Universidad
Nacional
de Cérdoba

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

ESCUELA DE POSGRADO

“ESTUDIO HISTOLOGICO, HISTOQUIMICO E
INMUNOHISTOQUIMICO DE LA MUCOSA LINGUAL
HUMANA”

TESISTA:

OD. NELSON J.L. RUGANI

DIRECTOR:

PROF. DRA. MARIA ELENA SAMAR

CORDOBA, 2009



080

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucidn-

NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ESCUELA DE GRADUADOS

| ESTUDIO HISTOLOGICO,
| HISTOQUIMICO E
INMUNOHISTOQUIMICO
| DE LA MUCOSA
LINGUAL HUMANA

Coérdoba, Marzo de 2009




Trabajo de Tesis
para optar al Titulo de
DOCTOR EN ODONTOLOGIA

Doctorando:
Od. Nelson L.J. RUGANI

Directora de Tesis:
Prof. Dra. Maria Elena SAMAR




Asesor de Tesis:
Dr. Eduardo GASPARRINI

Comision de Tesis:

Prof. Dra. Sofia P. de FABRO
Prof. Dra. Silvia LOPEZ de BLANC
Prof. Dra. Rosita LUCERO




4+ A mi amada madre, Rosa, fuente de luz divina y
manantial de amor infinito.

<4+ A mi padre, Livio, ejemplo de perseverancia y
rectitud, tesonero incansable.

A mis hijos, Christian, Fernanda y Federico,
inspiraciéon y motivo de mi vida.

<4 A mi hermana Marta Leonor, rectora y tutora
permanente.

4+ A mi hermana Maria Luisa, maestra aplicada de mi
infancia.

<4+ A mi novia Andy, por brindarme su amor, su
constante dedicacidn y colaboracion.

4 A mis amigos de la vida, Carlos, Aldo y Claudio, por
compartir ilusiones y proyectos.

4 A mis amigos de la Universidad, Mariano, Cristian y
Miguel, por su incondicional y sincera amistad.




AGRADECIMIENTO ESPECIAL

<+ Al Prof. Consulto Dr. Nazario Kuyumllian, maestro,
amigo, forjador y fogonero incansable de esta
instancia.

4 A midirectora, Prof. Dra. Maria Elena Samar, por su
tiempo, dedicacién e inquebrantable entrega.

Educar a los hombres no es como llenar un vaso,

es como encender un fuego. !
Aristéfanes |




Al Sagrado Corazén de Jesus, fuente de inspiracion,
que nos guia en el camino de la perfeccién de vida.

A la Comisién de Tesis, por sus constantes e
invalorables sugerencias.

A la sefiora Decana, Prof. Dra. Carmen Visvisian, a
la sefiora Vicedecana, Prof. Dra. Maria Elsa G. de
Ferraris y demas autoridades, por su permanente
apoyo.

Al Prof. Emérito Dr. Jorge Uribe Echevarria, quien
aporté su entusiasmo y experiencia en la obtencién
de las imdgenes con microscopia laser confocal.

Al Prof, Dr. Luis Santos Spitale, quien enriquecio
nuestra investigacion con su desinteresada
colaboracién.

Al Dr. Eduardo Gasparrini, por su experimentado
aporte en el drea de la Odontologia Forense.

A la Prof. Dra. Mabel Brunotto por su invalorable
aporte en el estudio estadistico.

A la Prof. Dra. Maria del Carmen Urquia Morales por
su voto de confianza y permanente compromiso en
el proyecto.

A la Prof. Dra. Violeta Ceballos y el personal docente
de la Catedra de Prostodoncia V "B”, por su apoyo
incondicional.




4 Al Méd. Daniel Robles y Od. Gabriel Fonseca, por su
colaboracion en la obtencion de las muestras.

4 A la primera persona que conoci al ingresar a la
Facultad, Ricardo Reyna, que hoy me brindo sus
conocimientos y apoyo humano.

4+ Al Sr. Mario Basualdo, a la Cdra. Sofia Gendelman, a
la Sra. Norma Insaurralde, a la Sra. Liliana Dajruch
y al Sr. Miguel Arach, por su inquebrantable
compaferismo.

<4 A todo el Personal No Docente de la Facultad, por su
aporte al engrandecimiento de la Facultad.

<4+ A todos aquellos que me ayudaron para que pudiera
materializar éste trabajo.




Tesis Doctoral

INDICE
]t 2
OBIETIVOS ......ooooooeeoeeeeceeeeseseeessasssssses s sssessssssaesssassssssssassssasasasssssnes : 18
> Objetivos Generales ... . 18
> Objetivos ESPecificos ... 18
MATERIALES Y METODOS ............ooocreceeceeesieseesssbestesaessisens 19
RESULTADOS ..........oooooceeeoeeaeeseesaesssesssesssessss s ssssssssssassssssssessssssssssssnes 26
> Estudio estructural e histoquimico convencional 26

> Inmunomarcacion del epitelio lingual con citoquera-
L < [ T [ OSSOSO . 63
> Estudio morfOMERriCo ..o 75

> Creacion de una base de datos con las imagenes de

preparaciones histolégicas de mucosa lingual ................ . 77
DISCUSION ...........oooooeeeeeeeeeceeteeeeeeoseeeesmsessssesaess s sesssasessssnsans 79
B N D T NI oo A O S B S SO ES ORAN i 88
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............o.coooituiiiceeeceeeeeeeeseeeseneenns 90
RESUMEN ...t riceaeee st e ses e snssseesemas s s e e smesas s mesemasamssessaenseses . 97
SUMMARY .....ooooeiieteceereeesasesassssasms s ssessmasssmesessseameesaeessssassesnsssssessssses 98

e e e e L e e e S e

Od. Nelson Rugani 1




Tesis Doctoral

INTRODUCCION

Un sistema se define como un objeto compuesto, cuyas partes o
porciones se encuentran integradas entre si tanto estructural como
funcionalmente siendo su principal particularidad presentar propiedades que

no poseen las partes que lo componen (Beszkin et al, 2005).

En el terreno odontolégico, un ejemplo tipico lo constituye el sistema
estomatognatico, sistema sumamente complejo que funciona por interaccion

de sus componentes, los que de manera aislada no funcionan por si mismos.

Como bien lo mencionan Beszkin et al (2005), “un diente no masticaria
si no estuviera soportado en la mandibula, movido por la musculatura que, a

su vez, responde a las ordenes del sistema nervioso central”.

Segun Mario Bunge (2002) un sistema estd compuesto de la siguiente

manera.

SISTEMA

Componentes Entorno Estructura Mecanismo

R e T —————————— et R T e e R e —— e T S e
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Proyectandonos al sistema estomatognatico reconocemos:

Componentes: dientes, periodoncio de insercion y de proteccion,
articulacién témporomandibular, huesos, musculos, ligamentos, glan-

dulas salivales, anillo linfatico de Waldeyer, mucosa bucal.
Entorno: craneo, cuello, tipo de alimentacion, vida emocional, etc.

Estructura: conjunto de relaciones entre sus componentes y entre éstos

y su entorno. Por ejemplo, los huesos dando soporte.

Mecanismo: Proceso que hace que el sistema funcione: los procesos de

deglucion, masticacion, defensa, etc.

La mucosa bucal, componente del sistema estomatognatico, es una

membrana himeda que recubre la cavidad bucal y que cumple funciones

masticatorias, protectoras y sensoriales (Presland y Jurevic, 2002; Samar et

al, 2008). Constituye una barrera primaria entre el medio bucal y los tejidos

subyacentes, protegiéndolos de injurias mecanicas y del ingreso de materiales

toxicos y microorganismos que pueden encontrarse en la orofaringe.

Estructuralmente se reconocen en la mucosa bucal dos componentes

principales:

+

Epitelio: de origen ectodérmico, de tipo plano o pavimentoso
estratificado, altamente especializado, al igual que la epidermis de la
piel, que le permite formar y mantener una verdadera barrera critica
gracias a una constante reparacién y renovacion como parte del
recambio fisiologico normal. (Presland y Jurevic, 2002; Anurhada A, y

Sivapathasundharam B, 2007).

e ———————————— . =—————a=—s_=_ = = === ]
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Corion o lamina propia: originado a partir del ectomesénquima
cefalico; laxo, denso o semidenso y de variable espesor de acuerdo a la
zona de la mucosa bucal, aporta el soporte mecanico y los nutrientes

para el epitelio.

Entre ambos, la union epitelio-conectivo (membrana basal) se
presenta como una interfase ondulante o festoneada determinada por las
crestas epiteliales por un lado y las papilas coriales por otro. Se la puede
identificar con nitidez a nivel de microscopia foténica con técnicas histo-
quimicas de rutina como el PAS, ya que en la misma se concentran glico-
proteinas, ademas de otras macromoléculas. Existen diferencias ultra-
estructurales en la membrana basal segin la regién de la mucosa bucal de

que se trate, en asociacion directa con demandas funcionales tisulares.

Por otro lado, es bien conocido que la mucosa bucal humana presenta
marcadas diferencias estructurales y clinicas ocasionadas por la influencia
mecanica que actua sobre ella en distintas regiones de la cavidad bucal que

hacen que la misma sufra adaptaciones funcionales (Ten Cate, 1986).

Examinada con métodos histologicos de rutina la mucosa que reviste la
cavidad bucal se diferencia claramente en (Winning et al, 2000, Samar et al,

2008, Samar y Avila, 2007):

4+ MUCOSA DE REVESTIMIENTO: Localizada en la cara ventral de la
lengua, mejillas, labios y paladar blando, cumple funciones de protec-
cion. Presenta un epitelio plano estratificado no queratinizado grueso. Se
caracteriza por los movimientos y distension de los tejidos, ya que

requiere de flexibilidad para acomodarse para hablar, masticar o deglutir

Od. Nelson Rugani 4
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el bolo alimenticio. El tejido conectivo subyacente es mas elastico y

flexible que el de la mucosa masticatoria.

+ MUCOSA ESPECIALIZADA: Es la mucosa que recubre la cara dorsal y
superficies laterales del cuerpo de la lengua (Jung et al, 2004), donde se
pueden identificar las papilas linguales y los corpusculos gustativos,
receptores de los estimulos gustativos. Su epitelio es una especie de
mosaico donde se reconocen zonas de tipo plano estratificado querati-
nizado, paraqueratinizado y no queratinizado. En la raiz, la mucosa es de
naturaleza no queratinizada. El epitelio lingual se encuentra firmemente

adherido al musculo esquelético del 6rgano.

4+ MUCOSA MASTICATORIA: Adaptada para soportar el impacto
masticatorio, se la encuentra en encia y paladar duro, que son zonas
expuestas a roces. Esta recubierta por epitelio plano estratificado
queratinizado o paraqueratinizado, con numerosas crestas epiteliales y
tejido conectivo denso. Fuertemente insertada al hueso por tejido

conectivo.

Collins y Daves (1987) realizaron mediciones y calcularon que la
mucosa de revestimiento representa aproximadamente un 60% de la
superficie total de la mucosa bucal, la masticatoria aproximadamente un 25%

y el dorso de la lengua un 15%.

El epitelio de la mucosa bucal humana esta formado por una poblacién
celular intrinseca (90%), las células epiteliales (queratinocitos) y una pobla-

cion celular extrinseca (10%), las células claras o dendriticas (células de

_ e — 0 ——— ... — e —
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Langerhans, melanocitos y células de Merkel) ademas de algunos glébulos

blancos que migraron intraepitelialmente.

Los queratinocitos presentan un manifiesto desarrollo de su cito-
esqueleto y en ellos ocurre un programa de diferenciacion celular terminal
muy peculiar, la queratinizacion, que se expresa por la aparicion de un
conjunto de proteinas estructurales, las citoqueratinas. Estas se ensamblan en
filamentos lo que permite mantener la integridad celular y tisular y al epitelio
actuar como una verdadera barrera protectora. Dos tipos de adhesiones
celulares, los desmosomas y hemi-desmosomas funcionan aglutinando a los
queratinocitos unos con otros y con la membrana basal, y conectan el
citoesqueleto con la superficie celular. (Presland y Jurevic, 2002; Alberts et al,

2006).

Los queratinocitos del epitelio de la mucosa bucal sufren un proceso
continuo de renovacién celular a partir de stem cells (células madre), que
pasan por sucesivas divisiones celulares (mitosis) permaneciendo en el estrato
basal, o migrando superficialmente a la vez que ocurren en las mismas
modificaciones estructurales y funcionales al mismo tiempo que se encargan

de reemplazar a las células que se perdieron por descamacion fisiologica.

En consecuencia, diferenciamos desde lo funcional en la poblacién
queratinocitica dos poblaciones celulares: progenitora (stem cells) proliferante
y en maduracién, postmitdtica o no proliferante (Izumi et al, 2007; Kose et al,

2007).

eSS S s == ——— =]
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Epitelio plano estratificado queratinizado: Los queratinocitos se
disponen en cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo o quera-
tinizado. Este ultimo con células conocidas como corneocitos, aplanadas,
anucleadas, eosindfilas, carentes de organoides, repletas de filamentos de

citoqueratina (Figura 1).

Figura 1: Lengua humana. Epitelio plano
estratificado queratinizado correspondiente a
una papila filiforme. H/E 200X.

Epitelio plano estratificado no queratinizado: El cambio
morfolégico que sufren las células es mucho menos evidente que en el epitelio
queratinizado. Se reconocen los estratos basal, espinoso o intermedio, el

estrato granuloso practicamente no existe y luego se continia el estrato

_—— e
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superficial. En la zona superficial las células son mas grandes y escamosas,

conservando tanto el nicleo como los organoides (Figura 2).

Figura 2: Labio de feto. Mucosa de reves-
timiento. Epitelio plano estratificado no
queratinizado. Inmunomarcacién de citoquera-
tina 5/6.

Epitelio plano estratificado paraqueratinizado: Es semejante al
epitelio queratinizado excepto en el estrato cérneo, donde los corneocitos
presentan nucleos picnéticos (pequefios y con cromatina sumamente densa),
algunos granulos citoplasmaticos de queratohialina, abundancia de
citoesqueleto (citoqueratina) y una manifiesta acidofilia citoplasmatica (Figuras

3y4).

e ————————————— e - ... -~
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Figura 3: Paladar humano. Epitelio plano
estratificado  paraqueratinizado. Azul de
toluidina pH 3.8 200X.

