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RESUMEN

Las glandulas salivales estan expuestas a diversos factores que conducen a la pérdida parcial o
total de la funcion. En humanos, factores como la extirpacion de alguna glandula, la
radioterapia de cabeza y cuello, medicamentos y la edad causan disfunciones. Sin embargo, el
estrés puede ser un factor de disfuncion de las glandulas submandibulares. La informacién que
se ha reportado es escasa, por ello, el objetivo de la tesis fue analizar el efecto del estrés
cronico variable sobre la morfologia en la glandula submandibular en la rata macho joven.
Para ello, utilizamos ratas macho Wistar de 21 dias de edad, asignados a 2 grupos: control (C)
y estrés crénico variable (ECV). EI ECV consisti6 en aplicar a las ratas diferentes estresores
cada dia en diferentes periodos de tiempo durante 4 semanas. Las ratas de ambos grupos
fueron alimentadas con una dieta estandar para ratas y agua simple a libre acceso. No se
encontraron diferencias significativas en la medicion de niveles de corticosterona sérica. En el
grupo de ECV, la ingesta de alimento y agua, el peso corporal y el peso de la glandula
submandibular disminuyeron. Ademas, el flujo salival fue menor. En cuanto al analisis
histolégico se encontraron menos acinos y nucleos por efecto en el ECV. Asi mismo se
encontré la presencia de mas linfocitos comparado al grupo control. Nuestros resultados
muestran que factores estresantes cronicos podrian inducir una pérdida de funcionalidad en la

glandula submandibular y asi mismo producir xerostomia en la cavidad bucal.

Vi
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INTRODUCCION

La xerostomia es la sequedad de la cavidad bucal que resulta de una secrecion insuficiente de
saliva (Wiener y cols. 2010), por si misma no es una enfermedad si no un sintoma que se
presenta en diversas condiciones patoldgicas como sindrome de Sjogren y diabetes mellitus,
entre otras (Seifert y cols. 1986). Cuando la cantidad de saliva disminuye induce
hiposalivacion, esta afecta la calidad de vida del individuo, asi como a su salud bucal (Glore y
cols. 2009).

La prevalencia de la xerostomia varia entre el 12% y 30% en todo el mundo (Glore y cols.
2009). La xerostomia es multifactorial, se observa en pacientes tratados con ciertos
medicamentos administrados para el tratamiento de varias condiciones sistémicas (Guzik y
Kamysz 2009), pacientes sometidos a radioterapia de cabeza y cuello, pacientes geriatricos
mayores de 65 afios (Glore y cols. 2009), mujeres menopausicas, pero una de las causas menos
estudiada es el estrés. En la mayoria de las investigaciones realizadas han comprobado que las
mujeres son mas afectadas que los hombres debido a los cambios hormonales (Porter y cols.
2004).

El diagndstico de la xerostomia comienza con un historial médico completo del paciente. Se
realiza un cuestionario para identificar y evaluar la gravedad de la xerostomia, el cuestionario
mas reciente califica 5 afirmaciones con respecto a las manifestaciones clinicas de boca seca
utilizando una de las tres opciones de respuesta (“Nunca” 1, “Ocasionalmente” 2, “A menudo”
3). Las respuestas se califican y se suman para obtener una puntuacion Gnica, y las
puntuaciones mas altas representan manifestaciones clinicas mas graves. Después del historial
médico debe de realizarse un examen oral, revisando encia, papilas, lengua, suelo de boca,
paladar y dientes para visualizar el buen estado o mal estado de la cavidad bucal (Jillian y cols.
2017). Las tasas de flujo salival también se pueden contar para un diagnostico objetivo de
hiposalivacion. La produccién de saliva estimulada se puede obtener haciendo que el paciente
mastique una goma sin sabor o cera de parafina durante unos minutos. Y la produccion de
saliva no estimulada se debe realizar cuando el paciente esté en reposo y sin realizar algin

movimiento masticatorio. La tasa de flujo salival normal cuando se estimula esta entre 1.5y



2.0 ml/min y cuando no se estimula es de 0.3 a 0.4 ml/min. La hiposalivacion se refiere a una
tasa de flujo salival estimulada de <0.5 a 0.7 ml/min, y la tasa de flujo salival no estimulada es
<0.1 ml/min (Jillian y cols. 2017).

El sintoma principal de la xerostomia es la disminucion de flujo salival (hiposalivacion), que
reseca la boca, sensacion de ardor y dolor de origen mucoso, halitosis, dificultad en la
formacion del bolo alimenticio, masticacion y deglucion (Narhi y cols. 1999).

Si no es tratada la xerostomia, esta puede causar muchas complicaciones, como deficiencias
nutricionales, disminucion del estado de animo, depresion, disminucion en la eliminacién de
bacterias y alimentos, favoreciendo la aparicién de gingivitis, caries, dificultad para hablar,

tragar y masticar (Thomson y cols. 2006; Tanasiewiczl y cols. 2016).

1.1 Estrés

El individuo en alguna ocasion de su vida, percibe sentimientos como ansiedad, tristeza,
desvelo, taquicardia, nerviosismo, sudoracion y tension muscular los cuales son sintomas

asociados a estres (Sandi y cols. 2001).

La Organizaciéon Mundial de la salud (OMS, 1990) y la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS, 1990) en un estudio de la condicién actual de la salud de los trabajadores,

reconoce al estrés como un padecimiento del presente siglo (Reyes Gdmez y cols. 2012).

El estrés es una amenaza para la homeostasis en la cual el individuo para sobrevivir, se
relaciona con diferentes respuestas adaptativas que involucra la activacion del sistema

simpatico y del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal (Fabrice y cols. 2010).

Fases del sindrome general de adaptacion (Fabrice y cols. 2010):
1. Fase de alerta. En reaccion a un agente estresor, el hipotadlamo estimulard a las

glandulas suprarrenales (medula) para secretar adrenalina y suministrar energia en caso



de urgencia. Posteriormente habra multiples respuestas del organismo como
taquicardia, vasodilatacion y un incremento de la vigilancia.

2. Fase de defensa o resistencia. Se activa si el estrés es constante. En la zona fascicular
de la corteza de las glandulas suprarrenales, se secretard la hormona cortisol, cuyo
objetivo es mantener constante el nivel de glucosa sanguinea para nutrir corazon,
cerebro y masculos. Es una fase en la cual el individuo debe “aguantar”.

3. Fase de agotamiento o relajamiento. Si la condicién se mantiene se acompafia de una
alteracion hormonal crénica. Si la condicion se mantiene, es posible que el organismo
se encuentre agotado. En este caso, las hormonas secretadas son menos eficaces e
inician a acumularse en la circulacion. El organismo estaré invadido de hormonas que

tendran un efecto negativo en la salud.

