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RESUMEN

Los mastocitos son células del tejido conectivo ampliamente distribuidas en la mucosa digestiva y
respiratoria, especialmente cerca de sitios de respuesta inmune. El presente estudio se efectué con el
propdsito de evaluar la distribucion de los mastocitos en las glandulas salivales mayores (parétida,
submaxilar y sublingual) de rata. Las muestras de tejido glandular fueron incluidas en parafina y los
cortes histoldgicos obtenidos se colorearon con Azul alcian-safranina y Azul de Toluidina. Posteriormente
se efectud la cuantificacion de mastocitos/mm2 considerando dos areas glandulares: el estroma
intralobulillar y el interlobulillar. Los resultados no muestran variaciones significativas en la poblacion de
mastocitos al comparar las tres glandulas (p>0,05), pero si se encontré una mayor presencia de
mastocitos en relacién con la via excretora principal. Los resultados en conjunto sugieren una activa
participacion de los mastocitos en los mecanismos de deteccidon de antigenos que ingresan a las
glandulas salivales y su estrecha relaciéon con otras células captadoras de antigenos como las células
dendriticas.

Palabra claves: glandulas salivales- mastocitos-inmunidad.

Abstract

Mast cells (MT) are connective tissue cells widely distributed throughout the

body, especially in immune mucosal response sites like the digestive and air way tract.

The aim of the present study was to find the number and the pattern of distribution and possible
differences in mast cell population present in the mayor salivary glands (parotid, submandibular and
sublingual glands) of rats. Fragments from salivary glands were collected, processed an included in
paraffin wax, cut and stained with alcian blue-safranin and toluidine blue. The total number of MT was
counted to estimate the mm2 population from both intralobulillar and interlobulillar stroma tissues.
Statistical analysis showed not significant differences (p> 0.05) between the three analysed glands.
Numerous mast cells were located around salivary secretory ducts, in close association The results
suggest that MT play a relevant role in salivary antigen detection and that there is a close cooperation
with other antigen professional presenting cells like dendritic cells.

INTRODUCCION

Los mastocitos son células del tejido conectivo derivadas de una célula pluripotencial CD34+, localizada
en la medula 6sea (1). Se distribuyen con preferencia en la dermis cutanea y en varias mucosas como la
digestiva, urinaria y respiratoria, aunque su cantidad y densidad son mayores en la interfase entre los
ambientes externos e internos donde pueden responder a antigenos extrafios (2). Presentan en su
citoplasma granulos basoéfilos envueltos por membrana y que resultan metacromaticos cuando se tifien
con anilinas basicas, lo que permite su identificacidon en cortes histolégicos (3).
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Los mastocitos pueden ser activados por mecanismos inmunolégicos o no inmunolégicos, liberando una
gran cantidad de mediadores incluyendo citoquinas, aminas vasoactivas y enzimas. La cantidad de
mastocitos es mayor en sitios de inflamacion aguda y crénica como se describen en los casos de
psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, parasitosis y reacciones de hipersensibilidad alérgica como
urticaria y asma (4,5,6,7).

Se ha demostrado que algunos mediadores liberados por los mastocitos, especialmente el factor de
necrosis tumoral alfa, aumenta la movilizacion de neutroéfilos ante la aparicion de determinadas bacterias
y, ademas, la migracién de linfocitos intraepiteliales (8). Por otro lado, Artuc et al., 1999; describe el
papel de los mastocitos en la reparacion de heridas, ampliando el papel funcional de los mastocitos (9).

En la cavidad bucal varias investigaciones mencionan un incremento en el nimero de mastocitos en los
casos de enfermedad periodontal, asi como también se destaca la participacion de mastocitos en los
casos de liquen plano bucal (10,11).

Existen trabajos previos que indican la presencia de mastocitos en glandulas salivales en diferentes
mamiferos (12,13, 14). La mayoria de los mastocitos de la cavidad bucal expresan las proteasas, triptasa
Yy quimasa, mientras que una subpoblaciéon menor son quimasa negativos(15). Evidencias recientes
sugieren la participacion de la triptasa, contenida en los granulos mastocitarios, en la fibrosis que
acontece en sialoadenitis cronica de las glandulas submaxilares (16). Los mastocitos han sido implicados
también en varios desordenes inflamatorios inmunes que afectan las glandulas salivales, como el
sindrome de Sdgren (17).

Aunque hay numerosos reportes sobre la participacion de los mastocitos en diferentes patologias de la
cavidad bucal, la informacién sobre la participacidon de los mastocitos glandulares en condiciones de
normalidad, es escasa.