Figura 4: Paladar humano. Epitelio plano
estratificado paraqueratinizado. Inmunomar-
cacion de citoqueratina 19. 100X.

En relacion a los epitelios planos estratificados queratinizados, la
epidermis es la mejor investigada debido a la importante y numerosa
patologia que afecta a la piel, ademds de su facil estudio y de la accesibilidad
con que se pueden obtener queratinocitos epidérmicos para estudios in vitro
(Presland y Dole, 2000). No sucede lo mismo con el epitelio de la mucosa

lingual humana.

La lengua (L. lingua; G. glossa) actta facilitando el movimiento de los
alimentos durante la masticacién y contribuyendo en la deglucién. Participa

también en otras importantes funciones como el habla y el gusto (du Toit,

=SS Seaass =SB
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2003). Es un érgano principalmente muscular (musculos linguales esqueléticos
intrinsecos y extrinsecos) componente del sistema estomatognatico que ocupa
el piso de la boca. De forma ovalada irregular, cuya punta aparece inclinada
hacia delante y su extremidad engrosada hacia posterior (Figun y Garino,
2006). Estad revestida por una membrana mucosa, que presenta variaciones
estructurales segln se trate de su cara dorsal (mucosa especializada, de
tonalidad rojo grisacea) o ventral (mucosa de revestimiento, delgada, lisa y

brillante, de color rosa pélido), en directa relaciéon con su funcién.

Se ha propuesto que, durante la adaptaciéon de una habitat, himedo a
seco en la evolucién de los vertebrados, la estratificacion y la queratinizacion

son los cambios mas importantes en el epitelio lingual (Iwasaki, 2002).

La cara dorsal esta formada por dos regiones de distinto origen
embriolégico: el cuerpo o porcion bucal de la lengua, comprende los 2/3
anteriores, y tiene una apariencia rugosa cubierta por multiples excrecencias,
las papilas linguales. En el 1/3 posterior, porcién faringea o raiz de la lengua
no se observan papilas. Ambas regiones se encuentran delimitadas por una
estructura en forma de V, la V lingual, cuyo vértice se orienta hacia la raiz. A
lo largo de la V lingual se sitian las papilas caliciformes o circunvaladas,
grandes y planas, en nimero de 8 a 12, que presentan corpusculos o botones
gustativos, revestidas por epitelio plano estratificado no queratinizado
(Geneser, 2000). En la regién de la raiz de la lengua se localizan las amigdalas
linguales, que son parte constituyente de un importante sistema de defensa,
el anillo linfitico de Waldeyer, perteneciente al tejido linfatico asociado a

mucosas (MALT). Como se menciond anteriormente, la mucosa que reviste el

e e e e e e e T e N T
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cuerpo de la lengua se encuentra recubierta de multiples proyecciones
denominadas papilas filiformes y fungiformes. Las papilas filiformes, muy

finas, son las mas abundantes y se disponen en hileras paralelas a la V lingual.

Bhaskar (1983) describe a las papilas filiformes como formaciones
conicas agudas, que le otorgan a la superficie dorsal del érgano lingual una
apariencia aterciopelada; estando su estructura histol6gica constituida por un
epitelio con un centro de tejido conectivo del cual sobresalen hacia el epitelio
papilas secuandarias. El epitelio es de tipo queratinizado y forma penachos en

la zona apical de las papilas, y no presenta botones gustativos.

Segun Burkitt et al (1993) las papilas filiformes se observan macros-
cépicamente como “puas”, son las mas frecuentes y estan revestidas por un
epitelio intensamente queratinizado. La queratina le da a la superficie dorsal
su color grisaceo. Estas descripciones coinciden con las de otros autores

(Junqueira y Carneiro, 1996; Stevens y Lowe, 1998; Gartner y Hiatt, 2002).

Seglin Gartner y Hiatt (2002) estas papilas contribuyen a raspar el

alimento de una superficie.

Las papilas fungiformes son menos numerosas, de mayor tamafio, mas
cortas y mas distanciadas entre si, y se ubican entre las filiformes, muy cerca

de la punta de la lengua.

Estas papilas tienen el aspecto de un champifién u hongo (Stevens y

Lowe, 1998; Gartner y Hiatt, 2002), determinado por su estructura que

s e e ——— e s R L TRy, e e R
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presenta un tallo mas delgado, que se encuentra unido a la superficie del

érgano por un ancho casquete.

Su epitelio es relativamente delgado, no queratinizado, que se

relaciona con tejido conectivo con abundante vascularizaciéon (Burkitt, 1993).

Contienen corpusculos gustativos a diferencia de las papilas filiformes.
Otro tipo de papilas, las foliadas, son sumamente escasas y se las puede
observar en las caras laterales del sector posterior de la lengua (Testut y

Latarjet, 1958).

e e e s
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Por otro lado, la apariencia histologica de los epitelios estratificados
difiere con su localizacién anatémica y se refleja en la composicion bioquimica
de los filamentos de queratina (CK), presentes en todos los epitelios
estratificados, considerados durante mucho tiempo componentes mecanicos
de las células que confieren resistencia a la deformacion y la tensién mecanica
ejercida localmente por diferentes fuerzas, evitando la ruptura celular y de su

membrana (Rojas et al, 1998; Alberts et al, 2006; Oriolo et al, 2007).

Con el desarrollo de los anticuerpos monoclonales, los filamentos
intermedios del citoesqueleto, y entre ellos las CK, se han convertido en
moléculas de interés en los Ultimos afos (Berkovitz y Barret, 1998). Debido a
que son altamente antigénicas, estas moléculas pueden ser féacilmente
identificadas usando métodos inmunohistoquimicos y su especificidad para un
tipo celular ofrece posibilidades en el campo de la patologia diagndstica.
Mutaciones en 19 diferentes tipos de genes de citoqueratinas han sido
identificados como la causa de al menos 15 enfermedades genéticas diferentes

(Arin y Mueller, 2007).

Las CK comprenden una compleja familia multigénica de proteinas
relacionadas, de las que se han caracterizado hasta el momento 20

polipéptidos diferentes (Fukumashi et al, 2002).

Las CK se clasifican en dos grandes tipos: 1 y II, de acuerdo a sus

caracteristicas bioquimicas (Rojas et al, 1998).

A e e I e e SR e e e S ——— e e TS e e g
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CITOQUERATINAS
> TIPO I: CK 9-20, de bajo peso molecular, punto isoeléctrico acido.

> TIPO II: CK 1-8, de peso molecular alto, punto isoeléctrico

relativamente basico.

Se pueden expresar tanto en epitelios simples (CK 7, 8, 18, 19 y 20)

como estratificados (CK 1, 2, 5, 9, 11, 16).

Sus diferentes patrones de expresion se correlacionan con el grado de

diferenciacion de las células epiteliales inmaduras y de los tumores malignos.

Por consiguiente, las CK son marcadores histolégicos utiles para
identificar tipos celulares normales durante el desarrollo embrionario y la
diferenciacién estructural, células displasicas y neoplasicas o cambios
intrinsecos por influencias ambientales como puede ser la exposicion a drogas

u hormonas (Morgan et al, 1986; Ramaeckers, 1994; Vaidya et al, 1998).

Se ha demostrado que durante el desarrollo embrionario se expresan
progresivamente diferentes CK. El par CK 8 y 18 es el primero en expresarse

durante el comienzo de la diferenciacion embrionaria de las células epiteliales.

En embriones y fetos humanos, la CK 5 esta presente en la epidermis.
CK 1 también se expresa en las células de la capa intermedia de la epidermis
en embriones de 13 semanas, periodo en el cual ain no se inicié el proceso de

queratinizacion. Las CK 1, 2 y 10 empiezan a marcarse cuando se produce la

= == e = e
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estratificacion de la epidermis y su positividad continda incrementandose

durante el desarrollo (Rojas et al, 1998).

No sucede lo mismo con CK 8 y 19, que se encuentran en los estadios
tempranos del desarrollo de la epidermis y desaparecen al inicio de la

queratinizacion.

La expresion de CK 5 y 15 (tipicas del epitelio estratificado) precede a
la estratificaciéon del epitelio plano, y la expresiéon de CK 1, 2 y 10 (tipicas del
proceso de queratinizacion) precede al proceso de queratinizacion

ortoqueratésica.

Estos hechos son indicativos de que la expresion de CK marca el

comienzo de ambos procesos (estratificacion y queratinizacion).

Para proteger contra dafios fisicos, quimicos y microbianos, los quera-
tinocitos de la mucosa bucal sufren una diferenciacién programada bien
definida, esencial para la supervivencia, que resulta en la expresion de CK,
gue mantienen la integridad de los epitelios y funcionan como una barrera

protectora (Presland et al, 2000 a y b).

Estudios preliminares realizados por diferentes autores han demos-
trado por medio de técnicas electroforéticas diferencias en el patréon de
expresion de CK en el epitelio bucal, relacionadas con el patron de quera-

tinizacion evaluado histolégicamente (Clausen et al, 1986 a y b).

Estos investigadores describieron la similitud de las CK entre paladar
duro y epidermis y las diferencias con las CK del epitelio bucal no

queratinizado.

Od. Nelson Rugani 15
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En los epitelios escamosos, el par CK 5/14 se expresa en la capa basal
de las células indiferenciadas. CK 4 se puede encontrar también en células
cilindricas polarizadas de diferentes epitelios simples y de tipo seudo-
estratificado. El patron de CK de exocervix y vagina (CK 1, 4, 5, 6, 13, 14, 15,
16 y 19) es semejante a otros epitelios escamosos estratificados no
queratinizados como los de esdéfago y lengua. La expresion de CK de peso
elevado (CK 1 /2, CK 10; 3/12 y 4/13) parecen ser especificas de la
diferenciacion escamosa puesto que se encuentran en la epidermis, la lengua,
el eséfago, la cornea y el exocérvix uterino. En la cavidad oral la marcacién
con CK 19 esta presente en las células basales de la mucosa normal, la CK 14

en las células suprabasales (Rojas et al, 1998).

Por medio de técnicas de inmunofluorescencia indirecta, Pelissier et al
(1992) investigaron los cambios en la expresion de CK durante el desarrollo de
la mucosa bucal humana. Para ello realizaron un estudio en fetos de 10 a 23
semanas donde demostraron que la diferencia principal es la presencia de CK

8, 18 y 19 en los tejidos embrionarios.

En esta investigacion se comprobdé que la mucosa de revestimiento y
masticatoria estaba incompletamente diferenciada en fetos de 10 semanas de
desarrollo con expresion de patrones idénticos de CK (CK 4, 5, 8, 13, 18 y 19
y, probablemente, 14, 16 y 17). CK 1, 2, 10 y 11 comienzan a evidenciarse en
epitelio gingival y de paladar duro desde la semana 11 pronosticando su
diferenciacion (mucosa masticatoria) hacia la semana 16. Los patrones de
expresion de CK en fetos de 23 semanas tanto en mucosa de revestimiento
como masticatoria es algo diferente. La uUnica diferencia en mucosa de
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revestimiento desde la semana 102 fue la disminucion de las CK 8, 18 y 19
mientras que la expresion de CK en la mucosa masticatoria (CK 1, 2, 4, 5, 8,
10, 11, 13, 18, 19 y posiblemente 14, 16 y 17) es ahora muy semejante a la

expresion de las CK de la encia del individuo adulto.

Basandonos en: a- lo anteriormente relatado; b- la contribucion de la
inmunohistoquimica en el diagnéstico histologico e histopatoldgico y; ¢- en la
busqueda realizada en las bases de datos MedLine/PubMed, BIREME Yy
PERIODICA (UNAM) via Internet, que arrojé resultados practicamente nulos en
relacion al estudio integral de las modificaciones estructurales, histoquimicas,
inmunohistoquimicas y morfométricas de la mucosa lingual humana, y en
especial en nuestro pais, nos propusimos contribuir al conocimiento de los
componentes estructurales del epitelio lingual dorsal y ventral desde la etapa
embrionaria hasta el envejecimiento y del comportamiento biolégico de las
citoqueratinas presentes en el citoplasma de los queratinocitos, lo que nos
permitird obtener nuevos conocimientos sobre sus aspectos histofisiolégicos y
los potenciales cambios patologicos de la mucosa lingual madura y contribuir

al diagnéstico histopatolégico y forense.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Realizar el estudio histolégico, histoquimico e inmunohistoquimico de la

mucosa lingual humana, en sus caras ventral y dorsal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir los cambios histolégicos de la mucosa lingual humana durante

su desarrollo embrionario, maduracién y envejecimiento celular.

» Evaluar histolégicamente por inmunomarcacion de CK el epitelio lingual
de individuos sanos para determinar diferencias etarias y topograficas y

relacionarlas con su funcion.

> Realizar una comparacién de los hallazgos histofisiolégicos en las
edades prenatales, adultos jovenes y viejos para su aplicacion en el

campo de la medicina y odontologia forense.

» Crear una base de datos con las imagenes obtenidas para su uso en la

docencia de pre y posgrado.

Od. Nelson Rugani 18
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL. Mucosa lingual de:

> Embriones y fetos humanos provenientes de abortos espontaneos y
muerte fetal (partos prematuros). N= 12. La edad de los embriones y
fetos oscilé entre 10 y 32 semanas del desarrollo segin longitud vértex-

coccix (Moore y Persaud, 2000).
10-13 semanas (n = 3)
14-15 semanas (n = 3)
16-19 semanas (n = 3)
20-32 semanas (n = 3)
> Adultos jovenes (30 a 45 afos). N= 10 (2 mujeres y 8 varones).

> Viejos. N= 10 (3 mujeres y 7 varones). Se sigui6 para este grupo la

clasificacion de Vera (1994), quien diferencia 3 subgrupos:
1. Viejos jovenes, de 60 a 69 aiflos. N= 1 hombre
2. Vejez media, de 70 a 79 afios. N= 1 mujer y tres hombres

3. Viejos viejos (mayores de 79 afos). N= 2 mujeres y tres

hombres.

