioso parasimpatico y en azul, sistema nervioso

simpatico. Ferreira y Hoffman (2013).

El aporte sanguineo esta asegurado por la arteria sublingual y submental,

ramas de la arterial lingual y facial respectivamente. Todas son ramas de la

arteria cardtida externa. El sistema venoso esta compuesto por venas que

discurren paralelas al sistema arterial y llevan el mismo nombre. Los ganglios
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encargados del drenaje linfatico sublingual son los ganglios submandibulares

(Orts Llorca 1972).

2. Desarrollo y embriogénesis de la glandula sublingual

En la literatura cientifica, la mayoria de las referencias bibliograficas versan
sobre la glandula submandibular. Segun Tucker (2007), las tres glandulas
salivares mayores parecen seguir el mismo patron morfogenético de desarrollo

aunque cada una de ellas inicie su formacién en un momento diferente.

La embriogénesis puede clasificarse en funcién de la edad, el tamafio o las
caracteristicas morfologicas del embrion. Los estadios o etapas de Carnegie

( EC) fueron definidos por O’Rahilly y Mller en 1987, permitiendo clasificar las
muestras embrionarias de manera mas precisa, aunando los tres criterios
anteriormente descritos (O’Rahilly, Muller, 2010)

A continuacién, se enumeran todos los 23 estadios de Carnegie para que nos

sirva de guia en la posterior descripcion de los embriones:
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Etapa Carnegie Dias Tamafio Caracteristicas
embrionario | morfoldgicas
humano

Etapa 1 1 dia 0.1 a 0.15 mm | Fase de cigoto (6vulo

fertilizado)

Etapa 2 2 a 3 dias 0.1a 0.2 mm |Fase de Mérula

Etapa 3 4 a 5 dias 0.1a 0.2 mm |Fase de blastocito

Etapa 4 5 a6 dias 0.1a0.2mm | Fase de implantacion

Etapa 5 7 a 12 dias 0.1 a 0.2 mm | El blastocito se

adhiere fuertemente
al endometrio

Etapa 6 13 a 15 dias 0.2 mm Aparace el

mesodermo

Etapa 7 15 a 17 dias 0.4 mm Fase de gastrulacion:

ectodermo,
mesodermo y
endodermo

Etapa 8 17-19 dias lalb5mm Desarrollo de la

médula espinal

Etapa 9 19-21 dias 1.5a2.5mm | Inicio estructura de

cerebro y corazon

Etapa 10 22-23 dias 2a3.5mm Fusion celular en la

meédula espinal

Etapa 11 23-26 dias 25a4.5mm | Tejido 6seoy

vertebral

Etapa 12 26-30 dias 3a5mm Tubo neural ( SNC)




Etapa 13

28-32 dias

4a6mm

Yemas de extremidad
inferior, estructuras

organicas

Etapa 14

31-35 dias

5-7 mm

Estructuras ojo y oido

Etapa 15

35-38 dias

7-9 mm

Esbozos de
miembros, brazos
especialmente,

estructura nasal

Etapa 16

37-42 dias

8-11 mm

Surco nasolagrimal,

areas pies y manos

Etapa 17

42-44 dias

11-14mm

Dedos en manos y
pies, cerebro se

desarrolla.

Etapa 18

44-48 dias

13-17 mm

Formacion de huesos

Etapa 19

48-51 dias

16-18 mm

Codos y dedos de los
pies visibles,
estiramiento de
tronco. Cadera y

rodilla

Etapa 20

51-53 dias

18-22 mm

Flexura del codo.

Etapa 21

53-54 dias

22-24 mm

Brazos y piernas

giran hacia dentro.

Etapa 22

54-56 dias

23-28mm

Parpados, Conducto
auditivo externo,
trago y antitrago,

tabique nasal




Etapa 23 56-60 dias 27-31 mm Paso a feto.

Tabla 1: Etapas de la embriogénesis. (O'Rahilly 2010y | Desarrollo facialy

craneal.

El desarrollo de la glandula sublingual ha sido estudiado poco en profundidad y
ha creado cierta controversia entre los anatomistas clasicos. La mayoria de las
referencias a esta glandula se engloban dentro de estudios mas amplios
referentes a la glandula submandibular.

En un discurso pronunciado en 1679, Rivinius sefiala la existencia de un
conducto excretor independiente al conducto de Wharton, que circula sobre él.
Pocos afios después, en 1685, Bartholin describe el conducto de drenaje de la
glandula sublingual en estudios llevados a cabo en ternero, ovejay 0so y se
atribuye a si mismo el descubrimiento. Es mas tarde, en 1909, cuando Poirier
asegura que la glandula sublingual es una aglomeracion de glandulas
independientes, de 12 a 15, cada una con su canal excretor.

Testut (1914), en uno de sus célebres escritos de anatomia, asegura que del
surco paralingual interno deriva la glandula submandibular y del surco
paralingual externo las glandulas sublinguales principales y accesorias. De
hecho, este autor junto a Torneaux (1921), Brachet (1935), Celestino da Costa
(1948), Dubrevil (1956) y Giroud (1960), describen que la glandula sublingual
sigue un desarrollo similar al de la glandula submandibular, es decir, mediante
una invaginacion del estomodeo en el mesénquima del suelo de la boca.
Diversos autores en el contexto del andlisis de las glandulas salivares mayores,

sefalan el origen de la glandula sublingual a partir de la 82 semana de
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desarrollo. Aseguran autores como Alcala-Santaella (1929), Sudler (1902) y
Chievitz (1885) que a la 72 semana no hay sefiales de la glandula, y otros
menos concretos como Chiarugi (1940), Genis (1969) o Moore (2013) no fijan
la fecha y sefialan que su aparicion es mas tardia que la de la glandula
submandibular. Churchill (1914) afina mas y sefiala que en embriones de 24
mm ya se ven los primeros elementos que esbozan la glandula. Todos
coinciden en que la glandula sublingual es la glandula salivar mayor que mas
tarde se desarrolla.

Bornet (1963), asegura que el conducto sublingual esta contenido dentro de la
misma vaina fibrosa que el conducto de Wharton y deduce que el origen de las
dos glandulas es similar.

Dozin (1965) afina mas y menciona que la glandula sublingual surge a partir de
la vertiente lateral del surco paralingual medial.

Orts Llorca (1972) y Velazquez-Santana (1952) definen tres estrias o surcos en
el suelo del estomodeo o boca primitiva, y mas concretamente en la region
alveolo-lingual: estria medial, intermedia y lateral que representan
respectivamente las areas prospectivas de las glandulas submandibular,
sublingual mayor y sublingual menor.

Velazquez-Santana (1952), en su Tesis Doctoral sobre la morfologia de la
glandula submandibular, aporta datos sobre la glandula sublingual mayor y
menor. La mayor deriva de la estria media y la menor de la estria lateral.

Orts Llorca (1972) afirma que la parte interna de la glandula procede de una

evaginacion de la estria medial y su porcion de origen se fusiona con el
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conducto excretor de la glandula submandibular para desembocar juntos en la
papilla salivariis sublingualis. A esta porcion glandular, se le denomina glandula
sublingual mayor y a su conducto, conducto de Bartholin. La parte externa de la
glandula sublingual procede de la estria lateral, constituyendo un nimero
variable de pequefas glandulas salivales (5-15) cuya porcion glandular se
denomina glandula sublingual menor. Los conductos excretores, llamados de
Walther, desembocan en el suelo de la boca por fuera de la papilla salivariis
subligualis.

Young y Van Lennep (1978) dividen en cinco fases el desarrollo glandular
sublingual y sugieren que estas fases estan influenciadas por la interaccion
entre mesénquima y epitelio:

Formacién de un brote inicial

- Elongacion del cordon celular
- Ramificacion
- Canalizacién del cordén y de los l6bulos

- Diferenciacion morfoldgica y funcional de los conductos y acinos.

Moore (1975) describe que las glandulas sublinguales aparecen un poco mas
tarde que las otras y se desarrollan como yemas multiples endodérmicas en el
surco paralingual. De estas yemas surgen una serie de conductos sdlidos con
extremos redondeados. Mas adelante, desarrollan luces en el interior y los
extremos se transforman en acinos.

Serrano (1983), en su tesis doctoral sobre el desarrollo de la glandula

submandibular, aclara unos conceptos sobre la vecina glandula sublingual:
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lateral al surco paralingual medial, aparece otro que denominan surco
paralingual lateral entre los que existen diferencias, siendo el medial el que
adquiere una mayor diferenciacion celular. A esta area prospectiva del suelo de
la boca, le apoda liston mandibulo-lingual. Serrano aboga por la siguiente
secuencia: conforme crece el surco paralingual medial, queda incorporado a él
la condensacién paralingual lateral, desapareciendo el surco paralingual lateral

e incorporandose al proceso de invaginacion del epitelio submandibular.

En cuanto a la presencia de la capsula glandular, existen ciertas diferencias
entre los autores. Moral (1915), concluye que la glandula sublingual no posee
ninguna capsula independiente. En cambio, Fishel (1929) expresa que la
capsula embrionaria se forma por un estimulo del epitelio y Johns (1971)
menciona que el mesénquima se condensa para crear un esbozo capsular en
forma de tejido conectivo comun para todas las glandulas sublinguales, y que
cronoldégicamente aparece antes en la glandula submandibular y sublingual que
en la glandula parétida. Moore (1975) describe que la capsula glandular deriva
del mesénquima circundante.

En su Tesis Doctoral, Rodriguez Vazquez MC(1987), describe un anlage
capsular independiente y propio para el esbozo de la glandula sublingual, a

partir del inicio del periodo fetal.
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El origen del epitelio es otro elemento de controversia y se debate si el origen
es del ectodermo o endodermo. Las discrepancias sobre qué porcion exacta
del epitelio oral contribuye a iniciar la formacion de las glandulas salivares se
justifica por la dificultad en discernir donde se encuentra exactamente la union
gue separa el endodermo del ectodermo (Johns, 1977)

Moore (2013) en su libro comenta que las glandulas sublinguales se
desarrollan a partir de multiples yemas epiteliales endodérmicas, en el surco
paralingual. Coincidiendo con él, Martinez Madrigal (1989) asegura que el
parénquima glandular parece derivar del endodermo. En la misma linea,
Schoenwolf (2014) en el libro Larsen’s Human embryology defiende la hipétesis
endodérmica.

Sin embargo, Johns (1977) generaliza y establece el origen de las glandulas
salivares mayores en el ectodermo, menos la glandula parétida que la sitia en
el endodermo. Aun asi, deja abierto el debate y sugiere realizar mas
investigaciones para esclarecer el origen, ya que la presencia de glandulas
sebaceas en la pardtida sugieren un origen ectodérmico.

Dubrevil (1929) considera que las glandulas salivares derivan del epitelio bucal
ectodérmico.

Chi (1996) tiene ciertas dudas sobre el origen epitelial de la glandula
submandibular y sublingual, pero asegura que son de origen ectodérmico
probablemente, al contrario de lo que ocurre con las glandulas menores

linguales que, sin duda, derivan del endodermo.



INTRODUCCION 43

Mas recientemente, el uso del rastreo genético usando marcadores especificos
ha ayudado a esclarecer el origen embriol6gico de muchas células, incluidas
las de origen salivar. El mesénquima y los nervios tienen un origen en la cresta
neural, como indica su marcaje con Wnt1-Cre, en un estudio de Jaskoll (2003).
Rothova (2012) intenta esclarecer la duda sobre la contribucion del endodermo
a la formacién de los tejidos de la cavidad oral. Con unos marcadores (Sox
17-2A-iCre/R26R), en ratones, las células progenitoras endodérmicas son
rastreadas y se valora la presencia de endodermo en dientes, glandulas y
papilas gustativas. Concluyen que no hay rastro de células endodérmicas en
las glandulas salivares ni en los dientes mientras que en las glandulas menores
de la lengua si se puede confirmar el origen endodérmico. Sugieren, por lo
tanto, un origen ectodérmico.

Patel (2014) hace referencia en su articulo investigando posibles vias de
regeneracion salival que, en modelos animales y humanos afectos de
ectodisplasias (afectan especificamente a érganos ectodérmicos), muestran
glandulas aberrantes, aludiendo a su origen ectodérmico. Asegura que son
necesarios mas estudios en profundidad con un marcador especifico
ectodérmico para confirmar esta hipotesis.

A pesar de esta controversia, Tucker (2007) en su libro sobre las glandulas
salivares, afirma que las glandulas mayores estan reconocidas como érganos
ectodérmicos junto a otras glandulas exocrinas como la glandula mamaria, las
glandulas sudoriparas y sebaceas, y 6rganos como los dientes, el pelo o las

ufias. Como todo 6rgano ectodérmico, se origina de dos tejidos adyacentes
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pero de distinto origen, el epitelio y el mesénquima, que continuamente entran

en una relacion reciproca, secuencial y constante a nivel biolégico y molecular.

Para tener una aproximaciéon mas certera de lo que ocurre en humanos, la tesis
de Rodriguez Vazquez MC (1987) sirve como perfecta descripcion y
actualizacion del desarrollo de la glandula sublingual. Mediante el estudio de
28 embriones y fetos humanos de la Embrioteca del Departamento de
Anatomia Humana de la Facultad de Medicina de Granada , describe el
periodo embrionario y fetal hasta las 14 semanas, para aportar datos sobre
esta glandula poco estudiada y que hasta el momento consideramos ser la
mejor referencia bibliografica para describir el horario morfogénico de esta
glandula.

Los embriones y fetos tienen una edad que oscila entre los 48 dias y 14
semanas y una longitud entre los 17 mm y los 117mm.

La primera descripcion que se realiza del esbozo de la glandula sublingual es a
finales del estadio 21 de O’Rahilly en un embrién de 23 mm, donde se
visualizan unas pequefias crestas epiblasticas glandulares que se originan a
partir del area prospectiva sublingual y que se invaginan en el mesénquima.
Sirven para originar el primordio de la glandula sublingual mayor.

En el estadio 22 (24,5 mm), existe la yema o brote epiblastico que esboza la
glandula sublingual mayor junto a un pequefio cordén solido. Junto a esta
glandula, mas lateral, surge el eshozo de glandula sublingual menor,

considerandose una de las apariciones mas precoces que se conocen de esta
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pequefia glandula. El area prospectiva sublingual adopta una formay tiene un
espacio mas definido, mientras que la glandula submandibular estd mas
avanzada y esta en su periodo de arborizacion. En embriones de 27, 28, 29, 30
mm, menciona que el desarrollo de la glandula sublingual parece “entretenido”
y no avanzar rapido. Destaca que no parece presentar ningun signo de
engrosamiento capsular. Entrando en el periodo fetal temprano (82 semana),
en fetos de méas de 40 mm, el desarrollo contina dando lugar a la arborizacién
glandular. Aparecen los botones secundarios glandulares sélidos y surgen
multiples pequeias glandulas sublinguales menores. En fetos de 50 mm, se
evidencia un mayor desarrollo de la glandula mayor, con mas arborizacion,
luces intracanaliculares y septos interlobulillares. La glandula sublingual menor
parece ser mas lenta en su desarrollo. Més alla de los 60 mm, la unidad
anatémica de la glandula sublingual tal y como la conocemos en el adulto
parece una realidad. Es la suma de glandula sublingual mayor y menor.

