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SUMMARY

Evolutionary, structural, ultrastructural and cytochemical studies
{PAS, alcisn blue, toluidine blue, Ruthenium red] were performed in
chick tongues 7to 19 days development, with the aim of observing the his-
tomorphological changes during growth and differentiation. At 7 days
the tongue was covered by a flat epithelium without cornification, with
four cell lines. As an axis was observed a central hyaline-cartilagi
nous skeleton surrounded by mesenchyma. Gince 1! days appeared glanduy
lar buds and canalized cell cords united trough complexes. At 15 days
the epitelial thickness increased remarkably. The subepitelial connec
tive tissue, already notably differentiated, formed papillae. Glandu-~
lar scini contained PAS positive, alciasnophilic, metachromatic and posi
tive ruthenium red substance. Ultrastructurally, glands showed clear
cells, with decreased electronic density and organoids randomly distri
buted and dark cells having electrodense cytoplasm and more organized or
ganoids, At 19 days the epithelium was cornified in the tongue antg
rior half, A net increment of glycoconjugates was detected in glands.
" These aobservations show: 11 lingual glands secrete mucins since 15
days of embryonic development; 2] the cornified anterior epithelium is
‘the result of a genetic pattern and not of a later Functxonal adapta
tion to the type of feeding (grain eating birds]. .
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RESUMEN

Se realizé el etudio evolutivo estructural, ultraestructural y cito-
quimicos [PAS., Alcisn blue, Azul de tecluidina, Rojo de Rutenio) de len
guas de embriones de pollo de 7 a 19 diss de desarrollo con el prupési
to de sbservar los cambios histomorfolégicos que ocurren durante su cre
cimiento y diferenciacién., A los 7 dias la lengua estaba revestida por
un epitelio plano sin cornificacién, con Y4 hileras celulares. A maners
de eje se observé un esqueleto cartilaginoso hialino central rodeado de
mesénquima. Desde los 11 dias aparecian esbozos glandulares y cordones
celulares canalizados relacionados por complejos de unidn. A los 15
dias el epitelio incremento en forma notable su espesor, El tejide co
nective subepitelial, ys mds diferenciado, formaba papilas. Los acinos
glandulares contenian material PAS positivo, alcianofilico, metacromé-
tico y Rojo de Rutenio positivo. Ultraestructuralmente, las gléndulas
presentaban células claras, con menor densidad electrdnica y organocides
distribuidos al azar: y células oscuras con citoplasma electrodenso y
organcides con una disposicidén méds organizada. A los 19 dias dias el
epitelio era cornificado en la mitad anterior del érgsno. En las alén
dulas, se detectd un marcado incremento de los glicoconjugados. Estas
observaciones demuestran que: 1] las gléndulas lingusles secretan muci
nas desde los 15 dias del desarrollo embrionario; 2) el epitelio anig
rior cornificado es el resultado de un patrdn genético y no de una adag
tacidén funcional posterior ante el tipo de slimentacidn [avas granivo-
ras).

‘Palabras clave: embrién de pollo - lengua - estructure - ultraestructy
ra - citoquimica, -

‘INTRODUCCION

En las aves, la lengua, junto con el plco corneo, sirve principal
mente para 1a prehensmn y varia ampliamente de forma al igual
que éste segin los hdbitos alimenticios de las diferentes espec1es
[15].

Esta sostenida por el aparato hioideo y es movida por varios

' miusculos extrinsecos que se adhieren a los huesos de este aparato

y a la mandibula.