El rango de edad (60-mayores de 79 afios) indica caracteristicas

homogéneas en relacién a los fenémenos biolégicos de envejecimiento.

e e e T T e e e ———— e e R e m—
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CRITERIOS DE INCLUSION

Mucosa lingual en buen estado de conservacion y exenta de
anormalidades macroscopicas tanto en embriones y fetos como aduiltos

jovenes y viejos.

Embriones y fetos provenientes de abortos espontaneos y muerte fetal

(partos prematuros).

Adultos jovenes y viejos donde la muerte por accidentes fue inmediata

con periodo agénico rapido, sin patologias previas.

Muestras que presentan desde el punto de vista histopatoldgico,
cambios reaccionales leves, como: acantosis irregular y papilomatosis leves y

alargamiento de las redes de crestas.
CRITERIOS DE EXCLUSION

Ausencia de lesiones elementales visibles macroscopicamente en las

lenguas de cadaveres y los casos de muerte por ahorcamiento.
OBTENCION DEL MATERIAL

El material de estudio se obtuvo de autopsias realizadas en la justicia
federal, entre las 2 y 3 horas posteriores a la muerte, y estudiados en una

anatomia patolégica tipica.
Delimitacion topografica de la obtencion de las muestras:

La mucosa lingual fue examinada en un sitio bien definido, como se
indica en el siguiente esquema, tomando tanto la superficie dorsal como la

ventral.
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Para la obtencion del material se respetaron los principios éticos de las
normas internacionales para investigaciones con seres humanos (Lolas et al,

2006).

METODOLOGIA

Las muestras de mucosa lingual se procesaron para las siguientes

metodologias (Samar et al, 2004):

» Estudio estructural e histoquimico: Las muestras se fijaron en
formol bufferado de Lillie. Posteriormente se procesaron segun la
técnica histologica de rutina y se realizaron cortes seriados (de 5um) de

cada muestra, donde se aplicaron las siguientes coloraciones:
¢ Hematoxilina y eosina.

Fe——————————— e — e LSS S SE =SS
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e Tricromico de Masson, para diferenciar tejido conectivo y muscular y

para colorear queratina.

¢ Tricromico de Dane, una coloracion que permite identificar queratina,
prequeratina y mucinas (Dane y Herman, 1963). Sus principales
componentes son solucion acuosa de Floxina al 1%, Solucién de Alcian
blue al 0,5% en &cido acético glacial, solucién de Naranja G y
Hematoxilina de Mayer. Las mucinas se tifien de azul turquesa, los
nicleos de naranja a marron y queratina y prequeratina de naranja a
rojizo.

o PAS para glicoproteinas.

¢ Alcian blue a pH 2.5 y 1.0, para carboximucinas y sulfomucinas.

o Azul de toluidina a pH 3.8 para sustancias baséfilas y metacromaticas

alcohol-resistentes.

e Lectina WGA (wheat germ agglutinin) para poner de manifiesto el
azUcar N-acetilglucosamina de la cubierta hidrocarbonada de la

membrana celular.

» Estudio con microscopia laser confocal: Los cortes histolégicos,
coloreados con H/E, fueron observados en forma directa con Confocal
Laser Scanning Microscope (LSM 5 Pascal, Zeiss, Alemania), utilizando
un ldser verde de 543 nm de longitud de onda por transmision,
epifluorescencia, mapa de gradientes y stacks. Las visualizaciones
obtenidas fueron procesadas con analizador de imagenes Zeiss LSM

Image Browser, Alemania.
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» Estudio inmunohistoquimico (IHQ) de citoqueratinas: Se
realizaron cortes de 4um de los tacos fijados en formol e incluidos en

parafina en micrétomo LEICA 8 de rotacion.
1. Desparafinizacion en xilol.

2. Rehidratacion en etanol con gradientes decrecientes de

concentracion.
3. Bloqueo de la peroxidasa enddgena en peréxido de hidrégeno.

4. Pretratamiento del tejido con enzimas o calor de microondas con
el fin de desenmascarar el antigeno y dejarlo expuesto a la

reaccion.
5. Aplicacion de la tincion IHQ en Autostainer DAKO.

La tincién IHQ se realizé con el Kit LSBA+ de DAKO y consta de los

siguientes pasos:
1. Incubacion del tejido con anticuerpo primario marca DAKO.
2. Incubacion del tejido con anticuerpo secundario biotinilado.

3. Incubacién del tejido con el reactivo terciario: streptavidina-

peroxidasa.

4. Agregado del cromégeno: diaminobencidina (DAB) sustrato de la

enzima peroxidasa, para la reaccion de color.

Luego de una contra-tincibn con Hematoxilina se deshidraté nueva-

mente el tejido pasandolo por gradientes crecientes de etanol.
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> Analisis morfométrico: Se analiz6 el nimero de nicleos / 10! pm? en
el epitelio dorsal y ventral de muestras de lengua humana provenientes
de tres grupos diferentes: embriones, adultos jovenes y viejos. El sector
de obtencion del material se indicO mas arriba en el esquema

correspondiente.

» Criterio de seleccion de las muestras: de N=10 para cada edad se
seleccionaron 5 muestras de region ventral y dorsal en las que se
observaban los estratos a analizar de manera bien definida de acuerdo a

la direccién del corte.

En cada grupo se analizaron n=5 muestras correspondientes a sujetos
diferentes tefiidas con H/E y capturadas utilizando un analizador de imagenes
con el programa Image ProPlus, version 4.5 1.22 para Windows, conectado a
un fotomicroscopio Olympus Bx50 y a una camara de video Sony,
perteneciente al Area de Biologia Oral, Facultad de Odontologia (Universidad
Nacional de Cérdoba), con una magnificacion de 200X. Las imagenes fueron

guardadas en formato TIF, de tamaiio 760 x 570 pixeles y 1.24 MB.

En cada muestra (n=5 para cada grupo) se contaron nuicleos en 25
cuadriculas de 102 x 102 pm?. La seleccién del drea en donde se contaron los
nucleos fue realizada mediante un muestreo estratificado, de acuerdo a las
caracteristicas histologicas de este tejido. El epitelio fue dividido en H=3
estratos, de los cuales se escogié una muestra simple independiente de

tamafio n,=0.1 pm? en cada estrato.
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Todos los valores observados de la lengua de los tres grupos
estudiados, tanto en la region dorsal como ventral, fueron expresados como

numero de nicleos / 107! pm?2.
H

» Analisis estadistico: Los datos fueron expresados por la media
mas/menos su desvio estandar. Se consideraron como variables inde-
pendientes clasificatorias a las diferentes edades estudiadas (embrion,
adulto joven, viejo) y a los diferentes sectores (dorsal y ventral), en

tanto, la variable dependiente fue el nimero de nucleos / 10 pm?.

La comparacién del nimero de nicleos / 10" pm? en cada sector de la
lengua de los embriones, adultos jovenes y viejos estudiados fue evaluada
estadisticamente con el test no paramétrico Mann-Whitnney U para muestras
independientes con un nivel de confianza estimado por bootstrap de 0.05%
(para muestras de tamafio menores a 10) con software SPSS 12 versién para

Windows, 2003 (Quinn y Keouch, 2000).

» Queratinizacion: Se sac6 contando el numero de cortes con queratina

sobre el total de los cortes, analizandose 5 campos por preparado.

EE———————— e e e s e
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RESULTADOS

4 ESTUDIO ESTRUCTURAL E HISTOQUIMICO CONVENCIONAL

Desarrolio prenatal

Se analizé la mucosa lingual en sus caras ventral y dorsal desde las 10
a las 32 semanas del desarrollo prenatal observandose los cambios descritos
en el total de preparados analizados. Entre las 10 y 13 semanas el epitelio
ventral (plano estratificado no queratinizado) era delgado y estaba constituido
por tres capas: profunda o basal, intermedia y superficial asentando sobre una

membrana basal PAS positiva.

Las células de la zona profunda, vecina al mesénquima subyacente,
eran pequefias y formaban una capa mas intensamente coloreada que el
resto, de apetencia tintorial basofila con H/E y Azul de toluidina a pH 3,8,
mientras que las superficiales eran de aspecto escamoso. Las células
intermedias y superficiales presentaban un citoplasma vacuolado debido a la

presencia de glucégeno PAS positivo.

El epitelio dorsal era semejante, a excepcion de la presencia de
algunas proyecciones papilares primitivas o incipientes que se proyectaban

hacia la superficie y que se hacian mas manifiestas hacia las 14 semanas.
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Entre las 14 y 15 semanas la estratificacion epitelial era notable, con
proyecciones papilares manifiestas en la mucosa dorsal, la mayoria de

apariencia fungiforme. (Figura 5).
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Figura 5: Mucosa dorsal de lengua de feto de 14-15 semanas. A, Se observa el epitelio '
con diferenciacion papilar (flecha). Coloracién Azul de toluidina. pH 3.8. 100X; B,
Papila en formacién (Flecha). Coloracién Azul de toluidina. pH 3.8. 100X.

El epitelio ventral continuaba siendo delgado, sin papilas y PAS

positivo. (Figura 6).

Luego de las 16-19 semanas se iniciaba la diferenciacion de las papilas
caliciformes y a las 20 semanas se encontraban botones gustativos en las
papilas fungiformes y caliciformes, con células fusiformes escasamente colore-
adas. Posteriormente se diferenciaron las papilas filiformes. Hasta las 32
semanas no fue posible observar con microscopia O6ptica convencional
formaciéon de papilas coriales secundarias en el tejido conectivo vecino al
epitelio que revestia las papilas fungiformes. El epitelio presentaba inclusiones

de glucégeno PAS positivas. (Figuras 7 y 8).
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Figura 6: Mucosa ventral apapilar de lengua de feto de 14-15 semanas. No se observan
crestas epiteliales ni papilas coriales. Coloracién Azul de toluidina. pH 3.8. 100X.

Figura 7: Mucosa dorsal de lengua de feto de 24 semanas. A, Papilas fungiformes. No
se observan papilas coriales secundarias. Coloracién HE. 400x; B, Diferenciacién de
papilas fungiformes. Coloracién HE. 200x; C, Coloracién tricrémico de Dane. 400x; D,
Papila caliciforme. Coloracién tricrémico de Dane, 200x
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Figura 8: Mucosa dorsal de lengua de feto de
32 semanas. Papilas fungiformes. Células
epiteliales con inclusiones de glucégeno PAS
positivas. Coloracién PAS. 200x.

Tanto el epitelio dorsal como el ventral aumentaban gradualmente su
espesor desde las 10 a las 32 semanas. Durante todo el desarrollo prenatal no
se observaron crestas epiteliales ni papilas coriales en la mucosa lingual de la

region ventral. (Figuras 9 y 10).

Cuando las muestras se analizaron con microscopia laser confocal se
detectd a las 32 semanas el inicio de la formaciéon de las papilas coriales
secundarias en el tejido conectivo de las papilas fungiformes. (Figuras 11 a

15).
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Figura 9: Mucosa dorsal de lengua de feto de
32 semanas. A, Papilas linguales (flecha).
Mdsculos linguales en diferenciacion (estrella).
Coloracion tricromico de Masson. 40x; B,
Papila caliciforme (flecha). Papila fungiforme
(estrella). Coloracion tricromico de Masson.
100x; C, Vasos subepiteliales (estrelias). Cé-
lulas epiteliales vacuoladas (flecha). Colo-
racién tricrémico de Masson. 400x.
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Figura 10: A, Mucosa ventral de lengua de feto de 28 semanas. Epitelio plano
estratificado no queratinizado. Unién epitelio/conectivo sin crestas ni papilas (flecha).
Coloracién tricrémico de Masson. 100X; B, Mucosa ventral apapilar de lengua de feto de
24 semanas. Coloracion tricrémico de Dane. 400X; C, Mucosa ventral de lengua de feto
de 32 semanas. Coloracion Azul de toluidina, pH 3,8. 400X; D, Mucosa ventral de lengua
de feto de 32 semanas. Células epiteliales cargadas de inclusiones de glucégeno PAS
positivas. 400X.
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Figura 11: Mucosa dorsal de lengua de feto de 32 semanas. Se observa manifiesto
desarrollo papilar y la aparicién de las papilas coriales secundarias (flecha). Microscopia
laser confocal.

Figura 12: Detalle a mayor magnificacion de
la figura 11. Microscopia laser confocal.
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Figura 13: Mucosa dorsal de feto de 32 semanas. Papilas fungiformes. Microscopia laser
confocal.

Figura 14: Detalle a mayor magnificacién
de la figura 13. Papila fungiforme (flecha).
Nicleo de tejido conectivo (estrella).
Microscopia ldser confocal.

Figura 15: Mucosa dorsal de lengua de
feto de 32 semanas. Detalle a mayor mag-
nificacion de la figura 14. Estrato basal
(flecha). Nicleo de tejido conectivo
(estrella). Microscopia laser confocal.
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Adultos jovenes

La mucosa dorsal del sector investigado (ver Materiales y Métodos)
estaba revestida por epitelio plano estratificado con variaciones estructurales

segun el tipo de papila.

Se observé la clasica distribucion papilar del dorso y bordes laterales
de la lengua, en lo que correspondia a la zona comprendida dentro de los 2/3
anteriores o cuerpo, no asi en la del 1/3 posterior o raiz, de naturaleza

apapilar. Las papilas eran de tipo filiforme, fungiforme, caliciforme y foliada.

El epitelio del cuerpo era de tipo queratinizado en las areas de reves-
timiento de las papilas filiformes, observandose claramente cuatro estratos

celulares: basal, espinoso, granuloso y queratinizado o cornificado.

El estrato basal estaba formado por células columnares basofilas, que
apoyaban sobre la membrana basal, y cuyos nucleos se disponian en empa-
lizada con eucromatina abundante y nucleolos evidentes. El estrato espinoso
mostraba varias capas de células suprabasales, esféricas o poligonales, con
nucleos mas pequefos. Los contornos celulares presentaban “prolongaciones
espinosas”, de alli el nombre que se le da a este estrato. El estrato granuloso
estaba constituido por varias hileras de células mas aplanadas, con
abundantes granulos intracitoplasmaticos basoéfilos y nilcleos mas pequefos

cuya cromatina era mas densa.