El estrés se clasifica en agudo y cronico. Los estresores pueden ocurrir como eventos agudos
de la vida, como ser despedido o descubrir que un ser querido ha muerto, o como dificultades
croénicas, como vivir en un vecindario peligroso, tener problemas financieros o maritales

persistentes (De Luca y cols. 2004).

El estrés agudo es la forma de estrés mas comun. Se produce en momentos puntuales, de
forma temporal y dura de minutos a horas, como respuesta a la experimentacion de uno o
varios sucesos altamente estresantes. Los sintomas mas comunes son (Kim y cols. 2013):

1. Agonia emocional: una combinacion de irritabilidad, ansiedad y depresion

2. Problemas musculares

3. Problemas estomacales como acidez, diarrea y estrefiimiento

4

Mareos, migrafias, disnea, palpitacion, taquicardia y transpiracion

El estrés cronico es aquel que se prolonga en el tiempo, dura varias horas, un dia, semanas 0
incluso meses, se produce un agotamiento fisico, emocional 0 mental que tiene consecuencias
en la autoestima y la salud de la persona afectada, provocando incluso una severa depresion.

Este tipo de estrés tiene una caracteristica particular y es que el evento o factor estresante se



manifiesta una y otra vez, es decir, el estrés no es temporal y permanece inmodificable a lo

largo del tiempo (Fabrice y cols. 2010).

La exposicidn aguda o cronica al estrés provoca un conjunto de respuestas fisiologicas y de
comportamiento que alteran el estado metabdlico en humanos y animales experimentales (Kim
y cols. 2013). La investigacion ha demostrado que estas dos formas de estrés tienen diferentes
efectos. Eventos vitales agudos y dificultades cronicas, que ocurren durante la vida de una
persona, pueden ejercer un efecto acumulativo en el cuerpo y en consecuencia tiene
implicaciones para el desarrollo de la enfermedad (Lupien y cols. 2009). En un evento de
estrés agudo, el organismo prepara al sistema inmunitario para desafios como la infeccién. En
eventos de estrés cronico, puede haber un proceso inflamatorio que lleva al desarrollo de
enfermedades sistemicas como artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares o

enfermedades periodontales (Dhabbar 2002).

En respuesta a eventos estresantes, el eje hipotalamo—hipofisario—adrenal (HHA) es
estimulado, lo que conduce a la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH)
que actla sobre la glandula pituitaria. Esta glandula libera la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH) que actla sobre la corteza suprarrenal y aumenta la produccion y liberacion de
cortisol (Tsigos y Chrousos 2002). El sistema nervioso autonomo (SNA) es estimulado por
receptores adrenérgicos que conducen a la secrecion de catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina) por la médula suprarrenal. Al aumentar los niveles de cortisol, adrenalina y
noradrenalina se activa el sistema simpatico que se acompafia con una disminucion reciproca
del sistema parasimpatico. Cuando la activacion simpatica disminuye, el sistema
parasimpatico vuelve a la normalidad y todo el sistema se restablece a la funcion normal.

Si el factor estresante es de alta intensidad o duracién, la respuesta simpatica es aln mas
intensa y es posible que el sistema en su totalidad no pueda restablecerse al nivel normal de la
funcion, y permanezca sintonizado al exceso de la activacion simpética y disminucion del
parasimpatico. Esto indica qué al disminuir el sistema parasimpatico, los niveles de saliva

secretada por las glandulas salivales disminuyen (Payne y cols. 2015).



1.2 Glandulas salivales

La cavidad bucal esta formada por diversas estructuras anatomicas, entre las cuales
encontramos las glandulas salivales. Estas vierten su contenido en la cavidad bucal por
diversos conductos principales y su principal funcion es la produccién y secrecién de saliva
(Conteras y cols. 2008). Son tres pares de glandulas voluminosas, localizadas fuera de la
cavidad bucal y se denominan: glandulas parétidas, submandibulares o submaxilares y
sublinguales (Carlson 2000).

1.3 Glandulas submandibulares en humano

Las glandulas submandibularesson de forma ovoide o piriforme, pesan de 8 a 15 gramos
aproximadamente, se ubican en el piso de la boca, por detras y por debajo del borde libre del
musculo milohioideo, cada una descarga sus secreciones a través del conducto de Wharton,
que se abre en el piso de la boca en las carunculas sublinguales ubicadas en la base del frenillo
lingual, posterior a los incisivos inferiores (Khojasteh y Delashou 2012). La saliva, secretada
por las glandulas submandibulares, representa el 65% de la saliva total producida por las
glandulas salivales mayores (Bhattarai y cols. 2018).

De acuerdo con su organizacion y al tipo de secrecion de esta glandula, existen tres tipos de
acinos: acinos serosos, acinos mucosos y mixtos con predominio serosos. El producto de
secrecion de éstos acinos se drenan de forma secuencial por diversos conductos llamados:

intercalares, estriados y excretores terminales o principales (Gomez y Campos 2002).

1.4 Glandulas submandibulares en rata

Las glandulas salivales existentes en la rata son las glandulas parotidas, submandibulares y
sublinguales, ubicadas fuera de la cavidad bucal y cuyas excreciones son vaciadas por diversos

conductos.



Las glandulas submandibulares en la rata estdn ubicadas en los espacios del cuello anterior
entre los ganglios linfaticos submandibulares y el esternén (Amano y cols. 2012).

En la rata las glandulas submandibulares son las primeras en desarrollarse, después las
glandulas sublinguales y las glandulas parétidas son las ultimas (Miletich 2010). Las glandulas
submandibulares y las glandulas sublinguales se desarrollan en estrecha asociacion,
terminando en la misma ubicacion anatomica donde comparten la misma cépsula de tejido
conectivo (Figura 1). La glandula sublingual ocupa aproximadamente una cuarta parte latero—
rostral del complejo submandibular-sublingual. EI margen rostral de ambas glandulas bordea
los ganglios linfaticos submandibulares. Los conductos excretores principales de las glandulas

submandibulares y sublinguales se encuentran separados (Amano y cols. 2012).

Figura 1. Glandulas submandibulares y sublinguales en rata. A) La fotografia muestra la ubicacion
anatomica de las glandulas submandibulares y sublinguales rodeadas por tejido adiposo y ganglios linfaticos
submandibulares en rata (flechas rojas). B) La fotografia muestra la division de las glandulas submandibulares y
sublinguales (linea punteada), previamente se retiro el tejido adiposo y ganglios linfaticos submandibulares. C)
La fotografia muestra la misma ubicacion anatémica de las glandulas submandibulares (SM) y sublinguales (SL),
compartiendo la misma céapsula de tejido conectivo (Amanoy cols. 2012).

