UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EFECTO DE LOS SOLVENTES ORGANICOS EN EL
CARTILAGO, HUESO, MUSCULO ESQUELETICO,
HIGADO Y RINON EN UN MODELO EXPERIMENTAL

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

CIRUJANO DENTISTA

Q’;’;‘( PRESENTA {'\
G . i i
v MARTINEZ HERNANDEZ LILIANA Pa

n ,y

S
TUTORA Y DIRECTORA DE TESIS ‘f 1~
DRA. SANTA PONCE BRAVO —Al

ASESORES:MTRA. MA. DE LOS DOLORES SAAVEDRA ONTIVEROS.
HOSPITAL GENERAL DR. MANUEL GEA GONZALEZ

DR. EMILIO CASTELLANOS JUAREZ. IMSS SIGLO XXI

MTRO. MANUEL SEBASTIAN ARTEAGA. HOSPITAL INFANTIL DE
MEXICO FEDERICO GOMEZ
MEXICO, D.F.2001




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Cracind.
. %'ad, Y a2 davme (2 v,

Ro74 72 172217248, f204 et /2 gue 304,

S 1720 Mk %a/mé X 120 foersnariad %ﬁéﬁﬂ&?
Natatlia, P08 I CAPLIie  aproyo,

At Dra. Nieves %//é, o Jes el weperaceorn,

At Da. Fanta Force L@/ﬂm}, Lre models a degiecsy

S todes ayw//éd | peerdornad gue ae una w olra
17/, aa/zﬁfz%@z/e/wz jrare (2 realivactdn de edle

f/ﬂ/@/’&, ’

?/Z&/‘ Wtbimo, 2SO 120 J205 ello mmeeseod tryeoriarnie, a
L rernoria de wno de (54 ﬁaﬁﬁw 772089 y/ma/ed a2z el
vider ... i albuelila Cur.



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

INDICE

I. Resumen 1
I1. Introduccién 2
III. Antecedentes 3
A. Solventes orgénicos 3

B. Etilén glicol 3

1. Sinonimia 3

2. Propiedades fisicas 3

3. Propiedades quimicas 3

4. Estabilidad 4

5. Toxicidad 5

6. Metabolizacién 9

7. Tratamiento 11

8. Aplicaciones y usos 12

9. Accidn teratogénica 13

10. Derivados 16

C. Metii Celosolve 17

1. Sinonimia 17

2. Clasificacién 17

3. Formula 17

4. Propiedades fisicas 17
5.Propiedaes quimicas 17

6. Usos 17



TESIS DE LICENCIATURA

7. Toxicidad
8. Accidn teratogénica

9. Metabolizacion
0. Tratamiento
D. Cartilago
E. Hueso
1. Células de hueso
2. Tipos de hueso
3. Histogénesis
F. Musculo esquelético
G. Higado
H. Rifién
I. Planteamiento del problema
J. Justificacién
K. Objetivo general y especifico
L. Hipotesis
IV. Materiales y métodos
V. Resultados
V1. Discusion
VII. Conclusiones

VIII. Bibliografia

LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

18
19
20
22
23
28
30
32
35
39
43
49
37
57
S8
59
60
64
87
101
104



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

EFECTO DE LOS SOLVENTES ORGANICOS EN EL
CARTILAGO, HUESO, MUSCULO ESQUELETICO, HIGADO Y
RINON EN UN MODELO EXPERIMENTAL.

|. RESUMEN

Saavedra y cols. describieron un nuevo sindrome asociado a la inhalacion de los
solventes organicos Etilén Glicol y Metil Celosolve y el cual se caracteriza por: fisuras
palpebrales pequefas, nariz ancha, retrusion o cortedad del tercio medio facial, &ngulos
goniales prominentes, cuello corto con hipertrofia del esternocleidomastoideo,
alteraciones esqueléticas en columna, manos y pies, hiperlaxitud ligamentaria y retraso
psicomotor. Se conoce el efecto teratogénico de estos solventes en el SNC por ello se
planted este estudio para corroborar en forma experimental el efecto teratogénico de
estos solventes organicos en otros tejidos no estudiados.