En un feto de 90 mm, asegura que desde el punto de visto citoestructural la
glandula submandibular y sublingual son superponibles. En este punto, existe
una arborizacion considerable y se evidencian los nervios que parten del
ganglion sublingual. Al estar en la vecindad de la glandula submandibular, se
puede facilmente confundir el polo posterior de la glandula sublingual con la
porcion sublingual de la glandula submandibular. Finalmente, a las 14 semanas
(113 mm), la glandula sublingual emula en miniatura a la glandula sublingual

del adulto.
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3. Modo v causas del desarrollo glandular salivar

Las tres glandulas salivares mayores tienen estructuras histolégicas muy
distintas pero comparten mecanismos comunes en el desarrollo embrioldgico
siguiendo el patron de morfogénesis en ramificacion (Denny 1997). La
organogénesis implica coordinacién entre células, proliferacién celular,
diferenciacion, migracién, apoptosis e interaccion epitelio-mesénquima-

endotelio-nervio (Knosp 2012).

Interaccion epitelio-mesénquima: estudios clasicos

La formacién y desarrollo completo del complejo sistema de las glandulas
salivares necesita de una perfecta conjugacion entre el epitelio y el
mesénquima, en el cual se invagina, al igual que una coordinacion entre
células endoteliales, neuronales y linfaticas, que promueven la proliferacion, la
supervivencia, la apoptosis, el recambio celular, la adhesion y la movilidad
celular. El papel del endotelio y el sistema linfatico no esta bien estudiado y en
la actualidad los estudios se centran en el papel esencial del contacto epitelio-
mesénquima y del epitelio-tejido neuronal. La glandula submandibular es el
modelo ideal para realizar este tipo de estudios puesto que sus componentes

epitelial, mesenquimal y neuronal pueden ser separados independientemente
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para facilitar su estudio de manera individual o recombinandolos con otras
extirpes celulares (Tucker 2007).

Los estudios modernos han ido encaminados a determinar de qué manera los
embriones son capaces de generar glandulas para utilizar estos mismos
mecanismos en las terapias regenerativas tisulares y asi posibilitar el recambio

de una glandula enferma, atréfica o tumoral (Denny 1997, Patel 2006)

Epithelium

Blood vessels Basement membrane

Nerves

Esquema 5: Interacciones del epitelio (rojo) con tejido neuronal (Tubb3),
endotelio (Pecam), y membrana basal (Perlecan) que regulan la ramificacion
glandular en las glandulas submandibular (SMG) y sublingual (SLG). Patel y

Hoffman (2014).

En este sentido, comienza Borghese (1950) a investigar sobre las causas del

desarrollo glandular mediante estudios in vitro en ratones ( Mus musculus) en
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los que las glandulas salivares son explantadas y porteriormente estudiadas in
vitro. Este estudio es el que proporciona el sustrato basico para las futuras
investigaciones. En su discusion, comenta que el desarrollo global in vitro es
muy similar a lo que ocurre en el embrion normal, aunque existen ciertas
diferencias: cuando las yemas son explantadas en una etapa mas prematura
su desarrollo se ve enlentecido. Esto lo demuestra objetivando que in vitro a los
4 0 5 dias se han formado solamente una docena de brotes, mientras que una
glandula de caracteristicas similares produce miles de acinos in vivo.

Sin embargo, un desarrollo mas normal se obtiene cuando se explantan las
glandulas que ya han producido 4-10 brotes epiteliales en el momento de la
explantacion. El desarrollo en este caso es practicamente normal in vitro. En
estadios mas avanzados aun, cuando la glandula tiene varios brotes, la
glandula in vitro contindia ramificandose copiosamente, produciendo una
secrecion mucosa normal. Los conductos excretores y los acinos se
encuentran mas dilatados. Otra conclusién a la que llega es que las glandulas
submandibular y sublingual se desarrollan mas corrientemente si se explantan
juntas con una cpsula Unica que cuando se separan y disecan aparte. Refiere
como ultima conclusién en su articulo original que su trabajo apoya la teoria de
Heidenhain (1920) que afirma que existe una unidad morfologica glandular
terminal, que repetidamente se divide y forma un arbol glandular.

Otro estudio clasico del desarrollo embrioldgico glandular es el de Grobstein
(1953). Sostiene la teoria de que el mesénquima de tipo salivar es el Unico que
proporciona un sustrato adecuado para un patron de ramificacion normal del

epitelio. Este estudio se considera el mas representativo, ilustrando la
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especificidad mesenquimal en las etapas del desarrollo embriolégico y que
posteriormente, con las mejoras en las técnicas de laboratorio y de
inmunohistoquimica, han inspirado estudios mas modernos que se han
centrado en como el mesénquima ejerce su influencia en el patron de

desarrollo epitelial (Quiros 2015).

En los afios 70, se realizan estudios sobre recombinacion tisular heterotépica,
donde el mesénquima de las glandulas salivares es recombinado con epitelio
de otras zonas: Lawson (1972) aporta epitelio parotideo, Sakakura (1976) con
epitelio mamario, Tyler y Koch (1977) con epitelio palatino destinado a
convertirse en epitelio oral y nasal. La conclusién que generan estos estudios
es que el mesénquima glandular submandibular fuerza al epitelio a seguir un
patrén de ramificacion similar al glandular, manteniendo cada epitelio su tipo de
citodiferenciacion. Igualmente, demuestran que el resultado de la
recombinacién es muy dependiente del estadio en el que se realice.

Existen estudios que indican que la diferenciacion celular sigue un camino
diferente del proceso de ramificacion, sugiriendo que existen unos mecanismos
reguladores diferentes para cada proceso (Tucker 2007).

Aunque el patron de morfogénesis en ramificacion puede verse modificado por
el mesénquima, la citodiferenciacion de las células epiteliales no se puede
alterar en muchos casos. Lawson (1972) utiliza mesénquima submandibular de
rata y lo combina con epitelio parotideo de rata, y observa que el epitelio
contindia secretando amilasa en los acinos serosos, en vez de acinos mucosos,

como deberia de ser en la glandula submandibular de rata.
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En las recombinaciones realizadas entre epitelio de glandula mamaria y
mesénquima glandular, se observa que el patron de ramificacion es el
glandular pero el epitelio sigue la via mamaria y es capaz de secretar proteinas
lacteas cuando se estimula (Sakakura 1976).

Sin embargo, estos estudios establecen una limitacion: el resultado puede ser
variable en funcién del tipo celular utilizado y del momento de la
recombinacién. Asi, Kusakabe (1985) recombina el epitelio hipofisario
temprano (8,5 dias) con mesénquima glandular y describe que desarrollan una
morfologia glandular y una secrecion de amilasa. Sin embargo, el epitelio
hipofisario mas tardio no tiene esta flexibilidad.

Asimismo, mediante la recombinacion se puede evaluar la influencia sobre la
arquitectura glandular, ademas del patron de ramificacion y de la
citodiferenciacion, como ya hemos visto. Cuando se recombina el epitelio
pulmonar con mesénquima glandular, el epitelio pulmonar pierde su polaridad
caracteristica, empieza a colapsarse y desaparecen las luces, sugiriendo un
control del mesénquima sobre la integridad arquitectonica del epitelio (Tucker

2007).

Cutler (1977, 1980, 1973, 1974, 1991) relata que las interacciones entre el
epitelio y el mesénquima no soélo son necesarias para el desarrollo de las
glandulas salivares, sino de otros tejidos como la piel, los dientes, la glandula
mamatria, el timo, el tiroides, el pancreas y otros. Sin embargo, por aquella
época se desconocian la mayoria de los mecanismos de interaccién que hoy

en dia estdn mas esclarecidos.
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En 1980, demuestra que el epitelio de la glandula submandibular de rata en el
dia 16 (etapa de ramificacion precoz) es capaz de diferenciarse en ausencia de
mesénquima, mientras que los del dia 15 (sin ramificacion) no lo eran. En este
periodo de tiempo, demuestra igualmente que existen unas uniones verdaderas
entre el mesénquima y las células epiteliales del brote invaginado, y que este
tipo de interacciones tiene una duracion de 2 dias Unicamente y ocurre
exclusivamente en este momento del desarrollo (Cutler, 1980; Denny, 1997).
Redman y Ball (1978), describen estas uniones transitorias en la glandula
sublingual en un momento similar del desarrollo. Parece por lo tanto, que los
mecanismos que fijan el fenotipo celular se completan durante este periodo

corto de tiempo, antes que los que regulan el crecimiento morfogenético.

Wells (2013) demuestra mediante la recombinacion herelbloga tisular en
diferentes estadios del desarrollo de la glandula submandibular, que el epitelio
y el estroma poseen una capacidad reprogramadora intrinseca dependiente del
tiempo de desarrollo. La capacidad de inducir el desarrollo reside en el epitelio
y en el mesénquima salivar antes del estadio de 12, 5 dias. Sin embargo, méas
adelante, la informacion necesaria para conducir el desarrollo glandular esta

contenida Unicamente en el mesénquima glandular.

Las interacciones entre el epitelio y el mesénquima son necesarias para la
morfogénesis glandular pero Cutler también insiste, sobre el papel de la
interaccidn epitelio-mesénquima para la diferenciacion de la células secretoras

(Cutler, 1991) .
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En el momento en que la glandula en ramificacién forma una barrera epitelial
(15 dias), las células muestran los primeros signos de diferenciacion hacia
células productoras de proteinas, con un reticulo endoplasmatico rugoso
extenso, un complejo de Golgi muy activo y unos granulos de secrecion. En
este momento, mediante técnicas inmunohistoquimicas, se detectan las
primeras proteinas secretadas. Estos hallazgos aparecen en la glandula
submandibular hacia el dia 15 y contindan después del nacimiento para
diferenciarse definitivamente (Cutler, 1974). En la glandula paroétida, el
desarrollo es mas lento y los primeros granulos de secrecion aparecen un dia
después del nacimiento (Redman y Sreebny, 1971). Cutler asegura que los
contactos directos que se establecen entre el epitelio y el mesénquima juegan
un papel esencial iniciando la secuencia de eventos que permiten la
adquisiciéon de la capacidad secretora de las células. Cuando se separa el
epitelio salivar del mesénquima antes de establecerse los contactos celulares
directos entre el epitelio y el mesénquima, la diferenciacion de las células
secretoras no ocurre. Sin embargo, si las células epiteliales son separadas del
mesénquima y cultivadas, después de que los contactos hayan existido, la
mayoria de las células desarrollan la actividad secretora. En esa diferenciacion
hacia células secretoras, hace hincapié en el papel de la membrana basal y la

matriz extracelular (Cutler 1980, 1991).

Kashimata y Gresik (1996) establecen una serie de requisitos para que el
proceso de morfogénesis en ramificacion glandular se haga efectivo. En primer

lugar, refieren que la ramificacion del espécimen es directamente dependiente
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de la cantidad de mesénquima subyacente y que solo se produce si este
mesénquima esta vivo. La matrix extracelular y la existencia de una membrana
basal son fundamentales y la ramificacion requiere de una participacion

exhaustiva del esqueleto epitelial, compuesto por actina fundamentalmente.

Desde los estudios de Cutler, el estudio de las relaciones epitelio-mesénquima
ha ido encaminado a descifrar las vias de sefalizacion molecular y los genes
gue estan implicados en el desarrollo de la glandula submandibular. Se han
identificando multiples factores y cascadas de sefializacion liberados por el
mesénquima, cuyos receptores se encuentran en la membrana plasmatica del
epitelio, que facilitan la interaccion epitelio-mesénquima. Todas las vias de
sefalizacion convergen para regular los fendmenos morfogenéticos que
ocurren en el desarrollo de las glandulas salivares.

Todas las glandulas exocrinas y otros érganos como el pulmon o el rifion
siguen un patrén de desarrollo similar basado en una morfogénesis en
ramificacion. El analisis ex vivo de las glandulas salivares submandibulares del
embrion de rata es una herramienta potente para investigar los mecanismos
moleculares que intervienen en la ramificacion glandular (Denny 1997; Patel,

2006; Gresik, 2009; Harunaga 2011).

Factores mesenquimales implicados en el inicio del desarrollo
En los estadios iniciales de la formacién glandular, no estan todavia aclaradas

las sefiales que provocan que las células de la cresta neural migren para
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formar la condensacién mesenquimatica en el lugar apropiado, es decir, debajo
justo del epitelio oral (Tucker 2007). En cambio, se sabe que el mesénquima
aporta sefales que permiten que se inicie el desarrollo glandular. Al estudiar
unos ratones en los cuales se anulan genes como Fgf 10, Fgfr2b, Pitx1 y p63,
se observa una aplasia de las glandulas salivares y se deduce que estos genes

tienen un papel critico para iniciar la formacion glandular (Tucker 2007).

Factores mesenquimales implicados en la ramificacion o estadio

pseudoglandular

La proliferacion de los brotes en el proceso de ramificacion esta coordinada
por unos factores de crecimiento, principalmente localizados en los brotes mas
periféricos (Patel, 2006).

Uno de los mas estudiados e importantes es el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF). FGF es un factor de crecimiento que aumenta el indice de
actividad mitética y sintesis de ADN, actuando como factor de sefalizacién. 22
y 23 FGF han sido identificados en humanos y ratones, respectivamente.
Ejercen su funcion a través de una union especifica con sus 4 receptores con
actividad tirosin-kinasa (FGFR 1-4) y asi regulan multiples procesos celulares
como la proliferacién, la supervivencia, la apoptosis, la migracion, la
morfogénesis y el mantenimiento de células madre. Cuando se liberan los FGF,
necesitan del cofactor Heparan Sulfato (HS) para aumentar la afinidad en la

union FGF:FGFR (Cannon, 2015).
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Los ratones desprovistos de FGF10 y FGFR2B no desarrollan glandulas
salivares, lo que sugiere un papel crucial de FGF10:FGFR2b como sefializador
en el inicio de la formacion glandular ( Jaskoll, 2005; Patel 2006; Tucker, 2007;
Gresik, 2009; Yamada, 2016).

En cuanto al desarrollo de la ramificacién glandular y la proliferacién, los FGF
juegan un papel importante. FGF 7 y FGF 10 se unen al mismo receptor
FGFR2B. Steinberg (2005) establece un rol diferente a FGF 7y a FGF 10 en
ratones estimulados con ligandos FGFR2b. FGF 7 produce o estimula la
aparicion de brotes epiteliales mientras FGF10 induce la formacion de
estructuras ductales alargadas (Patel, 2006; Tucker, 2007; Patel, 2011). La
sefal producida por la union FGF10:FGFR2b parece amplificar la sefial de los
receptores FGFR, incrementando la transcripcién de FGFR1B, FGFR2B y
FGF1, necesarias para la proliferacion de los brotes terminales y su
diferenciacion (Wells, 2013). Patel (2006) sugiere que FGF 8 interviene en
estadios mas avanzados, ya que los ratones FGF8 - consiguen iniciar su
desarrollo pero tienen defectos en la diferenciacion y no pasan de un estadio
inicial. En estudios donde la expresion de FGFR1 y FGFR2 disminuye, se
observa una disminucién en la morfogénesis en ramificacion de la glandula.
(De Moerlooze, 2000; Hoffman, 2002; Steinberg ,2005).

El papel de los FGF en el desarrollo epitelial también ha sido objeto de
estudios. Eliminando el mesénquima, se eliminan los factores de crecimiento
endogenos y el epitelio experimenta una degeneracion. Una combinacion de

FGF 7 y de factor de crecimiento epidérmico (EGF) estimula el crecimiento
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epitelial en ausencia de mesénquima, en un estudio de Takahashi y Nogawa
(1991).

