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RESUMEN

Las células presentadoras de antigenos profesionales como las célu-
las de Langerhans o las células dendriticas intersticiales del tejido
conectivo, son las células capturadoras de antigenos mas importan-
tes del sistema inmune.

En trabajos previos describimos variaciones numéricas y estructurales
de las células dendriticas: con especial referencia a las células de
Langerhans, en diversos epitelios del tracto digestivo. El prop6sito de
este trabajo fue estudiar la distribucion, en forma comparativa, de las
células dendriticas en glandulas salivales mayores y menores de la
mucosa oral. -

Material y métodos: para esta investigacion se utilizaron muestras de
glandulas salivales mayores y menores tomadas de ratas Wistar. Las
muestras fueron procesadas utilizando técnicas de microscopfa épti-
ca convencional, electrénica e inmunohistoquimica.

Los resultados muestran numerosas células dendriticas en los con-
ductos salivares excretores (con epitelio estratificado) asi como en el
parénquima glandular. Aungue no detectamos diferencias estadisti-
cas significativas entre los dos componentes glandulares analizados,
nuestros hallazgos sugieren que, debido a su localizacién, estas célu-
las cumplen un rol fundamental en las defensas inmunes de la muco-
sa oral.

Palabra claves:
Glandulas salivales - inmunidad - células dendriticas.

ABSTRACT

The antigen professional presenting cells (APC), as the Langerhans
cells or interstitial dendritic cells of the connective tissue, are the most
important antigen uptake cells of the immune system. In previous
publications we have described structural and numerical changes, of
those cells, in different epithelia of the digestive tract. The purpose of
this research was to investigate the distributions of these immune cells
in salivary glands including the mayor and minor glands of the oral
mucosa.

Material and methods: mayor and minor salivary glands from Wistar
rats were used for this research. Samples were processed by optical and
electronic microscopy, and immunobistochemistry.

Our results show numerons dendritic cells in salivary ductus (with
stratified epithelinm) and the parenguima glands. Althongh we conld
not detect differences between the two analyzed components in both, the
mayor or the minor glands, onr findings indicate that these cells play an
tmportant roll in the tmmunological defenses of the oral mucosa
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INTRODUCCION

La primera linea de defensa de la mucosa
oral esta representada por la saliva con su
importante actividad inmunosecretora. En
ella es posible encontrar enzimas, proteinas
antimicrobianas como lisozimas, inmunoglo-
bulina A secretora (IgAs), y otras sustancias
presentes en menor cantidad, entre las que
se destacan catalasas, lactoperoxidasa y qui-
miocinas (1).

Histologicamente se describe en las glan-
dulas salivales un parénquima conformado
por acinos, conductos y un estroma de tejido
conectivo donde se observan células plasma-
ticas y linfocitos, que son claves en la res-
puesta inmune (2).

Otros componentes esenciales dentro de
la respuesta inmune presente en la cavidad
bucal, pero escasamente estudiados en las
glandulas salivales, son las células presenta-
doras de antigenos como las células de
Langerhans y las células dendriticas intersti-
ciales. Ambos tipos celulares estan encarga-
dos de captar antigenos que ingresan a la
cavidad bucal y presentarlos, luego de
migrar a los ganglios linfaticos regionales, a
los linfocitos CD4, a partir de los cuales se
inicia la respuesta inmune especifica (3).

Aunque existen varios trabajos que des-
criben la presencia de células dendriticas pre-
sentadoras de antigenos en las glandulas
salivales de ratones, los mismos fueron reali-
zados en modelos experimentales de anima-
les con enfermedades autoinmunes como el
sindrome de Sjogren, el cual afecta a gldndu-
las exocrinas como salivales y lagrimales
(4,5,6). Recientemente, Stasulis y Hand
(2003) describieron estas células en glandu-
las salivales mayores (parétida, submaxilar y
sublingual) de ratones libres de gérmenes
(7). En base a estos datos previos, y conside-
rando la importante funcién que cumple la
saliva en la primera barrera defensiva del
aparato digestivo, es que realizamos este tra-
bajo cuyo objetivo principal es describir la
distribucion comparativa de las células pre-
sentadoras de antigenos, como las células
dendriticas, en el estroma de las glandulas
salivales mayores y menores y determinar si

hay cambios cuantitativos y/o cualitativos de
estas células entre los componentes princi-
pales del parénquima: acinos y conductos de
la via excretora glandular.

MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron glandulas sali-
vales mayores: parotida -submaxilar y glan-
dulas salivales menores linguales. Las mues-
tras se obtuvieron por diseccién bajo aneste-
sia general con éter de ocho ratas "Wistar’,
respetando protocolos de cuidado y uso de
animales de laboratorio (8). El material obte-
nido (8 pares de cada glandula), fue procesa-
do para microscopia optica convencional,
inmunohistoquimica y microscopia electré-
nica.

Para realizar la técnica de inmunohisto-
quimica, las muestras de tejido se fijaron en
formol tamponado al 10% durante dos
horas a temperatura ambiente. Después de
la fijacion los especimenes fueron deshidra-
tados en concentraciones crecientes de alco-
holes e incluidos en parafina. Cortes sagita-
les seriados de 6 micras fueron rehidratados
y colocados en solucion buffer de PBS. La
actividad de peroxidasa enddgena fue blo-
queada con solucion de agua oxigenada al
3%. Las muestras fueron mantenidas en
camara humeda por dos horas sumergidas
en el primer anticuerpo contra la proteina S-
100, diluido 1/100 (S- polyclonal antibody,
Dako, USA), luego lavadas con PBS y coloca-
das en el segundo anticuerpo (anticuerpo
anti IgG marcado con biotina). Los inmuno-
complejos fueron demarcados por medio del
procedimiento de amplificacién ABC (avidi-
na-biotina peroxidasa) y revelados con solu-
cion de 3,3' diaminobenzidina (9). Los cortes
inmunomarcados fueron contrastados con
hematoxilina y montados para luego ser
fotografiados. En las secciones de control el
primer anticuerpo fue omitido o se utilizé un
antisuero normal de conejo (negative con-
trol, Dako, USA)

Para microscopia éptica, varios cortes de
cada glandula fueron procesados segun téc-
nicas habituales, tefiidos con azul de toluidi-
na y montados para su observacion.

Microscopia electrénica.

Cortes milimétricos fueron fijados en gluta-
raldehido 5%, posfijado en tetréxido de
osmio 2% e incluidos en resina Spurr. Las
muestras fueron cortadas con ultramicréto-
mo (Leica ultracut R). Los cortes ultrafinos se
tineron con citrato de plomo y acetato de
uranilo. La observacion se realizé con micros-
copio electrénico Siemens Elmiskop 1 o Zeiss
900.

Procesamiento estadistico

de los datos.

Los valores para cada grupo son presentados
como promedio + error estandar. El test de
comparacion multiple Anova fue utilizado
para evaluar la interrelacion entre las diferen-
tes glandulas y el numero promedio de célu-
las dendriticas por mm2 de parénquima
glandular; mientras que para analizar la rela-
cion entre el ndmero de células por mm2 en
la via excretora, se utilizdé la prueba de
Student. Se consideré un valor de p<0.05
como criterio para determinar diferencias
estadisticas significativas.

RESULTADOS

Microscopia electrénica

Mientras que en el estroma de las glandulas
salivales estudiadas se pudieron observar
numerosas células dendriticas de aspecto
redondeado con prolongaciones citoplasma-
ticas emergiendo en algunas zonas del con-
torno celular (Figura 1), en el conducto
excretor de la glandula parétida se observa-
ron células claras elongadas horizontalmente
siguiendo la curvatura de la pared ductal y
con escasas prolongaciones citoplasmaticas
(Figura 2). En ambos casos el nucleo fue de
aspecto lobulado y con amplias, aunque
poco profundas, escotaduras de la membra-
na nuclear. La cromatina se observd siempre
maés condensada en los bordes de la mem-
brana nuclear. En ninguno de los casos ana-
lizados se pudo objetivar la presencia de gra-
nulos de Birbeck.

Microscopia optica convencional
El examen de las muestras tefidas con azul
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Figura 1: Célula dendritica intersticial presente en el parénquima de una gléndula submaxilar.

Obsérvese su aspecto redondeado, ntcleo lobulado con cromatina periférica ( MET x 5000).

de toluidina (Figura 3), permiti¢ distinguir
células con citoplasma escasamente tefiido
y nucleo lobulado de aspecto triangular o
redondeado en el intersticio glandular. Las
células dendriticas ubicadas en el epitelio de

la via excretora fueron claramente diferencia-
bles, dentro del epitelio estratificado, del
resto de las células epiteliales por su aspecto
caracteristico de citoplasma claro, nucleo
lobulado y cromatina condensada en los

Figura 2: Célula dendritica de aspecto alargado, ncleo con cromatina periférica y ausencia de
tonofilamentos, presente en la pared de la via excretora de gldndula pardtida( MET x 5000).

bordes de la membrana nuclear. No se
encontraron células dendriticas en las regio-
nes donde el epitelio de la via excretora pre-
sento epitelio simple, como en los conductos
intercalares, estriados o conductos de glan-
dulas linguales menores.