Las papilas filiformes, abundantes y de pequefio tamafo, presentaban
el aspecto de finas prolongaciones coénicas, largas y puntiagudas, con su

extremo superior orientado hacia la regidn posterior del érgano lingual.
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Estructuralmente estaban constituidas por un eje central de tejido
conectivo, revestido por epitelio plano estratificado queratinizado (mucosa
masticatoria) que en su porcion libre aparecia desflecado. No se identificaron

en las mismas botones gustativos. (Figura 16.A.).

Cuando los cortes histoldgicos se colorearon con el método tricrémico
de Dane, la queratina superficial se tifio de una fuerte tonalidad naranja a
naranja rojizo, no ocurriendo lo mismo en las areas no queratinizadas de la
mucosa dorsal ni en la mucosa de la superficie lingual ventral de

revestimiento. (Figura 16.B.).

Figura 16: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. A, Papila filiforme con queratina
gue le otorga un aspecto desflecado (flecha). Coloracidn tricrémico de Masson. 100X; B,
Papilas filiformes con presencia de queratina (flecha). Coloracion tricrémico de Dane.
200X.

Algunas papilas fungiformes que presentaban epitelio paraquera-
tinizado, con corneocitos superficiales con ndcleos muy pequefos, de
cromatina densa y citoplasmas acidofilos, pero en menor intensidad que en el

epitelio cornificado, se observaron en una mujer y cuatro varones. En las
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caras laterales de algunas papilas se observé una capa de queratina. (Figuras

17y 18).

Figura 17: Mucosa dorsal de lengua de
adulto joven. A, Papila fungiforme (F). Epitelio
(E). Papilas coriales secundarias (flecha fina)
con vascularizacion yuxtapuesta a la zona
basal del epitelio papilar. Queratina (flecha
gruesa). Coloracién HE. 200X; B, Epitelio de
papila fungiforme. Detalle de Ila imagen
anterior a mayor magnificacién. Células super-
ficiales aplanadas (flecha). Células granulosas
con abundantes granulos de queratohialina
(estrella). Coloracién H/E. 400X; C, Detalle
del epitelio de una papila fungiforme de lengua
de adulto joven. Estrato basal (flecha fina).
Estrato espinoso (estrella). Estrato granuloso
(flecha gruesa). Coloracién H/E. 400X.
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Figura 18: Lengua de adulto joven. A, Detalle de la zona basal de una papila fungiforme.,
Vaso sanguineo (flecha fina). Cresta epitelial (estrella). Papila corial secundaria (flecha
gruesa). Coloracién tricrémico de Dane. 400X; B, Detalle de una papila fungiforme.
Células epiteliales superficiales planas (flecha fina). Células basales (flecha gruesa).
Papila corial secundaria (estrella). Coloracién tricromico de Dane). 400X; C, Papila
fungiforme. Fotocomposicién. Coloracién tricrémico de Masson. 200X.

Las papilas caliciformes estaban revestidas por epitelio no quera-

tinizado. (Figuras 19; 20 y 21).

En general, el epitelio interpapilar era de tipo no queratinizado.
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Figura 19: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. A, Detalle de una papila
caliciforme. Nétese la ausencia de queratina. Surco circunvalador (estrella). Epitelio
(flecha). Tejido conectivo (asterisco). Coloracién tricromico de Masson. 40X; B, Imagen
similar a la observada en A. La coloracién empleada (tricrémico de Dane) corrobora la
ausencia de queratina. 40X.

Figura 20: Fotocomposicién de una papila
caliciforme en [lengua de adulto joven.
Corpusculo gustativo (flecha). Surco circun-
valador (estrella). Coloracién tricrémico de
Dane. 100X.
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Figura 21: A, Detalle de la figura anterior a mediana magnificaciéon. Fondo del surco
circunvalador (estrella). Corpusculo gustativo (flecha). Coloracién tricrémico de Dane.
200X; B, A una mayor magnificacién se observa un corpusculo gustativo (flecha) que
atraviesa todo el epitelio de revestimiento. En el epitelio no se observa desarrollo del
estrato granuloso. Coloracion tricrémico de Dane. 400X.

Con microscopia ldser confocal se observaba en las papilas filiformes
con gran nitidez la capa de queratina al igual que los contornos celulares bien

delimitados que contrastaban con un citoplasma mas palido. (Figura 22).
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Figura 22: Mucosa dorsal de lengua de adulto |
Jjoven. A, Papila filiforme con una manifiesta
capa de queratina (flecha gruesa); B, Idem;
queratinocitos con contornos celulares bien
marcados (flecha fina). Células escamosas
(flecha gruesa); C, Queratinocitos, micros-
copia laser confocal.
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Las papilas fungiformes, dispersas y mas escasas que las filiformes,
mostraban su tipica forma de hongo, lo que determina su denominacién, con
una zona superior abultada y una inferior mas angosta. La mucosa que las
revestia se caracterizaba por poseer epitelio paraqueratinizado con parches de
queratina en su regién superior. El tejido conectivo intrapapilar era de varie-
dad laxa, dividido en varias papilas coriales secundarias y con importante
vascularizaciéon capilar que llegaba muy préxima al epitelio papilar. (Figuras

23y 24).

Od. Nelson Rugani 40




Tesis Doctoral
—_— e ———

A

Figura 23: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. A, Sector de una papila fungiforme
observada con microscopia ldser confocal; B, A mayor magnificacién se observan las crestas
epiteliales (CE) y las papilas coriales secundarias (PC) de una papila fungiforme en lengua de
adulto joven. Microscopia laser confocal.

—_——————————— e e
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Figura 24: A, Detalle del epitelio de mucosa
dorsal de lengua de adulto joven. Corte
tangencial de papilas coriales (flecha fina); B,
Estrato basal del epitelio (flecha gruesa); C,
Corte tangencial de papilas coriales. Células
suprabasales. Limites celu-lares marcados.
Microscopia laser confocal.

En la extremidad libre o superior de las papilas se localizaban botones
gustativos con sus caracteristicas células fusadas, mas pdlidas que el resto del
epitelio superficial que las circundaba. Estos botones o corpusculos gustativos

ocupaban todo el espesor del epitelio en las papilas fungiformes y caliciformes.

Las papilas caliciformes, localizadas en la V lingual, zona de transicién
entre el cuerpo y la raiz de la lengua, no sobresalian de la superficie de la

mucosa. Estaban recubiertas por epitelio no queratinizado y rodeadas por un
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profundo surco, el surco circunvalador, en cuyo fondo desembocan las
gldndulas serosas de von Ebner, de ahi también la denominaciéon de
circunvaladas que se da a estas papilas. En las caras laterales de las papilas se
disponian los botones gustativos. Las papilas foliadas, en muy escasa
cantidad, estaban formadas por pliegues mucosos con aspecto de hojas, en los
bordes laterales de la base de la lengua, separados por pequefios surcos. El

epitelio que las revestia era de variedad no queratinizada. (Figura 25).

4 -”\: o

Figura 25: Borde lateral de lengua de adulto
joven. Papilas foliadas. Coloracidn tricrémico
de Masson. 100X.

La raiz de la lengua estaba recubierta por una mucosa de tipo
revestimiento con epitelio no queratinizado y de mayor espesor que en la zona

ventral del 6rgano.

Este epitelio estaba infiltrado por linfocitos provenientes de la amigdala
lingual. No se observé desarrollo papilar y en la union epitelio-corial las

crestas epiteliales eran poco manifiestas. (Figuras 26 y 27).
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Figura 26: Raiz de lengua de adulto joven. A, Epitelio plano estratificado no quera-
tinizado (flecha fina). No se observan papilas coriales sino un limite epitelio/conectivo
suavemente ondulado (flecha gruesa). Infiltrado linfocitario amigdalino (estrella).
Coloracién H/E. 200X; B, Detalle a mayor magnificacién de la imagen anterior.
Coloracion H/E. 400X.

Figura 27: Raiz de lengua de adulto
joven. A, Cripta (flecha). Epitelio (estre-
lla). Linfocitos (asterisco). Coloracidn
tricromico de Dane. 100X; B, Células
epiteliales escamosas (flecha fina).
Estrato basal (flecha gruesa). Linfocitos
(estrella). Coloracién tricrémico de Dane.
400X; C, Epitelio (flecha). Linfocitos con
cromatina densa (estrella).  Coloracién
Azul de Toluidina pH 3,8. 200X.
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Los corpusculos gustativos y el epitelio de revestimiento lingual

presentaban con microscopia laser confocal caracteristicas estructurales no

observadas o dificiles de observar con microscopia optica.

Con microscopia laser confocal se identificaban con nitidez tanto en los
corpusculos gustativos de las papilas fungiformes como caliciformes: células
intracorpusculares fusiformes con nucleos palidos alargados y otras con
nucleos mas oscuros y redondeados, ambas con sus prolongaciones que se
adelgazaban paulatinamente al dirigirse hacia el poro gustativo. A gran
magnificacion, las células fusiformes localizadas en el area central de los
corpusculos contenian importante cantidad de granulos intracitoplasmaticos de
diferentes tamafios. También se observaron células basales proliferantes.
(Figura 28A, B y C.; y Figura 29). En el estrato espinoso del epitelio donde se
encontraban inmersos los corpulsculos gustativos el epitelio desarrollaba los
tipicos contactos intercelulares que dan el nombre a dicho estrato. (Figura

28D).
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Figura 28: A, Corpdsculo gustativo intraepitelial ocupando todo el espesor del epitelio en cara
lateral de una papila caliciforme. Microscopia laser confocal; B, Se observan ntcleos de
células con prolongaciones adelgazadas (flecha). Nucleos oscuros y mas palidos; C, D, Se
destacan los contactos intercelulares con el aspecto de delicadas espinas en los queratinocitos
(flecha).

Od. Nelson Rugani 46




Tesis Doctoral

Figura 29: Se observan los granulos intra-
citoplasmaticos de diferentes tamafios en las
células de los botones gustativos (flecha fina).
Nicleo de queratinocito (flecha gruesa).
Nicleo de célula intracorpuscular (estrella).
Microscopia laser confocal.

La mucosa ventral presentaba en todas las muestras analizadas, un
epitelio de revestimiento no queratinizado, con zonas de espesor importante,
desarrollando crestas epiteliales muy poco marcadas. Las células se disponian
en un estrato basal, uno intermedio y otro superficial. (Figura 30A). El estrato
basal estaba formado por células altas con apetencia basofila y nucleos
ocupados por cromatina laxa y nucleolos manifiestos. El estrato intermedio o
suprabasal, contenia células cuboideas menos basotfilas, que se iban apla-

nando hacia la superficie epitelial, y el estrato superficial células aplanadas
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que conservaban sus ntcleos. No se observaron granulos de queratohialina.
(Figura 30B). Los queratinocitos eran PAS positivos debido a la presencia de

inclusiones intracitoplasmaticas de glucégeno. (Figura 30C).

Figura 30: Mucosa ventral de lengua de
adulto joven. A, Epitelio plano estratificado
no queratinizado (flecha fina). Minimo
desarrollo de crestas epiteliales y papilas
coriales (flecha gruesa). Coloracién tricré-
mico de Dane. 400X; B, Epitelio (E).
Células superficiales planas (flecha fina).
Células basales (flecha gruesa). Coloracién
Azul de Toluidina pH 3,8. 400X; C, Células
epiteliales PAS positivas por la presencia de

C inclusiones de glucégeno. Coloracién PAS.
400X.

ﬂ
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Viejos

En el area de estudio de la mucosa dorsal, el cuerpo de la lengua
presentaba papilas filiformes, fungiformes y caliciformes, no encontrandose en
las muestras analizadas papilas foliadas. Las papilas filiformes estaban
delimitadas por epitelio plano estratificado recubierto por una capa de
queratina de importante espesor, la que se tefila de naranja intenso con
tricromico de Dane y se observaba nitidamente con microscopia ldser confocal.

(Figura 31A, Cy D).

En el epitelio de estas papilas las células del estrato granuloso
contenian granulos de queratohialina y sus nucleos de cromatina densa

estaban retraidos mostrando un halo perinuclear vacio. (Figura 31B).

En una mujer y cinco hombres cuyas edades estaban comprendidas en
el 20 y 39 grupo de viejos, algunas papilas fungiformes mostraban un epitelio
paraqueratinizado con parches de queratina con estrato granuloso bien
manifiesto, PAS negativo y areas interpapilares PAS positivas. (Figuras 32 y
33). Con microscopia laser confocal se observé que la superficie de las papilas
fungiformes era irregular, de aspecto festoneado y a nivel del tejido conectivo

subyacente se localizaban acimulos de adipocitos. (Figuras 34 y 35).

I e e R O S e
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Figura 31: Mucosa dorsal de lengua de viejo. A, Papila filiforme con epitelio queratinizado.
Capa de queratina coloreada por Naranja G (flecha). Coloracién tricrémico de Dane. 10X.;
B,Mucosa dorsal de lengua de viejo. Papila filiforme. Queratina (flecha fina). Granulos de
queratohialina (flecha gruesa). Coloracion tricrémico de Masson. 400X; € y D, Vista
panoramica de una papila filiforme. Queratina (flecha).
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Figura 32: Mucosa dorsal de lengua de viejo. A, Parche de queratina. Coloracion
tricrémico de Dane. 200X; B, Detalle del estrato granuloso de una zona correspondiente a
una papila fungiforme (flecha). Coloracién tricrémico de Masson. 400X.
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Figura 33: Mucosa dorsal de lengua de viejo.
Papila fungiforme. Areas interpapilares PAS
positivas (flechas). Coloracién PAS. 100X.

Figura 34: Papilas fungiformes. A, Epitelio con superficie irregular (flecha fina). Papilas
coriales secundarias y crestas epiteliales (flecha gruesa); B, Acimulos de células adiposas
(estrella). Microscopia laser confocal.

_————— . ———— e ———————————
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I Figura 35: Se observa a mayor magnificacion
‘ Ja superficie irregular de una papila fungi-
forme. Microscopia laser confocal.