1.5 Organizacion histologica de las glandulas submandibulares en ratas

1.5.1 Parénquima glandular e histologia
La unidad secretora de las glandulas salivales en rata es el acino y estos vierten su secrecion
por su cara apical a la luz central del mismo. En las glandulas submandibulares de las ratas,

solo encontramos acinos de tipo seroso (Amano y cols. 2012).



1.5.2 Acinos serosos

Las células de los acinos serosos tienen un aspecto piramidal con una superficie basal amplia,
sus nucleos son esféricos localizados en la parte central de la célula y en su citoplasma se
encuentran las vesiculas de secrecion denominados granulos de cimdgeno. Estos acinos
presentan una luz central muy pequefia (Figura 2). Se encargan de sintetizar, almacenar y
secretar proteinas. La proteina mas abundante aportada por estos acinos es la amilasa salival
(Amano y cols. 2012).

Figura 2. Fotomicrografia de los acinos serosos de las glandulas submandibulares en rata. Tincién de
Hematoxilina-Eosina (40x). Acinos serosos (Flechas rojas). Fuente propia.

1.5.3 Células mioepiteliales
Los acinos serosos y su sistema ductal se encuentran rodeados por una lamina basal y por
dentro de esta lamina basal se localizan las células mioepiteliales. Su funcidn es contraerse

para facilitar la expulsion de la secrecion de las células acinares (Redman 1994).

1.5.4 Sistema ductal
Su sistema de conductos estd compuesto por conductos intercalares, granulares, estriados y

principales por los cuales se drenara de forma secuencial su producto (Amano y cols. 2012).



1.5.5 Conductos intercalares
Los conductos intercalares se encuentran entre el acino y el conducto granular. Son de calibre
pequefio y las células epiteliales cuboidales forman el epitelio ductal. Su funcién es el

trasporte de saliva primaria (Amano y cols. 2012).

1.5.6 Conductos granulares
Los conductos granulares estan ubicados entre el conducto intercalar y estriado (Figura 3). La

pared de este conducto esta revestida de un epitelio cilindrico simple (Amano y cols. 2012).

Figura 3. Fotomicrografia de conducto granular de las glandulas submandibulares en rata. Tincién de
Hematoxilina-Eosina (40x). Conductos granulares (lineas punteadas). Fuente propia.

1.5.7 Conductos estriados

Los conductos estriados se caracterizan por contener mitocondrias entre sus abundantes
pliegues basales, la que les confiere el aspecto estriado que exhiben al ser examinados con
microscopio de luz. Estos conductos son los mas prominentes, contienen numerosas vesiculas
claras en su citoplasma apical (Figura 4). Funcionan para la secrecion y reabsorcion de

electrolitos y agua (Amano y cols. 2012).



Figura 4. Fotomicrografia de conductos estriados de las glandulas submandibulares en rata. Tincién de
Hematoxilina-Eosina (40x). Conductos estriados (lineas punteadas). Fuente propia.

1.5.8 Conductos excretores

Estan revestidos por un epitelio cilindrico simple, a medida que se van anastomosando con
otros conductos interlobulillares, van aumentando de tamafio y el epitelio se convierte en
pseudoestratificado, pudiendo contar con algunas células caliciformes intercaladas (Figura 5;
Ross y Pawlina 2010).



Figura 5. Fotomicrografia de conducto excretor de las glandulas submandibulares en rata. Tincién de
Hematoxilina-Eosina (40x). Conducto excretor (flechas rojas). Fuente propia.

1.5.9 Estroma glandular
El parénquima glandular esta inmerso en tejido conectivo que lo sostiene y encapsula, este
tejido conectivo se denomina estroma y a través de él se lleva a cabo la irrigacién y la

inervacion de las glandulas salivales (Proctor y Carpenter 2014).

1.6 Vascularizacion e inervacion

Las ramas principales de las arterias y venas salivales se distribuyen por los tabiques, junto a
los grandes conductos excretores. Las ramificaciones vasculares mas pequefias acompafan a
los conductos de menor calibre y dan origen a una red capilar profusa que rodea a los acinos y

conductos intralobulillares. La extensa irrigacion es necesaria para la rapida secrecion salival
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que esta compuesta por un alto porcentaje de agua. El control de la secrecidn salival se ejerce
por el sistema nervioso autonomo (Garrett y Kidd1993). Los nervios parasimpéticos y
simpaticos estan en contacto con muchos tipos de células en las glandulas salivales, incluidas
las células acinares, ductales, mioepiteliales y los vasos sanguineos (Garrett y cols. 1991).

Las glandulas submandibulares, sublinguales y par6tidas estan inervadas por fibras simpéaticas
que proceden de ganglio cervical superior, la inervacion parasimpatica se da a través de los
pares craneales VII (facial) y IX (glosofaringeo). Dentro de las glandulas salivales, se
localizan los axones simpaticos y parasimpaticos, los cuales se entrelazan y forman haces
nerviosos que se distribuyen alrededor de los acinos y conductos (Proctor y Carpenter 2014).
Las interacciones entre los nervios simpaticos y parasimpaticos actian de forma sinérgica
sobre las glandulas salivales, particularmente cuando los niveles de estimulacion son minimos.
Cada sistema provoca una respuesta celular diferente, la estimulacion parasimpatica provoca
una secrecion abundante y acuosa, mientras que la estimulacion simpatica produce mayor

cantidad de proteinas y una minima cantidad de salival espesa (Garrett y cols. 1991).

1.7 Saliva

La saliva es una secrecion liquida, transparente, insipida, de escasa viscosidad, levemente
acida, es esteril cuando sale del acino y pasa a través de diversos conductos, pero deja de serlo
cuando entra a la cavidad bucal y se combina con los restos alimenticios y bacterias de la
mucosa bucal (Mason y Chisholm 1975). El pH de la saliva es 6.8 — 7.2, su contenido es 99%
agua y 1% moléculas organicas e inorganicas (Edgar 1990). La saliva interviene en la mayoria
de los eventos bioldgicos que ocurren en la cavidad bucal y contribuye al cuidado de la salud

sistémica (Mason y Chisholm 1975).

En humanos, el volumen estimado de la saliva total secretada al dia es 1 y 1.5L. Las

contribuciones porcentuales de las glandulas salivales durante el flujo no estimulado diario es:
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65% submandibular, 20% parotidea, 7% sublingual y aproximadamente el 8% de glandulas
menores (Edgar 1990).