Inmunohistoquimica:

Las células inmunomarcadas S-100+ apare-
cen de color marrén, con la marcaciéon de
diaminobenzidina, distribuidas especialmen-
te en el tejido conectivo que separa los l6bu-
los principales. En el conducto excretor, cla-
ramente se ubican en la capa basal del epi-
telio estratificado ductal.

Analisis estadistico
El analisis estadistico de los resultados indico
que el ndmero promedio de células por
mm2 en el intersticio de la glandula pardtida
fue de 2,3 + 1,2 (promedio = error estandar),
sin que existieran cambios estadisticamente
significativos con el nimero de células por
mm?2 en la glandula submaxilar (1,8 + 0,89)
o en las glandulas salivales menores de la
lengua (2,5 + 1,3) p<0,05 (Figura 4).
Analizando las células detectadas en la
via excretora principal de parétida y subma-
xilar el nimero de células dendriticas prome-
dio pormm2 en la glandula parétida fue de
1,75 = 0,48, sin que los cambios hallados
fueran estadisticamente significativos en
relacion con las células de via excretora de la.
glandula submaxilar (1,5 + 0,28 mm2,
p<0,005) (Figura 5).

DISCUSION

Este trabajo fue realizado con el fin de
estudiar la distribucién topografica, en
forma comparativa, de las células den-
driticas en glandulas salivales mayores y
menores de rata. Nuestras observacio-
nes demuestran que las células dendriti-
cas estan presentes en el tejido intersti-
cial de las glandulas salivales mayores
en una proporcion equivalente al nime-
ro de células encontradas en las glandu-
las salivales menores.

Inicialmente los hallazgos descriptos
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en la literatura fueron controversiales,
tal como lo demuestra Matthews et al.
en 1985, quienes no encontraron célu-
las OKT6  positivas para células de
Langerhans, en glandulas salivales
labiales (10). Posteriormente Takahashi
et al., en 1986, describieron la presen-
cia de células S100 positivas, con carac-
teristicas morfologicas similares a las
células de Langerhans en el tumor de
Warthin, pero no encontraron estas
células en glandulas salivales normales
(11). Sin embargo, en un trabajo recien-
te Stasulis y Hand (2003), describen cla-
ramente la presencia de células dendri-
ticas intersticiales en el parénquima de
glandulas salivales de ratas libres de
gérmenes asi como de células de
Langerhans en la via excretora (7).
Nuestro trabajo corrobora estos hallaz-
gos, sugiriendo que la presencia de
estas células en condiciones normales
podria cumplir un rol en la fisiologia
normal de estas glandulas.

Crawford et al., en 1975, describie-
ron a las glandulas salivales menores
como la mayor fuente de inmunoglobu-
lina A en la cavidad oral (12) , por otro
lado existen fuertes evidencias que
sefalan la acumulacién de células den-
driticas en las glandulas salivales ante la
presencia de algun factor infeccioso,
autoinmune, o tumoral (13, 14 y 15).
Esta acumulacién de células dendriticas
se realiza en forma especifica en las
glandulas agredidas, y dichas células
pueden estar localizadas tanto en el
parénguima como en relacion con la via
excretora. Nuestros hallazgos indicarian
gue en condiciones normales no existen
variaciones en la distribucion celular,
por lo que es de suponer que las células
dendriticas podrian responder a diferen-
tes factores quimiotdcticos liberados en
el sitio agredido tal como lo demuestran
estudios previos (16). Mas aun, estd
probado que la presencia de antigenos
en la via excretora de glandulas salivales
mayores resulta en una respuesta local
mediada por anticuerpos (17), indican-

Figura 3: Corte histolégico correspondiente al conducto excretor de gldndula pardtida, donde se
observan algunas células dendriticas (flechas) de citoplasma claro, en la region de la capa basal del

epitelio estratificado ductal (MO x 150, azul de toluidina)

Figura 4
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do que las glandulas salivales contribui-
rian en la barrera inmune oral cuando
son desafiadas por algin antigeno.
Indudablemente, el rol de las glandulas
salivales es mas complejo de lo imagina-
do y quedan todavia muchas cuestiones
sin resolver.
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