Estas caracteristicas estructurales se observaron en todas las muestras
investigadas, sin embargo eran mas manifiestas en los individuos de mas edad
en los que habia pequefias areas apapilares en la zona estudiada, cuya
delimitacién se especifica en Materiales y Métodos. Las papilas caliciformes
eran semejantes a la edad anteriormente descrita, con corpusculos gustativos

localizados en las caras laterales que delimitan el surco circunvalador.

Con microscopia laser confocal se observaron en los corpusculos
gustativos los mismos tipos celulares que en las muestras de individuos
adultos jovenes, presentando algunos granulos en los citoplasmas. (Figura

36).
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Figura 36: Mucosa dorsal de lengua de viejo. Cara lateral de una papila caliciforme.
Estrato superficial (flecha fina). Estrato suprabasal (estrella). Membrana basal (flecha
gruesa) donde apoya el estrato basal. Corpusculos gustativos con células pélidas y
oscuras de aspecto fusiforme, con sus prolongaciones orientadas hacia el poro gustativo
(asterisco). Microscopia laser confocal.

En el epitelio dorsal por delante de la V lingual se destacaban nidos
celulares formados por células aciddfilas fusiformes con finas prolongaciones
intercaladas con células pélidas con limites celulares marcados, globulosas,
cuyos extremos afinados terminaban en pequefias prolongaciones, ambas con
nucleos de aspecto picnético. En algunas células planas se observaba un
marcado halo vacio perinuclear en tanto que en otras no se identificaron los
nucleos. (Figura 37). Cuando estos nidos celulares se estudiaron con micros-
copia laser confocal las células eosindfilas tomaban un tinte oscuro y se
observaba nitidamente que presentaban nucleos pequefios y densos, eran
muy delgadas, con forma sumamente alargada con extensas y delicadas
prolongaciones que abrazaban a manera de tentdculos a las células palidas

identificadas con H/E. (Figuras 38 y 39).

—_——— e ———————
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Figura 37: Mucosa dorsal de lengua de viejo. A, Células “palidas” globulosas y con
extremos ahusados (flecha gruesa). Células aciddfilas mas aplanadas (flecha fina).
Coloracién H/E. 400X; B, Se observan los mismos tipos celulares. Coloracion Masson.
400X.

Figura 38: A y B, Mucosa dorsal de lengua de viejo. Células “"oscuras” (flecha fina) y
“pélidas” (flecha gruesa). Microscopia laser confocal.
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Figura 39: Detalle a mayor aumento de la figura 38. Microscopia laser confocal.

B== — =

Estas células “oscuras” presentaban delicadas granulaciones intra-
citoplasmaticas.

Las células “pélidas” eran globulosas y mas grandes que las anteriores,

con extremos ahusados pero de escasa longitud si se las comparaba con las

e e T e e e Ee————
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células oscuras. El citoplasma de estas células palidas se encontraba ocupado
por un importante granulado de aspecto pulverulento. Sus nucleos retraidos y
de cromatina sumamente condensada estaban circunscriptos por un halo
perinuclear con material de apariencia filamentosa y finamente granular.

(Figura 40).

Figura 40: Mucosa dorsal de lengua de viejo. A, Células “palidas” globulosas con
nticleos condensados retraidos (flecha); B, Células “palidas” con granulado pulverulento
citoplasmético (flechas). Microscopia léser confocal.

Estas caracteristicas eran mas evidentes en el 3° grupo de viejos

(mayores de 79 afios).

En la zona suprabasal de las papilas fungiformes las células presen-
taban nlcleos retraidos y de cromatina densa, con un pequefio halo peri-
nuclear. (Figura 41). El componente fibroso de la membrana basal era bien

manifiesto. (Figura 42).

 ——— e
#

Od. Nelson Rugani 56




Tesis Doctoral

Figura 41: Detalle de papila fungiforme de
lengua de viejo. A, Células suprabasales con
nicleos retraidos y cromatina densa.
Microscopia laser confocal.
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Figura 42: Mucosa dorsal de lengua de viejo. Se sefiala el componente fibroso de la
membrana basal de una papila fungiforme. Microscopia laser confocal.

La coloracion con la lectina WGA (wheat germ agglutinin), que marca
| el azlcar N-acetilglucosamina de la cubierta glicoproteica externa de la
|. membrana celular nos permitié determinar las caracteristicas de los contornos

celulares, los que en algunas areas eran sumamente irregulares y con
‘ abundantes interdigitaciones o pliegues entrantes y salientes de la superficie
celular que se acoplaban con otras entrantes y salientes en las células
adyacentes, contribuyendo a mantener la cohesién entre las células, a nivel de
los estratos suprabasal y granuloso, aspecto estructural muy disimil a lo que
sucedia en embriones y adultos jovenes, ya que en estos Ultimos las inter-

digitaciones no eran tan marcadas. (Figura 43).

e = T e ]
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Figura 43: Mucosa dorsal de lengua de viejo. A, Capa superficial con ntcleos aplanados y
contornos celulares fuertemente coloreados con lectina WGA (flecha fina). Capa granulosa con
células interdigitadas y pequefios granulos citoplasmaéticos (flecha gruesa). Coloracion Lectina
WGA. 400 X; B, Estrato espinoso con interdigitaciones bien evidentes. Lectina WGA. 400X.

Con H/E se diferenciaban tres tipos celulares con interdigitaciones,
debido al aspecto de sus nucleos, algunos con cromatina laxa, otros con

cromatina densa y otros anucleados.

Con microscopia laser confocal se destacaban los contornos celulares
que parecian dibujados, bien marcados y gruesos, con pronunciadas inter-

digitaciones y los ntcleos retraidos, pequefios y densos. (Figura 44).

En el estrato superficial los contornos celulares eran lisos y las células
escamosas estaban delimitadas por gruesas cubiertas celulares fuertemente

coloreadas con lectina WGA. (Figura 43A).

_———}f e
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Figura 44: Mucosa dorsal de lengua de viejo. Contornos celulares de los queratinocitos bien
delimitados y gruesos. Microscopia laser confocal.

En la raiz de la lengua no se observaron diferencias con la edad

anteriormente presentada.

| En la mucosa ventral se observé un epitelio de revestimiento plano

estratificado no queratinizado con importante espesor, semejante al de los
adultos jévenes. Se identificaron los estratos basal con células baséfilas, inter-

medio y superficial, formados por células de citoplasma claro con H/E, Azul de

|
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toluidina y Dane, las que se colorearon intensamente con PAS. El estrato

intermedio estaba formado por células de citoplasma palido. (Figura 45).

Figura 45: Mucosa ventral de
lengua de viejo. A,
Queratinocitos PAS positivos.
400X. Epitelio de revestimiento
con crestas epiteliales
pronunciadas. Coloracién Azul
de toluidina pH 3,8. 200X; B,
Epitelio de revestimiento. No se
observa estrato granuloso.
Coloracién Azul de toluidina pH
3,8. 400X; C, Zona basal del
epitelio. Crestas epiteliales
(flecha fina). Papilas coriales
(estrella). Coloracién Azul de
toluidina pH 3,8. 400X; D,
Epitelio de revestimiento de
importante espesor y crestas
epiteliales abundantes y
gruesas. Coloracion tricrémico
de Dane. 200X; E, Cresta
epitelial (flecha fina). Papila
corial (estrella). Coloracion
tricrémico de Dane. 400X; F,
Estrato intermedio (estrella).
Coloracion tricrémico de Dane.
400X.

La caracteristica diferencial en relaciéon al grupo de adultos jévenes la

constituy6 la presencia de crestas epiteliales abundantes y gruesas y una capa

o estrato suprabasal con células que desarrollaban interdigitaciones poco

manifiestas.

#

Od. Nelson Rugani 61




Z9 iuebny uospEN ‘PO

&

‘seysayiueul
odcod  ssuopeubipsajul UOD
|eseqesdns  |eyjeyda  ojedis3

eI EMGE]

se1saso sesendb A sejuepungy
-Jjosadsa ajuelioduwl| Sp opeziu
-jeJanb ou opeoynesiss oueid

sauangl soyjnpe

leapnuiiad Ojey A esuap BullBUIOL Sp sopjediad SO3PPNN
‘ojua|nJaAind

opedse ap sojnuesb LoD ewse|dold A sopesnye SOWSJIX® Uuod sesoqo|b sepijed senigd
‘seopewwise|dojd sauoldenuelb sepedijep A sosuap A

sousnbad soajonu uod sepijed seN|Pd Se| e Ueze.qe anb sauopebuojold sepedijep A sesuaIxs
A sepefieje sjuswewns ‘sepebjap Anw Seundso SeN|Pd [BJOJUOD I3SP| ejdoosolojw uo)
*s02)30udld s09oNU UCD sequie 'sauoipebuojold seuanbad A sopeulje sowsadixs Uod ‘sesoqol|b
sepijed senje2 A sauopebuojoid seuy sp ‘SaULIONISN) SE|LOPIDE SBIN|RD LoD sa42|nNj2d SOPIN
'soojewsejdold sojnuedb sounbje uod sauanol

e sejuelowas satejni@d sodiL :(|eaojuod Jasg| gjdodso.olp) soAleIsnb so|nasndio)
*seuaAgl sojnpe ap se| e selue[aWSS SALLIODI|eD sejided

‘sae|idede seale seyanbad ‘sojjpodipe uod 2jus0eAgNS OAIRDRUOD oplfal

‘031s91jluBW osojnuesb ojelis3

-sauoDe)IBIpJaIul S9juBpUNge uod osojnuelb A jeseqeldns sojelis3

‘opeauo3sa) o1adse ap Jenbaud Jejided apyadns

-punesanb ap sayoied uod sepeziupesenbeled seunBje :sauliojibuny sejided

*ojoRA Jesjonuied ojey

A sopjeJja.) ‘esusp BUIBWIOID 9P SO|DNU U0 esojnueJb eded us eujjelyolesenb sp sojnueso
‘eupeJanb ap Josadse sjuepioduwl] uod opedyljelise oue|d olj231da :sawofl|l sejided

ap soj

ojuslwnssAal  9p  oled3y | sojep el e 21uelswas ‘sepel|o) sejided ueasasqo as ou :lejided ol=3d3 sofaIn
"sejuelajijold sajeseq se|n|sd
‘sepedlewl odod ‘SOpEeSpUOPa. A SOINJSO SBW SO3[PNU U0D Seo A sopebJeje A sopljed sos|anu uod
sajel=da sejsal) | seunbjy ‘oaneisnb olod |2 eidey sepezebjape seojewse|d-030 sauolpebuojold ‘sojnuelb uoo
‘|el@ndaeajul BLIRYD | SSWIoyIsny sale|nosndiooesju] sejnja) :(Jase| |eI0JU0D e1d02S0.IIW) sonijejsnb sojnasndio)
-0Jul| uoioeL|yuUT "[edd ‘opeziuljesenb ou 011231d3 ‘sesedse Anw sepel|o} sejded
-uaA euoz us anb |ej| 'sajeJ2)e| seled us soAfleIsnb ssuojoq Uod sepeziuizeJanb ou saulioyojjed sejided
-ayde Josadsa Johely | ‘|enuuadns tejided olj=31de us soalyeIsnb sauojog ‘sale|ided ssjuepunqge uod OAIRIRU0D OplfaL
‘sepeoJeLu ‘(uepidede *seliepundas sajellod sejided
oood sajelpuda seisald opeziupessnb | “sejided seun6bje us eupessnb ap sayoJed uod opeziujessnbesed olpyds 1sawLioyibuny sejided
‘+Syd opeziupelanb | ou oyeyds) ojuaw 'soAl3e3IsN6 sojnasndiod uls opeziuiiesenb oj[e)ide (seulIoylly se|ided
ou ojualWnSaAal 2p ‘oj@ida | -1seAsa odi) esoon|y ‘opeziupesanb ou Jejidediaiul o9)d3 iejided opedijijelisa ouejd oiaud3 SauUaA0[
ZIVH ody3and sojnpy
"wap] “B5U23Ul +Svd Olj211d3 [Seuewsas gg
wepy "BJpJe] Sell UQIDBPUSISJIp :Sauliodllly sejided "SOAREISND S0|NosSNdJI0) [SBUBLWSS OZ |
"S8|21H0D
sejided |u sojej2)de sejsald *saulioyinl|ed sejided SEUPWSS 91
Aey oN "+Svd Jejdede opeb "SULojibunj epualede ap se|ided "9|qejou [elj@}idae uooedyesy SBUBWas O1-FT |
-|op ol|jed3 TSeUewss 91-¢1 “sejsanjjuell sell sadefjded sauoiodaA0ld TSeuBLos FI |
“opezjufjelanb ou opedjjiie.)se |ejeuaad
oue|d olje)d3 TSEUBWSS ZI-01 'sayuaidipul sede|ided sauooaAold seunbje uod opezjupelanb ou OpedIIRIIS? oue|d oljoud3 TSEURWSS ZI-0F | olioliesaq
IVHLNIA 3IDIFH3IANS TvYSH0d I1DI4H3dNS avasa

VNON31 V1 3ad SVIIDOTOLSIH SYIILSTHILOVUVD :SISALNIS <«

%&l

jedo3o0oq Sisal




Tesis Doctoral

+# INMUNOMARCACION DEL EPITELIO LINGUAL CON

CITOQUERATINAS
> Citoqueratina 3412

Se observé una intensa inmunomarcacion homogénea en todas las
edades pre y postnatales en todos los estratos celulares tanto del epitelio de la
. mucosa dorsal del dorso de la lengua como de la raiz y mucosa ventral.

(Figuras 46, 47 y 48).

Figura 46: Mucosa dorsal de feto de 20-32 semanas. A, Epitelio con inmunomarcacién
positiva (flecha). Citoqueratina 34312. 100X; B, Epitelio positivo (flecha). Nicleo de
tejido conectivo (corte tangencial. Estrella). 400X.

Figura 47: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. Ay B, Queratinocitos fuertemente
positivos. Niicleos de tejido conectivo (estrellas). Citoqueratina 34312. 400X.
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Figura 48: Raiz de la lengua. Epitelio con inmunomarcacion positiva (flecha). Tejido
conectivo con infiltrado linfocitario de la amigdala lingual (estrella). Citoqueratina

34p12. A, 200X; B, 400X.