La cantidad de saliva secretada varia en los diferentes momentos del dia, durante la
vigilia en condiciones de reposo se produce un flujo salival escaso, suficiente para asegurar la
proteccion de la mucosa bucal, pero la secrecién de la saliva aumenta rapidamente durante las
horas de comida, ya que la masticacion es el principal estimulo para la salivacion (Nauntofte y
cols. 2003). La calidad de la saliva es de vital importancia ya que cada uno de sus
componentes tiene caracteristicas diferentes que desempefian una serie de funciones
especificas (Rudney 1995). La saliva estd compuesta por componentes proteicos,
glicoproteinas y enzimas como la amilasa, mucinas, lisozima, IgAs, proteinas ricas en prolina,
cistatina, histatina, Anhidrasa carbdnica secretora, factor de crecimiento nervioso Yy
epidérmico, componentes organicos no proteicos (Urea, AMP Ciclico, Amoniaco) Yy
componentes inorganicos como Na, K, Ca, Cloruros, fosfatos y bicarbonatos (Nauntofte y
cols. 2003).

=

Bicarbonato, fosfatos y urea acttan para modular el pH

2. Proteinas y mucinas sirven para limpiar y tienen accién antibacteriana

3. El calcio, fosfato y proteinas trabajan en conjunto como un factor de anti solubilidad y
modulan la desmineralizacion y remineralizacion

4. Inmunoglobulinas, proteinas y enzimas brindan accion antibacteriana

Funciones generales de la saliva son:

1. Lubricacion y proteccion de la mucosa bucal

2. Preparacion del bolo alimenticio, ayudando a humedecer los alimentos secos y
contribuye a la masticacion y deglucion

3. Mantenimiento y proteccién de las estructuras de la cavidad bucal

4. Inicia el proceso de digestion y digiere los carbohidratos por la accion de la enzima
digestiva “amilasa”

5. Mantiene el equilibrio ecoldgico de la cavidad oral a través de la accién de la lisozima
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6. Regula pH de la cavidad bucal
7. Ayuda a eliminar restos alimenticios

8. Ayuda a la masticacion, deglucién del bolo alimenticio y facilita el habla

Las funciones principales de la saliva se relacionan, con humectacion y lubricacion, el
procesamiento de los alimentos en la digestion y la proteccion de la cavidad bucal (Mandel
1987).

1.7.1 Humectacion y lubricacion

Una de las funciones principales de las glandulas salivales es proporcionar un flujo continuo
de saliva a la cavidad bucal para mantener la mucosa oral en una condicion himeda, de modo
que sea menos susceptible a la abrasion, eliminacion de microorganismos, células epiteliales

descamadas y restos de alimentos por el proceso de deglucion (Tabak 1990).
1.7.2 Participacion de la saliva en el procesamiento de alimentos

Debido al alto contenido acuoso y de mucinas sintetizadas por las glandulas mayores y
menores facilitan la masticacion, la formacion del bolo alimenticio y su deglucion (Tabak
1990).

Funciones digestivas: La proteina principal y también enzima digestiva en la saliva es la
amilasa, esta enzima ayuda al desdoblamiento del almidon, su tiempo de accion es breve
debido a que los alimentos se degluten rapidamente y el pH &cido del estbmago detiene la
accion de esta enzima (lontcheva y cols. 1997). También ayuda a la degradacion de restos

alimenticios ricos en almidon que quedan retenidos entre los dientes (Tabak 1990).

1.7.3 Participacion de la saliva en los mecanismos de proteccion y defensa de la cavidad

bucal

La pelicula salival rica en mucinas recubre toda la superficie bucal, actia modulando la flora

microbiana bucal, ya que causan la aglutinacion de las bacterias e impiden que se adhieran y
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colonicen los tejidos bucales blandos y duros, facilita los movimientos linguales y la correcta
fonacion, proporciona una barrera efectiva contra las agresiones producidas por agentes
irritantes como prétesis mal ajustadas, proporciona una funcién atemperante cuando se
ingieren alimentos muy frios o muy calientes, cuya presencia en boca produce un aumento
rapido del flujo salival que contribuye a moderar dichas temperaturas y evitar un dafio en la

mucosa (Slomiany y cols. 1996).

La presencia de lisozima y calcio en la saliva hace que disminuya el tiempo de hemorragia en
los tejidos bucales, debido a que estos activan la coagulacion. También facilita la répida
cicatrizacion de las heridas bucales, debido a la accion de los factores de crecimiento nervioso

y epidérmico (Rudney 1995).

La lisozima y lactoferrinas funcionando en conjunto, tienen un efecto inmediato sobre las
bacterias bucales, afectando su capacidad de multiplicarse o causando su destruccion, asi
mismo, la cistatina inhibe el crecimiento de microorganismos con potencialidad de producir
dafo, la histatina es un bactericida, y la Anhidrasa carbonica secretora regula el pH y ayuda a

la prevencion en la formacion de placa dentobacteriana (Dowd 1999).

Las IgAs poseen una accion aglutinante de virus y bacterias. Estas tienen la capacidad de
unirse directamente a las células del epitelio de la mucosa bucal, incrementando su
concentracion local en las regiones que presentan inflamacion como reaccion ante la agresion
microbiana (Dowd 1999).

Las proteinas ricas en prolina favorecen la remineralizacion del esmalte (Mandel 1987).

El bicarbonato/ acido carbénico regula el pH de la cavidad bucal, si el pH es acido es dafiino
para los tejidos blandos y en consecuencia habra formacion de Ulceras, asi mismo, se veran

afectados los tejidos duros ya que ayudara a la desmineralizacién (Mandel 1987).
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1.8 Mecanismo de secrecion salival

La estimulacion parasimpatica conduce a la liberacion del neurotransmisor acetilcolina. Esta
va a actuar sobre los receptores muscarinicos M3 ubicados en las células acinares salivales,
esta unidn causard un aumento en la concentracion de calcio intercelular a través del sistema
de segundo mensajero trifosfato de inositol (IP3). EI aumento de calcio intercelular estimulara
que las vesiculas localizadas dentro de la célula se fusionen con la membrana apical de la

célula y esta accion lleve a la secrecion salival (Proctor y Carpenter 2014).

El neurotransmisor norepinefrina al unirse a los receptores alfa-adrenérgicos (a) de las células
acinares también contribuira a la produccion de saliva pero en menor cantidad (Proctor y
Carpenter 2014).

1.9 Mecanismo de secrecion proteinas

La secrecion de proteinas es causada por la exocitosis de los granulos de almacenamiento de
proteinas en células acinares. Cuando las células se estimulan mediante nervios simpaticos se
activan los receptores adrenérgicos betal (f1). La senalizacion intracelular se caracteriza por
un aumento del AMP ciclico (AMPc) que activa la proteina quinasa A (PKA), provocando que
los granulos de almacenamiento se fusionen con la membrana apical de las células acinares y

su contenido de proteina se libera en la saliva (Proctor y Carpenter 2014).
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ANTECEDENTES

Existe poca la informacion sobre los efectos del estrés sobre las glandulas salivales tanto en el

humano como en modelos animales.