Hasta el momento no existen datos que permitan comparar la distribucion de estas células en una
glandula de secrecidon puramente serosa, como la paroétida, en relacidon con otras glandulas de secrecion
mixta de predominio seroso, como la submaxilar, o de predominio mucoso, como las glandulas
sublinguales.

El objetivo principal de este trabajo es describir la distribucion de los mastocitos en el estroma de las
glandula salivales paroétida, submaxilar y sublingual en forma comparativa. El disponer de esta
informacion contribuird a comprender mejor el papel de estas células dentro del sistema inmune de
cavidad bucal.

MATERIALES Y METODO:

Se utilizaron quince ratas Wistar de dos meses de edad pertenecientes a ambos sexos. Los animales
fueron sacrificados después de ser colocados bajo campana con vapores de éter, respetando protocolos
de cuidado y uso de animales de laboratorio (18). Se disecaron y extrajeron treinta glandulas parétidas y
quince submaxilares y seis sublinguales. Las glandulas extraidas fueron seccionadas en pequefios trozos
y colocadas en fijador. Cada uno de los trozos fue inmerso en solucién de paraformaldehido al 4 %,
preparado una hora antes de su utilizacién. Los especimenes se mantuvieron en fijador durante 12 horas.
Posteriormente las muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de alcoholes e incluidos
en parafina. El tejido incluido en bloque de parafina se cortdé con micrétomo es secciones de 5 micras de
espesor.

Para observar la organizacion histolégica general de las glandulas salivales se tifieron dos cortes por cada
glandula con Hematoxilina-eosina. Esta es una técnica de tincion habitual de muestras histolégicas pero
no diferencia los mastocitos en forma especifica, por lo cual se utilizé para identificar los componentes
glandulares y como control negativo

FUENTE: www.actaodontologica.com/ediciones/2010/1/art10.asp
Fundacién Acta Odontoldgica Venezolana
RIF: J-30675328-1 - ISSN: 0001-6365 - Caracas - Venezuela



Acta Odontoldgica Venezolana - VOLUMEN 48 N°© 1 / 2010
ISSN: 0001-6365 — www.actaodontologica.com

Pagina |3

Otros seis cortes semiseriados provenientes de cada una de las glandulas fueron coloreados con las
técnicas que se detallan a continuacion:

a. Azul Alcian-safranina. Coloracion utilizada segun la técnica descripta por Bancroft y Stevens
(1982) (19).

b. Azul de toluidina) es una anilina basica ya utilizada para identificar y contabilizar mastocitos en
tejidos glandulares por lo que se utilizé como control positivo (3).

Las muestras se observaron con un microscopio Zeizz Axiostar plus, se fotografiaron con una camara
digital Canon. Para analizar la distribucién celular, las imagenes se digitalizaron utilizando el programa
Image Pro plus. Para conocer la poblacion de mastocitos por mm2 se tomaron ocho zonas al azar en cada
uno de los cortes. Se contaron y promediaron los mastocitos por mm2, considerando dos sectores
topogréficos: a) estroma interlobulillar y, b) estroma intralobulillar.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media aritmética *+ error estandar. Las comparaciones entre las
diferentes medias se llevaron a cabo mediante la prueba de ANOVA y para el la comparaciéon entre los
dos sectores analizados se utilizé el test de Student con un nivel de significacion de 0,05%

RESULTADOS

Las técnicas histologicas empleadas permitieron identificar los mastocitos por la presencia de sus
granulos metacromaticos caracteristicos, los cuales reaccionaron adecuadamente con los colorantes
empleados (figura 1).

Los mastocitos aparecen localizados, con especial preferencia en el tejido conectivo interlobulillar donde
su numero fue significativamente alto en relacién al estroma intralobulillar (P<=0.001), tanto en la
glandula parétida como en la submaxilar y sublingual (tabla 1). El analisis estadistico no mostré
diferencias significativas entre el nUmero de mastocitos por mm2 al comparar las glandulas salivales
entre si, tanto a nivel del estroma interlobulillar como en el intralobulillar (tabla 1).

Aunque la mayoria de los mastocitos no mostré un patrén particular de distribucion, muchos de ellos se
dispusieron formando pequefios grupos no solo en relacion de proximidad con los vasos sanguineo (figura
2a) sino que también pudimos observar numerosos mastocitos en las proximidades de las vias excretoras
de mayor calibre como se observa en la figura 2b. Solo un escaso porcentaje de mastocitos sufrié perdida
de los granulos citoplasmaticos degranulacién), con los métodos empleados. Llamé la atencion la
adaptacion de la forma celular que observamos en algunos sectores glandulares; a pesar de que la
mayoria de los mastocitos de los espacios interlobulillares presentaron forma redondeada o ligeramente
ovalada (figura 2b), las células localizadas en periferia de cada lobulillo adoptaron un aspecto mas
alargado con su eje mayor paralelo al lobulillo y, aunque las células estan muy separados entre si,
asemejan una pseudo-empalizada (FIGURA 3ay 3b).