El objetivo del presente estudio es establecer el tipo de efecto teratogénico que
ocasiono el Etilén Glicol y el Metil-Celosolve en hueso, cartilago, masculo estriado, para
determinar si la aparente macroglosia observada macroscépicamente es debida a la
falta de desarrollo de los maxilares o a un crecimiento excesivo del musculo; asi como
en organos con actividad metabdlica importante como son higado y rifién con técnica de
microscopia fotonica, inducidos por la administracion de las soluciones de Etilén Glicol y
Metil Celosolve a concentraciones de 5, 10 y 20% por via oral e intraperitoneal,
comparandolos con los grupos control manejados con agua Yy solucidon salina
administrada por las mismas via. De las 45 ratas hembras se obtuvieron 293 fetos en
total, en esta se presentaron 112 reabsorciones y 24 fetos muertos.Para el estudio
histopatoldgico se revisaron 3 fetos vivos al azar por rata, por lo que fueron estudiados
en total 79 fetos. Se encontr6 que el etilén glicol y el metil celosolve producen
embriotoxicidad, reduccion de peso y tamafio de la cria. Ambos causan dafios en el
cartilago, hueso, musculo, higado y rifion en diferentes grados. Se corroboraron los

hallazgos reportados por la Dra. Saavedra y cols.
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II.INTRODUCCION

Saavedra y cols. en 1993, describieron un nuevo sindrome, el Sidrome de Saavedra, el
cual esta asociado a la inhalacion de solventes organicos (Etilen Glicol y Metil
Celosolve). Este hecho se manifestd en los hijos de madres obreras, que se expusieron
durante la gestacion a dichos solventes y que no contaban con proteccion laboral. Los
solventes se inhalaron en el momento de producir vapores, y/o también fueron
absorbidos por via cutanea, debido a que las mujeres sumergian las manos en los
liquidos por tiempo prolongado. El fenotipo de este nuevo sindrome teratogénico se
caracteriza por: fisuras palpebrales pequefias, nariz ancha, retrusion o cortedad del
tercio medio facial, angulos goniales prominentes, cuello corto con hipertrofia del
esternocleidomastoideo, alteraciones esqueléticas en columna, manos y pies,

hiperlaxitud ligamentaria y retraso psicomotor.

Estos hallazgos clinicos no han sido reportados en relacién al uso de otro tipo de
solventes o de los mismos, pero se conoce el efecto teratogénico de ellos sobre el
sistema nervioso central (Adams 1988), por tal motivo se planteé este estudio para
corroborar en forma experimental el efecto teratogénico de estos solventes organicos

en otros tejidos no estudiados.
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Ill. ANTECEDENTES

A. SOLVENTES ORGANICOS

Los solventes son aquellas sustancias que disuelven a otra (soluto) sin cambios en la
composicion quimica. Dentro de estos solventes se encuentran los que se estudiaran

como son el etilén-glicol y el metil-celosolve.

B. ETILEN GLICOL.

El etilén-glicol o 1,2 etanodiol cuya féormula es HO-CH2-CH2-OH es un alcohol con dos

grupos hidroxilo (Willey y Bloomfield 1992).

Fue descubierto en 1859, por Wurtz; éste primer derivado llegé a ser comercialmente
importante alrededor de 1925, cuando la Union Carbide lo inventd en una larga escala
de fabricacion al sur de Charleston, al oeste de Virginia, usando el proceso de
clorohidrina (Hampel y Hawley, 1973).

1. SINONIMIA. Fenoxietol, alcohol fenoxietilico, 1-Hidroxi-2-fenoxietano, éter rosa, fenil
celosolve, éter fenil monoglicol, 2 fenoxietanol, éterglicol monofenil, hidroxietil fenil éter,
1,2 etanodiol (Saxy Lewis 1993).

