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RESUMEN

Se realizd el estudio citoquimico y ulttaestructural de las glandulas hngua
les del embridn de pollo con el objeto de analizar el desarrollo morfogenético
y los glicoconjugados elaborados por las mismas para inferir sus posibles signifi
cancias histofisioldgicas con referencia a las glandulas salivales de esta especie.
Se emplearon lenguas de embriones de pollo de 7 a 19 dfas de incubacidn las que
se procesaron para su estudio ultraestructural y citoqux’mico (Rojo de Rutenio,
PAS, Alcian blue, Azul de Toluidina). A los 11 dias aparecian esbozos glandulares
Y cordones celulares canalizados cuyas células se relacionaban mediante comple
JOS de unién. No se detectd reaccidn positiva para mucinas. A partir de los 15
dias los acinos estaban bien dlferenc1ados, con granulos secretarios PAS positi
vos, alcxanoflhcos y metacromaticos, Poseian organelas txpxcas de la sintesis pro
teica y secrecidn luminal Ro;o de Rutenio positiva, alcianofilica, metacromadtica
y PAS positiva. A los 19 dias se detectd un marcado incremento de las mucinas.
Estas observaciones demuestran que las gldndulas linguales estdn citoquimica
y ultraestructuralmente diferenciadas desde los 15 dias del desarrollo y contri-
buman por medio de los glxcoconjugados como ya ha sido establecido a la lubri
cacidn de los alimentos. Ademds podrian iniciar el proceso dxgestlvo de los mis
mos y protegerxan a la mucosa bucal, evitando su deshidratacidn y la prohfera—
cién de gérmenes patdgenos.
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SUMMARY

The cytochemical and ultrastructural study of the lingual glands of the chick
embryo was carried out to analyze the morphogenetic development and the glyco
conjugate elaboration, to infer their histophysiologic significance with regards
to this specie salivary glands. Tongues from 7 to 19 days chick embryos were
processed for the ultrastructural and cytochemical study (Ruthenium Red, PAS,
Alcian blue, Toluidine blue), At 11 days appeared glandulas buds and canalized
cellular cords whose cells interrelated through junctional complexes. No positive
reaction for mucine was detected. From day 15 acini were well differentiated,
having PAS positive, alcianophilic and metachromatic secretory granules. The
organelles were typical of the proteic synthesis and the luminal secretion was
positive for Ruthenium Red, alcianophilic, metachromatic and PAS positive, At
19 days a noticeable increase in mucosubstances was detected. These observa-
tions show that since 15 developmental days the lingual glands are cytochemically
and ultrastructurally differentiated and would contribute through glycoconjugates,
as has been established, to food lubrication. They coul also initiate the digestive
process and protect the oral mucosa, avoiding its dehydratation and proliferation
of pathogenic organisms.

En las glandulas salivales de los mamiferos se han realiza
do numerosos estudios citoquimicos para caracterizar las muco-
sustancias sintetizadas por las células secretorias (2 - 10 - 11 13).

En cambio, los datos estructurales y citoquimicos de las
gldndulas salivales mayores y menores de las aves son escasos (5
- 14 - 15) y particularmente en el periodo embrionario. .

Teniendo en cuenta estos antecedentes en el presente tra
bajo nos propusimos describir las caracteristicas estructurales
y ultraestructurales de las glandulas linguales del pollo durante
su etapa embrionaria, y analizar por medio de métodos citoqui-
micos los glicoconjugados elaborados por las mismas para inferir
sus posibles significancias histofisioldgicas con especial referen
cia a las glandulas salivales en esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Para ello se utilizaron 15 lenguas de embriones de pollo
de raza Cobb's White Rock de ambos sexos y de 7 a 19 dias de de
sarrollo in ovo (7). El material se proces$ para su estudio estruc
tural, ultraestructural y citoquimico empleandose las siguientes
técnicas: Hematoxilina vy eosina, PAS, Alcian blue a pH 2,5 y
1,0, Azul de toluidina y Rojo de Rutenio (1 - 3 - 12). El Rojo de
Rutenio es una sal policatidnica que nos permite estudiar los gli-
coconjugados a nivel de microscopia electrdnica. Los tejidos se
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trataron con una solucién de Karnovsky (9) mas Rojo de Rutenio
al 0,1% durante 30 minutos. Luego fueron lavados en buffer ca-
codilato 0,1M a pH 7,4 con cloruro de calcio 0,003M vy postfijados
en OsO4 al 2%, conteniendo Rojo de Rutenio al 0,075% durante
60 minutos. Luego fueron coloreados con acetato de uranilo v
citrato de plomo. Los cortes se realizaron en un ultramicrdtomo
Porter Blum MTI1 y se observaron en un microscopio electrdnico
Siemmens E, serie 101, a magnificaciones entre 2.000 y 20.000
aumentos. : :

Se realizaron controles con las técnicas de PAS/amilasa,
PAS/neuraminidasa, y reacciones de bloqueo (metilacidn) y sapo
nificacion (1 - 12 - 16).