La proteina Sonic Hedgehog (Shh) participa en la morfogénesis en ramificacion
de los pulmones, rifiones y glandulas salivares. En los ratones Shh-, las
glandulas salivares detienen su crecimiento después del dia 14. Cuando se
afiade Shh a los cultivos glandulares, la ramificacidbn aumenta, mientras que
usando un inhibidor de Shh (ciclopamina) se observa una reduccién de la
proliferacion y la ramificaciéon. Este fenbmeno puede ser rescatado afiadiendo

FGF 8 (Jaskoll, 2004).

La unién de los FGF con sus receptores encadena una cascada de activacion
intracelular que da lugar a una activacion de la transcripcion y un aumento de
la expresion génica. Las vias de sefializacion incluyen PLC Y 1, PISK/PKB,
FRS2/Ras/MAPK, con efectos en el citoesqueleto, antiapoptosis, y
proliferacion, respectivamente (Lombaert, 2011). Por ejemplo, Koyama
demuestra que la inhibicion de PI3K provoca la disminucién de la morfogénesis

en ramificacion (Koyama, 2003).

Otra familia de factores de crecimiento, los factores de crecimiento derivados
de plaquetas (PDGF), modulan la sefal de los FGF. Mediante la sefial de
PDGF, los FGF 1, 3, 7 y 10, producidos por el mesénquima, se potencian.
Cuando se afiade PDGF exdgeno, se induce la expresion de FGF y la
proliferacion epitelial; mientras que la pérdida de la sefial PDGF provoca la

inhibicion de la expresion de FGF. Auln asi, el defecto de la morfogénesis
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causado por la inhibicion de los PDGF puede ser revertido afiadiendo FGF7 y

FGF10 exdgeno (Yamamoto, 2008).

La familia de la proteinas secretadas WNT forman parte de un grupo de
moléculas sefializadoras que juegan un papel crucial en las comunicaciones
célula-célula durante el desarrollo (Patel, 2011). La sefalizacion por la via WNT
esta muy presente durante el desarrollo de la glandula submandibular. Durante
los primeros estadios, estan localizadas en el mesénquima pero a partir del
estadio dia 14,5, se depositan en el epitelio de la region ductal. Haara
demuestra que la reduccion en la sefal de las WNT reduce la morfogénesis en
ramificacion glandular. En los brotes terminales, la sefializacion WNT esta
inhibida por la sefial FGF, a través del antagonista sFRP. Este hecho mantiene
los brotes terminales en un estado de indiferenciacién mientras que las

estructuras ductales siguen diferencidndose (Haara, 2011; Ryu, 2013).

La via de la ectodisplasina (Eda) esta implicada en la morfogénesis en
ramificacion glandular y pertenece a la superfamilia de los factores de necrosis
tumoral (TNF). Esta via tiene multiples funciones en el desarrollo glandular:
ramifiacion, formacién de luces y diferenciacion (Jaskoll, 2003; Haara, 2011).

Mas adelante detallamos un poco mas en relacion a la fase canalicular.

El factor de crecimiento epitelial (EGF) mediante su receptor EGFR (4

receptores) participa en el proceso de proliferacion durante la morfogénesis
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como demuestra el estudio en el que los ratones EGFR — tienen menos
proliferacion, ramificaciones y maduracién del epitelio (Haara, 2011). El
receptor EGFR esta muy presente en las estructuras ductales en desarrollo y
tanto el EGF como el factor de necrosis tumoral (TNF) pueden actuar como
ligandos. En la rata con anulacién del EGFR, los tejidos epiteliales son
anormales y mueren antes del 8° dia de nacimiento por los defectos causados
en los organos epiteliales. En la glandula submandibular sin EGFR, se
observan menos brotes terminales, pero sin diferencia en la maduracion de

esos brotes (Patel, 2006).

La superfamilia de los factores de crecimiento transformante (TGF 8) también
juega un papel crucial en la morfogénesis en ramificacion de las glandulas
salivares. Cuando se afiaden TGFs a cultivos de glandula, se observa un
incremento de la ramificacion, aunque no existan defectos glandulares en

ratones con deleccion de TFG B1, TGF B2 (Jaskoll 1999, 2002; Tucker, 2007).

Tucker (2007) también hace referencia a las proteinas morfogenéticas del
hueso (BMP), de tal manera que en el raton BMP7 - , el mesénquima esta
desorganizado y el tejido epitelial poco ramificado y con menos luces en su
interior. La ramificacion se inhibe por BMP 4, pero se estimula por BMP 7. Este
ultimo es capaz de rescatar la ramificacion en cultivos tratados con inhibidores
de FGF, indicando de nuevo el rol de promotor de la proliferacién y ramificacion

(Tucker, 2007; Patel, 2006).



INTRODUCCION 59

Patel en su extensa revision, hace alusion a otros factores implicados en la
morfogénesis en ramificacion como las activinas BA, y BB; gen p63,
manteniendo las células progenitoras necesarias para el desarrollo epitelial y la
morfogénesis; Six1; Pitx1; Interleukinas (IL-6) que aumenta el numero de

ramificaciones y brotes terminales (Patel, 2006.)

Factores mesenquimales implicados en la fase canalicular

El proceso de formacion de luz en el interior de los conductos , en la fase
canalicular, no esta bien aclarado, pero se propone que esta guiado por la
apoptosis de las células centrales ductales para dejar espacio a la luz. El
mediador de la apoptosis ha sido indentificado en esta zona como una
proteasas llamada caspasa 3. Las células mas periféricas que sobreviven a la
muerte celular programada expresan una proteina inhibidora de la apoptosis
(IAP), llamada survivina. Se ha demostrado que consigue inhibir eficazmente a
las caspasas y se encuentra en las glandulas salivares en las células de
revestimiento de las luces, actuando como una barrera para evitar la difusion
de la apoptosis (Tucker, 2007).

El equilibrio entre apoptosis y proliferacion se ha vinculado al Factor de
Necrosis tumoral (TNF), de tal manera que el receptor TNFR1 esta relacionado
con el lugar de la formacion de las luces y puede transducir sefiales tanto de

proliferacion como de muerte celular (Tucker, 2007).
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Otro factor que juega un papel en la formacion de luces, es el Shh, de la familia
de los péptidos hedgehog. La sobreexpresion de Shh provoca la formacion
prematura de luces en glandulas submandibulares de 14 dias (Hashizume A,

2006).

La via de la ectodisplasina es clave en el desarrollo de los 6rganos de origen
ectodérmico. La proteina ectodisplasina A (Eda) pertenece a la familia de los
factores de necrosis tumoral (TNF) y manifiesta su funcion mediante el receptor
Edar. En humanos, las mutaciones que afectan a la via Eda:Edar provocan una
displasia ectodérmica, con unas glandulas salivares disfuncionales, y glandulas
sudoriparas hipoplasicas. Eda se expresa en el mesénquima mientras que su
receptor Edar se encuentra en el epitelio glandular. En las glandulas donde la
proteina Eda estd mutada, se observan unas glandulas hipoplasicas, y las
mutaciones que afectan a Edar generan unas glandulas displasicas, sin acinos
ni luces. Eda estéa igualmente vinculado con la proliferacion de la ramificacion
glandular, ya que cuando se afiade Eda a cultivos de glandulas submandibular,
la ramificacion esta incrementada.

(Melnick 2000, 2009; Jaskoll, 2003; Harunaga, 2011; Haara 2009, 2011)
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Factores de la matriz extracelular y la membrana basal implicados

en la fase de desarrollo pseudoglandular y ramificacion

La membrana basal es un fina capa de la matriz extracelular que separa el
epitelio del mesénquima subyacente. La matriz extracelular es una malla de
proteinas fibrilares y no fibrilares y cadenas de glucosaminoglicanos donde
lipidos, enzimas y factores de crecimiento estan entremezclados y cohabitan en
continto recambio (Tucker, 2007).

Al separar el epitelio glandular del mesénquima por un filtro in vitro, el epitelio
de la glandula se desarrolla escasamente. En cambio, se si interpone un
sustituto de la membrana basal, Matrigel, la morfogénesis en ramificacion
glandular retoma su via habitual (Takahashi, 1991).

La membrana basal que rodea el epitelio contiene un nimero muy elevado de
moléculas como los glucosaminoglicanos (GAG), colageno Yy fibronectina,
integrinas, lamininas, etc, que permiten realizar las interacciones celulares con
la matriz extracelular (Patel, 2006).

Los GAG se acumulan en los lugares donde el epitelio crece rapidamente y
donde se produce la ramificacion. En el estadio inicial, el Condroitin Sulfato
(CS) es el glucosaminoglicano mas preponderante, pero es remplazado por el
Heparan Sulfato (HS) cuando progresa la ramificacion y la maduracién
(Banarjee, 1977). En cultivos de glandula submandibular, el CS exdgeno o su

inhibidor (condrointinasas) no afectan a la ramificacién. Por otro lado, si se
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elimina el HS se inhibe la ramificacién (Thompson y Spooner, 1983; Nakanishi,
1993).

Los estudios de Grobstein mostraron, entre otros resultados, que el coladgeno
circundante a los conductos y en las hendiduras epiteliales estaba implicado en
la ramificacion. El colageno tipo | y Il se acumulan preferentemente en las
hendiduras epiteliales y su degradacion con colagenasas provoca la inhibicion

de la ramificacion (Grobstein y Cohen, 1965).

La fibronectina es otra proteina presente en el mesénquima durante el
desarrollo de la glandula submandibular. Se considera una proteina esencial en
los primeros estadios del desarrollo submandibular y sublingual, 12,5 dias,
para el desarrollo de las hendiduras epiteliales. La inhibicién de la fibronectina
con anti a5 o anti B 2 integrina disminuye la formacion de las hendiduras y de la
ramificacion. Los diferentes estudios sobre la fibronectina parecen concluir que
ésta puede ser una molécula sefializadora para la matriz extracelular y el
colageno para que se acumulen en el lugar de las hendiduras (Sakai, 2003;

Kumagai, 2003)

Las lamininas es otro elemento que pertenece a la lamina basal. La
laminina-111 y la laminina-511 juegan un papel importante en los momentos

iniciales del desarrollo (Patel, 2006).
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La reestructuracion y recambio de la matriz extracelular corre a cargo de las
metaloproteasas (MMP) mediante la escision de las proteinas y fibras de la
matriz como el colageno, fibronectina, lamininas, Heparan sulfato, etc. Un
incremento del nimero de hendiduras puede observarse tras usar un inhibidor

de las metaloproteasas (Simian, 2001).

Las integrinas y las cadherinas son moléculas de adhesion celular, que
participan en el desarrollo glandular. Las cadherinas median la adhesién célula-
célula por sus dominios extracelulares entre células, mientras que sus dominios
intracelulares interactian con cateninas, que unen las cadherinas al
citoesqueleto. La a6 integrina esta localizada en la superficie basal epitelial y
su inhibicion deriva en una regresion de la ramificacién. Su expresion esté

regulada por los niveles de EGF, vistos anteriormente (Tucker, 2007).

La importancia de la capacidad contractil de la actinamiosina es imprescindible
para la migracion celular y se sabe que los filamentos de actina estan
implicados en la ramificacion salivar (Spooner, 1972). La inhibicion de Rho
Kinasa (ROCK) y de la contraccion actinamiosina interrumpe la morfogénesis
glandular y genera unas hendiduras aberrantes. La capacidad contractil actia
como fuerza mecanica para la formacion de estas hendiduras (Harunaga, 2011,

Cannon, 2015)
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Esquema 6: Revision esquematica de las proteinas necesarias para el
desarrollo en ramificacion de las glandulas salivares. Se observan mdultiples
proteinas de la matriz extracelular, enzimas de la matriz, factores de
crecimiento y ligandos, receptores transmembrana y moléculas de adhesion.

(Harunaga, 2011).

Influencia neuronal de la morfogénesis salivar

Como ya se ha mencionado antes, el desarrollo glandular es dependiente de
las multiples interacciones que se establecen entre las células y los diferentes
tejidos que comprenden la glandula, y el tejido neuronal es uno mas que

contribuye a este desarrollo.
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Arraez Aybar (1991) describe que el complejo ganglioneural del nervio lingual
parece delimitar qué porcion del epitelio constituira el conducto y qué porcion la
glandula. En esta misma linea, Quirds (2015) concluye que las relaciones del
esbozo glandular submandibular con el complejo ganglioneural lingual marcan
gué porcion epitelial sera la glandula y cual ser& el conducto. Dozin (1963) ya
describe que dicho complejo precede a la aparicién del esbozo epitelial de la
glandula submandibular y sospecha sobre su papel inductor y guia de la
formacion glandular.

En 1937, Paulov utiliza sus experimentos del reflejo condicionado para
describir el papel de sistema nervioso autonomo en la funcion de las glandulas
salivares.

Auln asi, no es hasta hace unos pocos afios, que el papel del sistema simpético
y parasimpatico en el desarrollo glandular ha sido esclarecido (Ferreira 'y

Hoffman, 2013; Knox 2010).

El sistema parasimpatico libera Acetilcolina (ACh) que activa los receptores
epiteliales muscarinicos (M), siendo M1 el mayor receptor muscarinico en el
epitelio embriolégico glandular submandibular (Cannon, 2015).
Knox en su articulo reciente, separa mecanicamente el ganglio submandibular
parasimpatico (PSG) del conjunto de la glandula embrionaria de raton.
Establece una serie de conclusiones (Knox, 2010)

- En ausencia del PSG y al perturbar la unién Ach/M1, el epitelio muestra

un nimero muy deficiente de brotes terminales, lo que demuestra que la

morfogénesis esta asociada en parte a una influencia neuronal.
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- El ganglio parasimpatico modula la morfogénesis epitelial mediante la
Ach/M1 que actian sobre los progenitores celulares epiteliales.

- Una posible regeneracion salivar seria posible si existe un estimulo
muscarinico sobre los progenitores celulares.

- La proliferacion y diferenciacién de los progenitores K5+ en progenitores
K19 (keratina positivos) esta mediada por la sefializacidbn muscarinica
M1y por el EGFR. Asi, la inervacion parasimpatica mantiene la
poblacién de células progenitoras epiteliales en un estado indiferenciado

durante la organogénesis salivar.

Nedvestky, en colaboraciéon Knox, demuestran que el sistema parasimpéatico
coordina la formacion de los tubulos epiteliales en la glandula en desarrollo,
gracias al neurotransmisor VIP y su receptor VIPR1 que median en la
proliferacion, la elongacién ductal, la formacion de luces y la expansion de las
luces.

La Neurturina (NRTN) es un factor neurotrofico que se une al receptor GFRaz2.
Los ratones que contienen menos NRTN y GFRa2 tienen ganglios
parasimpaticos mas pequefios y muestran defectos en las funciones epiteliales
glandulares. Se ha demostrado que es necesario para el crecimiento neuronal
gue se dirige hacia el epitelio en desarrollo. Los anticuerpos que lo bloquean
reducen el nUmero de interacciones epitelio-neuronales, inhibiendo asi la
ramificacion (Nedvestky, 2014; Patel y Hoffman, 2014)

Kanno et al evidencian que el peso de la glandula submandibular denervada o

parasimpatectomizada disminuye hasta en 70 % comparado con la rata control
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(Kanno,1987). Murakami encuentra una reduccion del 60 % de la glandula

sublingual denervada (Murakami, 1991)

El sistema nervioso simpatico activa los mecanismos secretores por la via de
los receptores a y B adrenérgicos. La implicacién de este sistema es menor en
el desarrollo glandular. Cuando se inhibe el sistema simpatico con tirosin
hidroxilasa los resultados muestran una incompleta inervacion simpatica, pero
no se observan defectos en el desarrollo, la forma, proliferacion, migracién y
diferenciacion. En cambio, se sugiere esta falta de inervacion pueda acarrear

problemas en la funcién de la glandula (Patel y Hoffman, 2014; Cannon,2015)

Influencia endotelial en la morfogénesis

Los estudios mas recientes han llegado a dilucidar lo poco que se sabia de la
influencia del endotelio en el desarrollo glandular.