2. PROPIEDADES FISICAS: Es un liquido amarillo, de consistencia viscosa.

3. PROPIEDADES QUIMICAS:

Su punto de fusion es de 14 -16° C.

Presion del vapor: 0.01-0.06 mmHg a 20°C (Lamb y Maronpot, 1985).
Densidad: 1.102

Densidad del vapor: 4.76=1

Su densidad a 20°C es de 1,113
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Su punto de ebullicién es 197°C. Los glicoles inferiores son miscibles en agua y los que

tienen hasta 7 atomos de carbono presentan solubilidad.
Su solubilidad g/100g de H20. Tiende a formar puentes de hidrégeno.

Gravedad especifica: 1:1 a 20°C/14°C (http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm; Lamb y
Maronpot, 1985; Hampel y Hawley, 1973).

Temperatura minima de autoignicién: 400°C.

Punto de Inflamacion (como combustible liquido): 111°C.

Peso molecular: 62 (Hampel y Hawley, 1973).

Concentracion utilizable: 58% por volumen (Hampel y Hawley, 1973).

Apreciable en agua el etilén-glicol debe su uso como constituyente predominante de
anticongelantes en la industria automotriz y en la produccion de fibras sintéticas. Tiene

bajo punto de fusion y alta solubilidad (Sax y Lewis, 1993).

Color del codigo de almacenaje: anaranjado (almacenamiento
general)(http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm.).

OBTENCION: Este alcohol se obtiene a partir de la hidratacién del 6xido de etileno.
(Yong Nam y Moo Lee, 1999).

4. ESTABILIDAD. El etilén-glicol es incompatible con el acido clorhidrico y agentes

fuertemente oxidantes. Por su misma volatilidad es combustible (Sax y Lewis 1993).

Reacciona violentamente con &cido clorosulfurico, aceite y acido perclérico. Causa

ignicién a temperatura ambiente en combinacion con triéxido de cromio, permanganato
de potasio, peréxido de sodio. Causa ignicidbn a 212°F (100°C) con dicromato de

amonio, clorato de plata y clorato de sodio.
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Cuando es calentado para descomponerse forma compuestos muy toxicos tales como:
diéxido de carbono y mondxido de carbono; asi mismo el humo que produce es caustico
(http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm.).

5. TOXICIDAD. Téxico a la inhalacion, al estar en contacto con la piel y al ser ingerido.
Es irritante para la piel, ojos (puede causar serios dafios a éstos) Yy vias respiratorias
(Sax y Lewis 1993).

La exposicidn a los vapores se extiende en un periodo de tiempo, causando irritacion y
dolor de cabeza. Puede causar nauseas, vOmito, mareos y somnolencia (Price y
Kimmel, 1985).

Se ha reportado que el edema pulmonar y la depresion del SNC (Sistema Nervioso
Central) pueden también desarrollarse cuando el etilén glicol es calentado e inhalado;
asi mismo se ha reportado que produce movimiento ocular rapido involuntario y coma
(http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm.).

Datos de toxicidad:

ORL- RAT LD 50(LD 50 oral en rata): 1260 mg-1

SKN- RBT LD 50(LD en piel de conejo): 5000 mg (kg-1) (http://
physchem.ox.ac.uK/MSDS)

Dosis letal en humanos (LD): 100ml (3-4 onzas)
(http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm; Lamb y Maronpot, 1985).

El consumo intencional del etilén-glicol es generalmente en la forma de anticongelante
como un sustituto de alcohol inexpansivo o0 como un agente suicida. Los accidentes que
involucran la ingestion de etilén glicol ocurren frecuentemente con los niflos. De
acuerdo con el reporte anual de la Asociacion Americana del Centro de Control de
Envenenamientos en Estados Unidos en 1996, 18% de los individuos envenenados con
etilén glicol fueron nifios menores de 6 afios (Eder y Mc. Grath, 1998).
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La exposicion experimental al etilén-glicol y metil-celosolve en etapa prenatal, presenta
un cuadro de alteracibnes macrosomicas de magnitud variable, que van desde la
disminucién en el diametro nasal y microcefalia hasta la presencia de acranea
(Saavedra y Tena 1998).