RESULTADOS

A los 11 dias de desarrollo se identificaron primordios
glandulares dispuestos lateralmente al eje cartilaginoso central
del drgano lingual. La formacidn de estos primordios comenzd
con la proliferacién de cordones celulares solidos desde el epitelio
de revestimiento, Estos cordones celulares se extendian dentro
del mesénquima y posteriormente se canalizaban y ramificaban
profusamente (Fig. 1A). En las células glandulares no se detecté
reaccidn positiva para mucinas dentro del citoplasma. En cam-
bio, se observd una cubierta de membrana ligeramente PAS posi
tiva y alcianofilica. Ultraestructuralmente se comprobd cdmo
estos cordones celulares se canalizaban mediante la desintegra-
cién de sus células centrales para formar el sistema ductal y las
piezas secretorias terminales. Las células secretorias se conec
taban por medio de complejos de unidn y presentaban reticulo
endoplasmico rugoso, aparato de Golgi y mitocondrias. En la re-
gién apical se destacaban caracteristicas microvellosidades (Fig.
1B). '

" A_partir de los 15 dias las glandulas laterales al eje carti
laginoso, estaban bien diferenciadas. Con la técnica de Azul de
toluidina observamos adendémeros tubuloacinosos y conductos ex
cretores grandes, ligeramente metacromdticos. Las células se-
cretorias contenian granulos intensamente PAS positivos. Ultra
citoquimicamente se comprobd en la regidn apical la coalescen-
cia de grdnulos secretorios Rojo de Rutenio positivos, los cuales
se- eliminaban de la célula por un mecanismo de exocitosis (Fig.
2A). A partir de los 19 dias morfolégicamente se destacaba el
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notable desarrollo glandular. Con la reaccién de PAS aparecia
un marcado incremento de las glicoproteinas en los grdnulos ci-
toplasmdticos y el contenido luminal (Fig. 2B). La fuerte meta-
cromasia alcohol resistente evidenciada con Azul de toluidina y
la alcianofilia con Alcian blue a pH 1,0 eran indicadoras de la
presencia de ghcosammoghcanos sulfatados.

Uno de los rasgos mads prominentes en el citoplasma de las
células secretorias fue la abundancia de grdnulos, los que conte
nian un material electrénicamente denso, Rojo de Rutenio positi
vo. 4
Los elementos del complejo de Golgi y del reticulo endo-
pldsmico rugoso estaban bien desarrollados al igual que las mito
condrias.

El contenido luminal y las cubiertas de membrana eran
Rojo de Rutenio positivos, En dicha coloracidn no se incluyd en
algunos cortes el citrato de plomo por lo tanto la reaccidn es
especifica para la determinacién ultracitoquimica de mucosus
tancias.

En todas las edades estudiadas el empleo de neuraminidasa
disminuyd notablemente la intensidad de las reacciones con PAS
y Alcian blue a pH 2,5 en las células epiteliales. La digestion
con amilasa no modificd la reaccién PAS positiva en las células
secretorias de mucinas.

Por otro lado, los controles realizados con las técnicas
de metilacion y saponificacién son indicativos de la presencia
de glicosaminoglicanos acidos sulfatados y no sulfatados pero
con predominio notable de los primeros.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente estudio encontramos que las glandulas lin-
guales del pollo estan citoquimica y ultraestructuralmente dife-
renciadas desde los 15 dias de desarrollo in ovo. Todos los resul
tados descriptos anteriormente fueron comunes en ambos sexos
en los embriones de pollo de diferentes edades embrionarias y no
se pudo detectar dimorfismo sexual en estas glandulas salivales
menores (13).

Ademds, el epitelio secretorio consistié exclusivamente
de células mucosas, como ocurre en la gldndula submandibular
del pollo (15).

En cuanto a los conductos excretores, abundantes y con
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una luz amplia, podemos deducir una via de excrecidn ripida por
parte de estas glandulas. Considerando la metodologia empleada
se pueden obtener las siguientes conclusiones: los carbohidratos
presentes en las células epiteliales de las glandulas lmguales del
embrién de pollo son glicoconjugados con residuos de acido siali
co junto con sulfato, carboxilo y grupos 1-2 glicoles.

El mucus secretado por las células epiteliales contribuiria
a la lubricacién de los alimentos y a la iniciacidén del proceso di
gestivo de los mismos en etapas posteriores (4 - 6). Esto es par
ticularmente interesante puesto que mientras las aves acudticas
presentan escasas glandulas bucales, las granivoras las contienen
en abundancia. En cuanto a la naturaleza del producto secreta-
do, en la mayoria de las aves es simplemente mucoso; pero en
las aves que se alimentan de granos como el pollo ya comienzan
las enzimas digestivas (6).

Por otro lado, histofisioldgicamente, la presencia de gli~
coconjugados con residuos de dcido sidlico ofrecen un medio am-
biente hidrofilico (8). Ademds, protegerian a las células de los
organismos patégenos (15).

También es p051b1e que la elevada acidez de los grupos
sulf ato de la secrecidn sea efectiva para prevenir la proliferacion
de gérmenes patdgenos en la cavidad bucal como ya 10 han suge
rido varios autores (17).
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Figura 1: Glandulas linguales de embridén de pollo de 11 dias de
incubacidn.

1.A: Esbozo glandular (G). Epitelio superficial (E). Mesén
guima (M), Coloracidén Hematoxili!na y edsiha. 400 x.

P Y

1.B: Canalizacién de una pieza secretoria. Complejo de
unién (CU). Mitocondrias (M). Aparato de Golgi (G). Cuer
pos densos (CD). Microvellosidades (MI). Nicleo (N). C&
lula en desintegracién (flecha). 4500 x.
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Figura 2:

2.A: Glandulas hnguales de embridon de pollo de 15 dias de
incubacidn.

Detalle de la régién apical de una célula secretora. Grinu
los rojos de Rutenio positivos (G). Mitocondrias (M). Reticu
lo endopldsmico rugoso (R). Exocitosis (E). Nicleo (N). Co
loracién Rojo de Rutenio. 11.000x

2 ik

2.B: Glindulas linguales de embrxon de- pollo de 19 dias
de incubacidn,

Acinos y conductos excretores con granulos y contenido
luminal PAS positivo (asteriscos). Estroma (E). Coloracmn
PAS. 400 x,
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