Se sabe desde el afio 2000 (Matsumoto, 2001) que las células endoteliales
contribuyen al desarrollo de 6rganos como el higado, pancreas y pulmén. Por
ejemplo, en el higado, la via de sefializacion del receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) es fundamental en la morfogénesis y
diferenciacion temprana de los hepatocitos.

Mediante cultivos de explante de érganos, Kwon consigue examinar la

influencia del endotelio en el patrén de crecimiento epitelial independiente de la
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perfusién sanguinea, ya que lo explantes no tienen perfusién pero remedan la
morfogénesis y diferenciacion de las glandulas in vivo.

Obtiene los siguientes resultados (Ryong Kwon, 2017):

El desarrollo de la red vascular esta coordinada con la ramificacion del

epitelio salivar.

- Los inhibidores de VEGFR2 provocan una reduccion significativa de la
ramificacion epitelial y alteran el patron epitelial de los explantes
comparadas con el control. Concluye ademas que la via de sefalizacion
mediada por este receptor promueve la ramificacion para favorecer la
formacion de brotes terminales sobre la formacién de conductos.

- Las células endoteliales CD31+ promueven la ramificacion epitelial en
las glandulas con el mesénquima y el epitelio separados y luego
recombinados y afiadiendo células endoteliales.

- Las sefiales de VEGFR y la vascularizacion regulan la diferenciacion de
los progenitores epiteliales.

- Las células CD31+ promueven la proliferacion epitelial y la

diferenciacion a través de factores solubles como las IGFBP (proteinas

de uniodn al factor de crecimiento parecido a la insulina).

El descubrimiento de los mecanismos moleculares por los cuales la
vascularizacion influye en el patron epitelial y su diferenciacion, servira en el
futuro para extrapolar estos resultado a humanos y establecer nuevos
tratamientos terapéuticos. Se estudiaran mas a fondo las interacciones

endotelio-epitelio y endotelio-neuronal.
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En la actualidad, también se esta investigando la implicacion de los agentes
angiocrinos encargados de la homeostasis producidos por las células
endoteliales y de la respuesta al trauma para mejorar las investigaciones sobre
la regeneracion de 6rganos (Rafii, 2016). Trasladar estos factores angiocrinos a

la regeneracion glandular salivar es el objeto de probables estudios futuros.

4. Desarrollo embrioldgico de la glandula sublingual en rata

La glandula submandibular de rata ha sido clasicamente utilizada como modelo
para estudiar el desarrollo de las glandulas salivares mayores en vertebrados
ya que muestra un patrén clasico de morfogénesis en ramificacion,
dividiéndose en estadios o sucesiones de eventos dinamicos relacionados
estrechamente entre si. Se llevan realizando estudios in vitro con este modelo
desde hace més de 60 afios (Grobstein, 1953; Ball, 1974; Mérida Velasco,

1993; Tucker, 2007)
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Esquema 7: Estadios del desarrollo de las glandulas salivares de rata. Estadio

prebrote, brote inicial, pseudoglandular, canalicular, brote final (Tucker, 2007).
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El primer estadio o fase prebrote, es descrito en el dia 11,5, como un
engrosamiento del epitelio en la zona lingual. En la fase de brote inicial, este
engrosamiento protruye hacia el mesénquima subyacente, en el dia 12.5, y al
invaginarse, el epitelio forma un brote o yema pediculado a la superficie
epitelial mediante un tallo, cordon o conducto. Este conducto contindia
creciendo para formar el conducto principal de la glandula salival.
Posteriormente, el brote progresa y produce ramificaciones y brotes en racimo
y se conoce como fase pseudoglandular. En el dia 13, el epitelio ya se ha
ramificado en 3-5 extremos glandulares rodeados de una capsula
mesenquimal. En el dia 14.5, al continuar las ramificaciones, se puede
visualizar una glandula multilobulada. Sobre el dia 15, la diferenciacion
funcional secretora comienza. La mayoria de los conductos desarrollan luces
en su interior y pasan a la fase canalicular, sobre el dia 15.5. Esta formacion de
luces se justifica por la presencia de fendmenos de apoptosis celular (muerte
celular programada) en el centro de la supuesta luz y fenémenos de
proliferacion celular en la periferia de la futura luz. La fase de brote terminal se
alcanza en el dia 17.5 donde las ramificaciones y brotes terminales adquieren
una morfologia similar a los futuros conductos y acinos glandulares. Aun asi, no
existe una continuidad bien definida entre luces y conductos. La diferenciacion
de la glandula en la rata contintia en la fase postnatal. (Aure, 2011; Taga, 1998;
Ball, 1974; Amano, 2012; Jaskoll, 1999; Melnick, 2000; Lee,1990; Tucker,2007).
Segun Denny y cols, los acontecimientos descritos en la rata acontecen con
dos dias de diferencia comparado con el raton; en ratén entre el dia 11.5/12-17

y en la rata entre el dia 14-18 (Denny, 1997).
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Mientras que la glandula submandibular ha sido bien estudiada, la glandula
sublingual ha permanecido mas olvidada. En los afios 60, Leeson y Booth
(Leeson, 1961) aportan una buena descripcion del desarrollo postnatal pero las
Unicas descripciones de la glandula antes del nacimiento en rata son escasas:
Szymanska en 1963 y Pospisilova-Zuzakova en 1973. La gran similitud en los
diferentes estadios del desarrollo entre la glandula sublingual y la glandula
submandibular de rata ha permitido utilizar a ésta ultima como modelo para las
investigaciones sobre su desarrollo.

El patron de desarrollo es similar al visto anteriormente. La glandula sublingual
inicia su desarrollo como un crecimiento del epitelio bucal hacia el dia 13 post-
implantacion. Este epitelio forma un fino cordén unido a éste que contiene

en su extremo distal un racimo de células . Las células de este extremo
proliferan y dan lugar a ramificaciones y nuevos brotes terminales. Entre el dia
15y 20, las células de los brotes terminales experimentan una diferenciacion
morfolégica a células secretoras. En el dia 17, en el caso de la glandula
sublingual, las luces estan presentes en muchos de los conductos adyacentes
a los brotes terminales pero no en los brotes mismos. Es a partir del dia 18
cuando los brotes terminales exhiben los primeros signos de actividad
secretora (Redman, 1978; Materazzi, 1973; Aure, 2011). El periodo entre el dia
18y 20, esta caracterizado por el acumulo de tres clases diferentes de
granulos secretores en las células: granulos serosos electrodensos, granulos
mucosos y granulos mixtos, que son distinguibles gracias al microscopio
electrénico. Al nacer, todas las células acinares, conductos estriados y

conductos intercalados estan diferenciados pero son inmaduros.
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Durante las tres semanas de desarrollo postnatal, los acinos y conductos
adquieren una maduracién que se evidencia por el claro aumento del tamafio
de las células (Redman, 1978; Wolff concluye que, al contrario de lo que
ocurre en la glandula submandibular y paroétida, los fenotipos celulares de la
glandula sublingual estan muy establecidos al final del periodo fetal o postnatal

temprano (Wolff, 2002).

Fases Dias de desarrollo (SMG y SL)
Prebrote/ brote inicial 11,5-12,5 (SMG) y 12,5-13,5 (SL)
Pseudoglandular 13,5 (SMG) y 14,5 (SL)
Canalicular 15,5 (SMG) y 15,5-16,5 (SL)
Brote terminal 17,5 (SMG) y 16,5-18,5 (SL)

Tabla 2: Desarrollo de la glandula submandibular y sublingual en ratén.
Emergen del epitelio aproximadamente con un dia de diferencia: la glandula
sublingual empieza con el brote inicial cuando la glandula submandibular ya ha
comenzado a ramificarse. SMG: Glandula submandibular, SL: Glandula

sublingual. (Jaskoll, 1999; Denny, 1997)
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JUSTIFICACION:

El modelo empleado para el estudio del desarrollo glandular salivar ha sido
tradicionalmente la glandula submandibular. Sobre ella, versan multiples
articulos analizando todas sus etapas del desarrollo, las causas y los factores
gue influencian su desarrollo, asi como estudios con células madre para las
futuras terapias regenerativas. La glandula sublingual ha permanecido siempre
en un segundo plano y solo algunos articulos se han referido a ella y siempre
en relacion a la glandula adyacente submandibular.

Este trabajo se justifica para estudiar mas a fondo la glandula sublingual en sus
primero estadios y asi conocer ampliamente su origen y desarrollo para
promover futuros estudios con esta glandula, tal y como se ha hecho con la

glandula submandibular estos afios atras.
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HIPOTESIS:

1.El modelo de rata es un modelo aplicable para estudiar experimentalmente
en la glandula sublingual humana los factores que influyen en su desarrollo
embriologico, como han sido validados en los estudios de la glandula

submandibular de rata desde hace anos.

2. La glandula sublingual, de igual manera que la glandula submandibular, sirve

para evaluar el desarrollo embriolégico de las glandulas salivares mayores.

OBJETIVO PRINCIPAL:

Establecer la validez de la glandula sublingual humana y de rata como modelo
de estudio para futuros trabajos de investigacién en base a la descripcion

exhaustiva de su origen y desarrollo.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Determinar el horario morfogenético y area de origen de las glandulas
sublinguales.
2. Describir la evolucion del desarrollo de las glandulas sublinguales en

humanos y ratas en los periodos embrionario y fetal temprano.
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3. Evaluar la influencia del ectomesénguima en el desarrollo de la glandula
sublingual mediante técnicas inmunohistoquimicas en rata, extrapolables

en humanos.
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MATERIAL Y METODO

El material utlilizado para la realizacion de la presente Tesis Doctoral pertenece
a la Embrioteca del Instituto de Embriologia de la Universidad Complutense de
Madrid, y mas concretamente a dos colecciones: la coleccion del Prof. Orts

Llorca y la coleccion del Prof. Jimenez Collado.

1. Embriones humanos

Los embriones y fetos humanos tienen una longitud que abarca desde los 15,5
mm hasta los 43 mm, los del periodo embrionario de 15,5 mm a 28 mm
(Estadios de Carnegie EC 18 —EC 23) y los del periodo fetal temprano de 32
mm a 43 mm. Empleamos en total 12 especimenes humanos.

En su dia, el departamento de Anatomia sigui6 las técnicas habituales de
laboratorio para obtener las muestras. Se fijaron en formol neutro al 10 %
durante 24-72 h y posteriormente se deshidrataron con etanol a
concentraciones crecientes, aclarando con benzoato de metilo y butanol. Se
realizo la inclusion en parafina con un punto de fusion entorno a los 60°. Los
cortes seriados se realizaron con la ayuda de un microtomo para cortar los
bloques en grosores de 10 a 15 micras. La tincion de los cortes citados se hizo
con diferentes técnicas: Hematoxilina-Eosina, Azan y Bielchowsky.

Los cortes obtenidos con tincion nos sirven de material para realizar un estudio

morfodescriptivo con un microscopio optico Nikon Eclipse DXM 1200, acoplado
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a una camara que transmite las imagenes a un ordenador. Se utiliza para la

captura de imagenes el programa: ACT-1 disefiado para la captacion,

almacenaje y modificacion de fotografias. Este programa nos ofrece la

posibilidad de mejorar la calidad, el contraste, el brillo y afiadir una escala a la

imagen. Elegimos de la serie completa de cada espécimen, que habitualmente

contiene mas de 100 portas, aquellos que consideramos de mayor utilidad para

estudiar el area sublingual.

Embrion / Longitud Estadio de Cortes Procedencia
feto (mm) Carnegie (EC)
PERIODO EMBRIONARIO
Cu 15,5 18 FRONTAL ORTS
GV1i 17,5 19 FRONTAL ORTS
MAR 2 18 19 FRONTAL ORTS
PR 19 20 SAGITAL ORTS
CAS 20 20 FRONTAL ORTS
NO 2 21 20 FRONTAL ORTS
GVv7 22 21 SAGITAL ORTS
Gl 4 26,5 22 FRONTAL ORTS
BR4 28 23 FRONTAL ORTS
PERIODO FETAL TEMPRANO
MO 32 FRONTAL JIMENEZ
oy 38 SAGITAL ORTS
oC 43 FRONTAL ORTS

Tabla 3: Embriones y fetos humanos: nominacién, longitud, EC, Cortes y

procedencia.
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De un total de 215 muestras de embriones humanos fotografiados, se han

seleccionado 94 para el andlisis descriptivo de los resultados.

2. Embriones de rata

Se han utilizado embriones de rata Wistar de 15 dias a 19 dias de edad. Se
considera el dia de fertilizacion como el dia 0.

Los especimenes son fijados en paraformaldehido al 4% en 0,1 M en suero
fosfato salino tamponado (PBS) a pH 7,4 a 4°. Con el microtomo, se realizan
las secciones a 6-8 micras de grosor y se montan los portas impregnados en
poly-D-Lisina.

En la siguiente tabla, se presentan los especimenes de rata estudiados.

Embriones Dias Corte Tincion
R15B 15 FRONTAL HE
R16C 16 FRONTAL HE
R16D 16 FRONTAL HE
R17D 17 FRONTAL HE
R17E 17 FRONTAL HE
R18A 18 FRONTAL HE
R19B 19 FRONTAL HE

Tabla 4: Especimenes de rata utilizados: nominacion, dias, corte y tincion.

Para la descripcion de los resultados, se han evaluado todos los embriones

pero seleccionado solamente los especimenes de los estadios 16, 17 y 18 para
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las descripciones ya que eran los que se ajustaban al periodo de cambios en la
glandula sublingual y, por lo tanto, a nuestros objetivos. Se han empleado 7
especimenes de rata. De un total de 85 muestras de rata fotografiadas, se han

seleccionado 24 para el analisis descriptivo de los resultados.

Para el estudio Inmunohistoquimico, se han empleado 2 anticuerpos:
- Anticuerpo monoclonal NHK-1, nombre del catélogo: CBL 519
(Chemicon International)
- Anticuerpo SECUNDARIO contra IgM de ratén conjugado con PAP.
- Anticuerpo CBL 202, Anti-humano vimentina, VIM 3B4 (Chemicon

International)

El anticuerpo NHK-1 es un marcador de tejido neuroectodérmico (Mérida
Velasco, 2012).
El anticuerpo CBL 202 es un marcador positivo para células derivadas del

mesénquima.

Para obtener los analisis Inmunohistoquimicos, se sigue la secuencia siguiente
en el laboratorio:

- Desparafinado

- Lavado con Suero salino tamponado PBS

- Bloqueo de la peroxidasa

- Lavado con Suero salino Tamponado PBS
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- Eliminacion de la sefial de fondo incubando en suero normal de cabra
(NGS, Sigma; USA) al 1% y 0,2 % de TX-100 ( Merck, Alemania) diluido
en PBS a temperatura ambiente durante 24 horas.

- Incubacion en Anticuerpo primario durante un tiempo variable 24-48 h a
4°C. Diluyente del suero PBS con 1% de NGS y 0,2 % de TX-100.
Dilucion 1/20.

- Incubacion del Anticuerpo secundario durante 12 horas ( Dilucion 1/125,
1/2000, 1/4000, 1/3000)

- Lavado con PBS

- Revelado con diaminobencidina

- Nuevo lavado con PBS

- Deshidratar y montar en Eukitt ( O. Kindler GmbH & Co).