Tabla 1
Mastocitos/mm=2 presentes en el estroma de glandulas salivales mayores de rata.
Parotida Submaxilar Sublingual
(a) (b) (a) (b) (a) (b)
Promedio | 31,47 2,40 28,50 2,00 29,50 2,76
S.E.M 2,61 0,32 3,64 0,35 1,83 0,31

(a) estroma interlobulillar
(b) estroma intralobulillar
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Figura 1
Glandula parétida, corte representativo mostrando la mayor concentracion de mastocitos en el estroma
interlobulillar (flecha). Acinos glandulares (ac). Azul alcian-safranina. Barra= 200 pm, X200.
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Figura 2a
Mastocitos (flechas) alrededor de un vaso sanguineo (vs); mientras que en 2b los mastocitos se
agrupan en las proximidades de la via excretora (ve), * acino seroso. Azul alcian-safranina. Barra=40
pm, X400.
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Figura 3a
Glandula submaxilar. Se observan algunos mastocitos ordenados linealmente formando una
pseudoempalizada (flecha); en 3b con més detalles el aspecto alargado de los mastocitos
intralobulillares. Azul de Toluidina. Barra=20 pum, X600;

DISCUSION
La presencia de mastocitos en las glandulas salivales es conocida, pero su funcién dentro de la cavidad
bucal es aun discutida (20,21).

Walsh, (2003) menciona que la distribucidon de mastocitos en compartimientos titulares se relaciona con
el potencial de los mediadores mastocitarios en influenciar células proximas, resultado esto en efectos
estimulatorios, inhibitorios o téxicos (22).

Nuestros hallazgos indican que los mastocitos ademas de reunirse cerca de los vasos sanguineos también
lo hacen en las proximidades de la via excretora principal de las glandulas salivales. Estudios previos
mencionan al factor de crecimiento mastocitario (MGF, del inglés mast cell growth factor) como un
mediador clave que actuUa influenciando la migraciéon y asentamiento de los mastocitos. Este mediador
puede ser sintetizado tanto por células endoteliales como por keratinocitos (23), lo que sustenta nuestras
observaciones.

Los mastocitos expresan las moléculas MHC | y Il, por lo que pueden interactuar con otras células del
sistema inmune ya que poseen la capacidad para procesar antigenos virales y bacterianos (24). Son
considerados células presentadoras de antigenos no profesionales, y por su localizacidon perivascular
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comparten una ubicacion estratégica con células presentadoras de antigenos profesionales como células
dendriticas (25). En concordancia con esto hemos descrito previamente la presencia de célula dendriticas
en relacidon de proximidad con las vias excretoras principales de glandulas salivales mayores vy,
especialmente, la localizacion dentro del epitelio ductal de la célula de Langerhans, este Ultimo dato
también reportado por Stasulis et al., (2003). (26, 27)

Recientemente se describi6 la interaccidon célula Langerhans-mastocitos (28, 29) y al mismo tiempo Heib
et al., (2007) ha demostrado el papel crucial de los mastocitos activados promoviendo, via factor de
necrosis tumoral alfa e interleuquina-1, la migraciéon de las células de Langerhans intraepiteliales (30).

En conjunto los reportes mencionados sefialan la posibilidad, por parte de los mastocitos, de iniciar una
activacion de la respuesta inmune especifica al poseer la capacidad de capturar y procesar antigenos o
indirectamente por su interaccidon con otras células del sistema inmune.

Algunas patologias infecciosas e inflamatorias afectan con preferencia las glandulas salivales pudiendo los
microorganismos alcanzar la glandula por via sanguinea o en forma ascendente a través de la via
excretora (31). En otras patologias inflamatorias como la parotiditis recurrente en nifios y jovenes la
causa permanece aun incierta postulandose entre su posibles causas los mecanismos inmunes (32) Es
posible suponer, en base a nuestros hallazgos, que la distribucién de los mastocitos en relaciéon con la via
excretora principal les brinda mayor chance de interactuar con los antigenos que ingresan a la cavidad
bucal en forma directa o indirectamente por su estrecha relacion con las células dendriticas pudiendo
estar involucrados en la repeticion de procesos inflamatorios crénicos como los mencionados.
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Analisis de varianza:

e Prueba ANOVA, analisis de probabilidad entre las tres glandulas (a)-(a) y (b)-(b): N.S. (P>0.05)

e Prueba-t comparacion intragrupo(a)-(b) para cada glandula *** (P<=0.001)
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