En los diferentes modelos animales que ha reproducido el sindrome, también se ha
reportado retraso en el crecimiento, microcefalia y cardiopatias. En el SNC se ha
observado hipotrofia del cerebelo y del hipocampo, asi como, aplanamiento de las
circunvoluciones, poca profundidad en las cisuras, retraso en la mielinizacion de los
ganglios basales, desarrollo incompleto de la corteza, lisencefalia, agenesia del cuerpo
calloso, aberraciones en la migracion neuronal y fusion de las circunvoluciones antero-
posteriores; también se han observado ataxia, convulsiones y coma (Saavedra y Tena,
1998; Lyon et al., 1966).

Segun los datos reportados en un estudio clinico epidemioldgico realizado en pacientes
de Matamoros, Tamaulipas, estos solventes organicos de uso industrial fueron capaces
de afectar a un grupo de la poblacién, causandoles no solo efectos téxicos transitorios
sino modificacibnes permanentes en el desarrollo prenatal. Esto reconoce que ambos
solventes pueden ser absorbidos cutaneamente, bucalmente o al ser inhalados

(Saavedra y Arteaga, 1997).

En éste caso se descubrié que un grupo de mujeres trabajadoras mexicanas, inhalaron
periodicamente el vapor de los solventes y que fueron absorbidos constantemente a
través de la piel, en pequefias concentraciones. Los solventes también fueron ingeridos,
ya que alguna cantidad de estos permanecié en sus manos a la hora de comer.

(Saavedra y Arteaga, 1997).

Durante un periodo de 20 afios hubo casos de intoxicacion que variaron de leves a
severos, lo cual fue causado por la susceptibilidad individual y el periodo de trabajo en
el departamento de “ensamble mojado” (estas personas trabajaban en una fabrica que

producia condensadores para radio y television); donde se presento el contacto. Por
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otro lado, la fabrica no tenia ningun sistema de ventilacion, asi que los vapores se

extendieron a todo lo largo del area de trabajo (Saavedra y Arteaga, 1997).

Una relacion dosis-efecto fue observada, desde que la variabilidad fenotipica pudo ser
relacionada con la duracion de la exposicién (su permanencia en el “departamento de
ensamble mojado”) y el periodo de embarazo (primero, segundo o tercer trimestre); tal
variacion clinica pudo también ser explicada por la susceptibilidad materna, la cual es
relacionada con la capacidad de desintoxicacién individual, si la madre tiene una
capacidad enzimatica baja, el feto recibi6 una alta cantidad de los solventes. La
capacidad desintoxicante fue demostrada cuando fueron introducidas enzimas, lo cual
explica porqué, con un tiempo similar de dosis expuesta durante un segundo embarazo,

el hijo manifesté pocas malformaciones (Saavedra y Arteaga 1997).

En este estudio, ademas de las caracteristicas ya reportadas anteriormente se observo
prominencia mandibular asi como un aumento en el ancho nasal que es la maxima
caracteristica y en determinado caso puede ser la llave del diagnostico diferencial con el

Sindrome del feto alcoholizado (Saavedra y Arteaga 1997).

Un colaborador europeo del doctor Holmberg, mostré que las mujeres expuestas a los
éteres glicolados tuvieron un alto riesgo de presentar abortos y dar a luz a nifios mal
formados, principalmente con hendiduras bucales, defectos cardiacos y anomalias
musculo-esqueletales, asi como dafio espermatico en los hombres expuestos

(Saavedra y Arteaga,1997).

En un experimento hecho por Lamb y col. en ratones suizos CD-1 reportaron que el
peso de los epididimos se habia reducido entre 9 y 11%; asi mismo el conteo de los
espermatozoides se redujo entre 23 y 17% cuando se increment6 la dosis administrada
de etilén glicol. También el porcentaje de motilidad de los espermatozoides se redujo
entre 3y 12%. MicroscOpicamente observo gran severidad en el dafio testicular.