> Citoqueratinas 5/6

Desarrollo prenatal: En fetos de 10 a 19 semanas la mucosa lingual
de la superficie dorsal presenté una fuerte positividad en el area basal

resultando mas débil hacia superficial (Figura 49).

Figura 49: Mucosa lingual de feto de 10 a 19 semanas. Notese la positividad de la
inmunomarcacion en la zona basal del epitelio. Citoqueratina 5/6. A, 200X; B, 400X.
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Od. Nelson Rugani 64




Tesis Doctoral
#
—_— e ——

Por el contrario, en la regién ventral de la lengua la marcacién hacia

basal era moderada siendo semejante a la dorsal en los estratos mas super-

ficiales (Figura 50).

Figura 50: Regidén ventral de lengua de feto
de 10 a 19 semanas. Marcacién positiva
moderada en la zona basal. Citoqueratina
5/6. 200X.

Entre las 20 y 32 semanas la mucosa dorsal era positiva fuerte en todo
el epitelio, con células que presentaban un intenso halo perinuclear inmuno-

rreactivo. Los corpusculos gustativos eran negativos. (Figura 51A, B y C).

La mucosa ventral mostré una marcacion intensa en basal y supra-

basal siendo menos marcada hacia superficial. (Figura 51D).

e ————————————— ==L ==
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Figura 51: Mucosa lingual de feto de 20 a 32 semanas. A, B y C, Regién dorsal.
| Inmunorreactividad positiva en los queratinocitos. Corpdsculos gustativos negativos
H (flechas). D, Regién ventral. La positividad disminuye gradualmente hacia apical.
Citoqueratinas 5/6. A, 100X, B y C, 400X, D, 200X.

Adultos jovenes: En la mucosa ventral la reaccién positiva era mas
manifiesta en la zona basal, siendo débil a negativa en el resto de los estratos

celulares (Figura 52).

Figura 52: Mucosa lingual ventral de adulto
joven. Reaccién positiva mas intensa en la
zona basal (flecha). Citoqueratinas 5/6.
200X.
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En la mucosa dorsal del cuerpo de la lengua la reaccion resultd

diferente segun el tipo de papila.

En las papilas caliciformes era manifiestamente positiva excepto en las

capas mas superficiales formadas por células planas o escamosas. (Figura 53).

Figura 53: Lengua de adulto joven. Papilas
caliciformes. Negatividad de [la inmuno-
rreaccién en las células escamosas (flechas).
Citoqueratinas 5/6. 400X.

Por el contrario, las papilas fungiformes mostraron una marcacion
positiva heterogénea en todos los estratos celulares, los que presentaron una
marcacion mas fuerte en las zonas basal y superficial en algunas papilas,
mientras que en otras aparecia la reaccién en todos los estratos celulares con

células fuertemente marcadas intercaladas con otras negativas. (Figura 54).

#
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Figura 54: Mucosa dorsal de lengua de aduito joven. Papilas fungiformes. A, Zona basal
de una papila con queratinocitos marcadamente reactivos (estrella). Tejido conectivo
(asterisco). Citoqueratinas 5/6. 400X; B, Zona apical de una papila. Células escamosas
(flecha). Citoqueratinas 5/6. 400X; C, D, E y F, Detalle a diferentes magnificaciones de
una papila fungiforme donde los queratinocitos muestran una marcacion positiva
heterogénea (flechas gruesas) intercaladas con células negativas (flechas finas). Cito-
queratinas 5/6.

_
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Las papilas filiformes resultaron positivas en todos los estratos
coloreandose a la manera de tres franjas donde la superior e inferior daban
una reaccién positiva que variaba de moderada a intensa y la media mas

débil. (Figura 55).

Figura 55: Lengua de adulto joven. Papila
filiforme positiva con menor reactividad en la
zona media (estrella). Citoqueratinas 5/6.
100X.

La raiz de la lengua presentd un epitelio con marcacion positiva, la que
era mas intensa en las células del estrato basal y células suprabasales vecinas

a las anteriores. (Figura 56).

Figura 56: Raiz de lengua de adulto joven. A, Queratinocitos positivos (flecha).
Actimulo linfitico (estrella). Citoqueratinas 5/6. 100X; B, Reaccién positiva mas intensa
en células basales y suprabasales. Citoqueratinas 5/6. 400X.
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| Viejos: La reaccion del epitelio en las papilas fungiformes fue

semejante a lo observado en los adultos jévenes. (Figura 57).

Figura 57: Mucosa dorsal de lengua de viejo. Papila fungiforme con marcacién
heterogénea de los queratinocitos (flechas). Citoqueratinas 5/6. A, 200X; B, 400X.

J En las papilas caliciformes los queratinocitos se coloreaban débilmente
aunque en sectores aparecian acumulos celulares mas intensamente colorea-

dos siguiendo un patrén de distribucién heterogéneo. (Figura 58).

Figura 58: Detalle de una papila caliciforme
en lengua de viejo. Acumulos de queratino-
citos positivos (flecha). Citoqueratinas 5/6.
200X.
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Citoqueratina 19

Desarrollo prenatal: Entre las 10 y 32 semanas de vida intrauterina
no se observaron diferencias con la edad, contrariamente a lo que se sucedid
con citoqueratinas 5/6, siendo positivas fundamentalmente las células que
conformaban el estrato basal antes de la diferenciacion papilar y posterior-
mente en los diferentes tipos de papilas de la mucosa dorsal y en la mucosa

ventral. (Figura 59).

Figura 59: lLengua de feto de 10 a 32 semanas. A, Mucosa ventral; B, Cy D, Mucosa
dorsal. La reaccién positiva se observa principalmente en las células de localizacion mas
basal (flechas). Citoqueratina 19. A, 200X; B, 100X; C, 200X; D, 400X.

I
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Adultos jévenes: La mucosa ventral resulté positiva moderada a

débil en el estrato de células basales. (Figura 60).

Figura 60: Mucosa ventral de lengua de
adulto  joven. Células con positividad
moderada a débil en las células basales
(flecha). Citoqueratina 19, 200X.

En sectores del epitelio de las papilas fungiformes se observaron
pequefios nidos de queratinocitos fuertemente reactivos. Por el contrario, la

reaccién en las papilas filiformes era débil a negativa. (Figura 61).

Figura 61: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. A, Papila fungiforme. Nidos de
queratinocitos reactivos (flecha). Citoqueratina 19. 400X; B, Papila filiforme con
reactividad débil a negativa. Citoqueratina 19. 100X.

En las papilas caliciformes la reaccién copiaba el patrén de reaccion

observado con citoqueratinas 5/6.

e e T e e e
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En la raiz las células basales eran positivas al igual que algunas células

del estrato superficial, estas Ultimas de manera aislada. (Figura 62).

Figura 62: Raiz de lengua de adulto joven. Queratinocitos positivos (flechas). Tejido
conectivo con infiltracién linfocitaria (estrellas). Citoqueratina 19. A, 200X; B, 400X.

Viejos: Reacciones similares se observaron en los individuos viejos.

(Figura 63).

1 -;‘ L R WA
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Figura 63: Detalle de papila caliciforme en
lengua de viejo. Grupo de queratinocitos
inmunorreactivos (flecha). Citoqueratina 19.
200X.
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ESTUDIO MORFOMETRICO

Cuando se comparé el nimero de nucleos/10™" um?, en el sector dorsal
del epitelio de las muestras de lengua de los embriones humanos, se observé
un nimero de nucleos/10* um? 1.8 veces mayor que en el epitelio de las
muestras de lengua del mismo sector de los adultos jovenes (p=0.0367)

(Tabla, Figura 64A).

Mientras que los sectores dorsal y ventral en cada grupo estudiado no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en el numero de

nucleos/10™* um? (p>0.05) (Tabla, Figura 64B)

Tabla 1: Promedio y desvio estandar del ndmero de nticleos por 10" ym? en muestras de
mucosa lingual seglin edad y sectores

Niimero de Niicleos/10* i

Edad Sector
(media + DE)
Dorsal 9,82+ 3,51
Embridn
Ventral 7,07 +1,6
Dorsal 5,36 + 1,28
Adulto Joven _ _ .
Ventral 5,46 + 3,49
Dorsal ' 7,47 + 2,42
Viejo
Ventral 6,02+ 2,09
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Sector Dorsal
12 — . .
Namero }mmedx‘o de ndcleos /0.1 um2
,82 |
10 - ¢ I
I
8 - 7,47 .
6 - 5,36(%)
4 - . 1 .
2 i - 0
0 - T T .
Embrién Adulto Viejo
Joven
A
Sector Ventral
10 = 3 i . = .
Namero %mmedfo de niticleos / 0.1 ym2
8 4
7,07
6,02
6 5,46
4
2 4
0 i T T
Embrion Adulto Viejo
Joven
B
Figura 64: Numero promedio de nticleos / 107" um? en el sector dorsal (A) y ventral (B)
de la mucosa lingual de embriones, adultos jévenes y viejos. (*)Indica diferencias
estadisticamente significativas entre los estadios embrionario, adulto joven, viejo.
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En relacién a la queratinizacién de la mucosa, ésta se evalué como

presencia/ausencia de queratina en cualquiera de los dos sectores estudiados,
observandose un 0% de queratinizacién en los embriones, 53.33% en los

adultos jovenes y 60% en los viejos.

o CREACION DE UNA BASE DE DATOS CON LAS IMAGENES DE

PREPARACIONES HISTOLOGICAS DE MUCOSA LINGUAL

Dentro de los objetivos especificos de nuestro trabajo, nos fijamos
crear una base de datos con las imagenes histolégicas obtenidas, para su uso
en la docencia de grado y post-grado relacionada con la tematica del 6rgano

lingual.

Se seleccionaron iméagenes de nuestras preparaciones histolégicas de
mucosa lingual humana las que fueron incorporadas al Atlas digital de
Anatomia, Histologia y Embriologia Oral (Afio 2005, ISBN 987-05-0141-9),
que forma parte de un proyecto mayor interdisciplinario en el que parti-
cipamos docentes e investigadores de las Universidades Nacionales de Cér-

doba, Cuyo y Tucuman.

Ya que como es sabido que las imagenes histolégicas refuerzan la
comprensién de la informacién escrita y facilitan la observacién de las
practicas y, teniendo presente que no contamos con material iconografico a
nivel masivo sobre el desarrollo y estructura de los tejidos dentarios,

peridentarios y sistema estomatognatico, realizamos el Atlas en soporte CD-

e e e e T ]
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ROM, con el objetivo de reforzar su estudio con imagenes microscopicas,
radiolégicas y clinicas, normales y patolégicas, que permiten transferir e
integrar los conocimientos aportados por las Ciencias Morfologicas en la
investigacién, la ensefianza y la practica clinica. Esto es, la ensefianza de las
Ciencias Morfolégicas clinicamente orientada como recomienda la Organizacién

Panamericana de la Salud.

Las imagenes se digitalizaron con un analizador de imagenes con el

programa Image Pro-Plus.

Este Atlas compiti6 en VIDEOMED 2005. 5° Festival Internacional
de Cine Médico y Cientifico. Consejo de Médicos de la Provincia de
Coérdoba. World Association of Medical and Health Films, siendo
distinguido con la Mencion a la calidad docente. Categoria multimedia.

Octubre 2005.

ﬁ
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INMUNOMARCACION DEL EPITELIO LINGUAL CON

CITOQUERATINAS

» Citoqueratina 34p12

Se observé una intensa inmunomarcacion homogénea en todas las
edades pre y postnatales en todos los estratos celulares tanto del epitelio de la
mucosa dorsal del dorso de la lengua como de la raiz y mucosa ventral.

(Figuras 46, 47 y 48).

Figura 46: Mucosa dorsal de feto de 20-32 semanas. A, Epitelio con inmunomarcacion
positiva (flecha). Citoqueratina 34p12. 100X; B, Epitelio positivo (flecha). Nucleo de
tejido conectivo (corte tangencial. Estrella). 400X.

, Figura 47: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. Ay B, Queratinocitos fuertemente
q | positivos. Ncleos de tejido conectivo (estrellas). Citoqueratina 34312. 400X.
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Figura 48: Raiz de la lengua. Epitelio con inmunomarcacién positiva (flecha). Tejido
conectivo con infiltrado linfocitario de la amigdala lingual (estrella). Citoqueratina

34p12. A, 200X; B, 400X.

» Citoqueratinas 5/6

Desarrollo prenatal: En fetos de 10 a 19 semanas la mucosa lingual
de la superficie dorsal presenté una fuerte positividad en el area basal

resultando mas débil hacia superficial (Figura 49).

Figura 49: Mucosa lingual de feto de 10 a 19 semanas. Notese la positividad de la
inmunomarcacion en la zona basal del epitelio. Citoqueratina 5/6. A, 200X; B, 400X.

#
Od. Nelson Rugani 64




Tesis Doctoral
—d—#

Por el contrario, en la regién ventral de la lengua la marcacién hacia
basal era moderada siendo semejante a la dorsal en los estratos mas super-

ficiales (Figura 50).

Figura 50: Regidn ventral de lengua de feto
de 10 a 19 semanas. Marcacién positiva
moderada en la zona basal. Citoqueratina
5/6. 200X.

Entre las 20 y 32 semanas la mucosa dorsal era positiva fuerte en todo
el epitelio, con células que presentaban un intenso halo perinuclear inmuno-

rreactivo. Los corplsculos gustativos eran negativos. (Figura 51A, B y C).

La mucosa ventral mostré una marcaciéon intensa en basal y supra-

basal siendo menos marcada hacia superficial. (Figura 51D).

e —————————————————————
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Figura 51: Mucosa lingual de feto de 20 a 32 semanas. A, B y C, Regién dorsal.
Inmunorreactividad positiva en los queratinocitos. Corpusculos gustativos negativos
; (flechas). D, Regién ventral. La positividad disminuye gradualmente hacia apical.
Citoqueratinas 5/6. A, 100X, B y C, 400X, D, 200X.

Adultos jovenes: En la mucosa ventral la reaccién positiva era mas
: manifiesta en la zona basal, siendo débil a negativa en el resto de los estratos

' celulares (Figura 52).

Figura 52: Mucosa lingual ventral de adulto
joven. Reaccién positiva mas intensa en la
zona basal (flecha). Citoqueratinas 5/6.
200X.

e e e e e e
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En la mucosa dorsal del cuerpo de la lengua la reaccién resultd

diferente segun el tipo de papila.