Estd desprovista de musculatura intrinseca y se atr1buye su es
casa movilidad a la accién de esos musculos extrinsecos [15-22-
231,

En el pollo, el érgano hngual presenta una zona anterior puntia
guda recubierta por un epitelio pavimentoso estratificado con ca
pa cérnea, mientras que en su zona posterior, el epitelio superfl
cial es plano estratificado no cornificado [18-23]. »

La primera mdlcacmn del desarrollo de las gldndulas en la len
gua es la aparlcmn de brotes sélidos del epitelio que crecen hacia
el mesénquima subyacente y rdpidamente aumentan de tamaifio
[18].
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Segtin Kallius [23], en el embrion de pato [Anas platyrhynchos]
son visibles tres grupos de gldndulas: las linguales anteriores y
postemores, dispuestas lateralmente con respecto a un eje de car
tilago hialino que ocupa la regién central de la lengua; y las glan
dulas linguolaringeas, en la base de la misma y que divergen pos
teriormente alrededor de la glotis.

Reichel [23] manifestd que las primeras glandulas aparecen en
el embrién de pollo [Gallus gallus] alrededor del 8° dia en la base
de la 1engua y en el dngulo formado por ésta y el piso de la boca.

Segin algunos autores [13-22], el producto segregado por las
gldndulas linguales es de naturaleza mucosa y contiene enzimas
digestivas.

En trabajos previos [25-26], realizamos el estudio de las gldndu
las linguales en el embrién de pollo y comprobamos que dichas
gldndulas estdn diferenciadas ultraestructural y citoquimicamen
te a los 15 dias de desarrollo in ovo, y producen un grupo hetero
géneo de glicoconjugados.

Ademas, el gran desarrollo de las gldndulas bucales es una ca
ractemstlca de las aves granivoras como el pollo. Por el contra
rio, es mas reducido en las aves acudticas [22].

Por otra parte, el érgano lingual ha sido escasamente estudiado
en las aves, especialmente durante el periodo embrionario. Por
ello, nuestro objetlvo fue realizar el estudio estructural, ultraes
tructural y mtoqulmlco de lenguas de embriones de pollo de 7 a
19 dias de 1ncubac1on con el propdsito de analizar los cambiocs
h1stomorfologlcos que ocurren durante su crecimiento y d1feren
ciacidn in ovo, en relacién con posibles diferencias hlstoqulmlcas,
a fin de poder inferir sobre sus posibles implicancias fisioldgicas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron embriones de pollo de 7 a 19 dias de incubacidn,
- de raza Cobb's White Rock, provenientes de un criadero local.
Se determind la coincidencia de las edades embrionarias en dias
de incubacién con los estadios del desarrollo descritos por Hamil
ton y Hamburger [14]. Se disecaron cuidadosamente los drganos
~ linguales y se flJaI’OI'l en formol neutro al 109 a pH 7,4, en buffer
de fosfato y en formol/cloruro de cetilpiridina para los estudios
de microscopia dptica. Posteriormente, el material fue deshidra
tado e incluido en parafina. Se realizaron cortes seriados y se
colorearon con los siguientes métodos: Hematoxilina/eosina; tri
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_crémico de Cason, PAS; PAS/amilasa; PAS/51a11dasa, Alcian
blue a pH 2,5 y 1,0; reacciones de blogueo (rnet11ac1on) y sapom
ficacion (demetllacmn), Azul de toluidina a pH 3,8; ac1do pemo
dico-metenamina/plata [4-19-20].

~ "En el estudio ultramtoqmmlco de los glicoconjugados se em
pleé una sal pohcatlomca de Rojo de Rutenio [7] Los tejidos se

~ - trataron con una solucién de Karnovsky [16].mds Rojo de Rutenio

al '0,1% a pH 7,4 con cloruro de calcio 0.003M y posfijados en te
trox1do de osmio. al 2%, conteniendo Rojo de Rutenio al 0,07 5%
durante 60 minutos. Luego fueron coloreados con acetato de ura
nilo'y citrato de plomo.