2.1 Estudio en humanos

Un estudio realizado a 247 pacientes, se demostré que el estrés, depresion y ansiedad
desempefian un papel importante en la reduccion de la tasa de flujo salival no estimulado
(Gholami y cols. 2017). Este reporte concuerda con lo observado por Borahan, donde
realizaron un estudio similar y mostraron que el estrés y la depresion desempefian un papel
importante en la reduccion de la tasa de flujo salival y en el aumento de la incidencia de la

xerostomia (Borahan y cols. 2012).

2.2 Modelos animales

En ratas macho de la cepa Wistar de 10 semanas de edad, sometidos a estrés por
inmovilizacion por 2 horas diarias durante 7 dias y luz constante durante 20 dias consecutivos,
se observo una disminucion en la ingesta de alimento hasta un 30%, asociado a la disminucion
del peso corporal y de las glandulas submandibulares. Asi mismo, el volumen de la saliva

secretada por estas glandulas aumento durante 20 minutos (Alterman y cols. 2012).
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JUSTIFICACION

La saliva juega un papel importante en la salud bucodental de los individuos, debido a que sus
componentes en conjunto realizan diversas actividades con el propdsito de mantener integras
las estructuras blandas y duras de la cavidad bucal. Nauntofte y cols. (2003) mencionan “las
funciones méas importantes que realiza la saliva y encontramos lubricacion y proteccion de la
mucosa bucal, mantiene un equilibrio bacteriano y regula el pH.” Todas estas funciones tienen
como objetivo principal omitir la aparicion de caries dental y facilitar las actividades
funcionales de la cavidad oral. Los niveles de segregacion salival adecuados son
indispensables para mantener una buena salud dental. Edgar (1990) afirma “las secreciones de
las glandulas salivales son 20% en la parotida, 7% por la sublingual y 65% corresponde a la
glandula submandibular siendo la glandula mas importante en cuanto a su aportacion”.
Cuando la produccion de saliva se modifica y disminuye, su composicion se afecta y a su vez
modifica las actividades bucales. Glore y cols. (2009) comentan “a esta disminucion de saliva
se le denomina xerostomia, sintoma que acompafia a diversas condiciones patoldgicas o
padecimientos”. Y una de las causas que actualmente no se ha estudiado es el estrés.

El estrés dafia directamente a las glandulas salivales, Thomson y cols. (2006) afirman “al ser
modificada la composicion y produccion de saliva perjudica las actividades que se realizan
dentro de la cavidad bucal como la masticacion, deglucion y fonacion”. Tanasiewiczl y cols.
(2016) mencionan “Al ser modificada la composicion salival habra una disminucion en la
eliminacion de bacterias bucales, lo cual ayudara a la aparicion de caries dental,
desmineralizacion, gingivitis”. Esto nos indica que habra mayor susceptibilidad a presentar
ulceras e infecciones fangicas en la mucosa bucal.

Es escasa la informacion existente en humanos y son pocos los estudios en modelos animales
que han estudiado los efectos que tiene el estrés en la composicion de enzimas existentes en la
saliva, pero se desconoce los efectos que tiene el estrés sobre la organizacion histoldgica de la

glandula submandibular.
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HIPOTESIS

El estrés cronico variable afecta la morfologia en la glandula submandibular de la rata macho

joven.

OBJETIVOS

5.1 Obijetivo general
Analizar el efecto del estrés cronico variable sobre la morfologia en la glandula submandibular

de la rata macho joven.

5.2 Obijetivos particulares
1. Determinar el peso corporal del animal y el peso de las glandulas submandibulares
2. Determinar los niveles de corticosterona sérica
3. Determinar el nimero de nucleos en el acino, el area acinar de los acinos serosos y el
area de los conductos estriados, granulares y excretores

4. Determinar la respuesta secretora de las glandulas salivales al estrés cronico variable
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METODOLOGIA

6.1 Manejo de los animales

Se utilizaron 16 ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad, mantenidas en
condiciones de bioterio con un fotoperiodo de 12/12 hrs, con ciclo luz-oscuridad invertido y
temperatura de 20£2 °C.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la regulacion
establecida en el Manual de Seguridad en el laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta y en la Norma Oficial Mexicana en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
NOM-062Z00-1999.

6.2 Grupos experimentales

Al dia del destete se tomaron las ratas macho procedentes de madres diferentes y fueron
colocadas aleatoriamente en jaulas independientes para formar dos grupos: ratas controles

(C) y ratas con el estimulo de estrés crénico variable (ECV).
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6.3 Disefio experimental
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Figura 6. Disefio experimental. Grupo control (n=8). Grupo estrés crénico variable (n=8).

6.4 Protocolo de la dieta

Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de purina. Ambos grupos
consumieron agua simple. EI consumo de alimento y agua fue ad libitum. Durante el periodo
de tratamiento, se realiz un registro diario del peso corporal, consumo de alimento y agua.
El consumo de alimento y agua fue medido colocando una cantidad conocida en cada jaula

obteniendo la cantidad remanente 24 horas después.
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Nutrimento Porcentaje (%) Kcal

Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte calorico y nutrimental por cada 100 gramos de dieta Chow 5001 de purina.

6.5 Obtencion de kilocalorias (Kcal) consumidas en el alimento

Para la obtencion de Kcal consumidas por el alimento:

1. Seobtuvo la ingesta de alimento por semana de vida de cada individuo.

2. Posteriormente todas las ingestas se promediaron para obtener los gramos consumidos
por grupo por semana.

3. Estos gramos se multiplicaron por 3.4 que son las Kcal que nos proporciona 1 gramo de
alimento Chow 5001.

6.6 Modelo del estrés crénico variable

El modelo del estrés cronico variable inicio a los 51 dias de edad.

Consistio en aplicar diferentes estresores individuales y grupales cada dia en diferentes
periodos de tiempo (un estresor por dia) por cuatro semanas. No se aplicaron estresores
durante los fines de semana.