En las papilas caliciformes era manifiestamente positiva excepto en las

capas mas superficiales formadas por células planas o escamosas. (Figura 53).

Figura 53: Lengua de adulto joven. Papilas
caliciformes. Negatividad de [la inmuno-
rreaccién en las células escamosas (flechas).
Citoqueratinas 5/6. 400X.

Por el contrario, las papilas fungiformes mostraron una marcacién

il el e ——

| positiva heterogénea en todos los estratos celulares, los que presentaron una
marcacion mas fuerte en las zonas basal y superficial en algunas papilas,
mientras que en otras aparecia la reaccion en todos los estratos celulares con

células fuertemente marcadas intercaladas con otras negativas. (Figura 54).

#
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Figura 54: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. Papilas fungiformes. A, Zona basal
de una papila con queratinocitos marcadamente reactivos (estrella). Tejido conectivo
(asterisco). Citoqueratinas 5/6. 400X; B, Zona apical de una papila. Células escamosas
(flecha). Citoqueratinas 5/6. 400X; C, D, E y F, Detalle a diferentes magnificaciones de
una papila fungiforme donde los queratinocitos muestran una marcacién positiva
heterogénea (flechas gruesas) intercaladas con células negativas (flechas finas). Cito-
' gueratinas 5/6.

| o
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Las papilas filiformes resultaron positivas en todos los estratos
coloredndose a la manera de tres franjas donde la superior e inferior daban
una reaccién positiva que variaba de moderada a intensa y la media mas

débil. (Figura 55).

Figura 55: Lengua de adulto joven. Papila
filiforme positiva con menor reactividad en la
zona media (estrella). Citoqueratinas 5/6.
100X.

La raiz de la lengua present6 un epitelio con marcacién positiva, la que
era mas intensa en las células del estrato basal y células suprabasales vecinas

a las anteriores. (Figura 56).

Figura 56: Raiz de lengua de adulto joven. A, Queratinocitos positivos (flecha).
Actimulo linfatico (estrella). Citoqueratinas 5/6. 100X; B, Reaccién positiva méas intensa
en células basales y suprabasales. Citoqueratinas 5/6. 400X.
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Viejos: La reaccion del epitelio en las papilas fungiformes fue

semejante a lo observado en los adultos jovenes. (Figura 57).

Figura 57: Mucosa dorsal de lengua de viejo. Papila fungiforme con marcacion
heterogénea de los queratinocitos (flechas). Citoqueratinas 5/6. A, 200X; B, 400X.

En las papilas caliciformes los queratinocitos se coloreaban débilmente
aunque en sectores aparecian acumulos celulares mas intensamente colorea-

dos siguiendo un patrén de distribucion heterogéneo. (Figura 58).

i
Figura 58: Detalle de una papila caliciforme - or .
en lengua de viejo. Acimulos de queratino- / £t Y
citos positivos (flecha). Citoqueratinas 5/6. e WA
200X. by s ¥a,
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Citoqueratina 19

Desarrollo prenatal: Entre las 10 y 32 semanas de vida intrauterina

no se observaron diferencias con la edad, contrariamente a lo que se sucedi6

con citoqueratinas 5/6, siendo positivas fundamentalmente las células que

conformaban el estrato basal antes de la diferenciacion papilar y posterior-
mente en los diferentes tipos de papilas de la mucosa dorsal y en la mucosa

ventral. (Figura 59).

Figura 59: Lengua de feto de 10 a 32 semanas. A, Mucosa ventral; B, Cy D, Mucosa
dorsal. La reaccién positiva se observa principalmente en las células de localizacién mas
basal (flechas). Citoqueratina 19. A, 200X; B, 100X; C, 200X; D, 400X.
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Adultos jévenes: La mucosa ventral resulté positiva moderada a

débil en el estrato de células basales. (Figura 60).

Figura 60: Mucosa ventral de lengua de
adulto joven. Células con positividad
moderada a débil en las células basales
(flecha). Citoqueratina 19. 200X.

En sectores del epitelio de las papilas fungiformes se observaron
pequefios nidos de queratinocitos fuertemente reactivos. Por el contrario, la

reaccion en las papilas filiformes era débil a negativa. (Figura 61).

Figura 61: Mucosa dorsal de lengua de adulto joven. A, Papila fungiforme. Nidos de
queratinocitos reactivos (flecha). Citoqueratina 19. 400X; B, Papila filiforme con
reactividad débil a negativa. Citogueratina 19. 100X.

En las papilas caliciformes la reaccién copiaba el patrén de reaccién

observado con citoqueratinas 5/6.

ﬁ
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En la raiz las células basales eran positivas al igual que algunas células

del estrato superficial, estas Ultimas de manera aislada. (Figura 62).

Figura 62: Raiz de lengua de adulto joven. Queratinocitos positivos (flechas). Tejido
conectivo con infiltracién linfocitaria (estrellas). Citoqueratina 19. A, 200X; B, 400X.

Viejos: Reacciones similares se observaron en los individuos viejos.

(Figura 63).

Figura 63: Detalle de papila caliciforme en
N 1 lengua de viejo. Grupo de queratinocitos
] inmunorreactivos (flecha). Citogueratina 19.
200X.
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2 ESTUDIO MORFOMETRICO

Cuando se compard el nimero de nucleos/10™ um?, en el sector dorsal
del epitelio de las muestras de lengua de los embriones humanos, se observo
un nimero de nicleos/10™* um? 1.8 veces mayor que en el epitelio de las
muestras de lengua del mismo sector de los adultos jovenes (p=0.0367)

(Tabla, Figura 64A).

Mientras que los sectores dorsal y ventral en cada grupo estudiado no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en el ndmero de

ntcleos/10™ um?® (p>0.05) (Tabla, Figura 64B)

Tabla 1: Promedio y desvio estdndar del nimero de nicleos por 1071 um? en muestras de
mucosa lingual seguin edad y sectores

Numero de Niicleos/10™ p?

Edad Sector
(media + DE)
) Dorsal 982+ 3,51
Embrion
Ventral 7,07 +1,6
Dorsal 5,36 + 1,28
Adulto Joven
Ventral 5,46 + 3,49
Dorsal 7,47 + 2,42
Viejo
Ventral 6,02 + 2,09

[==—— e e —————————— S S R e e e

Od. Nelson Rugani 75



Tesis Doctoral

Sector Dorsal
19 o S ——— ——
Nidmero promedio de nucleos /0.1 um2
10 _ 9,82
8 7,47
6 - 5,36(%)
4
2 | .
0 .
Embrién Adulto Viejo
Joven
A
Sector Veniral
10 +—— —
Ndmero lmmedfo de niicleos /0.1 uym2
8 |
7,07
6 - 5,46 |
4
2 N
0 ; : :
Embrién Adulto Viejo
Joven
B

Figura 64: Nimero promedio de nicleos / 10 ym? en el sector dorsal (A) y ventral (B)
de la mucosa lingual de embriones, adultos jovenes y viejos. (*)Indica diferencias
estadisticamente significativas entre los estadios embrionario, adulto joven, viejo.
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En relacién a la queratinizacion de la mucosa, ésta se evalué como
presencia/ausencia de queratina en cualquiera de los dos sectores estudiados,
observdndose un 0% de queratinizacion en los embriones, 53.33% en los

adultos jovenes y 60% en los viejos.

< CREACION DE UNA BASE DE DATOS CON LAS IMAGENES DE

PREPARACIONES HISTOLOGICAS DE MUCOSA LINGUAL

Dentro de los objetivos especificos de nuestro trabajo, nos fijamos
crear una base de datos con las imagenes histoldgicas obtenidas, para su uso
en la docencia de grado y post-grado relacionada con la temética del érgano

lingual.

Se seleccionaron imagenes de nuestras preparaciones histologicas de
mucosa lingual humana las que fueron incorporadas al Atlas digital de
Anatomia, Histologia y Embriologia Oral (Afio 2005, ISBN 987-05-0141-9),
que forma parte de un proyecto mayor interdisciplinario en el que parti-
cipamos docentes e investigadores de las Universidades Nacionales de Cor-

doba, Cuyo y Tucuman.

Ya que como es sabido que las imagenes histologicas refuerzan la
comprension de la informaciéon escrita y facilitan la observacién de las
practicas y, teniendo presente que no contamos con material iconografico a
nivel masivo sobre el desarrollo y estructura de los tejidos dentarios,

peridentarios y sistema estomatognatico, realizamos el Atlas en soporte CD-
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ROM, con el objetivo de reforzar su estudio con imagenes microscopicas,
radiolégicas y clinicas, normales y patolégicas, que permiten transferir e
integrar los conocimientos aportados por las Ciencias Morfoldgicas en la
investigacién, la ensefianza y la practica clinica. Esto es, la ensefianza de las
Ciencias Morfolégicas clinicamente orientada como recomienda la Organizacion

Panamericana de la Salud.

Las imagenes se digitalizaron con un analizador de imagenes con el

programa Image Pro-Plus.

Este Atlas compiti6 en VIDEOMED 2005. 5° Festival Internacional
de Cine Médico y Cientifico. Consejo de Médicos de la Provincia de
Coérdoba. World Association of Medical and Health Films, siendo
distinguido con la Mencién a la calidad docente. Categoria multimedia.

Octubre 2005.
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En el presente trabajo hemos analizado las caracteristicas histologicas,

histoquimicas y morfométricas de la mucosa lingual humana en sus caras

dorsal y ventral, en la etapa prenatal, en adultos jévenes y viejos.

Destacamos que en la bibliografia consultada no se encontraron
descripciones sistematizadas sobre las variaciones cronologicas de la mucosa

lingual humana.

En la etapa prenatal se observaron una serie de eventos entre los que
se destacé la aparicién de proyecciones papilares incipientes en fetos de 10
semanas, las que a las 14 semanas se podian identificar como fungiformes.
Las papilas caliciformes aparecian luego de las 16 semanas, en tanto que las

papilas filiformes se observaron a partir de las 20 semanas.

Cuando se contrastaron estos hallazgos con los de la literatura
comprobamos que existe discrepancia entre algunos autores de viejos
trabajos, en cuanto al momento de aparicién y al tipo de papila que se

diferencia en primer término y coincidencias en lo descrito por otros.

Segln Yamasaki y Takahashi (1982) y Provenza y Seibel (1986) las
primeras papilas en aparecer en la mucosa lingual dorsal son las caliciformes,
entre las 9 y 10 semanas del desarrollo intrauterino. Las papilas fungiformes
se identifican desde las 11 semanas segun lo descrito por Milaire (1980). En
cuanto a las papilas filiformes, serian las Ultimas en aparecer, al final del

desarrollo (Provenza y Seibel, 1986).

#
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En publicaciones mas recientes, Moore y Persaud (2000), describen el
inicio del desarrollo de las papilas linguales al final de la 8° semana, con la
aparicién de los esbozos de las papilas caliciformes y foliadas. A posteriori
aparecen, segun estos autores, las papilas fungiformes y finalmente las

papilas filiformes entre las 10 y 11 semanas.

A diferencia de estos autores, Sawaf et al (1991) consideran al igual
que lo hallado en nuestra investigacién que las primeras papilas que se
diferencian son las fungiformes, a partir de las 10 semanas, etapa mas
temprana a lo observado por nosotros. Estos autores describen la presencia de
numerosas papilas, la mayoria de apariencia fungiforme, en la superficie
dorsal de la lengua fetal. Ademas indican que existe queratina en la superficie
de algunas papilas, detalle estructural y funcional no observado en el presente

trabajo.

También Abramovich (1984) considera que las papilas linguales se
diferencian segun la siguiente cronologia: primero las fungiformes, luego las

caliciformes y en tercer lugar las filiformes.

Segun Witt y Reutter (1997), en estudios realizados en lengua humana
embrionaria con microscopia electronica de barrido, las papilas fungiformes
aparecen desde las 7 semanas y se desarrollan antes de las filiformes, las que

no se diferencian antes de las primeras 15 semanas de gestacion.

La microscopia laser confocal, no empleada anteriormente para el
estudio de la lengua post/mortem, nos posibilitdé la observacién de detalles
estructurales no detectados con microscopia 6ptica de rutina, puesto que

permite la observacion a diferentes profundidades en el interior del tejido.

e e e e RS
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Asi, las papilas coriales secundarias no identificadas con este ultimo tipo de
microscopio, se observaron en fetos a partir de las 32 semanas de gestacion,
lo que posibilita enriquecer los resultados hallados al obtener informacién

sobre estructuras “enmascaradas” con la tecnologia convencional.

En relaciéon a la mucosa lingual de adultos jévenes, nuestros hallazgos
son en general, coincidentes con las descripciones bibliograficas (Geneser,

2000; Gartner y Hiatt, 2002; Jung et al, 2004).

En algunas muestras de jovenes y viejos observamos papilas
fungiformes con epitelio paraqueratinizado, lo que coincide con las

descripciones de Winning et al (2000) y Sapp et al (2004).

Con microscopia ldser confocal diferenciamos distintos tipos de células
intracorpusculares, que se describen en el “Capitulo Resultados”, no

analizadas en los botones gustativos humanos con esta metodologia.

En individuos viejos hemos encontrado algunas caracteristicas estruc-

turales y citolégicas no informadas por otros autores.

Uno de esas observaciones correspondio a las papilas fungiformes, las
cudles observadas con microscopia laser confocal mostraban contornos
irregulares, de aspecto festoneado, no percibidos en el material estudiado con

microscopia convencional.

La aparicién en la mucosa dorsal del cuerpo de la lengua de nidos o
grupos celulares conformados por células acidéfilas fusiformes con prolon-

gaciones citoplasmaticas y células claras, globulosas, con extremos afinados y

e RS e e
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nucleos picndticos es un hallazgo, probablemente relacionado con el

envejecimiento o senescencia celular.

Peinado et al (2001) describen al envejecimiento como “un proceso
irreversible que afecta de manera heterogénea a las células que conforman los
seres vivos, las cudles, con el paso del tiempo, se ven sometidas a un

deterioro morfofuncional que puede conducirlas a la muerte”.