Se realizan controles negativos de las inmunohistoquimicas para verificar que
el anticuerpo secundario se une realmente al correspondiente anticuerpo
primario. Se descartan los casos en los que los controles negativos son

positivos.

Este estudio se ha realizado siguiendo las recomendaciones de la Declaracion

de Helsinki 1995 (revisadas en Edimburgo, 2000).
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SIGNATURA DE LAS FIGURAS:
A — Area prospectiva salival sublingual
1. Surco paralingual medial
2. Surco Paralingual lateral
G- Ganglion anexo al nervio lingual
P proceso sublingual de la glandula submandibular
SM Glandula submandibular
SL Glandula sublingual
NL Nervio lingual
CM Cartilago de Meckel
W Conducto de Wharton
B Conducto de Bartholin
WT Conducto de Warther
PSL Area Prospectiva sublingual
HGL Mdusculo Hiogloso
MH Musculo milohioideo
GH Mdsculo Geniohioideo
GO Mausculo Geniogloso
TL Mdasculo Transverso lingual
LI Musculo Lingual inferior
SLM Glandula sublingual mayor
SLMe Glandula sublingual menor
NHO Nervio Hipogloso

GSL Ganglio sublingual
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RESULTADOS:

A) EMBRIONE EETOS HUMAN

ESTADIO 18 DE CARNEGIE

CU155

En este embrién, se observa el surco paralingual medial extendido a lo largo
del suelo de la boca primitiva, lateral al esbozo lingual. El surco paralingual
lateral presenta un desarrollo menos extenso y queda confinado a la porcion
posterior del suelo de la bocay, por tanto, solo se sitla en la zona dorsal del
esbozo lingual.

En cortes anteriores (Figura 1), se visualiza lateral al relieve del esbozo lingual,
el surco paralingual medial ocupando una posicion interna y suprayacente al
recorrido de las fibras del nervio lingual en el lado izquierdo de la preparacion.
Su epitelio esta condensado e inicia la profundizacion en el mesénquima
subyacente. En el lado derecho, mas anterior por la oblicuidad del corte, el
surco apenas representa una suave depresion, continuandose su epitelio con
el de lalengua y con el suelo de boca.

En el esbozo lingual, comienzan a identificarse las fibras del masculo
geniogloso y lateral a ellas, en ambos lados, los ganglios parasimpaticos

submandibulares, anexos al nervio lingual.
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Figura 1: Embrion humano CU de 15,5

Tincién con Hematoxilina-eosina. (4x).

En cortes dorsales (Figura 2), se identifican los surcos paralingual medial y
lateral. El primero profundiza en el mesénquima mientras que el segundo
constituye una depresion suave orientada caudo-lateralmente. En el lado
derecho, se observa el nervio lingual y el ganglio anexo rodeando al extremo
inferior del eshozo de la glandula submandibular. Subyacente a estas

estructuras, se sitta el cartilago de Meckel.

Figura 2: Embrién humano de
15,5mm.
Tincién con Hematoxilina-eosina

Corte frontal (4x).
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En cortes aun mas dorsales (Figura 3), en el lado derecho, se visualizan el
surco paralingual medial y lateral muy préximos entre si. El paralingual medial,
tal y como sucede en el lado izquierdo, profundiza constituyendo un cordon

macizo, medial al esbozo del cartilago de Meckel.

Figura 3: Embrion humano
de 15,5mm.

Tincién con Hematoxilina-
eosina

Corte frontal (4x).
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ESTADIO 19 DE CARNEGIE

GV1175

En embriones de este estadio, comienza a vislumbrarse (Figura 4) en la zona
mas anterior del suelo de la boca, la primera insinuacion del area prospectiva
sublingual. El epitelio del suelo, suprayacente al extremo anterior de los
cartilagos de Meckel, presenta una condensacion que sugiere la presencia del
area prospectiva sublingual. A este nivel, puede apreciarse el surco de la

osificacion en el extremo anterior de la mandibula y las ramificaciones de los

nervios incisivos.

Figura 4. Embrion humano de 17,5
mm, GV1.

Tincion con hematoxilina-eosina
Corte Frontal

4x

En el embrion MAR2 de 18 mm (Figura 5), a nivel de la region anterior del
suelo de la boca, se observa el extremo ventral del surco paralingual medial y,

lateral a él, el area prospectiva sublingual. Esta tiene un epitelio engrosado y
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subyacente a él, un ectomesénquima condensado situado craneal y medial al
esbozo del cartilago de Meckel. El area prospectiva se sitla por delante del
surco paralingual lateral. La asimetria en la seccion justifica el distinto aspecto
gue ofrece el lado derecho, ya que este ocupa un nivel anterior, ventral al area
prospectiva sublingual.

A este nivel, se contempla el profundo surco transversal de la boca del que

emerge el esbozo de la glandula parétida, profundo al esbozo del masculo

buccinador.

Figura 5: Embrion de 18 mm,
MAR2.

Tincion: Bielchowsky

Corte: Frontal

4x
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En cortes dorsales (Figura 6), se aprecia en el lado derecho, el nervio lingual y
el ganglio anexo y suprayacente a él, la invaginacion del surco paralingual
medial. En el lado izquierdo, se observan los dos surcos paralinguales. Este
corte es posterior al derecho ya que hay oblicuidad en las secciones. Se puede
contemplar la condensacion blastemética, esbozo del hueso hioides y el nervio

hipogloso derecho introduciéndose en el ectomesénquima del esbozo lingual.

: Corte: Frontal.4x


http:Frontal.4x
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Hacia atras (Figura 7), del surco paralingual medial se desprende el esbozo de
la glandula submandibular; adopta una forma piriforme con un cordén macizo
gue la conecta al surco y un extremo inferior ensanchado y rodeado por
ectomesénquima. Lateralmente, se sitla el surco paralingual lateral que no

sobrepasa hacia delante la posicion ocupada por la hamaca formada por el

nervio lingual y su ganglio anexo.

Figura 7: Embrion
de 18 mm, MAR2.
Tincién: Bielchowsky
Corte: Frontal

4x
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ESTADIO 20 DE CARNEGIE

CAS 20

En el embrion CAS 20 (Figura 8 y 9), a nivel del futuro frenillo lingual, y por
delante del surco paralingual medial, se observa el area prospectiva sublingual.
En esta zona, se producen invaginaciones en el ectomesénquima subyacente,
repartidas en un area reducida que de medial a lateral constituyen los
primordios de las glandulas sublinguales mayor y menor respectivamente.

En el esbozo lingual, se identifican el masculo transverso lingual y el lingual
inferior y , en porcién lateral, las valvas palatinas que ocupan una posicion
vertical, relacionada con las caras laterales del esbozo lingual. Subyacente a
los esbozos de las glandulas sublinguales, se identifican los extremos
anteriores de los cartilagos de Meckel cuyos pericondrios contactan en la linea
media. Subyacente a ellos, puede apreciarse la osificacion directa del eshozo

mandibular.

Figuras 8 y 9: Embrién de 20 mm, CAS. Tincion: H-E. Corte frontal. 4x y 10x.
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Por detras del area prospectiva sublingual (Figuras 10 y 11), el futuro conducto
de Wharton desemboca en el suelo de la boca y lateral a él, se dintinguen las
invaginaciones que constituyen los esbozos de las glandulas sublinguales

mayor y menor.

Figuras 10: Embrion humano
de 20 mm, CAS. Tincioén:
Hematoxilina-eosina. Corte

frontal. 4x

Figura 11: Embrién humano
de 20 mm, CAS. Tincion:
Hematoxilina-Eosina. Corte

frontal. 10x.
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Del propio orificio de desembocadura del conducto de Wharton se desprende
un corddn epitelial sélido, dirigido caudo medialmente y que interpretamos

como el esbozo de la glandula salival sublingual mayor, circunstancia que se

reproduce también en el lado derecho (Figuras 12 y 13).

Figuras 12 y 13: Embrién humano de 20 mm, CAS. Tincién: Hematoxilina-

eosina. Corte frontal. Figura 12: 4x; Figura 13: 10 x.

Dorsal a la desembocadura, se aprecia el conducto de Wharton (Figura 14 y
15), de morfologia ovalada y rodeada por epitelio pluriestratificado. De igual
forma, se observan los esbozos de las glandulas sublinguales que profundizan
en el ectomesénquima por la proliferacion de su epitelio. Del conducto de
Wharton, se desprenden unos cordones epiteliales que, dirigidos hacia medial
y caudal, forman el esbozo de la glandula sublingual mayor. Se hacen patentes
a este nivel y dentro del extremo anterior del esbozo lingual, las fibras de los

musculos genioglosos cuya diferenciacion es apreciable ya.
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Figuras 14 y 15: Embrién humano de 20 mm, CAS. Tincién: Hematoxilina-

eosina. Corte frontal. Figura 14: 4x; Figura 15: 10 x

En las figuras 16 a 20, correspondientes a una secuencia de cortes ordenada
ventro dorsalmente, se aprecia como de la region anterior del suelo de la boca
se desprenden, a distintos niveles, unas invaginaciones epiteliales que
formaran el conglomerado glandular sublingual. Estas estructuras estan en
intima relaciéon con el extremo anterior del conducto de Wharton. Ocupan una
posicién claramente ventral a la hamaca neuroganglionar que realiza el nervio

lingual y su ganglio anexo al citado conducto.

Figura 16
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Figura 17y 18

Figura 19y 20

Figuras 16,17,18,19,20: secuencia de cortes ordenada ventro dorsalmente.
Embrién humano de 20 mm, CAS. Tincion: Hematoxilina-eosina. Corte frontal.

Figura 16: 4x; Figura 17: 4 x; Figura 18: 4 x; Figura 19: 4 x; Figura 20: 4 x.
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A nivel del nervio lingual y del ganglio submandibular (Figuras 21y 22), dejan
de observarse los esbozos de las glandulas sublinguales. EIl conducto de
Wharton situado subyacente al epitelio del suelo de la boca es cruzado por el
nervio lingual que lo rodea por su cara inferior. En estas secciones, se aprecia
el avanzado estado de diferenciacion de la musculatura lingual, tanto intrinseca
como extrinseca. Se identifican a los masculos geniogloso, lingual inferior,
lingual superior, transverso lingual. También destacan los musculos
masticadores como el pterigoideo interno situado medial al cartilago de Meckel
y el musculo milohioideo extendido entre ambos cartilagos. Suprayacente al

milohioideo y subyacente al geniogloso, se ubica el musculo genihoideo.

Figs 21y 22: Embrion humano de 20 mm, CAS. Tincién: Hematoxilina-eosina.

Corte frontal. 4 x.



RESULTADOS 96

En direccion dorsal (Figuras 23,24,25), la glandula submandibular muestra un

grado mayor de evolucién, con fragmentacién y divisién de su esbozo, rodeado

por ectomesénquima condensado que formara el estroma glandular.

Figura 23 Figura 24

Figura 25

Figs 23,24,25: Embrién humano de 20 mm, CAS. Tincién: Hematoxilina-eosina.

Corte frontal. 4 x.
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NO2 21

En los embriones NO2 de 21 mm y GV 7 de 22 mm queda patente que el area
prospectiva de las glandulas sublinguales se sitia alrededor y ventral a la
desembocadura del conducto de Wharton en el suelo de la boca. Esta formada
por un epitelio engrosado y poliestratificado que, a distintos niveles, se invagina
en el ectomesénquima para formar unos conglomerados epiteliales inmersos
en el mesénquima.

En la figura 26, correspondiente a un corte muy anterior del suelo de la boca,
se observa el &rea prospectiva sublingual formada por un epitelio engrosado y
poliestratificado, de grosor no uniforme y del que se desprenden hacia abajo,
unas proliferaciones epiteliales que constituyen el esbozo de las glandulas
salivares sublinguales, mayores las mediales y menores las laterales. El area
esta localizada a ambos lados del frenillo lingual y por delante de la

desembocadura del conducto de Wharton.
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Figura 26: Embrion humano NO2 de 21 mm. 4x. Tincién: Hematoxilina-eosina.

Hacia atras, en las figuras 27, 28, 29, 30, comienza a observarse el conducto

de Wharton.
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Figs 27 y 28: Embrion humano NO2 de 21 mm. Tincion: Hematoxilina-eosina.

Figura 27: 4x. Figura 28: 10 x.

Figs 29 y 30: Embrion humano NO2 de 21 mm. Figura 29: 4x. Figura 30: 10 x

Tinciéon Hematoxilina-eosina. Corte frontal.
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De su extremo anterior y dirigido hacia caudal y lateral (Figura 31y 32), emerge
una proliferacion epitelial que representa el esbozo de una glandula sublingual
mayor. Siguen observandose en situacion lateral esbozos de glandulas
salivares sublinguales mayores y menores. Es llamativo en el lado derecho

que, por dentro del conducto de Wharton, se aprecia un cordon epitelial que

interpretamos como esbozo de la glandula sublingual mayor.

Figs 31y 32: Embrion humano NO2 de 21 mm. Figura 31: 4x. Figura 32: 10 x

Tincién Hematoxilina-eosina. Corte Frontal.
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El estado evolutivo de las glandulas sublinguales contrasta con el de la
submandibular. Como se aprecia en este mismo embrién en cortes posteriores
( Figura 33), la glandula submandibular adquiere un tamafio y un grado
evolutivo muy marcado, con multiples brotes epiteliales rodeados por un
ectomesénquima condensado que perfila su estroma y cipsula. Se pueden
observar las relaciones anatdbmicas que mantiene la glandula con los nervios
lingual e hipogloso, con los musculos geniogloso e hiogloso, con el esbozo del
hioides y laringe, y con el esbozo mandibular y el cartilago de Meckel. Estas
relaciones remedan la situacion de la glandula en su ubicacion anatémica

definitiva.

Figura 33: Embrion humano NO2 de 21 mm. 4x. Tincién con Hematoxilina-

eosina. Corte Frontal.
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ESTADIO 21 DE CARNEGIE

GV7 22

El embrion Gv7 de 22 mm esta seccionado sagitalmente (Figuras 34,35,36,37),

y muestra la extension y el desarrollo de la glandula submandibular.

Figura 34: Embrion
GV7 de 22 mm.
Tincion con
Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4 x

Figura 35: Embrién
GV7 de 22 mm. Tincion
con Hematoxilina-
eosina.

Corte sagital. 4 x
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Figura 36: Embrion
GV7 de 22 mm.
Tincion con
Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4 x

Figura 37: Embrion
GV7 de 22 mm.
Tincién con
Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4 x

Figura 38: Embrion
GV7 de 22 mm.
Tincion con
Hematoxilina-
eosina.

Corte sagital. 4 x
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En secciones laterales (Figura 34), se aprecia la division en cordones solidos
del cuerpo glandular, rodeado de un halo blanquecino y por un mesénquima
condensado. Mas adelante (Figura 35), se observa el conducto de Wharton
gue contiene una luz. Se dirige ventro medialmente (Figura 36) para
aproximarse al epitelio del suelo de la boca donde vemos su desembocadura
(Figura 37). Ventral a ésta, el epitelio se engrosa y emite yemas que
profundizan en el ectomesénquima (Figura 38). En esta seccion, se aprecia
una condensacion del ectomesénquima por debajo y ventral al epitelio
engrosado y pluriestratificado del que surge la glandula sublingual mayor.
Caudal al area sublingual se sitta el cartilado de Meckel y bajo él las
trabéculas de osificacién de la mandibula. En el esbozo lingual, penetran las

fibras del nervio lingual cuyas ramificaciones se distribuyen en su mesénquima.