El etilén glicol, en dosis suficientes, puede reducir el tamafio de la camada y el peso de
la cria (Lamb y Gulati, 1997).
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Cuando se ingiere el etilén-glicol en forma de anticongelante u otros productos
automotrices, resulta un depresor del SNC, con compromiso cardiopulmonal e
insuficiencia renal (Eder y Mc. Grath, 1998).

Las manifestaciones clinicas por envenenamiento con etilén glicol son:
- desvanecimiento,
- crisis epilépticas y

- coma.

Los sintomas ocurren en tres distintas fases:

1. Fase gastrointestinal y SNC: las anomalias se presentan dentro de las primeras 12 a
24 horas.

2. Enfermedades Cardiopulmonares: incluyendo hipoventilacion.

3. Anomalias Renales potencialmente irreversibles después de 24 a 72 horas

(www.thehea/thconnection.com).

Los sintomas iniciales en dosis masivas progresan a la depresién del SNC (como ya se
mencion0 anteriormente); vomito, dolor de cabeza, hiperventilacion, hipotension,
estupor e inconsciencia con presencia de convulsiones. Se ha reportado la muerte por

fallo respiratorio o colapso vascular (http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm.).

Las personas con preexistencia de enfermedades en la piel, problemas oculares, o
dafio al higado o rifibn o a la funcion respiratoria; pueden presentar mayor
susceptibilidad a los efectos de esta sustancia
(http://www.itbaker.com/msds/e5121.htm).

La cristaluria de oxalato de calcio y la deposicidn de estos cristales en el rifidn, cerebro
y otros drganos son hallazgos de laboratorio distintivos en el envenenamiento por etilén
glicol. El paso que sigue a la ingestion es la concentracion permanente de etilén glicol y

cuyos metabolitos acidos afectan la magnitud de la union osmolar y de la unién aniénica
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respectivamente. La producciéon desmedida de los acidos organicos puede incrementar
las uniones anidnicas (los acidos glicolicos promedian alrededor del 96% de las uniones
aniénicas en pacientes envenenados con etilén glicol); cada 16 mMol/L (100mg/dL)
contribuyen a incrementar la concentracion de etilén glicol a 16 mOsm/Kg H20. Aunque
el metabolismo del etilén glicol disminuye las uniones osmolares, la generacion
desmedida de sus metabolitos acidos aumenta las uniones anidnicas. Aunque ni las
uniones anionicas ni las osmolares son universalmente presentadas en casos de
envenenamiento por etilén glicol su ausencia no puede ser usada para descartar la

ingestion téxica del mismo (Eder y Mc. Grath, 1998).

La quelacion del calcio por el oxalato depositado en los riflones y otros 6rganos puede
explicar la hipocalcemia que usualmente es observada en los casos de envenenamiento
por etilén glicol (Eder y Mc. Grath, 1998).

La deteccion de cristales de oxalato de calcio, particularmente la forma monohidratada,
es un soporte para el diagnéstico de envenenamiento por etilén glicol. Otros hallazgos
frecuentemente reportados en el analisis de orina incluyen gravedad especifica

disminuida, proteinuria y hematuria a nivel microscépico (Eder y Mc. Grath, 1998).

6. METABOLIZACION. El etilén-glicol es metabolizado por la via de la oxidacion por la
alcohol deshidrogenasa; el etilén-glicol primero se convierte en &cido glicélico y

finalmente en &cido oxalico (Wahl y Azaroual, 1998).