Los estimulos estresores que se utilizaron fueron los siguientes: a) Reduccién de espacio en
caja limpia por 5 horas (se introdujeron ocho ratas en una jaula colectiva disefiada para cuatro
0 cinco ratas con aserrin limpio, cuyas dimensiones de la jaula son 50cm x 40cm x 21cm), b)
Reduccidn de espacio en caja sucia por 5 horas (mismo procedimiento con aserrin sucio), c)

Restriccion durante 3 horas (se colocaron a las ratas individualmente en tubos de plastico de
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16cm x 6¢cm con el objetivo de limitar su movimiento, el extremo mas pequefio se mantuvo

abierto para permitir que la rata respirard y el extremo amplio del tubo fue sellado con cinta

adhesiva), d) Nado forzado en agua fria durante 10 minutos (se colocaron a las ratas

individualmente en un recipiente de plastico con dimensiones de 100cm de altura x 50cm de

didmetro que contiene 75 cm de agua a 15°C), e) Nado forzado en agua caliente durante 10

minutos (mismo procedimiento con agua a 28°C) (Zeeni y cols. 2013)(Tabla 2).

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Reduccion  de | Restriccion Nado forzado | Nado forzado | Reduccion del

espacio frio caliente espacio/caja

8:00-13:00 14:00-17:00 13:00- 13:10 15:00-15:10 sucia
10:00-15:00

Nado forzado | Reduccion del | Reduccion de | Nado forzado | Restriccion

caliente espacio/caja espacio frio

15:00-15:10 sucia 8:00-13:00 13:00- 13:10 14:00-17:00

10:00-15:00

Reduccion del | Nado forzado | Restriccion Reduccion de | Nado forzado

espacio/caja frio espacio caliente

sucia 13:00- 13:10 14:00-17:00 8:00-13:00 15:00-15:10

10:00-15:00

Nado forzado | Nado forzado | Reduccion del | Restriccion Reduccion  de

frio caliente espacio/caja espacio

13:00- 13:10 15:00-15:10 sucia 14:00-17:00 8:00-13:00

10:00-15:00

Tabla 2. Calendario que se aplic a las ratas para el estimulo de estrés crénico variable, con el tipo de estrés y

horario.
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6.7 Extraccién de muestra salival, obtencion de muestras sanguineas y extraccion de

glandulas submandibulares

Al término del experimento, los animales fueron anestesiados con Pentobarbital Sodico
1mL/2.5 Kg de peso e inmediatamente se obtuvo una muestra de saliva, colocando rollos de
algodén debajo de la lengua durante 10 minutos, posteriormente fueron sacrificados por
decapitacion para colectar dos tubos (13 x 100) de sangre.

Se colocd la cabeza de la rata en una caja Petri y se realizo la extraccion de ambas glandulas
submandibulares (derecha e izquierda) y fueron pesadas.

La sangre que se colectd en tubos se dejo reposar en bafio maria durante 15 minutos, después
se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. El suero se separd para hacer alicuotas de
100pL de suero las cuales se conservaron en refrigeracion, hasta la determinacion de

corticosterona.

6.8 Determinacién de corticosterona sérica

La concentracion de corticosterona en suero se midié utilizando un kit Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay: “Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas” (ELISA) disponible
comercialmente, el cual se realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(AssayDesigns, Inc., EE. UU.). La sensibilidad intraensayo e interensayo fue de 2,1y 5,3 pg /

mL, respectivamente.

6.9 Analisis histologico de la glandula submandibular

La glandula submandibular izquierda fue fijada con Bouin durante 24hrs. Posteriormente, el
tejido fue deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y

100%), aclarado en xileno para infiltrarlo e incluirlo en Paraplast-Plus.
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Se realizaron cortes longitudinales de 5 pum de espesor que fueron obtenidos con un

microtomo, los cuales se colocaron en portaobjetos, 4 cortes por laminilla.

La laminilla n° 8 se utilizd para tefiir Hematoxilina-Eosina para identificar y cuantificar los

acinos serosos y su sistema ductal.

Se tomaron microfotografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un

microscopio éptico Progres (a 4x, 40x y 100x) y con un analizador de Adobe Photoshop CS

se realizaron reconstrucciones de los cortes para muestrear aleatoriamente, y seleccionar tres

regiones en la glandula (figura 7), a los cuales, se les tomd una microfotografia a 40x para

poder medir el area de los acinos, el sistema ductal y el conteo de linfocitos por campo

(figura 8) con la ayuda de un analizador de Imagenes AxioVision REL 4.8 (ZeissInc 2007).
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Figura 7. Adobe Photoshop CS y cuadricula. Fotomicrografia de las reconstrucciones de los cortes

histoldgicos de la glandula submandibular con tincidn de Hematoxilina—Eosina (4x).
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Figura 8. AxioVision. Fotomicrografia de los acinos serosos y medicion del area acinar de la glandula

submandibular con tincion de Hematoxilina—Eosina (40x).

6.10 Analisis estadistico

Para ambos experimentos, los valores obtenidos se analizaron en una base de datos por medio

del programa GraphPad Prisma 5.01, a través de una prueba t- Student. Se realizé pruebas de

distribucion de frecuencias.
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RESULTADOS

De acuerdo con los objetivos de este estudio a continuacidn se describen los resultados de los

grupos control y experimental.

7.1 Ingesta de alimento, agua, calorias totales y ganancia de peso corporal

Estas variables fueron registradas durante las semanas en que se aplicé el estrés crénico

variable (4 semanas).

La ingesta de alimento, el consumo de agua e ingesta total de calorias por dia disminuy6 en el

grupo ECV vs grupo C (p<0.001; p<0.05; p<0.05; respectivamente; Tabla 3). Como

consecuencia la ganancia de peso corporal del grupo ECV fue menor comparado con el grupo

C (p<0.001; Tabla 3).

PARAMETROS

C

ECV

Ganancia de peso corporal (g) 246.4 +9.362 205.8 £ 9.293**
Ingesta de alimento (g/dia) 19.96 + 0.4320 16.58 £ 0.7774**
Ingesta de agua (mL/dia) 4557 £1.152 37.51 +2.501*
Ingesta caldrica (Kcals) 30.21 +1.352 26.36 £ 0.5521*
Ganancia de peso corporal () 246.4 205.8

Tabla 3: Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento, agua y calorias totales. Se muestra la media + e.e.
Prueba t-Student. Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.001. Grupo control (C) y grupo estrés crénico

variable (ECV) (n=8/grupo).
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7.2 Peso de las glandulas submandibulares
El peso de las glandulas submandibulares disminuy6 en el grupo de ratas sometido a estrés

cronico variable (p<0.0001) comparado con el grupo C (Figura 9).

GLANDULAS SUBMANDIBULARES

0.10- *kk

0.06+

0.044

0.024
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0.00-
C ECV

Figura 9: Peso de las glandulas submandibulares. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias
significativas, ***p<0.0001. Grupo control (C) y estrés crénico variable (ECV) (n=8/grupo).

