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1. RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica no transmisible, considerada una epidemia global,
la cual afecta a multiples 6rganos, entre ellos las glandulas salivales. Dentro de estas, las
glandulas submandibulares, las cuales adquieren relevancia debido a que son las encargadas
de la produccién del 60-70% del volumen salival total no estimulado.

El objetivo de este estudio fue observar los cambios morfofuncionales en la glandula
submandibular de ratas adultas posterior a la administracion de glutamato monosodico
(GMS) subcutdneo en su estado neonato. Se utilizaron glandulas submandibulares,
obtenidas de 12 ratas Sprague-Dawley, divididas en 2 grupos segun exposicion a GMS,
Grupo Control: Cloruro de Sodio 0,9% (p/v) en agua destilada) 8 ul/g peso via subcutanea,
Grupo GMS: 5 dosis de GMS via subcutanea: 4 mg/g peso al 2° y 4° dia 'y 2 mg/g peso al
6°,8°, 10° dia, ambos grupos mantenidos durante 16 semanas. Se determind el estado
nutricional de las ratas calculando Indice de Lee (IL), ademas de ser analizado el flujo
salival, pH, actividad de a-amilasa, y porcentaje de masa de Na, Cl, K y Ca mediante
analisis semicuantitativo. Luego de la eutanasia por sobredosis de ketamina/xilasina, las
glandulas fueron extraidas y procesadas para histologia y posterior estudio estereoldgico.
Se observo un aumento en el IL de las ratas posterior a la exposicién a GMS y cambios en
los pardmetros estereoldgicos a nivel del adendmero y sistema de conductos. Ademas de

cambios en las caracteristicas salivales como flujo, pH y composicion de microelementos.

Palabras clave: obesidad, glandula salival, saliva, histologia, glutamato monosédico.



2. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica no transmisible, considerada una epidemia en
paises desarrollados y en vias de desarrollo (1). Su prevalencia se encuentra en aumento,
elevandose significativamente en la Gltima década en Chile (2). Es considerada una
patologia de etiologia multifactorial, sin embargo, el desequilibrio entre el consumo de

calorias y gasto energético permanece dentro de sus principales causas (3).

Multiples estudios reportan los efectos de la obesidad en la funcion y morfologia de
distintos organos (4), a nivel oral, se ha observado su relacion con patologias tales como
caries, enfermedad periodontal y xerostomia (5), causadas principalmente por alteraciones
en la funcion de las glandulas salivales (5).

Las glandulas submandibulares son una de las 3 glandulas salivales mayores, productoras
de saliva, principalmente, de tipo serosa (6), las cuales producen entre el 60-70% del

volumen salival no estimulado (7).

La saliva participa en procesos fisioldgicos tales como digestidn, gusto y olfato, ademas de
intervenir en funciones como la lubricacion, proteccién inmunoldgica y dentaria. (6) la cual

se encuentra alterada en pacientes obesos, tanto en su composicién como cantidad (8-10).

Existen multiples modelos experimentales de obesidad, dentro de los cuales se utilizan
sustancias obesidogenicas como el Glutamato Monosédico (GMS) (11, 12). EI GMS es un
potenciador del sabor, ocupado en la industria alimentaria y ampliamente consumido en
alimentos envasados. Se ha reportado que la ingesta de GMS estaria asociada con un mayor
riesgo de sobrepeso y de padecer sindrome metabolico independiente de la actividad fisica
y la ingesta cal6rica en humanos (13). En ratas, la administracion neonatal de GMS induce
obesidad por destruccion de los ndcleos arqueados y ventromedial del hipotalamo, los

cuales regulan los mecanismos de absorcion y gasto enérgico (12).

Actualmente, se han descrito cambios metabolicos en relacion a glandulas salivales y
obesidad, donde se ha observado disminucion de la actividad secretora, reduccién en la
secrecion de peroxidasa (14-16). Sin embargo, no existe claridad sobre los efectos de la

obesidad en la morfologia de las glandulas salivales (9).



En esta investigacion, el objetivo fue observar los cambios morfofuncionales de la glandula

submadibular, posterior a la administracion de glutamato monosdédico en ratas.