En el caso de envenenamiento por etilén-glicol, cuyos sintomas se presentan dentro de
los primeros treinta minutos después de la ingestidn, las principales anormalidades
bioquimicas observadas son: acidosis metabdlica con uniones aniénicas, aumento de
las uniones osmolares, cristaluria del oxalato de calcio asi como etilén glicol detectado
en el suero. Este estado acidéfilo es tanto por la acumulacion de metabolitos acidos y el
incremento en la produccion de lactato. Mas tarde, la consecuencia es un cambio del
piruvato a lactato lo cual ocurre con la formacion de NADH a partir de la NAD, ambas

oxidan los xenobioticos ingeridos (cabe recordar que los xenobibticos son compuestos
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con una amplia disponibilidad usados como solventes o anticongelantes) (Wahl y
Azaroual, 1998; Eder y Mc. Grath; 1998).
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Fig. 1. Esquema del metabolismo del etilén glicol. Tomado de Eder y cols. 1998.

El etilén glicol es rapidamente absorbido a través del tracto gastrointestinal (Eder y Mc.
Grath; 1998).

En casos de envenenamiento, el oxalato de calcio puede ser excretado no sélo como
cristales dihidratados los cuales tienen un aspecto dipiramidal u octahedral, sino
también como cristales monohidratados en forma de huso o de prismas. Otras formas
de cristales de oxalato de calcio incluyen la de pesas, ovoides y cristales elipticos (Eder
y Mc. Grath; 1998).

10
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7. TRATAMIENTO. El tratamiento en casos de envenenamiento por etilén-glicol
consiste en inyecciones intravenosas de etanol y 4-metil-pirazol o cualquiera de los dos
(Wahl y Azaroual, 1998).

El lavado gastrointestinal puede ser considerado como tratamiento por ingestion, y si la
misma ha ocurrido inmediatamente antes de la presentacion del paciente al hospital;
este tratamiento es usualmente empleado en personas que sufren envenenamiento por
etilén glicol, ya que este compuesto es rapidamente absorbido dentro de los 30 a 60
minutos después de su ingestion. El etilén glicol puede ser removido del tracto
gastrointestinal induciendo hemesis (www.thehea/thConnection.com; Eder y Mc. Grath;
1998).

Ademas se puede administrar etanol para que actle inhibiendo competitivamente el
metabolismo del etilén glicol y sus metabolitos; aunque la terapia con etanol esta
asociada a la depresion neurologica y es necesario el monitoreo frecuente durante la
hemodidlisis para mantener las concentraciones apropiadas de etanol en el suero
(Eder y Mc. Grath; 1998).

Debido a que la acidosis es el resultado de la ingestidon del etilén glicol, la alcalinizacion
con bicarbonato es usualmente recomendada. Asi mismo la hemodialisis ha sido
recomendada para disminuir y remover los compuestos toxicos (acido félico); la
hemodialisis remueve rapidamente tanto al etilén glicol como a sus metabolitos toxicos,
particularmente al glicolato y al oxalato; la hemodialisis despejada es mejor que la
hemodialisis renal despejada, pero la funcionalidad de los rifiones es la que contribuye
finalmente a remover el etilén glicol de la sangre (www.thehea/thConnection.com; Eder
y Mc. Grath; 1998).

Recientemente la FDA aprobd el antizol, un inhibidor de la alcohol deshidrogenasa,

como un antidoto contra el envenenamiento por etilén glicol. Esta droga sola o en

11
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combinacion con didlisis parece ser efectiva en el tratamiento de los efectos de la

intoxicacioén por etilén glicol (www.thehea/thConnection.com).

En casos de emergencia toxicolégica el etilén glicol puede ser cuantificado usando la
cromatografia de gases o meétodos enzimaticos. El uso de la espectroscopia por
resonancia magnética de protones nucleares (HNMR), la cual calcula la presencia de
etilén glicol entre otras sustancias y que fue sugerida por Bock en 1982; puede ser
usada para el andlisis de un amplio rango de compuestos enddgenos en fluidos
biolégicos y para la determinacion cualitativa y cuantitativa de compuestos toxicos
(Wahl 'y Azaroual, 1998).

También ha sido empleado el método de isotacoforesis, el cual puede medir cuatro de

los metabolitos acidos mayores (Eder y Mc. Grath; 1998).