En las figuras 39,40,41 y 42 se observan invaginaciones del area prospectiva
sublingual que esbozan a la glandula sublingual mayor. Es llamativa la
condensacion del mesénquima situado subyacente al epitelio del suelo de la

boca y ventral a la zona de invaginacion.
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Figuras 39 y 40: Embrién GV7 de 22 mm. Tincién con Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. Figura 39: 4x. Figura 40: 10x.

Figura 41y 42: Embrion GV7 de 22 mm. Tincion con Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4x.

Lateral a este area (Figura 43), se situa la desembocadura del conducto de

Wharton izquierdo en el suelo de la boca y lateral a ésta, nuevamente el
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epitelio se engrosa, poliestratifica y se invagina para formar el esbozo de la

glandula sublingual menor.

Figura 43: Embrion
GV7 de 22 mm.
Tincién con
Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4x.

Figura 44: Embrion
GV7 de 22 mm. Tincion
con Hematoxilina-
eosina.

Corte sagital. 4x.
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Figura 45: Embrion
GV7 de 22
mm.Tincién con
Hematoxilina-
eosina.

Corte sagital. 4x.

Figura 46: Embrién GV7
de 22 mm. Tincién con
Hematoxilina-eosina.

Corte sagital. 4x
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En la Figura 47, los brotes de la glandula sublingual menor quedan proximos a

las ramificaciones del nervio lingual en el esbozo de la lengua.

Figura 47: Aumento Figura 46 (10x).Embrion GV7 de 22 mm. Tincién con

Hematoxilina-eosina. Corte sagital.
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ESTADIO 22 DE CARNEGIE

Gi4 26,5

Este embrion de 26,5 mm muestra en los cortes mas anteriores, tal y como se

recoge en una secuencia de cortes correspondiente a las figuras 48,49,50y 51,

a nivel del frenillo lingual, el &rea prospectiva sublingual.

Figuras 48 y 49: Embrién Gl4 de 26,5 mm. Corte Frontal , Tincién Azan. Figura

48: 4x ; Figura 49: 10x
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Figura 50 y 51: Embrion Gl4 de 26,5 mm. 4x. Corte Frontal, Tincion

Hematoxilina-Eosina

En ella, se evidencia de manera clara la poliestratificacion de su epitelio y la
invaginacién de los brotes que constituyen los esbozos de las glandulas
sublinguales. El area queda suprayacente a las fibras de los musculos
geniogloso y genihioideo. Se observan los cartilagos de Meckel unidos por
fibras transversales del musculo miolohioideo y caudal a él se localizan los
vientres anteriores de los musculos digastricos.

Mas dorsal, se observa la desembocadura del conducto de Wharton (Figura 52
y 53). Lateral al conducto, en el lado izquierdo, se identifican brotes que
profundizan en el mesénquima subyacente y que identificamos como glandulas

salivares menores.
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Figura 52 y 53: Embrion Gl4 de 26,5 mm. 4x y 10x. Corte Frontal, Tincion

Hematoxilina-eosina.

En el lado derecho, medial al conducto de Wharton (Figura 54), se distingue un
brote conectado al epitelio muy préximo al conducto, dirigido hacia abajo y

adentro que interpretamos como esbozo de la glandula sublingual mayor.
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Figura 54: Embrion Gl4 de
26,5 mm. 4x. Corte frontal,

Tincién Azan.

En el trayecto dorsal del conducto de Wharton siguen observandose brotes de

las glandulas salivares sublinguales menores como en la Figura 55 y 56.

Figura 55 y 56: Embrion Gl4 de 26,5 mm. 4x. Cortes frontales, Tincién Azan.
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En cortes dorsales (Figura 57), se observa el avanzado desarrollo que presenta
la glandula submandibular, contrastando de forma muy evidente con la fase
evolutiva de las glandulas sublinguales. La glandula submandibular muestra un
avanzado desarrollo del parénquima, estroma y capsula. En esta seccion, se
sitla subyacente al cartilago de Meckel y esbozo mandibular, caudal a las
fibras del masculo milohioideo. Se relaciona lateralmente con la vena facial y
medialmente con el nervio hipogloso que descansa entre ella 'y el musculo
hiogloso. El conducto de Wharton se puede observar en situacion craneal
relacionado con el nervio lingual y su ganglio anexo. El conjunto se sitta lateral

al musculo geniogloso y subyacente al epitelio del suelo de la boca.

Figura 57: Embrion Gl4 de
26,5 mm. 4x. Corte frontal ,

Tinciéon Azan.
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ESTADIO 23 DE CARNEGIE

BR4 28

En el embrion BR4 de 28 mm (Figura 58 y 59), se aprecia en la
desembocadura del conducto de Wharton la organizacion de los esbozos de
las glandulas salivares sublinguales. Medial al conducto de Wharton, se
observa el esbozo de un glandula sublingual mayor, con luz y rodeada de
epitelio, desembocando lateral al frenillo lingual en el suelo de la boca. Lateral
y mas alejada del conducto de Wharton se sitda el esbozo de una de las

glandulas salivares menores aun conectadas al epitelio bucal y carente de luz.

Figura 58 y 59: Embrion BR4 de 28 mm. Corte frontal, tincion Azan. Figura 58

4x. Figura 59: 10 x.

En cortes posteriores (Figura 60), se desprende de la pared lateral del
conducto de Wharton el esbozo de otra glandula sublingual mayor. Ese esbozo

posee luz y se sitia medial al esbozo de otra glandula sublingual menor.
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Figura 60: Embrion
BR4 de 28 mm.
Corte frontal, tincion
Hematoxilina-
Eosina.

4x.

Hacia atras (Figura 61), la glandula sublingual mayor se aleja del conducto de
Wharton y se aproxima a la sublingual menor, ésta Gltima ya aislada del

epitelio. Se sitha suprayacente al extremo anterior del cartilago de Meckel.

Figura 61: Embrion BR4
de 28 mm. Corte frontal,
tincion Hematoxilina-
Eosina.

4x.
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En direccién dorsal (Figura 62), se observa subyacente y lateral al conducto de
Wharton, el esbozo de la glandula sublingual mayor. Suprayacente a ella'y
conectada con el epitelio del suelo de la boca, se visualiza otra glandula

sublingual menor que, al igual que las anteriores, aun esta en fase soélida.

Figura 62:
Embrion BR4 de
28 mm. Corte
frontal, tincion

Azan 4x.

Hacia atras (Figura 63), alcanzamos el extremo dorsal de la glandula sublingual
mayor, a este nivel sélida y con morfologia bilobulada. Se sitta lateral y
subyacente al conducto de Wharton, superficial al masculo genihiogloso,
suprayacente al musculo milohioideo y medial al cartilago de Meckel. A su
alrededor comienza de forma sutil a organizarse el ectomesénquima y se
aprecia la llegada de fibras nerviosas procedentes del nervio lingual. En un

plano suprayacente y en la region alveololingual, se visualizan unos brotes del
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epitelio en el suelo de la boca pertenecientes a las glandulas salivares

sublinguales menores.

Figura 63: Embrion
BR4 de 28 mm.
Corte frontal, tincion

Azan. 4x.

En cortes dorsales (Figura 64), observamos el trayecto del conducto de
Wharton que discurre muy proximo a la region alveolo lingual. A este nivel, el
nervio lingual y su ganglio anexo lo rodea latero caudo medialmente y se sitla
medial al musculo geniogloso, caudal a las fibras de musculo lingual inferior y

craneal al mUsculo milohioideo.
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Figura 64:
Embrién BR4 de
28 mm. Corte
frontal, tincion

Azan. 4x.

Finalmente, en cortes dorsales (Figura 65), observamos que la glandula

submandibular tiene un avanzado desarrollo tanto a nivel de su parénquima

como del estroma y su capsula.

Figura 65:
Embrion BR4 de
28 mm. Corte
frontal, tincion
Hematoxilina-

eosina. 4x
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PERIODO FETAL TEMPRAN

MO 32

En el feto MO de 32 mm, se observa (Figura 66) a cada lado del frenillo
lingual, la porcién ampular del conducto de Wharton en la papila salivar. Del

borde externo del conducto izquierdo, se organiza un cordoén epitelial que

representa a la glandula salivar sublingual mayor.

Figura 66: Feto MO de 32 mm. Corte frontal, tincion Hematoxilina Eosina.

10x

La citada glandula profundiza en el mesénquima pudiendo observarse en la
seccion correspondiente a la figura (Figura 67) proxima a las fibras del muasculo
geniogloso y medial al cartilago de Meckel. A este nivel es maciza, y a su

alrededor el mesénquima comienza a organizarse.
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Figura 67: Feto MO de 32
mm. Corte frontal, tincion
Hematoxilina Eosina.

10x

En el lado derecho (Figura 68), el esbozo de la glandula sublingual mayor
emerge del epitelio de la papila salivar, dorsal a la apertura del conducto de
Wharton de este lado (Figura 69); profundiza caudo dorsalmente, pudiendo
observarse en cortes posteriores (Figura 70) en una posicién lateral al masculo
genihiogloso, craneal y lateral a la arterial lingual, y craneal y medial al cartilago
de Meckel. En esta seccién, también puede contemplarse el extremo caudo

dorsal de la glandula sublingual mayor izquierda que comparte topografia.

Figura 68: Feto MO de 32
mm. Corte frontal, tincidn

Hematoxilina Eosina.

10x
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Figura 69: Feto
MO de 32 mm.
Corte frontal,
tincion Azan

. 10x

Figura 70: Feto
MO de 32 mm.
Corte frontal,
tincion Azan.

4x
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Figura 71: Feto MO de 32 mm. Corte frontal, tincion Hematoxilina Eosina
4x 'y 10x.

En cortes dorsales a la papila salivaris (Figura 71, 72, 73, 74), observamos,
originadas del epitelio bucal, los esbozos de las glandulas sublinguales
menores, situadas craneal y lateral al conducto de Wharton, y distribuidas

ventro dorsalmente a lo largo del suelo de la boca

Figura 72: Feto MO de 32 mm.

Corte frontal, tincion Hematoxilina Eosina. 4x y 10x
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Figura 73: Feto MO de 32 mm. Corte frontal, tincion Hematoxilina Eosina. 4x

Figura 74: Feto MO de 32 mm. Corte frontal, tincion Hematoxilina Eosina. 4x.
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En direccién dorsal (Figura 75), dejan de observarse las glandulas sublinguales
por delante del cruce del nervio lingual bajo el conducto de Wharton. En esta
figura, se observa dicho conducto cruzado por el nervio lingual y lateral a las
fibras del musculo genihiogloso. Caudal al masculo milohiodeo, se contempla
el gran desarrollo adquirido por la glandula submandibular, con multiples

conductos glandulares rodeados por un mesénquima condensado que se

diferencia a estroma y perfilados por la capsula glandular.

Figura 75: Feto MO de 32 mm. Corte frontal, tincion Azan. 4x.
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OY 38

El feto OY de 38 mm, cortado sagitalmente, muestra la organizacion y
desarrollo que al inicio del periodo fetal presentan las glandulas salivares
sublinguales. En los cortes proximos a la linea media (Figura 76), se secciona
la papila sublingualis con la desembocadura del conducto de Wharton
Subyacente a él, se aprecia la glandula salivar sublingual mayor que esboza su

conducto excretor y que desemboca préximo al de la glandula submandibular.

Figura 76: Feto OY de 38mm.
Corte sagital. Tincion:

Hematoxilina-Eosina. 4x.

- - V_l 'S\‘ PN Ale

En cortes mas laterales, se aprecia (Figura 77) el avanzado desarrollo de la
glandula sublingual mayor. Se extiende en el piso de la boca con un
crecimiento caudo dorso lateral, pudiendo identificarse en esta seccién su

conducto y la ramificacion de los cordones formando la propia estructura



RESULTADOS 126

glandular. El mesénquima inicia su condensacion alrededor de los cordones

para esbozar el estroma glandular.

Figura 77: Feto OY de 38mm. Corte

sagital. Tincion: Hematoxilina-Eosina. 4x.

Puede apreciarse que en direccion dorsal, la glandula sublingual mayor queda
subyacente al conducto de Wharton en su recorrido mas dorsal y suprayacente

al cartilago de Meckel y las fibras del musculo milohiodeo (Figura 78).

Figura 78: Feto OY de
38mm. Corte sagital.
Tincion: Hematoxilina-

Eosina. 2,5x.
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En otros cortes mas laterales (Figura 79,80 y 81), se observan las
proliferaciones epiteliales que originan las glandulas salivares menores
formadas por unos cordones solidos situados caudo dorsalmente en el

mesénquima de la porciéon anterior del suelo de la boca. Su organizacion

muestra menor diferenciacion que las glandulas sublinguales mayores.

Figura 80: Feto OY de 38mm.
Corte sagital. Tincion:

Hematoxilina-Eosina. 2,5x.
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Figura 81: Feto OY de
38mm. Corte sagital.
Tincién: Hematoxilina-

Eosina. 2,5x.

En la Figura 82, se observa el extremo posterior de la glandula submandibular
introducida a través del pasadizo delimitado entre los musculos milohioideo e
hiogloso, relacionada con el extremo posterior del vientre mandibular del

musculo digastrico. Estas relaciones y su estructura demuestran el avanzado

estado de su desarrollo.

Figura 82: Feto OY de
38mm. Corte sagital.
Tincién: Hematoxilina-

Eosina. 2,5x.
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Asi mismo, se pone de manifiesto la relacion del conducto de Wharton con el
nervio lingual, que emite en este corte el nervio sublingual. Este se dirige
ventralmente, asociado al ganglio sublingual, ya separado del ganglio
submandibular. Las ramificaciones del nervio sublingual se extienden
ventralmente, quedando préximas y subyacentes a los brotes de las glandulas
sublinguales menores.

Continuando con cortes alin mas laterales (Figura 83), sigue observandose el
esbozo de glandulas sublinguales menores desprendidas del epitelio del suelo
de la boca por delante de la posicién que ocupa el ganglio submandibular. Se
muestran como unos cordones solidos conectados con el epitelio del suelo de

la boca, dirigidos caudo dorsalmente. Ocupan una posicion craneal al nervio

sublingual.

Figura 83: Feto OY
de 38mm. Corte
sagital. Tincion:
Hematoxilina-

Eosina. 2,5x.
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OC 43

En el feto OC de 43 mm, los cortes frontales muestran a nivel de la papila
sublingualis (Figuras 84 y 85), la porcién ampular del conducto de Wharton y en
el lado derecho, la porcion ductal de la glandula sublingual que hacia atras
(Figura 86 y 87) se continla como una estructura cordonal piriforme rodeada

del ectomesénguima. En este corte, se observan también la porcién ductal e

inicio de la porcién glandular de la glandula sublingual mayor izquierda.

Figura 84 y 85: Feto OC de 43mm. Corte frontal. Tincién: Hematoxilina-Eosina.

4x 'y 10x

Figura 86 y 87: Feto OC de 43mm. Corte frontal. 4x y 10x.
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En direccién dorsal (Figuras 88 y 89), las glandulas sublinguales mayores
muestran un avanzado estado de desarrollo. Ocupan una posicion lateral y
subyacente al conducto de Wharton, apoyadas en la cara externa del musculo
geniohiogloso y mediales al cartilago de Meckel. Este cartilago esta rodeado
craneo latero cuadalmente por las trabéculas de osificacion directa del cuerpo
mandibular. El ectomesénquima se condensa discretamente alrededor de los
cordones epiteliales que proliferan y se dividen para organizar el parénquima

glandular.

Figuras 88 y 89: Feto OC de 43mm. Corte frontal. Tincion: Hematoxilina-

Eosina. 4x y 10x.