Para los controles con microscopia electrénica de transmisién
las muestras se fijaron en Karnovsky [16], luego fueron posfijadas
en tetréxido de osmio e incluidos en Araldita. Los cortes se rea
lizaron en un ultramicrétomo Porter Blum MT1 y se colorearon
. con acetato de uranilo y citrato de plomo. -

Las observaciones se efectuaron en un microscopio ‘electrénico
Siemens Elmiskop 101, a magmfmacwnes entre 2.000 y 20 000
aumentos. .

RESULTADOS

A los 7 dias de incubacién (estadio 31) se observé que la lengua
de los embriones de pollo estaba recubierta por un epitelio plano
estratificado no cornificado, formado por 4 a 5 capas de células
basdfilas. Este epitelio superficial asentaba sobre una membrana
basal que constituia ‘una delicada banda alcianofilica a pH 2,5.
Ultraestructuralmente se identificé un delgado estrato espinoso
con contactos intercelulares.

El mesenqmma subyacente presentd una matrlz amorfa muy
abundante y células estrelladas grandes con delgadas prolongacw
nes y citoplasma baséfilo. Los nervios y capﬂares sangumeos e-
ran abundantes. .

A esta edad no observamos esbozos glandulares. o

En la porcién central de la lengua se localizaba un eje de cart1
lago hialino que se tefila débilmente con PAS y Alcian blue, en
tanto que era ortocromético cuando se empleo el Azul de t01u1ch
na.

Desde los 11 dlas (estacho 37), el eplteho de revestlmlento, ba
s6filo y sin capa cornea, incrementd el nimero de sus capas celu
lares, lo que le daba un mayor espesor. Los contactos 1nterce1u
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lares entre las células espinosas eran més abundantes y estaban
mds desarrollados.

Rudlmentos glandulares bien manifiestos comenzaban a invadir
el mesénquima desde el eplteho superficial. Estos brotes estaban
constituidos por células baséfilas. En general, eran maclzos, aun
que en las glandulas linguales anteriores en desarrollo habia una
luz central méds o menos evidente [Figura 2Al.

A la microscopia electrdnica, las celulas del epitelio glandular
tenian m1crove11031dades, complejos de unién y mitocondrias. En
la luz acinar en formacidn aparec1an restos celulares como conse
cuencia del proceso de canahzacmn.

La cufia cartilaginosa estaba més desarrollada y se continuaba
hacia el extremo anterior de la lengua por un tejido conectivo de
tipo denso en forma de bandas fibrosas que se coloreaban de azul
con el tricrémico de Cason. La matriz cartilaginosa era metacro
mética alcohol-resistente y alcianofilica tanto a pH 2,5 como
1,0.

El mesénquima contenia granulaciones alcianofilicas, PAS po
sitivas y metacromdticas como las membranas basales y cubier
tas celulares de los pmmordms glandulares.

A partu- de los 15 dfas (estadio 41) observamos en el epitelio
de la region anterior o punta de la lengua un notable aumento en
el nimero de sus estratos celulares y se destacaba su gran espe-
sor. El tejido conectivo del corion estaba mds diferenciado que
en los estadios anteriores, y conformaba abundantes papilas sub-
epiteliales [Figura 1Al

Una gran cufia epltehal se d1r1g1a desde la punta del 6rgano ha
cia el extremo anterior del cartilago.

En general, el epitelio superficial estaba recublerto por un gli
cocahz con una PAS positividad moderada. El grado de diferen
ciacién glandular era mayor y se identificaban tres grupos princi
pales. glandulas llnguales anteriores y posteriores, laterales al
eje de cartﬂago, y gldndulas linguolaringeas que se ubicaban en.

la. reglon posterlor de la lengua, lugar donde se produce la bifur

cacion del cartilago. En esta ultima zona habia un gran desarro
1lo de la vascularizacién. Las gldndulas linguales tenian las carac
teristicas de los acinos con celulas mucosas. Los acinos 11ngua1es
posteriores 'y linguolaringeos tenian células con citoplasmas car
gados con mucosustanmas PAS y Rojo de Rutenio positivas, al
c1anof111cas y metacromadticas, mientras que en los acinos de las
gldndulas hnguales antemores eran PAS y Rojo de Rutenio pos1t1
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VoS, a1c1anof1hcos solo a pH 2,5 y su metacromasm era suscepti.

ble a la extraccidén alcohdlica [Flgura 2Bl.