8. APLICACIONES Y USOS.

El uso industrial de los éteres glicolados ha aumentado en los afios recientes, junto con
muchos solventes nuevos de este tipo los cuales se han ido introduciendo en el proceso
industrial. Los éteres glicolados son solventes efectivos usados particularmente en
pinturas cuya base es el agua, debido a sus caracteristicas quimicas y buena
solubilidad tanto en sustancias hidrofilicas e hidrofobicas. Se encuentran 20 éteres
glicolados en la lista de quimicos que la comunidad europea ha recomendado dentro de
las sustancias que son un riesgo para la salud y la ecologia (cuando se importan o
introducen en cantidades que exceden las 1.000 tons). También se emplean en la
fabricacion de fluidos hidraulicos, agentes transmisores de calor y humectantes, en la
fabricacion de celofan, fibras, papel en articulos de piel y adhesivos (Hampel y
Hawley,1973).

Se usa de forma variable en la cosmetologia, se emplea como fijador para perfumes y
en cosméticos. También como bactericida, esto en combinacion con compuestos

cuaternarios de amonio; asi como antiséptico de aplicacién tépica. Como repelente de
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insectos, como solvente de celulosa y acetato, en tinturas y resinas, en la sintesis
organica de plastificadores, en germicidas, en productos farmaceuticos como son

preservativos (http:// physchem.ox.ac.uk/MSDS).

Se emplea como humectante industrial, como solvente para boratos en condensadores
electroliticos, en la formulacion de varios tipos de tintas, como agente suavizante de
celofana, como estabilizador para espuma (la cual se emplea para extinguir incendios
provocados por aceites y gasolina); como vehiculo en preparaciones farmaceduticas, en

estractos para alimentos y saborizantes (Browning, 1965; Lamb y Maronpot, 1985).

También es empleado en la sintesis de varios productos quimicos, por ejemplo fue
empleado en la fabricacion de un mondmero reactivo en el proceso de polimerizacion
del poliéster (en Corea en 1996) y ha sido usado como crioprotector en el laboratorio
(Windholz, 1976; Kasal et al., 1982; Yong Nam y Moo Lee, 1999).

9. ACCION TERATOGENICA

Es bien conocido que algunos éteres glicolados pueden causar enfermedades: el rapido
cambio de etilén glicol, metil y etil éteres (y sus acetatos), a otros éteres glicolados
capaces de convertirse en estas sustancias pueden causar atrofia testicular y depresion
medular 6sea, asi como también son teratogénicos y @ fetotoxicos
(http://physchem.ox.ac.uk/MSDS).

En contraste, un cambio rapido de los éteres glicolados (etilén glicol, éteres butilicos,
éteres propilicos, éteres isopropilicos y fenil éteres), no causan este efecto, pero
causan fragilidad eritrocitaria en ratas; los eritrocitos humanos son significativamente
menos sensibles a la hemolisis que los eritrocitos de los roedores. El etilén glicol fenil
éter es el agente hemolitico mas potente. Los éteres glicolados tienen mas bajos puntos
de volatilidad y altos puntos de ebullicion que otros agentes organicos. Esto es
especialmente real, asi como el largo cambio de los éteres glicolados y el dietilén éter
glicolado en los cuales la volatilidad disminuye con el tamafio de la molécula. Otro
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hallazgo importante de los éteres glicolados son sus excelentes propiedades como
solventes, ilustrados por su amplio rango de actividad como polimeros asi como lo son
sus excelentes propiedades “in vivo”, las cuales han sido confirmadas por la deteccion
de estas sustancias en sangre después de aplicar monometil éter de etilén glicol en el

brazo y sumergir los dedos en butil éter de etilén glicol (Larese y Fiorito, 1999).