3. METODOS

3.1. Disefio general

Dentro de este estudio experimental, fueron utilizadas glandulas submandibulares

derechas obtenidas de ratas Sprague-Dawley obesas por efecto inductor de Glutamato

Monosddico (GMS), tal como se observa en el esquema general de la Figura 1.
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3.2.  Unidades Experimentales

Las unidades experimentales fueron 12 ratas machos Sprague-Dawley, neonatas de
2 dias post nacimiento. Las cuales se mantuvieron en el Bioterio del Centro de Excelencia
en Estudios Morfologicos y Quirdrgicos (CEMyQ) de la Universidad de La Frontera,
Temuco, Chile, durante 16 semanas en jaulas individuales a una temperatura de 22° + 2°C,
50 % - 70 % de humedad y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, se les administré bajo
régimen ad libitum dieta estandar de laboratorio (AIN-93M) y agua.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de La Frontera,
Temuco, Chile, (N°051/2017).

3.3. Procedimientos

Al comienzo del periodo experimental las ratas fueron divididas en 2 grupos: Grupo
control (n=6): se les administrd solucion salina (Cloruro de Sodio 0,9% (p/v) en agua
destilada) 8 pl/g peso via subcutanea. Grupo GMS (n=6) expuestas a 5 dosis de GMS via
subcutanea: 4 mg/g peso al 2° y 4° dia 'y 2 mg/g peso al 6°,8°, 10° dia y mantenidas durante
16 semanas. Al terminar el periodo experimental las ratas fueron sometidas a eutanasia

inducida por sobredosis de ketamina/xilasina.

3.4. Determinacion de Estado Nutricional y Volumen Glandular

El peso y la longitud de cada animal fue medido semanalmente por toda la duracién
del periodo experimental. Para determinar el estado nutricional de los animales se utilizo el
indice de Lee: [La raiz cubica del peso corporal (g) dividida por la longitud hocico-
ano(cm)] (17). Un valor igual o menor a 0,3 fue considerado normal; mayor que 0,3 fue
considerado como obesidad (18). Se determind el volumen glandular utilizando método

descrito por Scherle. (19)



3.5. Obtencién y Procesamiento de las muestras

Después de extraer las glandulas submandibulares, se fijaron en formalina tamponada
durante 48 horas, se deshidrataron e incluyeron en Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, U.S.A.). Posterior a obtener los bloques, se realizaron cortes de 5 um de
espesor (Leica® RM2255) y se tifieron con H&E.

3.6.  Andlisis Estereoldgico

Para el andlisis estereoldgico, se utilizd un microscopio 6ptico (Leica®, DM750,
Switzerland) con cdmara integrada (Leica® ICC50W, Nussloch, Germany). Se obtuvieron
imagenes a partir de la observacion de 5 campos para cada corte histoldgico. Los
parametros que se analizaron fueron los siguientes: Densidad de Volumen (Vv), Densidad
de Superficie (Sv) y Densidad de Area (NA) tanto para adendmeros (ad¢), cOmo para
conductos estriados (sr) y conductos totales (i), utilizando un Sistema de Test

Multipropésito M42 (20) (21). Se consider6 un nucleo representativo de una célula.

3.7. Andlisis Cuantitativo Salival

La saliva se recolectdo de la cavidad oral de cada animal, bajo estimulacion
parasimpatica, para aumentar el flujo, y facilitar la recoleccién de saliva. A los animales se
le administrd Pilocarpina clorhidrato 2% (2 mg/kg de peso corporal s.c.), posteriormente la
saliva fue aspirada utilizando una micropipeta, almacenadndose en un tubo Eppendorf y
mantenido sobre hielo, a los cuales previamente se le agregd 60 plL de inhibidor de
proteasas (Protease Inhibitor Cockteail set I, Merck, Darmstandt, Germany) con el fin de
minimizar la pérdida proteica. EI pH salival se obtuvo utilizando tiras reactivas de pH
(MQuant®, Merck, Darmstadt, Germany). La determinacion del flujo salival, se obtuvo con
una micropipeta 20-200 uL (BioPette™, NJ, USA) por un periodo de 10 min.