7.3 Corticosterona sérica

No se encontrd diferencias significativas en la medicion de corticosterona sérica entre ambos

grupos (p>0.05) (Figura 10).
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Figura 10: Nivel de corticosterona sérica. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Grupo control (C) y
estrés cronico variable (ECV) (n=8/grupo).

7.4 Caracteristicas cualitativas de la glandula submandibular

La figura 11 (A y C) muestra las caracteristicas histologicas de la glandula submandibular en
una rata que pertenece al grupo control. En estas imagenes se puede apreciar los acinos
serosos cuyas células epiteliales tienen un aspecto piramidal y la superficie basal amplia. Los
nucleos estan bien definidos, son esféricos y centrales. Los acinos son de distintas formas y se
encuentran inmersos en tejido conjuntivo. EXiste poco espacio extracelular entre los acinos. Se
aprecian conductos estriados y granulares.

Las figuras 11 B y D muestran las caracteristicas histoldgicas de la glandula submandibular en
la rata experimental, en las imagenes se observaron cambios histoldgicos tales como, la
presencia de linfocitos, el espacio extracelular es méas evidente y un menor nimero de acinos
que fue confirmado al realizar el analisis estadistico (grupo C 71.13 + 2.263; grupo ECV 59 +
1.899).
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Figura 11: Fotomicrografias de los acinos serosos presentes en la glandula submandibular y su sistema
ductal. A y C) Células epiteliales (*), acinos serosos (a), conducto granular (CG), conductos estriados (CE) en
grupo control. B y D) Células epiteliales (.), acinos serosos (a), conducto estriado (CE), conducto granular (CG),
linfocitos (flecha negra), espacio extracelular (linea negra) en grupo estrés crénico variable. Tincién de
Hematoxilina—Eosina (40x). Las barras negras equivalen a 50 pm.

7.5 NUmero de acinos

El nimero de acinos a los que se les midio el area acinar, fue menor en el grupo ECV

comprado al grupo control (p<0.001; Figura 12).
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Figura 12: NUmero de acinos muestreados. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias
significativas, **p<0.001. Grupo control (C) y estrés crénico variable (ECV) (n=8/grupo).

7.6 Promedio de area acinar

El promedio del area acinar por animal fue similar entre ambos grupos (p>0.05; Figura 13).

400+

HQ

200+

ACINOS

S

PROMEDIO DE AREA ACINAR

C ECV

Figura 13: Promedio de area acinar. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Grupo control (C) y estrés

cronico variable (ECV) (n=8/grupo).
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7.7 Area acinar

Al clasificar los acinos en tres tamafos, encontramos que los acinos que midieron <450
(Chicos) en el grupo ECV fueron menos comparados con el grupo C (p<0.05). En cuanto a los
acinos que midieron 451-900 (Medianos) no se observaron diferencias entre ambos grupos
(p>0.05). Los acinos que midieron >901 (Grandes) en el grupo ECV fueron menos vs el grupo
C (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14: Namero de acinos por tamafio. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias
significativas, *p<0.05. Grupo control (C) y estrés crénico variable (ECV) (n=8/grupo).
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7.8 Numero de nucleos dentro de los acinos
Con respecto al nimero de nucleos por acino, en el grupo ECV fueron menores comparados

con el grupo C (p<0.001; Figura 15).
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Figura 15: Promedio de nucleos por acino. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias
significativas, **p<0.001. Grupo control (C) y estrés cronico variable (ECV) (n=8/grupo).

7.9 Namero de linfocitos
El nimero de linfocitos aumento en el grupo de ratas sometido a estrés crénico variable (p

<0.001) comparado al grupo control (Figura 16).
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Figura 16: Numero de linfocitos por campo. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias
significativas, **p<0.001. Grupo control (C) y estrés cronico variable (ECV) (n=8/grupo).

7.10 Andlisis histoldgico del sistema ductal de la glandula submandibular

El nimero de conductos granulares, estriados y excretores a los que se les midi6 el area fueron
similares entre ambos grupos. En cuanto a los nucleos que fueron muestreados en los
conductos granulares y estriados no se encontraron diferencias entre el grupo ECV comparado
con el grupo C. El promedio del area de los conductos granulares, estriados y excretores no se

observan diferencias entre ambos grupos (Tabla 4).

SISTEMA DUCTAL C ECV

NUmero de conductos granulares 3.125 £ 0.3981 3.250 £ 0.3660
NUmero de conductos estriados 6.143 £0.8289 5.000 £ 0.8729
NUmero de conductos excretores 6.250 £ 0.5590 4.500 + 0.8452
Numero de nucleos muestreados en

conducto granular 35.50 £ 6.015 32.50 + 4.436
Ndcleos muestreados en conducto estriado | 45.14 + 4.642 35.43 £6.244
Avrea de los conductos granulares 1646 + 249.9 1524 + 252.6
Area de los conductos estriados 900.5 +£101.9 745.0 £111.0
Area de los conductos excretores 4583 + 906.9 2955 + 251.3

Tabla 4: Analisis histoldgico del sistema ductal de la glandula submandibular. Se muestra la media * e.e.
Prueba t-Student. Grupo control (C) y grupo estrés cronico variable (ECV) (n=8/grupo).
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7.11 Flujo salival

El estrés cronico variable disminuyo la respuesta secretora de las glandulas salivales en el

grupo experimental cuando se compara con el grupo control (p<0.0001; Figura 17).

FLUJO SALIVAL

k&

ug saliva/mg de tejido
T

C
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Figura 17: Flujo salival. Se muestra la media + e.e. Prueba t-Student. Diferencias significativas, ***p<0.0001.
Grupo control (C) y estrés crénico variable (ECV) (n=8/grupo).
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DISCUSION

El estrés cronico variable disminuyd la ingesta de alimento, agua, calorias totales, peso
corporal y las glandulas submandibulares. A pesar de que los niveles de corticosterona no
fueron afectados.

Los efectos que tiene el estrés sobre el peso corporal estan determinados tanto por la gravedad
del estrés como por la percepcion de cada individuo (Levine y Morley 1981). En ratas, los
factores estresantes leves como el pellizco de la cola, no afecta la ingesta de alimento;
mientras que, los factores estresantes mas severos, como los que se aplicamos en este estudio,
disminuyen la ingesta de alimento y tienen efectos a largo plazo sobre el peso corporal y el
peso de las glandulas submandibulares. Asi, ratas jovenes expuestas a estrés por
inmovilizacion y exposicion constante a la luz induce una reduccion en la ingesta de alimento
afectando el peso corporal y el peso de las glandulas submandibulares (Alterman y cols.
2012).