- Ultraestructuralmente, las glandulas estaban constituidas por
dos tipos de células: claras y oscuras [Figura 3A]. Las células
claras-eran de menor densidad electromca, con organmdes distri

" buidos al azar y centriolos. El nicleo era de forma irregular, con-

cromatina electroliicida y nucleolos desarrollados. Las m1t031s
eran frecuentes. Las oscuras, con citoplasma electrodenso, teni
an una disposicién mas organizada de sus organoides. - Contenfan
granulos en la region apical y sus nicleos eran redondeados con
nucleolos y cromatina electrodensa. La membrana plasmatlca
lateral presentaba abundantes 1nterd1g1tac1ones. :

El cartllago era fuertemente metacromatlco, PAS positivo y
alcianofilico en tanto que el pemcondmo era baséfilo. Los condro
citos presentaban sus organoides tipicos, retlculo endoplasmatlco
rugoso, aparato de Golgi y mitocondrias.

En la reglon anterior de la lengua de embriones de 19 dias de
desarrollo in ovo (estadio 45), el epitelio superficial presentaba
una capa cornificada, ac1dof11a con Hematoxilina y eosina y ana
ranjada con Cason. El nimero de hileras celulares estaba muy
aumentado (aproximadamente 20 capas). La capa basal estaba
constituida por células cuboideas y cilindricas, adyacentes a la
- membrana basal, a la cual se conectaban por hemidesmosomas.
Conspicuos haces de tonofilamentos se ubicaban en el extremo
aguzado de los queratinocitos [Figura 1Bl. El estrato granuloso
tenia granulos de queratohialina asociados a tonofilamentos. Es
tas-células eran baséfilas y de nicleos: plCﬂOthOS, a diferencia
de las células de la capa cdrnea, las que eran eosindfilas, muy a-
planadas, carentes de organoides y repletas de material fibrilar.
El tejido conectivo subyacente al epitelio era semidenso. -

En el cartilago se intensificaron las reaccwnes tintoriales con
PAS, Alcian blue y Azul de toluidina. En la regidn posterior esta
ba atravesado por un eje de te;udo conectivo vascular.

Los acinos glandulares tenian una luz muy amplia y las celulas
eran cuboideas altas con citoplasma espumoso al colorearse con
Hematoxilina y eosina. Los conductos excretores eran grandes
y er algunos habia contenido eosinofilico.

Las glandulas linguales anteriores estaban c1rcunscr1ptas por
tejido conectivo fibroso, que se tefiifa de azul eon el método de
Cason, lo que era indicativo de la presencia de fibras coldgenas.

Estas glandulas eran intensamente PAS y Rojo de Rutenio posi

tivas, alcianofilicas a PH 2,5 y baséfilas con Azul de toluidina.
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Por el contrario, las gldndulas y linguolaringeas, ademds de reac
cionar fuertemente con el PAS y el Rojo de Rutenio, eran meta
cromdticas alcohol-resistentes y se colorearon con el Alcian blue
a pH 1,0 [Figura 3Bl. Los granulos secretorios intraluminales
de todas las gldndulas eran Rojo de Rutemo posmvos.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante el desarrollo embrionario del érgano lingual del pollo
‘se producen cambios en el epitelio superf1c1a1 que se traducen his
tologicamente por un incremento en el niimero de sus capas. celu
lares, un mayor desarrollo de los complejos de unién y la corn1f1
cacién de la mitad anterior de dicho epitelio. Estas mod1flcac1o
nes se relacionan con el proceso de proliferacién y maduracién
celular que conducen a la aparicién de un ep1teho cornificado,
diferenciacidn espemalmente resistente a la abrasion. Los desmo
somas, al mantener las cé€lulas estrechamente unidas entre si,- for
man una. barrera funcional entre el medio bucal y los tejidos co~
nectivos subepiteliales [1-6-30]. :

~En ninguno de los estadios analizados observamos diferencia-
cién papilar de la mucosa lingual. Tampoco comprobamos l1a pre
sencia de corpusculos gustativos. Segun Hoffman [15], estos apa-
recen en aves adultas como estructuras aisladas.