3.8. Microandlisis Semicuantitativo de Elementos

Para la determinacion de los elementos salivales se realizdO un Microanélisis
elemental Semicuantitativo, EDX en un Microscopio Electronico de Barrido (VP-SEM)
(SU 3500 Hitachi, Japan) acoplado a Detector EDX, (Quantax, Bruker, Berlin, Germany).
Se depositaron 50ul de saliva sobre cinta doble faz de carbono montada al stub, se secé a
30°C por 10 min (control cinta carbono). Se realiz6 un microanalisis elemental
semicuantitativo en las muestras bajo los siguientes pardmetros: Energia 15KV, Distancia
de trabajo (WD) 10mm aprox., detector BSD-3D, Magnificacion 500X Presion 6Pa.

3.9. Andlisis Estadistico

Los datos fueron recolectados en el programa Microsoft Excel y analizados con
GraphPad Prism. Para determinar su distribucion se utilizé el Test de Shapiro-Wilks. Segun
la normalidad de los datos obtenidos se uso t de Student o U de Mann-Whitney. Se

considerd un valor p<0.05 para la significancia.



4. RESULTADOS

4.1. El consumo de alimentos provocé obesidad en GMS.

Luego del tiempo experimental, las ratas correspondientes al grupo GMS, presentaron
aumentos en sus pesos corporales al ser comparados con el grupo no intervenido,
presentando un indice de Lee de 0,4 desde el mes 3 en adelante. Dichos cambios en el peso

nos indica obesidad, tal a lo observado en la Fig. 2.
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Figura 2: Estado Nutricional de ratas.

4.2. GMS caus6 disminucién del volumen glandular.

Respecto al volumen de la glandula submandibular, esta presentd una disminucion tanto en
el grupo GMS (0,36+0,03 ml) en comparacion al grupo control (1,47+0,10 ml) lo que fue
estadisticamente significativo (p=0.0014) (Fig. 3).
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Figura 3: Volumen Glandular Submandibular.



4.3. GMS causo alteraciones a nivel histoldgico.

El andlisis estereologico reflejé un aumento en Vv, Sv y un descenso del NA de
adenomeros de la glandula submandibular en el grupo GMS, valores estadisticamente no
significativos en comparacion al grupo control. Por su parte Vv, Sv y NA de conductos
estriados de la glandula submandibular en el grupo GMS aumentaron en comparacién con
el grupo control (p=0.001). Respecto a los conductos totales, estos mostraron un aumento
en Vv, NAy Sy, (p=0.01) (Fig. 4).
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Figura 4: Resultados del Andlisis Estereoldgico en adendmeros, conductos totales y
estriados.



4.4. GMS caus6é disminucién de pH vy flujo salival y aumento de concentracion
de amilasa salival.

Luego del tiempo experimental, las ratas correspondientes al grupo GMS, presentaron una
disminucion en el pH salival, GMS (7,7+£0,23) y control (8,8+£0,36) resultado
estadisticamente significativo (p=0.0001). Las tasas de flujo salival por grupo fueron
control (167,5+£18,9 puL/min) GMS (101,7+£10,1 pL/min) presentandose una disminucion
tanto en el grupo GMS, resultados estadisticamente significativos (p=0.01). La a-amilasa
presentd aumentos en el grupo GMS (11732+3999 U/L) al ser comparados al grupo control
(5905+1668 U/L), significativos (p=0.0095) (Fig. 5).
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Figura 5: Resultados Analisis cuantitativo y cualitativo salival.

4.5. Microanalisis semicuantitativo de elementos salivales

En relacion a los elementos encontrados en la saliva, los valores se encuentran descritos en
la Tabla 1. La exposicion a GMS, indujo cambios en los microelementos salivales,
existiendo diferencias estadisticamente en los aumentos de sodio en el grupo GMS
(5,18+1,79) al ser comparado con el control (3,78+£1,89) (p=0.0002). Del mismo modo el
cloro presentdé aumentos estadisticamente significativos (p< 0.0001) en el grupo GMS, al
ser comparados con el grupo control. El potasio y el calcio presentaron leves diminuciones
en el grupo GMS con respecto al grupo control, resultados que no fueron estadisticamente
significativos (p=0.0890 y 0.2805 respectivamente).
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Porcentaje de Masa