En ratas adultas la exposicion a estrés por restriccion durante 3 horas por 3 dias consecutivos
también induce una disminucion en la ingesta de alimento y peso corporal (Harris y cols.
1998), en concordancia con resultados reportados en ratas adultas expuestas a estrés por
desarmonia oclusal provoca una tendencia a disminuir el peso corporal (Irie y cols. 2010). Asi
mismo en ratas jovenes a las cuales se les aplicO estrés por restriccién durante 4 semanas se
observa una reduccién en la ingesta de alimento y el peso corporal (Corona-Pérez y cols.
2017).

El estrés crdnico variable no afecto los niveles de corticosterona sérica. Estos resultados no
concuerdan con lo reportado en ratas estresadas por desarmonia oclusal, el cual aumenta los
niveles plasmaticos de corticosterona (lrie y cols. 2010) ni con los resultados de ratas
sialoadenectomia y con estrés cronico por restriccion (Saruta y cols. 2012). Previamente,
hemos mostrado que la concentracién de corticosterona sérica no es afectada por estrés
cronico aplicando restriccion de movimiento en ratas jovenes adultas (Corona-Pérez y cols.
2017) el cual sugiere que las ratas se adaptan al estimulo del estrés (Zardooz y cols. 2006). Es

posible que la hormona adrenocorticotropica esté elevada y, a su vez, regule el exceso de
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corticosterona (Viau y cols. 1993). A pesar de ello, hubo un efecto del estrés sobre el arreglo
histologico de la gldndula submandibular y el volumen salivar, lo que sugiere que la respuesta
simpética fue intensa y hubo una elevada activacion simpética y disminucion del
parasimpatico; Ello indica qué al disminuir el sistema parasimpatico, los niveles de saliva
secretada por las glandulas salivales disminuyen (Payne y cols. 2015). En apoyo a ello, las
glandulas salivales estan bajo control de la inervacion autbnoma (Takakura y cols. 2003).

Es importante resaltar que la organizacién histolégica de la glandula submandibular en
humanos es diferente en comparacion con la rata, debido a que en el humano esta glandula es
mixta (acinos serosos, mucosos y mixtos) y que en la rata solo encontramos acinos serosos,
por tal motivo no debe de haber confusion en esta informacion (Lichtman 1977; Osailan y
cols. 2006; Miletich 2010; Amano y cols. 2012; Nair y cols. 2016). Nuestros hallazgos
contribuyen a aclarar que el complejo submandibular-sublingual consta de dos glandulas
salivales diferentes. Estas se desarrollan en estrecha asociacion, terminando en la misma
ubicacién anatomica y compartiendo la misma capsula de tejido conectivo, con caracteristicas
histoldgicas distintas como, por ejemplo, el tipo de acinos presentes en cada una de ellas. Asi
la glandula submandibular (serosos), glandula sublingual (mucosos), asi mismo la presencia
del conducto granular exclusivamente en la glandula submandibular, lo cual coincide con

previos estudios (Amano y cols. 2012).

El estrés cronico variable disminuyé el nimero de acinos y nucleos. Esto podria deberse a que
un estres prolongado o muy intenso provoca que las células epiteliales no permitan la funcién
adecuada de la produccion, secrecion y la calidad de la saliva y proteinas en el reticulo
endoplasmico, alterandose la homeostasis de calcio (Vakifahmetoglu y cols. 2017; Lindholm y
cols. 2017; Enger y cols. 2014). La disminucion de calcio puede atribuirse al déficit de
receptores de inositol trifosfato observado en las células epiteliales (Teos y cols. 2015). La
interaccién funcional de los receptores de inositol trifosfato tipo 1 con la proteina chaperona
producida durante el estrés en el reticulo endoplasmico (78KD), conduce a una actividad del
canal deteriorada y apoptosis celular (Higos y cols. 2010). La regulacion positiva de la
autofagia durante el estrés en el reticulo endoplasmico parece ser una respuesta esencial de

supervivencia y es necesaria para la eliminacion de proteinas gravemente afectadas o
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fragmentadas (Hoyer y Jaattels 2007). Sin embargo, el estrés intenso, prolongado o no resuelto
en el reticulo endoplasmico puede iniciar mecanismos de muerte celular dependientes de la
autofagia y la activacién del proceso apoptético intrinseco (Song y cols. 2017). El aumento de
linfocitos en el grupo experimental corrobora una reaccion autoinmune, que culmina en un
proceso inflamatorio inducido por estrés y esto, a su vez, conduce a una apoptosis celular
(Panaretakis y cols. 2009). Con nuestros resultados no podemos sugerir que los cambios
histolégicos observados en la glandula submandibular puedan deberse a una apoptosis, se

requiere mas informacidn para aclarar este punto.

No encontramos cambios con respecto a la parte histolégica de los conductos granulares,
estriados, excretores y la parte ductal. Sin embargo, los acinos con area chica y grande fueron
menos en el grupo experimental, lo cual nos puede indicar que habra menor nimero de células
epiteliales y esto nos conlleva a menor produccion de saliva.

Es importante mencionar que no existen trabajos que describan la histologia de esta glandula
en ninguna condicién de estrés. Nuestros resultados sugieren que los cambios podrian

asociarse a la disminucién de saliva.

El flujo salival liberado por las glandulas salivales disminuyd en el grupo experimental, lo
cual no concuerda con los resultados de Alterman y cols. 2012, quienes observaron un
aumento en el volumen de saliva en las ratas sometidas a estrés por inmovilizacion
comparadas con el grupo control. Posiblemente la aplicacion de pilocarpina exclusivamente en
el grupo experimental, el cual es un farmaco agonista colinérgico que actta incrementando el
flujo salival. Es posible que el estrés cronico variable modifique la funcién del sistema
nervioso autébnomo, aumentando la respuesta del sistema simpético y disminuyéndola
actividad del sistema parasimpatico, lo que induce un aumento en la de produccion de
proteinas fragmentadas o afectadas y la disminucion del volumen salival (Cozma y cols.
2017).
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CONCLUSIONES

Los niveles de corticosterona sérica no inducen directamente los cambios en la

glandula submandibular.

El estrés cronico variable afecta la morfologia de la glandula submandibular,
disminuyendo la cantidad de saliva. De tal manera que el estrés podria, afectar
actividades bucales y disminuir la eliminacion de bacterias, lo que favoreceria la

aparicion de patologias bucales como caries dental, desmineralizacion y gingivitis.
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PERPECTIVAS

Debido a la ausencia de acinos y ndcleos se sugiere realizar un estudio en el cual se pueda
verificar si en la glandula submandibular hay un proceso de apoptosis celular. Asi mismo,
investigar si otra hormona pudiera estar afectando a la glandula submandibular, como por

ejemplo la aldosterona, la cual es aumentada por el estimulo del estres.
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