En secciones posteriores (Figuras 90, 91 y 92), observamos a distintos niveles
los cordones epiteliales que originan las glandulas salivares menores. Estos

cordones profundizan en el ectomesénquima subyacente, alargando su
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pediculo de conexion, futuro conducto excretor, y ensanchandose a nivel de su
extremo caudal. Las glandulas salivares menores se localizan laterales al

conducto de Wharton, suprayacentes al masculo milohioideo y mediales al

cartilago de Meckel.

Figura 90: Feto OC
de 43mm. Corte
frontal. Tincion:
Hematoxilina-

Eosina. 4x

Figura 91: Feto OC
de 43mm. Corte
frontal. Tincion

Azan. 4x
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Figura 92: Feto OC de
43 mm, Corte frontal,

Tincidon Azan. 4x

En sentido ventro dorsal, se definen a nivel del asa que el nervio lingual forma
sobre el conducto de Wharton (Figura 93). En cortes dorsales (Figura 94), se
localiza s6lo el conducto de Wharton acompafiado por la arteria y vena lingual
junto a la prolongacién sublingual de la glandula submandibular y el nervio
hipogloso, introducida por el hiato limitado entre los masculos hiogloso y

milohioideo.

Figura 93: Feto OC de
43 mm. Corte frontal.
Tinciéon: Hematoxilina-

eosina. 4x.
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Figura 94: Feto OC de 43 mm. Corte frontal. Tinciébn: Hematoxilina-eosina. 4x.



RESULTADOS 135

B ) EMBRIONES DE RATA

En el embrion de rata de 16 dias, R16 C (Figuras 95, 96, 97), se observa, en el
lado izquierdo, el esbozo de la gldndula submandibular como invaginacion del
surco paralingual medial. Este surco tiene un epitelio engrosado y
poliestratificado, rodeado por un ectomesénquima que comienza a organizarse
a su alrededor. En el lado derecho, el esbozo de la glandula submandibular ha
profundizado ya en el ectomesénquima. Adopta una forma esférica con una
pequefia luz en su centro. El ectomesénquima se organiza concéntricamente a
su alrededor.

En este mismo corte, se observa el surco paralingual lateral. Su epitelio esta
engrosado y poliestratificado, y de su extremo inferior se produce una
invaginacion hacia el mesénquima subyacente.

Puede apreciarse el estado evolutivo de la musculatura lingual en la que se
identifican los musculos transverso lingual, hiogloso y lingual superior. También
se puede observar el cartilago de Meckel, las trabéculas que inician la
osificacion del cuerpo mandibular y las fibras del masculo milohioideo.

En la Figura 95, la positividad para NHK-1 es evidente en la vertiente externa
de la invaginacion de la glandula submandibular, lo mismo que en la vertiente
media del area de invaginacién del surco paralingual lateral del lado derecho

para formar la glandula sublingual mayor.
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Figura 95: Espécimen de
rata de 16 dias. Corte
frontal. Marcaje de NHK1
(1/35)

10x

Figura 96: Espécimen de
rata de 16 dias. Corte
Frontal. Tincion:

Hematoxilia-Eosina. 4x

Figura 97: Espécimen de
rata de 16 dias. Corte
Frontal. Tincion:
Hematoxila-Eosina.

10x
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Estos mismos hallazgos se mantienen en cortes mas dorsales (Figura 98). Se
aprecia en el lado derecho la evolucion del esbozo de la glandula
submandibular y la invaginacion del surco paralingual lateral. En el lado
izquierdo, se aprecia la proximidad entre el surco paralingual lateral y el cordén

epitelial que une el esbozo de la glandula submandibular con el epitelio del

suelo de la boca.

Figura 98:
Espécimen de rata
de 16 dias. Corte
frontal. Marcaje
NHK1( 1/20)

10x

En cortes mas dorsales (Figura 99) se visualiza el extremo posterior de la
glandula submandibular conformada por multiples cordones epiteliales y

rodeada del ectomesénquima.
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Figura 99: Espécimen de
rata de 16 dias. Corte
frontal. Tincion:
Hematoxilina-eosina.

4xX.

En el embrion de rata R16 D (Figuras 100 y 101), se identifican, en la porcién
anterior del suelo de boca, los esbozos de la glandula submandibular y
sublingual como invaginaciones del epitelio oral. Se sitlan craneales y
mediales al cartilago de Meckel, suprayacente al misculo milohioideo y

laterales al musculo geniohiogloso.

Figura 100: Espécimen de rata de
16 dias. Corte Frontal. Tincion:
Hematoxilina-eosina.

4x
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Figura 101: Espécimen de rata de 16 dias.
Corte Frontal. Tincion: Hematoxilina-eosina.

10x

Hacia atras (Figura 102), el esbozo de la glandula submandibular derecha,
gueda sumergida en el ectomesénquima adoptando una forma anular con luz
en su interior, correspondiendo esta parte a la porcion ductal de la glandula. El
ectomesénquima se organiza a su alrededor disponiéndose en capas
conceéntricas. Suprayacente a él, se visualiza el surco paralingual medial y
lateral muy préximos. El epitelio del surco paralingual lateral esta engrosado y

poliestratificado.

Figura 102: Espécimen de rata de 16 dias.
Corte Frontal. Tincion H-E. 10x. Lado

derecho
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Figura 103: Espécimen de rata de 16 dias.
Corte Frontal. Tincién H-E. 10x. Lado

izquierdo.

En el lado izquierdo (Figura 103), la imagen que ofrecen estas estructuras es
muy similar. Destaca la llegada de fibras del nervio lingual al ectomesénquima
agrupado alrededor del conducto de Wharton. Tanto en este lado como en el
contralateral (estos dos ultimos cortes), se aprecia que, subyacente al conducto
de Wharton, el ectomesénquima estd muy condensado formando el incipiente
esbozo del musculo milohioideo que, hacia fuera, se fija en el pericondrio del

cartilago de Meckel.

Dorsal a la llegada de las fibras que aporta el nervio lingual (Figura 104), el
esbozo de la glandula submandibular se divide en unos tabulos epiteliales
donde la mayoria no tienen luz, rodeados por un ectomesénquima
condensado. Se establece el esbozo del parénquima, el estromay la capsula

de la citada glandula.
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Figura 104: Espécimen de rata de 16
dias. Corte Frontal. Tincién

Hematoxilina-eosina. 4x

En el embrion de 17 dias, R17 D (Figura 105), del epitelio del suelo de la boca
se desprende, en una secuencia medio lateral, el esbozo de la glandula
submandibular a nivel de su porcién ductal, y el esbozo de las glandulas
sublinguales mayor y menor. Debajo de ellas, el ectomesénquima se condensa,
guedando craneal y medial al cartilago de Meckel y al esbozo del musculo
milohioideo. El &rea de invaginacion queda préxima al nervio lingual y lateral a

las fibras del musculo geniogloso.

Figura 105: Espécimen de rata
de 17 dias. Corte Frontal.

Tincibn Hematoxilina-eosina. 4x




RESULTADOS 142

Hacia atras (Figura 106 y 107), se observa, en el lado izquierdo, el conducto de
Wharton rodeado en su cara inferior por el nervio lingual que emite algunos
ramas al ectomesénquima. Craneal y lateral, del epitelio del suelo de la boca

emergen los cordones epiteliales que esbozan las glandulas sublinguales

mayores y menores.

Figura 106:
Espécimen de rata
de 17 dias. Corte
Frontal. Tincion
Hematoxilina-

eosina. 4x

Figura 107:
Espécimen de rata
de 17 dias. Corte
Frontal. Tincion
Hematoxilina-

eosina. 10x
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En direccién dorsal (Figura 108), el esbozo de la glandula submandibular
pierde su luz y adquiere una forma esférica y maciza. En el suelo de la boca, se
distinguen los surcos paralingual medial y lateral, este ultimo profundizando

mas en el ectomesénquima y dirigiéndose hacia abajo y afuera.

Figura 108:

Espécimen de rata de
17 dias. Corte Frontal.
Tincién Hematoxilina-

eosina. 10x

Hacia atras, (Figura 109) el esbozo submandibular adquiere mayor tamafio y
ramificacion, mientras que el surco paralingual lateral profundiza mas,
deslizandose medial al cartilago de Meckel y quedando suprayacente al

esbozo de la glandula submandibular.
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Figura 109: Espécimen de rata
de 17 dias. Corte Frontal. Tincién

Hematoxilina-eosina. 10x

En el embrion R17 E (Figuras 110 y 111), se contempla como el epitelio del
suelo de la boca se invagina para originar el conducto de Wharton a nivel de
su desembocadura. Igualmente se pueden observar los esbozos de las
glandulas salivares mayor y menor. Es muy llamativa la tincién adquirida por
estas células epiteliales ya que captan el marcador, al igual que las células del
cartilago de Meckel, las fibras del nervio lingual y los gérmenes dentarios, lo

gue indican un claro origen ectodérmico.

Figuras 110: Espécimen de rata
de 17 dias. Corte frontal.
Tincién Hematoxilina-eosina,

HNK1 1/15 con IgM 1/2000
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Figura 111: Espécimen de
rata de 17 dias. Corte
Frontal. Tincion
Hematoxilina-eosina. 10x

NHK1 1/15 con IgM 1/2000

En cortes dorsales, ya sin el anticuerpo (Figura 112) el conducto de Wharton
pierde su luz y el ectomesénquima se condensa a su alrededor. El surco
paralingual lateral continGa invaginandose originando nuevos brotes salivares

sublinguales.

Figura 112: Espécimen de
rata de 17 dias. Corte
Frontal. Tincién

Hematoxilina-eosina. 10x
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En el embrion de 18 dias, R18 A, se observa el mayor grado de desarrollo de
las glandulas sublinguales y submandibular. En cortes anteriores ( Figura 113),
la seccién afecta a la desembocadura del conducto de Wharton en la cavidad

oral, circunstancia que sucede por delante del frenillo lingual.

Figuras 113 y 114: Espécimen de rata de 18 dias. Corte frontal. Tincion:

Hematoxilina-eosina. 4 x.

En direccion dorsal (Figura 114), craneal y lateral al conducto de Wharton, se
localiza la glandula sublingual mayor, que en el lado izquierdo es seccionada

en el momento de su desembocadura en el suelo de la cavidad oral.
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Hacia atras, ( Figura 115), acompaiia al conducto de Wharton, ocupa una

posicion lateral y ambos quedan muy préximos a la mucosa del suelo de la

boca.

Figura 115: Espécimen de rata de 18 dias. Corte frontal. Tincion: Hematoxilina-

eosina. 4 x
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En cortes muy posteriores del suelo de la boca ( Figuras 116 y 117), se pueden
observar los esbozos de las glandulas sublinguales menores ocupando una

posicion profunda a la mucosa del suelo de la boca y medial al cartilago de

Meckel.

Figuras 116: Espécimen de rata de 18
dias. Corte frontal. Tincion:

Hematoxilina-eosina. 4 x

Figura 117: Espécimen de rata de 18
dias. Corte frontal. Tincion:

Hematoxilina-eosina. 4 x
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Atendiendo a los portas tratados con la técnicas de Inmunohistoquimica, en la
Figura 118, alrededor de la glandula sublingual se organiza el mesénquima,

gue es positivo para CBL 202, formando un halo o una condensacion eliptica.

Figura 118: Espécimen de rata de 18 dias. Corte
frontal. Tincién: Ac CBL 202 1/20, con IgG 1/300.

4 x

Apreciamos los brotes de las glandulas salivares menores inmersos dentro del
mesénquima por encima del masculo milohioideo. Contindan apareciendo unas
yemas conectadas con el epitelio de las glandulas sublinguales menores.

Es llamativa la aparicion de algunos brotes de las glandulas sublinguales, tan

posteriores, a la altura de la la base de la lengua. (Figura 119).

Figura 119: Espécimen de rata
de 18 dias. Corte frontal. Tincion:
Hematoxilina-eosina con Ac

NHK1 1/15 con IgM 1/2000. 4 x




DISCUSION 150

DISCUSION:

Las glandulas sublinguales son glandulas salivares mayores situadas en el
suelo de la boca, alojadas en la celda sublingual y relacionadas medialmente
con los musculos geniogloso y genihioideo, cranealmente con la mucosa del
suelo de la boca, lateralmente con la cara interna del cuerpo mandibular donde
se adaptan a la fosa sublingual y caudalmente con el musculo milohioideo. Por
su extremo anterior, pueden llegar a contactar entre si en la linea media, a
cada lado del frenillo lingual. Por su extremo dorsal, se relacionan con la
glandula submandibular, en concreto con el proceso sublingual de la citada
glandula.

Estan rodeadas por un tejido celular laxo a través del cual se relacionan con el
conducto de Wharton, con la arteria sublingual y las venas raninas. Son las
glandulas salivares mayores mas cercanas a la mucosa de la cavidad oral y las
gue tienen los conductos secretores mas cortos.

Orts Llorca (1972) considera a la glandula sublingual como “ un conglomerado
formado por el contacto intimo de dos porciones distintas genéticamente. Para
él, la porcidn interna procede de la estria media del suelo de la boca y surge
como una evaginacion en fetos de 32 mm. Constituye la glandula sublingual
mayor cuyo conducto excretar es el conducto de Bartholin. La porcion externa

se origina de la estria lateral y forma un conglomerado que en conjunto
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denomina glandula sublingual menor. Sus conductos excretores son los

denominados conductos de Walther.

Mientras que el conducto de Bartholin desemboca en la boca junto al conducto
de Wharton, los de Walther lo hacen més externos a la papila salivaris
sublingualis, considerandose como mdltiples conductos cortos que
desembocan escalonadamente en el suelo de la boca.

El desarrollo de las glandulas salivares ha sido objeto de estudio por multitud
de autores. La mayoria de los trabajos se centran en la organogénesis de las
glandulas submandibulares y parétidas, siendo escasos los estudios y analisis
especificos sobre la organogénesis de la glandula sublingual y de manera
especial, sobre su origen y evolucion en embriones humanos.

La aparicion del esbozo de la glandula sublingual ha generado cierta
controversia, pues existen opiniones diversas referentes al como y cuando de
esta génesis.

Patten (1953) afirma que surge en la séptima semana del desarrollo y Chievitz (
1885) indica que esta presente en la octava semana. Un amplio grupo de
autores como Fischel (1935), Andersen (1942), Celestino Da Costa (1942),
Solere y Haegel (1969), Poirier, Cohen, Baudet (1974) y Genis (1969), sugieren
gue es al final del segundo mes cuando hace su aparicion el esbozo glandular
sublingual. Churchill (1914) indica que la aparicion de este esbozo ocurre en
embriones de 24 mm; Rodriguez Vazquez MC (1987) afirma que el momento
de aparicion del esbozo sublingual se localiza en el estadio 21 de O’Rahilly

correspondiente a embriones de 22 a 24 mm de longitud y 52 dias.
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Segun nuestras observaciones, en embriones de 17,5 mm se visualiza por
primera vez el area prospectiva sublingual como condensacion epiblastica
localizada en la region anterior del suelo de la boca. En el embrion de 18 mm,
este area se situa lateral al extremo ventral del surco paralingual medial. El
mesénquima subyacente esta condensado a este nivel ocupando una region
suprayacente al cartilago de Meckel.