Grupos

(%)

Control GMS p
Na 3,718 51+1,7 0,0002
Cl 14,1447 19,846,9 <0,0001
K 13,315,0 12,244,3 0,0890
Ca 3,25+3,6 1,4+0,7 0,2805

Tabla 1: Resultados de Anélisis semicuantitativo micro elemental.
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5. DISCUSION

Ha sido observada que la administracién neonatal de GMS subcutanea desarrolla obesidad,
debido a la destruccion de los nucleos arqueado y ventromedial a nivel hipotalamico,
especificamente, la necrosis neuronal en estas areas (22), alterando el mecanismo
regulatorio saciedad/apetito, provocando una mayor ingesta que gasto calorico en los
individuos expuestos (12). A pesar de esta evidencia, actualmente, la relacion entre el
consumo de GMS y un riesgo aumentado de padecer sobrepeso es controversial (23). Sin
embargo, varios estudios reportan un aumento del peso corporal en los grupos expuestos
tanto animales como humanos (13, 24, 25). Aln mas, se reporta una asociacion positiva
entre GMS y sobrepeso independiente de la actividad fisica y la ingesta calérica en
humanos. (26). Para que se desarrolle obesidad en ratas, varios autores sefialan que GMS
debe ser administrado de forma subcutanea o intraperitoneal durante el periodo neonatal, en
un rango de 4-10 dosis de 2-4 mg/g de peso (12, 27). Es asi, como los presentes resultados
muestran un aumento en el Indice de Lee, en el grupo experimental, lo que indica
generacion de obesidad en el grupo expuesto a GMS, luego de un periodo de 16 semanas,
reafirmando lo expuesto por diversos autores. Dicha obesidad estaria explicada por el
efecto del GMS en los ndcleos hipotalamicos que controlan el eje apetito/saciedad.

Ademas de los efectos obesidogénicos del GMS, se reportan sus efectos nocivos en
diversos 6rganos, entre ellos, algunas estructuras orales (14, 28). Luego de la exposicién a
GMS, fue observada una disminucion del volumen de la glandula submandibular
comparadas a los valores del grupo control, alcanzando una disminucion del 75%. Los
presentes datos indicarian una asociacion entre obesidad y disminucién del volumen
glandular, resultados similares a los reportados por otro autor (29), quien observé una
disminucion del del volumen de la glandula pardtida, en un modelo de obesidad inducida
por GMS.

A nivel histologico, la exposicion a GMS induce cambios en la glandula submandibular,
existiendo alteraciones a nivel de adendmeros, conductos estriados y conductos totales. A

nivel de adendémeros hay un aumento en el volumen de estas estructuras, aunque una
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disminucion de la superficie que estas ocupaban en la glandula, indicando alteraciones en el
namero de estas y tamafio (méas cantidad pero méas pequefios). Con respecto a los conductos
totales, estos se encuentran aumentados en volumen y superficie en el grupo expuesto a
GMS. La alteraciones a nivel de la densidad de células acinares explicaria la reduccién en
el flujo salival secretado debido a un descenso en el numero de células secretoras. Estos
resultados son semejantes a los publicados por Renzi et al. (30), donde se reporta la
hipotrofia de estas estructuras causada por la induccion de obesidad via dafio hipotalamico

con alteraciones similares a las generadas por la administracion de GMS en las ratas.

Si bien los presentes resultados indican alteraciones a nivel estereolégico, evidenciandose
aumento tanto en Vv, Sv de adendmeros, conductos estriados y totales en las glandulas
submandibulares de ratas expuestas a GMS, Roa (28), observaron disminucion de estos
parametros al observar glandulas parétidas de ratas en un modelo de obesidad inducida por
GMS. Esto podria deberse a la morfologia y funcién distinta de ambas glandulas, como
describen otros autores, los que han descrito que la glandulas par6tida y submandibular de
humanos reaccionan de manera diferente frente en pacientes obesos y transtornos

alimenticios, siendo la glandula par6tida, la més afectada (31).