El microscopio laser confocal nos permitié obtener informacion mas
acabada sobre estos “dos tipos celulares”. Observamos asi que las células
eosindfilas de las técnicas de rutina aparecian ahora como células “oscuras”
con nucleos densos y pequefios y citoplasmas algo aplanados con prolon-
gaciones delicadas, muy extensas dispuestas en forma de red entre las células

palidas de la H/E.

La presencia de delicadas granulaciones citoplasmaticas en las células
oscuras y las manifiestas granulaciones de apariencia pulverulenta de las
células pélidas y las caracteristicas morfolégicas de estos dos tipos celulares
posiblemente se relacionan con el envejecimiento celular, como ya mencio-

namos anteriormente, ya que no se observaron en adultos jévenes.

Se puede especular que las células “oscuras” podrian corresponder a
queratinocitos en involucién, que, por su morfologia, recuerdan a las células
senescentes de la literatura (Campisi y D "Adda di Fagagna, 2007; Funayama
y Ishikawa, 2007) mientras que ocurriria simultdneamente una hipertrofia

compensatoria por parte de las células “pélidas” que las rodean.

_—eeeeee s ———— e e e e
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Como relatan Campisi y D "Adda di Fagagna (2007) senescencia deriva
de senex (latin), que significa hombre viejo o vejez. En la biologia del
organismo, senescencia describe un proceso de deterioro que sigue al
desarrollo y la maduracién. En relacion a las células, esta palabra se aplico a
aquéllas que dejan de dividirse en cultivo. Un acortamiento de los telomeros
es la primera explicacion molecular que se le dio a esta situacién. Los
telémeros disfuncionales serfan el disparador de la senescencia via p53

(Campisi y D “Adda di Fagagna, 2007; Funayama y Ishikawa, 2007).

La senescencia celular fue propuesta como: a- un mecanismo supresivo
anticdncer, y b- una recapitulacién del envejecimiento, o disminucién de la
capacidad regenerativa de células in vivo. En este contexto, la senescencia
celular se considera deletérea porque contribuye a la disminucién de la
renovacién y funcién tisular (Campisi y D "Adda di Fagagna, 2007; Funayama

y Ishikawa, 2007).

Esto abre una puerta hacia futuras investigaciones donde realizaremos
estudios de estas células halladas por nosotros, con microscopia electronica de
transmisién y marcaciones inmunohistoquimicas (p53 —proteina supresora de
tumores-, B- galactosidasa acidica) para dilucidar el verdadero significado

funcional de estos dos tipos de queratinocitos.

Ribeiro de Castro y Ramos e Silva (2005) relatan que en la edad
avanzada la mucosa oral es clinicamente normal y el envejecimiento no es
mas que una progresiva degeneracién celular que resulta en el retardo de las
divisiones celulares, con una disminucion en la capacidad de crecimiento
celular lo que ocasiona una reparacion tisular disminuida. En consecuencia, la

e ————————————————————————————— P, s ]
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mucosa se encuentra mas expuesta y ademas del envejecimiento se adicionan
otros factores predisponentes tales como una inadecuada alimentacion, el
alcohol, el café y el tabaco, medicamentos, sustancias toxicas, protesis
dentales, etc, que agravan las alteraciones de la cavidad oral. Estos autores
también mencionan la disminucién de las papilas linguales, en namero y

tamafio, y disminucién en el nimero de los botones gustativos.

En cuanto a la relacién glucégeno/grado de gueratinizacion, se conoce
bien que la cantidad de esta inclusién varia en los epitelios normales segun la
forma de queratinizacién, donde los epitelios no queratinizados son ricos en
glucégeno mientras que en los epitelios ortoqueratinizados la reaccion PAS es
negativa (Isacsson y Shear, 1981). Estos datos son coincidentes con nuestras
marcaciones en relacién a las diferencias regionales del epitelio lingual en lo
que corresponde a su grado de queratinizacién. Esto ademas tiene su
significacién en histopatologia puesto que se ha observado una abrupta
disminucién del glucégeno en la zona de unién entre epitelio no displasico y
epitelio displdsico, y en el epitelio hiperplasico seudoepiteliomatoso, carcinoma

a células escamosas y carcinoma verrugoso.

Cuando estudiamos las citoqueratinas, filamentos intermedios marca-
dores de células epiteliales, encontramos algunos hallazgos interesantes que
pueden contribuir a la identificacién de la edad en muestras de lengua

humana.

En las marcaciones para citoqueratina 34812, de alto peso molecular,
observamos que todo el epitelio lingual se marcaba intensamente, indepen-
diente de la edad y regién topogréfica de las muestras. Asimismo, no

ﬁ
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encontramos referencias bibliograficas en lengua en relacion a esta
citoqueratina, por lo que aportamos un resultado original, que puede tener
valor en el contexto de marcacién con una bateria de citoqueratinas como
elemento diagnéstico de edad, region de la lengua y patologia. En paladar
humano de fetos y adultos jovenes al igual que en mucosa labial de fetos la
marcacién para citoqueratina 34B12 fue semejante a lo descrito para el érgano

lingual (Rugani, comunicacién personal).

La marcacién para citoqueratinas 5/6, de tipo basico y de alto peso
molecular, mostré algunas caracteristicas interesantes segun la edad y regién
de la lengua de que se trate. Los resultados obtenidos durante el periodo
prenatal demuestran con claridad modificaciones de su patrén de distribucion
a medida que avanza el desarrollo, coincidente probablemente con una
diferenciacion funcional de los queratinocitos, ya que citoqueratina 6 marca las
células (queratinocitos) suprabasales con alto recambio, como son las del
epitelio bucal y citoqueratina 5 es especifica de estratificacion al igual que la
citoqueratina 14 (Montenegro et al, 1998; Sanz, 2006). Y esto es asi ya que
en etapas mas tempranas (10-18 semanas) tanto en mucosa dorsal como
ventral la marcacién es predominante en la capa basal, recordando que a
posteriori (20-32 semanas) la marcacion se hace mas intensa en todo el
epitelio dorsal y en las capas basal y suprabasal del epitelio ventral,
mostrando ambas zonas diferencias bien manifiestas en la marcacion con los
queratinocitos de las capas superficiales, los que practicamente no muestran
reactividad. En labios y paladar duro de fetos se observo una fuerte

positividad de los estratos basal y suprabasal, siendo este Ultimo érgano

e e e e o e e
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fuertemente positivo en todos los estratos del epitelio en la edad adulta

(Rugani, comunicacién personal).

Sin embargo, Sawaf et al (1991) sostienen que citoqueratina 6 no es
detectada a las 10 semanas del desarrollo pero su reactividad si es importante
en el epitelio lingual ventral a las 14 semanas comenzando a debilitarse a las
19 semanas. Por el contrario permanece con fuerte positividad en el epitelio
dorsal, seglin relatan estos autores, siendo la proteina mas prominente a las

23 semanas.

A diferencia de lo relatado para la etapa prenatal se observaron
diferencias en muestras de adultos jévenes y viejos, especialmente en la cara
dorsal del cuerpo de la lengua, cuya reactividad resulté heterogénea
dependiendo del tipo de papila. Se puede inferir a partir de estos resultados
que los patrones de expresion de citoqueratinas 19 y 5/6 se modifican con el
grado de diferenciaciéon que alcanzaron los queratinocitos en este grupo etario,

situacién que persiste con leves modificaciones en los viejos.

Citoqueratina 19 mostré una fuerte positividad en las células del estrato
basal previamente y a posteriori de la diferenciaciéon papilar. Por el contrario
en labio de feto la positividad era moderada en los queratinocitos basales

(Rugani, comunicacién personal).

En las muestras de adultos jovenes comprobamos que en el epitelio
ventral la reactividad de las células basales era de moderada a débil, a
diferencia de la raiz, donde también aparecian algunas célula superficiales

aisladas positivas.

‘#
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En cuanto al cuerpo de la lengua la reaccion resulté heterogénea como

ocurrié con citoqueratinas 5/6, en relacion al tipo de papila.

La marcacién positiva con citoqueratina 19 en distintos grupos etarios a
nivel de los queratinocitos basales estd identificando la presencia de células

madre como relatan Squier y Kremer (2001).

Sawaf et al (1991) observaron reactividad positiva para citoqueratina 19
en todas las capas del epitelio lingual dorsal y ventral en fetos de 14 y 19
semanas, siendo positiva también en la semana 23, aunque con menos

intensidad.

Montenegro et al observaron una tincién negativa en la inmuno-
expresion de citoqueratina 19 en epitelio gingival humano paraqueratinizado.
Por el contrario, Sanz (2006) sostiene que las areas paraqueratinizadas

expresan citoqueratina 19, ausente en los epitelios ortoqueratinizados.

Otro hallazgo a destacar es la apariencia de las crestas epiteliales en el
epitelio ventral en adultos jovenes y viejos, ya que se encuentran manifies-
tamente marcadas en estos Ultimos a diferencia de los primeros, lo que
constituye otro parametro dentro de las diferencias etarias encontradas por

nosotros.
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CONCLUSIONES

En sintesis, los resultados mas sobresalientes descritos por nosotros

consistieron en:

a)

b)

c)

d)

Identificacion de las papilas linguales durante la etapa prenatal y
descripcion de detalles estructurales apoyados en las observaciones

con microscopia laser confocal.

Caracteristicas estructurales y citolégicas particulares en muestras de
individuos viejos, entre las que destacamos con microscopia optica de
rutina, nidos celulares con células acidofilas fusiformes con prolon-
gaciones citoplasmaticas y células claras globulosas con extremos

ahusados y nucleos picnoticos.

Con microscopia ldser confocal se comprueba que estas células
aparecen como células “oscuras” con nucleos densos y cuerpos celu-
lares aplanados con delgadas prolongaciones que envuelven a modo de

red a las células “pdlidas” con granulaciones intracitoplasmaticas.

Modificaciones topograéficas y de la intensidad de la inmunomarcacion
de los queratinocitos en mucosa dorsal y ventral de lengua de fetos,

adultos jovenes y viejos, con citoqueratinas 34312, 5/6 y 19.

Diferencias estructurales marcadas de las crestas epiteliales en el epi-
telio de la mucosa ventral de lenguas de adultos jovenes, donde son

poco marcadas y en viejos, donde son de mayor espesor.
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e) Diferencias estadisticamente significativas en la densidad celular
(nimero de nicleos™ por um?) de la mucosa dorsal de lenguas de fetos

y adultos jovenes.

La estimacion de la edad de cuerpos y esqueletos no identificados, con
propdsitos de investigacién en ciencias forenses tiene una larga tradicion.
Existen grupos internacionales de estudio que han elaborado recomendaciones
para orientar en la estimacion de la edad de los individuos con el propoésito de

dilucidar situaciones médico/legales (Schmeling et al, 2007).

Por todo lo relatado anteriormente, las caracteristicas histologicas,
histoquimicas y morfométricas descritas por nosotros en mucosa lingual
humana en distintos grupos etarios, especialmente durante la vejez, pueden
aportar nuevos elementos hacia la orientacion de la edad cronoldgica de los
individuos dentro de la Odontologia Forense, importante campo actualmente

en expansion.
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Se realizd el estudio histolégico, histoquimico e inmunohistoquimico

de la mucosa lingual humana, en sus caras ventral y dorsal, durante su
desarrollo embrionario, maduraciébn y envejecimiento celular, para
determinar modificaciones etarias y topograficas y relacionarlas con su
funcion.

Los resultados mas sobresalientes consistieron en: a) Identificacion
del desarrollo cronologico de las papilas linguales durante la etapa prenatal
y descripcién de detalles estructurales apoyados en las observaciones con
microscopia laser confocal; b) Caracteristicas estructurales y citoldgicas
particulares en muestras de individuos viejos, entre las que destacamos con
microscopia Optica de rutina, nidos celulares con células aciddfilas
fusiformes con prolongaciones citoplasmaticas y células claras globulosas
con extremos ahusados y nucleos picnéticos; c) Con microscopia laser
confocal se comprueba que estas células aparecen como células "oscuras"
con nucleos densos y cuerpos celulares aplanados con delgadas
prolongaciones que envuelven a modo de red a las células "palidas" con
granulaciones intracitoplasmaticas; d) Modificaciones topogréficas y de la
intensidad de la inmunomarcacion de los queratinocitos en mucosa dorsal y
ventral de lengua de fetos adultos jovenes y viejos, con citoqueratinas
3412, 5/6 y 19; y e) Diferencias estructurales marcadas de las crestas
epiteliales en el epitelio de la mucosa ventral de lenguas de adultos jovenes
y viejos.

Por todo lo relatado anteriormente, las caracteristicas histoldgicas,
histoquimicas y morfométricas descritas por nosotros en mucosa lingual
humana en distintos grupos etarios, especialmente durante la vejez,
pueden aportar nuevos elementos hacia la orientacion de la edad
cronolégica de los individuos dentro de la Odontologia Forense, importante
campo actualmente en expansion.
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SUMMARY

A structural, histologic, histochemical and inmunohistochemical study
was made of the human lingual mucosa, in its ventral and dorsal zones,
during the embryonic development, maturation and aging development to
determinate topographic and age-related changes.

The most distinctive results were a) Chronological development
identification and histological characteristics of the lingual papillae during
prenatal stave, specifically with confocal laser microscopy; b) Structural
and cytological characteristics in old group samples, among the most
distinctive with routine optical microscopy, cellular nests with acidophilic
fused cell with cytoplasmic processes and pale globular cells with spindle-
shaped ends and pyknotic nuclei; c¢) With confocal laser microscopy we
checked that these cells show as dark cells with dense nuclei and flattened
body cells with thin processes surrounding as a net the pale cells with
intracytoplasmic granules; d) Topographic changes and the inmunomarked
intensity of the keratinocytes of the dorsal mucosa and ventral tongue in
different group ages with cytokeratins 3412, 5/6 and 19; and e) Marked
structural differences in the epithelial crests in the epithelium of the ventral
mucosa tongue of young and old groups age.

Because of all above narrated, structural, histochemical and
morphometric characteristics described by us in human lingual mucosa in
different groups ages, specially during elderly can add new elements to the
orientation of the chronological age of individual in forensic dentistry, and
important field in expansion.
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