Por otro lado, desde los 11 dias de desarrollo in ovo (estadlo
37) comienza la h1stogene51s de las glandulas hnguales. ‘Coincidi
mos con Lillie [18] quién describe la aparicién de las glandulas
‘a esta edad y a ambos lados del cart11ago lingual. Sin embargo,f '
Reichel [23] describié su origen a los 8 dias en el embrién de po
llo. Speeman, en 1910 [27] sefiald que un tejido en desarrollo pue
de influir sobre otro tejido en desarrollo. Introdu]o a51, el conceQ
to de "interacciones tisulares inductivas".

En la diferenciacién de una gran variedad de tejidos, entre los -
que se destacan las glandulas salivales, se requieren este tlpo de

1nteracr~lones eplteho mesenqulma {30-311. ,
En la morfogénesis de las glindulas salivales el mesénquima
circundante a los brotes epiteliales desempena un papel esencial.
 La adquisicién de la forma y de la funcidn durante el desarrollo
embrionario involucra proliferacién y mOV1m1ento celular, cam-
bios .de forma y adhe51v1dad, que son expresmn de componentes .
moleculares especificos. Todo esto acontece en el mesénquima,
compuesto principalmente por coldgeno, proteoglicanos y ghco—“'
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proteinas. Estos.componentes son interactivos entre ellos y con
las superficies celulares adyacentes [5-12-17-311.

 En nuestros especimenes. observamos que, el mesenqulma veci
no: a los esbozos glandulares tenia caracteristicas histoldgicas e
histoquimicas concordantes con estructuras y. sustanmas relacio
nadas con la mteraccmn histogenética tisular. Asi, la matriz a-
morfa contenia granulacmnes ghcoprotemas PAS positivas y gli
cosammoghcanos aleianofilicos y metacromadticos. Las ghcopro
teinas, los glicosaminoglicanos y el colageno actuan en el creci
miento, plegamiento y ramificacién de diferentes érganos epite
hales, como las gldndulas salivales [5-12-311.

‘En -gldndulas linguales de embriones de 15 dias (estadlo 41) ob
servamos un material PAS y Rojo de Rutenio positivo y a1c1anof1
hco sélo a pH 2,5, en tanto que las glandulas posteriores y hnguo
laringeas sintetizaban un producto PAS y Rojo de Rutenio positi
vo, metacromdtico y alcianofilico a ambos pH. Estos resultados
nos.sugieren, desde el punto de vista histoquimico, que las glandu
las anteriores secretan glicoproteinas y ghcosammoghcanos no
sulfatados, mientras que’ las posterlores y linguolaringeas produ
cen un mucus rico en glicoproteinas y sulfomucinas. - Estos datos
son coincidentes con los de Fuji y Tamura [11] quienes demostra
ron que las gldndulas hnguales anteriores y posteriores del polio
adulto contienen mucinas no sulfatadas y. sulfatadas respectlva-
mente.

Eversole [8-9] relacmna 1a presencia de grupos sulfato con la
maduracmn de las células mucesas humanas.

".Las mucinas de la cavidad oral, producidas prmmpalmente por
las glandulas salivales menores, cumplen un ro} mtegral muy im-
portante.