Con respecto a los conductos estriados, hay un mayor volumen y superficie ocupados por
estos, asi como también, un aumento en las células que los conforman. Estos hallazgos,
podrian explicar en parte los cambios de concentracion en los electrolitos salivales del
grupo, donde Na y ClI estan afectados, electrolitos absorbidos a nivel del conducto estriado,
conformando asi una a la secrecion secundaria. Lo anterior, en contraste con los resultados
obtenidos en el anélisis semicuantitativo salival, la concentracién de elementos Na y ClI
muestran un aumento y la secrecién de K en la saliva esta disminuida en el grupo
experimental. Lo que sugiere una deficiencia en la reabsorcion pasiva/activa y la secrecion,
respectivamente, de estos a través de los conductos. Sin embargo, se hacen necesarios mas
estudios para determinar la causa de estos cambios en los niveles de estos elementos, ya
que, aparentemente podria estar alterada la cadena metabdlica intracelular responsable de la
produccion, los mecanismos de transporte transmembrana que utilizan estos elementos por

efecto del GMS, el stress oxidativo presente en los tejidos como observan ciertos autores
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(14, 28) o alteraciones a nivel nervioso parasimpatico que impidan una correcta

estimulacion a nivel glandular (31).

El pH disminuy6 de manera significativa en el grupo expuesto a GMS, evidenciando el
efecto de éste sobre la funcion glandular, resultados similares a los reportados por otros
autores en nifios indios (32), donde pudieron observar la relacion existente entre la
disminucion del pH, el aumento del IMC y disminucion del flujo salival. La disminucion
del pH salival se podria deber a la relacion directa entre flujo salival y cantidad de
bicarbonato, ya que, a menor flujo salival, se libera menos bicarbonato, lo que disminuye el
pH. Algunos autores indican que los cambios en el pH de las glandulas salivales, pueden
conducir a cambios perjudiciales en la estructura de las glandulas salivales, repercutiendo
en sus funciones, y causando hiposalivacion, similar a lo observado en nuestro estudio (33).
Sin embargo, otros autores no observaron cambios en el pH de nifios obesos 0 sobrepeso al
ser comparados con normopeso, igual resultado obtuvieron con el pardmetro flujo salival
(34).

Con respecto a los valores de a-amilasa, esta enzima se presentd aumentada en el grupo
expuesto a GMS. Este aumento ha sido reportado previamente por varios autores en
animales obesos (35, 36) en animales obesos, en modelos de obesidad inducidos por GMS
y dietas ricas en grasas, respectivamente. Si bien en nuestros resultados se observd una
disminucion del namero de células acinares, la secrecion de a-amilasa aumentd, lo cual

podria ser explicado por una respuesta compensatoria de estas células.

Es interesante resaltar las implicancias de la funcion secretora alterada, ya que estan
comprometidas varias funciones de la saliva, principalmente relacionadas con la
homeostasis y proteccion inmunoldgica que otorga al medio oral. Entre estas alteraciones,
podrian aparecer un aumento en el riesgo de padecer lesiones de caries producto de la
alteracion del flujo salival, niveles de pH y capacidad buffer salival para detener el ataque
acido producido por el biofilm oral en el esmalte dental como describen varios otros autores

en estudios con individuos obesos. (8, 15, 37).
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Todos los cambios morfoldgicos observados explican finalmente la alteracion en la funcién
glandular principalmente relacionada con la actividad secretora y corroboran cambios
metabolicos que ocurren en glandulas salivales de organismos obesos como sefialan

diversos autores (14, 28).

En conclusion, la actividad glandular salival estd relacionada con los cambios
morfofuncionales observados, mas aun, las alteraciones inflamatorias cronicas existentes en
organismos obesos, sumado el stress oxidativo provocado por el GMS a nivel tisular
explican, en Ultima instancia, estos mismos cambios de la glandula submandibular y sus

implicancias en el mantenimiento de las condiciones de salud oral.
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7. ANexos

7.1. Anexo 1: Acta de Evaluacion para Protocolo de Investigacion

652} UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA
_.’20 COMITE ETICO CIENTIHCO
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']