Velazquez (1952) y Orts (1972) consideran que en el suelo de la boca se
forman tres estrias o surcos, denominados medial, intermedio y lateral. En su
opinion, estos surcos representan las areas prospectivas de las que se originan
las glandulas submandibulares, sublingual mayor y sublingual menor. Cuneo y
Beall (1902) atribuyen al surco paralingual lateral el origen de las glandulas
salivares sublinguales mayor y menor. Testut y Jacob (1914) consideran dos
surcos paralinguales externo e interno a ambos lados de la lengua. Para ellos,
las glandulas salivares sublinguales mayor y accesoria se forman a partir del
surco paralingual externo o lateral. Hamilton y Mossman (1975) afirman que los
esbozos de las glandulas sublinguales menores, de cinco a catorce, se originan
en el surco gingivolabial.

Dozin (1965) y Serrano Cuenca (1983) indican que los surcos paralingual
medial y lateral son las areas prospectivas de las glandulas submandibular y
sublingual respectivamente.

Rodriguez Vazquez MC (1987) concluye que el area prospectiva salivar
sublingual se localiza en la parte mas rostral de la region alveolo-lingual, en la
zona comprendida entre los extremos anteriores de las estrias o surcos

paralinguales medial y lateral.
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En nuestras observaciones de los embriones, coincidimos con esta Ultima
autora ya que, si bien observamos los surcos paralingual medial y lateral, estos
se situan dorsales al &rea prospectiva sublingual, especialmente el surco
paralingual lateral que durante este periodo es mas corto y posterior que el
surco medial.

Creemos que el area prospectiva sublingual no tiene relacién con el surco
paralingual lateral por lo que estamos en desacuerdo con Velazquez (1952),
Orts (1972), Cuneo y Beall (1902), Testut y Jacob (1914), Dozin (1965) y
Serrano Cuenca (1983), quienes asocian el surco paralingual lateral al area
prospectiva sublingual.

La primera manifestacion de los esbozos de las glandulas sublinguales es
observada en el embrion de 20 mm ( Estadio 20 de Carnegie) . Surgen como
unas proliferaciones epiteliales a partir del area presuntiva sublingual,
localizandose en la regién anterior del suelo de la boca, alrededor del futuro
frenillo lingual. Forman yemas o brotes que profundizan en el ectomesénquima
subyacente.

El esbozo de la glandula sublingual mayor emerge como brote epitelial del
extremo anterior del conducto de Wharton. En una posicién mas lateral, se
forman las yemas epiteliales que representan los esbozos de las glandulas
salivares menores. Estas profundizan en el ectomesénquima subyacente y se

extienden en direccion dorsal, manteniendo su conexion con el epitelio oral.



DISCUSION 154

Rodriguez Vazquez MC (1987) fija la aparicion de las glandulas sublinguales en
etapas posteriores, concretamente, en los embriones del estadio 22 de
O’Rabhilly, embriones humanos de 22,5 a 24 mm de longitud. Igualmente
establece el origen de las glandulas sublinguales menores un poco mas tarde
gue la glandula sublingual mayor. Nosotros sin embargo hemos observado que

ambas glandulas surgen en el mismo estadio.

Coincidimos con Vignoli (1926), Dubrevil (1929), Fischel (1935), Narbaitz
(1973) y Hamilton y Mossman (1975) en la ausencia de luz en los esbozos de
las glandulas sublinguales, ya que son brotes sélidos en todo momento de este
periodo.

El esbozo de la glandula sublingual mayor mantiene una estrecha relacion con
el conducto de Wharton, tan intima que emerge en algunos embriones de las
paredes del conducto. Esta relacion justifica la desembocadura de su conducto
en el inicio y la porcién ampular del conducto de Wharton.

Esta caracteristica, que es observada en embriones de 20 mm, justifica la
interpretacion realizada por Michaelis (1929). Para él, las glandula sublingual y
submandibular se originan del surco paralingual medial. De igual manera,
Bornet (1963) considera que ambas glandulas se forman a partir del surco
pelvi-lingual.

Serrano (1983) interpreta que el area prospectiva sublingual se sitda en el
surco paralingual lateral y que posteriormente su epiblasto es incorporado al
suco paralingual medial. De esta forma justifica la desembocadura del

conducto principal de la glandula en el inicio del conducto de Wharton.
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Este mismo autor afirma que, en embriones del estadio 17 de O’Rahilly, la
invaginacién del surco paralingual medial en el mesénquima subyacente
arrastra, por crecimiento alométrico negativo, el epiblasto del surco paralingual
lateral, considerandolo el area prospectiva sublingual. Nosotros no estamos de
acuerdo con este ultimo autor, porque segun nuestras observaciones, el area
prospectiva sublingual es independiente del surco paralingual lateral,
localizadndose en la regién anterior del suelo de la boca primitiva.

Rodriguez Vazquez MC (1987) ofrece una interpretacion mecanicista sobre la
formacion de los surcos paralingual medial y lateral. El surco paralingual medial
surge de forma pasiva como consecuencia del intenso crecimiento del esbozo
lingual en la cavidad oral y el menor ritmo de crecimiento del suelo de la boca.
Se constituye asi un surco orientado parasagitalmente al relieve de la lengua
cuyo epitelio forma el esbozo de la glandula submandibular.

Esta autora considera que el surco paralingual lateral se forma por un proceso
similar y lo asocia al crecimiento del proceso alveolar de la mandibula. Al crecer
de atras hacia delante, se origina el surco paralingual lateral, medial al proceso
alveolar de la mandibula. Esto justificaria, en su opinion, la situacion mas
dorsal de este surco, y es ratificada por nuestras observaciones en estas fases

del desarrollo.

En los embriones de rata de 16 dias observamos como, lateral al esbozo de la
glandula submandibular, el epitelio del suelo de la boca se engrosa y

poliestratifica, invaginandose en el mesénquima subyacente. Este mesénquima
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estd condensado y se marca positivamente con el Anticuerpo NHK 1, lo que
determina su origen crestoneural. En este aspecto coincidimos con Melnick y
Jaskoll (2000), que afirma que el mesénquima localizado alrededor de las

glandulas salivares es de origen neurocrestal. (Chai, 2006)

Grobstein (1953) concede una gran importancia al mesénquima alrededor del
cual se organiza y evoluciona el epitelio glandular. Los estudios de
recombinacion tisular heterotépica realizados por Lawson (1972), Sakakura
(1976), Tyler y Koch (1977), Cutler (1980) y Wells (2013) ratifican que la
presencia de mesénquima es necesaria para un completo desarrollo
morfologico y funcional de la glandula, estableciéndose contactos directos
entre el mesénquima y las células epiteliales (Tucker, 2007).

En los estados iniciales de la formacién glandular, no se conocen las sefiales
responsables de la migracion de las células de la cresta neutral para formar la
condensacion de mesénquima observada en este periodo (Bullard,2008). Sin
embargo, se sabe que el mesénquima aporta factores que permiten el inicio del

desarrollo glandular.

Los resultados obtenidos en este periodo de desarrollo de la rata son muy
similares a los observados en embriones humanos. Se constata la proximidad
entre la invaginacion origen del esbozo de la glandula submandibular y la
invaginacion origen del esbozo de la glandula sublingual mayor. Los esbozos
de las glandulas sublinguales menores aparecen como unas invaginaciones

epiteliales situadas en posiciones mas externas.
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En nuestra opinién, el ectomesénquima condensado y subyacente al epitelio es
fundamental para guiar la invaginacion del epitelio y orientar el crecimiento del
esbozo glandular sublingual.

Durante los estadios 21 y 22 de Carnegie, la morfologia de las glandulas
sublinguales adopta un aspecto muy similar, siendo unos brotes epiteliales
sélidos circunscritos a la regién anterior del suelo de la boca y relacionados con
el ectomesénquima condensado subyacente.

Es en el estadio 23 de Carnergie, cuando la glandula sublingual mayor crece
dorso-caudalmente y aparece una luz en la porcion proximal de su conducto.
Su extremo dorsal esta formado por un epitelio sélido con aspecto bilobulado.
El ectomesénquima situado a su alrededor contindia condensado.

Las glandulas sublinguales menores forman unos brotes epiteliales sdlidos y
conectados con el epitelio del suelo de la boca. Su posicion continta siendo
lateral y posterior a la glandula sublingual mayor, tal y como se observa en
fases anteriores.

En nuestra opinidn, y de acuerdo con Quirds (2015), el mesénquima que es de
origen crestoneural, de forma analoga a lo que sucede con la glandula
submandibular, determina por su alta capacidad migratoria la direccion de
crecimiento e invaginacion del epitelio responsable del parénquima glandular.
Coincidimos con Morrys-Kay (1993), Ericsson y Perris (1993) que atribuyen la
direccién del crecimiento del epitelio a la influencia ejercida por el
ectomesénquima subyacente.

Knox (2010) en sus estudios en ratones afirma que el ganglio parasimpatico

submandibular ejerce un efecto inductor sobre la formacion de la glandula
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submandibular, como se refleja igualmente en experimentos de recombinacion
de epitelio y mesénquima con y sin este ganglio, y concluyen que en ausencia
de ganglio existe una disminucion de la poblacion epitelial.

Arraez Aybar (1991) afirma que la porcidon del epiblasto invaginado y localizado
dorsal al complejo ganglio neural lingual corresponde a la futura glandula, y la
porcién ventral a dicho complejo forma el futuro conducto submandibular.
Quirds (2015) profundiza en esta linea y concede una gran importancia a la
influencia del complejo ganglio neural sobre el desarrollo de la glandula
submandibular, de tal forma que determina la parte glandular que va a formar
conducto de la que va a constituir el parénquima.

Nosotros, en las observaciones de embriones humanos y de ratas, no hemos
observado influencia del complejo ganglio neural en la evolucion del esbozo
glandular sublingual mayor y menor. Coincidimos con Quirds (2015) en la
observacion del marcaje positivo del mesénquima con AC NHK 1y del
complejo ganglio neural, pero en esta glandula no parece tener influencia la
inervacion procedente de este ganglio con la evolucién tanto topografica como
estructural de la glandula sublingual mayor y todavia menos aun de las
menores.

Nuestras observaciones no nos han permitido establecer la posible influencia
de la membrana basal ni de los factores endoteliales en el desarrollo glandular

sublingual.

Al inicio del periodo fetal temprano, se organiza la papila sublingual que

representa segun Rodriguez Vazquez MC (1987) la caruncula sublingual.
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La evolucion de las glandulas sublinguales es muy parecida a la observada en
el final del periodo embrionario.

En fetos de 38 y 43 mm, la glandula sublingual mayor presenta un marcado
desarrollo y un crecimiento importante en sentido caudo dorso lateral. Se
identifica su conducto que presenta luz solamente en su zona mas proximal y
presenta un cuerpo glandular con unas ramificaciones abundantes, rodeadas
por un ectomesénquima condensado que esbozan el estromay capsula
glandular. Coincidimos con Rodriguez Vazquez MC (1987) en que este estroma
es independiente del ectomesénquima que forma la capsula y el estroma de la
glandula submandibular.

En contraste con la evolucion de la glandula sublingual mayor, las glandulas
menores son cordones epiteliales sélidos, multiples y conectados con el epitelio
del suelo de la boca.

En nuestra observaciones, queda perfectamente reflejado que la evolucién de
la glandula sublingual mayor tiene una diferenciacion mayor que las
sublinguales menores. Se diferencia ya el conducto glandular de Bartholin y las
ramiificaciones del epitelio para formar los cordones de los que surgiran los
acinos glandulares, asi como el inicio de la formacion del estroma glandular y la
formacion de la capsula correspondiente. Sin embargo, los brotes de las
glandulas sublinguales menores estan conectados por cordones solidos con el
suelo de la boca y aun no se han tunelizado para formar los multiples
conductor de Walther que de manera independiente van a desembocar en el

suelo de la boca.
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Esta configuracion observada con nitidez durante el periodo fetal temprano
justifica la desembocadura diferente del conducto de Bartholin de los conductos
de Walther, ya que la glandula sublingual mayor esta muy relacionada y
préxima a la desembocadura del conducto de Wharton, mientras que las
sublinguales menores lo hacen por conductos independientes situados a
distancia y laterales al citado conducto. Estamos de acuerdo con Orts Llorca
(1972) cuando afirma que existe una doble identidad de la glandula sublingual.
En su origen se encuentran distanciadas y con conductos de drenaje
separados e independientes, lo que se visualiza igualmente en la topografia
adulta.

Hemos observado al final del periodo embrionario y sobre todo en el periodo
fetal como la parte periférica del estroma inicia la diferenciacion de la capsula
en la glandula sublingual mayor. Por lo tanto, estamos en desacuerdo con
todos los autores que aseguran no observar el anlage capsular en la glandula
sublingual mayor. Rodriguez Vazquez MC (1987) afirma que, en el Estadio 22
de O’Rahilly, el ectomesénquima no ofrece signos de condensacion que
vislumbre la cipsula correspondiente, pero que al inicio del periodo fetal
temprano ya existen signos de una formacion capsular independiente para la
glandula sublingual mayor.

Serrano (1983) acepta mediante su teoria del origen de la glandula sublingual
en el surco paralingual lateral, que la glandula sublingual mayor tenga una
misma cépsula que la glandula submandibular. Esta afirmacion esté claramente

en contra de nuestras observaciones.
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En el caso de las glandulas sublinguales menores, no hemos observado dicha
condensacion en este periodo estudiado, por lo que sospechamos que no

existe una formacion capsular para este conglomerado glandular menor.

Estas investigaciones en embriones humanos y de rata sirven para determinar
con exactitud el origen de cada componente de la glandula sublingual y asi
poder investigar sobre las terapias de regeneracion tisular glandular, cuando la
glandula esté afecta por un tumor o una malformacién. Es importante conocer
los factores que favorecen, guian o potencian el desarrollo glandular en un
estadio precoz para poder introducirlos en los estudios que se realizan con

intencidn de regenerar algin componente glandular (Chai, 2006; Ono, 2015).
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CONCLUSIONES:

1.En embriones humanos, el area prospectiva sublingual aparece por primera
vez en el estadio 19 de Carnegie, como un engrosamiento epitelial en la region
anterior del suelo de la boca, independiente y anterior al surco paralingual

lateral.

2. En embriones humanos, el esbozo de la glandula sublingual mayor surge en
el estadio 20 de Carnegie por la invaginacion del epitelio del suelo de la boca
lateral al surco paralingual medial, pudiendo aparecer como unos brotes
epiteliales del extremo anterior del conducto de Wharton. El mesénquima

subyacente aparece siempre condensado.

3. En embriones humanos, las glandulas sublinguales menores se originan en
el estadio 20 de Carnegie, del epitelio del suelo de la boca como unos brotes
independientes, siempre laterales al area de origen de la glandula sublingual

mayor.

4. En embriones de rata, las glandulas sublinguales mayores emergen del
epitelio del suelo de la boca en intima relacion con el extremo anterior del

conducto de Wharton.
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5. El mesénquima condensado alrededor de la glandula sublingual mayor se
marca positivamente con el Anticuerpo NHK 1, lo que indica su origen

neuroectodérmico.

6. En el periodo fetal temprano, la glandula sublingual mayor tiene un
crecimiento intenso caudo, dorso, lateral diferenciandose su conducto, el

estroma y la capsula.

7. En el periodo fetal temprano, las glandulas sublinguales menores estan
formadas por brotes sélidos conectados con el epitelio oral sin una formacion

capsular clara.

8. Las glandulas sublinguales de los embriones de rata presentan una
evolucién, en estas fases iniciales del desarrollo, similar al de los embriones
humanos, por lo que pueden ser consideradas un buen modelo de estudio. En
el futuro, esta similitud embrioldgica sera til para realizar estudios de
regeneracion tisular, entender el crecimiento anormal glandular y profundizar

en la etiopatogenia y tratamiento de los tumores glandulares.
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