En la. etapa postnatal la secrecidn mucosa sirve de medm aux1
11ar mecamco para que los ahmentos se deslicen por el esofago,
y ademds contribuirian a la iniciacién del proceso digestivo [15-
25]. Esto se relac1ona con el tipo de alimentacidn ya que mien-
tras las aves granivoras presentan abundantes gldndulas bucales,
las acudticas tienen escaso desarrollo glandular. En cuanto a la
naturaleza del producto secretado, en la mayoria ‘de las aves es
mucoso, pero en las que se alimentan de granos como el pollo,
hay también enzimas digestivas [25]. - o

- Pero, otras funciones-relevantes pueden comenzar a cumphrse
en la etapa prenatal [29] Hlstoﬁslologlcamente, la presencia de:

crhcoconjugados con &cido sidlico ofrece un medio ambiente lubri

cado e, hldI‘OflllCO, que evita:la .deshidratacion; de-las mucosas.

[10-291.
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Las mucinas también protegen a las mucosas contra las agresio
nes dcidas y enzimas degradativas. También es posmle que la ele
vada acidez de los grupos sulfato de la secrecidén oral prevenga
la proliferacién de gérmenes patégenos [25-281.

En investigaciones realizadas en el proventrlculo del pollo [2-
3] hernos comprobado que los glicoconjugados estdn presentes en
embmones de 15 dias (estadio 41), edad que coincide con la apari
cmn de material secretorio en las glandulas linguales. La apari
cién de las mucosustancias en el proventriculo se relaciona con
la anhidrasa carbdnica, cuya méxima actividad especifica se da
entre los 15 y 20 dias de desarrollo in ovo [2‘4] Posiblenente, en
este pemodo, en el que aumenta la secrecién de dcido clorhidrico,
la produccmn de mucinas se hace necesaria no sélo para la protec
cién de la mucosa, sino también para el inicic de otras funciones
asociadas con la absorcidn.

Concluimos que las gldndulas linguales del pollo secretan muei
nas desde los 15 dlas del desarrollo embrionario. Ademas, el epi
telio cornificado seria resultado de un patron genético y no de
una adaptacién funcional posterior (aves granivoras).
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Figura 1: A: EPITELIO SUPERFICIAL. DE LENGUA DE EMBRION DE PO-
LLO OE 15 DIAS DE INCUBACION. Se ohservan células columnares de
la regién basal del epitelio. Célula en profase (estrella)l. Mem
brana basal ([flechal. Corion con fibras coldgenas (asterisca).
5,550 x. B: EPITELIO SUPERFICIAL DE LENGUA DE EMBRION DE POLLO
DE 18 DIAS DE INCUBACION. Se sefialan haces de tonofilamentos u
bicados en el extremo aguzado de los queratinocitos [asteriscol.
Ndcleos [{N). Desmosomas (flechas}. 4.000 x,




Figura 2: A: LENGUA DE EMBRION DE POLLO DE 11 DIAS DE INCUBA-
CION. Epitelioc superficial no queratinizado (El. Gléndulas en
desarrcllo (B]. Mesénquima [(M). Cartilago hialino cehtral {Cl.
Coloracién Hematoxilina y eosina, 100 x. B: GLANDULAS LINGUA-
LES ANTERIORES DE EMBRION DE POLLO DE 15 DIAS DE INCUBACION. .Cé
lulas mucosas intensamente PAS positivas. Coloracidn PAS. 400 x.
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Figura 3: A: GLANDULAS LINGUALES POSTERIORES DE EMBRION DE PO

LLO DE 15 DIAS DE INCUBACION. OCé&lulss claras con niicleos irregu
lares [{asterisco). Células oscuras con nicleos redondeados [es-
trellal.  5.000 x. B: GLANDULAS LINGUALES POSTERIORES DE EM-
BRION DE POLLO DE 19 DIAS DE INCUBACION. Porcién apical de un
acino glandular. Microvellosidades [MV]. Complejos de unifn (fle
chal. Brénulos de secrecifn (B}. Mitocondrias (M]l. 18,000 x.
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