ACTA N°077_2017
ACTA DE EVALUACION
PROTOCOLO DE INVESTIGACION FOLIO N°0S1/17

Se deja constancla que, en lo ciudod de Temuce, el 12 de julio del afo 2017 el Comité Efico Cientico
de lo Universidod de La frentera, (Resclucidn Exenta N°1090 de fecha 12 de marzo de 2014), en sasion
ordinaria N°11, presidido por el Dr, Miko Jorquera Tapio, con csistencia de sus miembros permanentes
Seficr(a):

Sra. Yasna Badilo Briones Dr. Psichioga

51, Ladn Brave Ramirez Dr. Uc. en Bcicgia

5r, Roberto Conkeras Eddinger Lic. Abcgado
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§1. Relendo Diaz fuentes Dx. Ing. Forestal

S, Milko Jorquera Tapia De. Ing. Acuiceola

Sra, Karin Morales Manriquez Mg. Enfermerc

§t. Gonzole Oporto Venegas Dr. Cirujano Dentista

Sra. Gleria San Miguel Lopez Mg. Médico Chujono

51, Paule Sandaoval Vidal Mg. Cirvjano Dentista

5r. Fabkan Tores Ruiz Cr. Lic. en Ciencias Fiskcos

Han evalsado y sancionado el Protocclo de hvestigocibn, presentado para optor al Grado
Acodémico de Doclor en Cilencias Morfoldgicas. sagin se indica:

Tikdo "CAMBIOS MORFOLOGICOS Y FUNCIONALES EN LA
GLANDULA PAROTIDA, DE RATAS OBESAS POR EFECTO DE

LA ADMINISTRACION DE GLUTAMATO MONOSODICO*®

Investigador Responsable MG, IGNACIO ROA HENRIQUEZ
Alumno del Proggomo de Doctorade en Clenclas
Morfciégicas

Prol. Guia Or. Mariano del 5ol Calderdn

Tipe de Proyecto TESIS DOCTORADO EN CENCIAS MORFOLOGICAS

Instucion Universidad ce La Frontera

N° Folio del Proyecio UFRO 051117

Decisién APROBADO

Universidod de La Frontera, Comité Elico Cienifico. Av. fromcisco Solozar N° 01145, Fono: 45,27341 14, Temuca
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7.2. Anexo 2: Solicitud de Bioseguridad para Protocolos de Investigacion

UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA o
COMITE ETICO CIENTIFICO

SOLICITUD DE CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
»_ PARA PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Uso indeme
N'Foko
Facha 0% recepcion soliotud
Fechs em=itn de Certificado
N Fecha @0 Seguimimrin
12 ui 71;11
LANTECEDENTES DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION.
1.1. TiTULO: “Cambios morfolégicos y funcionales en la gléndula parétida, de
ratas cbesas por efecto de la administracion de glutamato

monosodico”

Lo mm: e Programa Dectorado Ciencias Morfoldgicas, Universidad de La

E INSTITUCION Frontera (Financiamiento Institucional).

(Sefiale nombre dal concurso e institucion a la que posids |

1.3. INVESTIGADOR RESPONSABLE: Nombra Compiato Ignacio Javier Roa Heoriquez
Cormeo Electrénice roafdutaica cl
Departameniofinstiuto Centro de Exoaloncia én Estudios
Morfoldgioos y Quinirgoos
(CEMyQ). Facultad de Medicina,
Universidad de Ls Fronlera,
Tamuco, Chile.
Facultad Facultad da Medicna, Universidad
e de La Frontara, Temuco, Chis
Teléfono da Contaclo 34T
N* Coldar +58562650210
14 DEPENDENCIA(S) DE LA Laboralonio de Cinugia Experimends, Canto de Excelencia en
UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA Estudios Morfoldgioos y Quinirgioas (CEMyQ). Faculad de Medicing,
DONDE SE DESARROLLARA LA Univeraidad de La Fronters, Temuoo, Chile.
INVESTIGACION

{Sefinio nombrs del laborakrio y unided academica donds se realizerd la Fvesigacion),

15 Nombre del Encargade del (de los) | Tutor Prof Dr. Manano del Sol C. Director CEMYQ
Laboratorio (s)
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