Los solventes de baja volatilidad tienen mayor afinidad por la absorcion a través de la
piel, esta ruta es usualmente mas importante que la inhalacién. El principio de la
permeabilidad de los solventes a través de la piel son mas rapidas que las alcanzadas
por una condicién segura en minutos (este factor aumenta la importancia de la ruta
dérmica para los éteres glicolados, desde que la exposicion ocasional es lo suficiente
para causar una absorcion significativa). Estos hallazgos se confirmaron mediante datos
experimentales obtenidos en humanos voluntarios en los cuales la exposicion al vapor

solo caus6 una absorcién poco relevante.(Larese y Fiorito, 1999).

Se encontraron valores bajos de absorcion para PGMME ac y para los glicoles con una
baja solubilidad en agua (2PG1BE y EGDEE). Los otros solventes atravesaron
rapidamente la piel, el mas rapido en atravesar fue el EGDME (3.4 mg/cm?/h) seguido
por DEGDME, EGMEE, y PGMME con valores entre 0.047 y 0.952 mg/cm?/h (Larese y
Fiorito, 1999).

Se entiende que los valores bajos obtenidos para los solventes no completamente
solubles en agua (2PG1BE y EGDEE) pueden ser considerados como un resultado
predispuesto (Larese y Fiorito, 1999).

Si se usa acetona como vehiculo, se encarece el efecto para algunos solventes
examinados, con diferentes incrementos (el més alto para EGMEE y para EGDEME, el
menor para PGMMEac). De hecho es dificil predecir la penetracion en la piel de
cualquier solvente mezclado, y esto es un gran problema, especialmente en un marco
industrial en donde los trabajadores son principalmente expuestos a las mezclas que a
las sustancias puras (Larese y Fiorito, 1999).
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Sin embargo, algunas preguntas que los investigadores se han hecho son: ¢ Es posible
gue un solvente mezclado, particularmente en presencia de acetona, modifique la
permeabilidad de los éteres glicolados?, pero en muchos casos no se ha encontrado un

incremento significativo en la absorcion de éstos (Larese y Fiorito 1999).

Por tal motivo se ha recurrido a diversas técnicas para poder establecer el grado de
absorcién cutanea y de esta forma determinar el dafio ocasionado por los solventes,
dada esta problematica se ha propuesto el método de Franz que puede ser utilizado
para obtener un gradiente de la concentraciéon en la piel por medio de sustancias
hidrofilicas. En el caso de los éteres glicolados, puede proporcionarnos la informacién
precisa acerca del riesgo de la permeabilidad, particularmente en la evaluacién de la
exposicion. En el caso de los solventes de alta absorcion dérmica, la concentracion del
aire no es la que tiene la mayor medida en el total de los trabajadores expuestos, y por
esto meramente con respecto a TLVs (Threshold limit value) en el aire no es
necesariamente suficiente como proteccion (Larese y Fiorito, 1999).

Como ya se vio, el etilen glicol es un solvente organico, que se emplea en multiples
productos de uso diario, se le encuentra en el mercado con una gran gama de nombres,

pero que principalmente tiene aplicaciones en la industria (Larese y Fiorito, 1999).

En suma, los envenenamientos agudos, los desérdenes hematoldgicos, malformaciones
de los productos y otros efectos diversos han sido reportados subsecuentemente
predominando la exposicion dérmica al monoetil éter de etilén glicol (Larese y Fiorito,
1999).

Datos sobre irritacion:

Piel de conejo. 500 mg (24 h)

Ojo de conejo 6 mg

Ojo de conejo 0.25 mg (24h) (http://physchem.ox.ac.uk/MSDS)
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10. DERIVADOS. Las primeras series de experimentos fueron conformadas por
monoetil éter de etilén-glicol (EGMME) y tres propilén glicoles (monometil éter de
propilén glicol (PGMME), acetato de monometil éter de propilén glicol (PGMMEac) y
butil éter de 2-propilén glicol (2PG1BE). Aunque son comunmente usados en la
industria por sus buenas propiedades como solventes, se tienen pocos datos

toxicoldgicos acerca de ellos (Larese y Fiorito, 1999).

La segunda serie de experimentos fue hecha con tres éteres glicolados los cuales han
probado tener efectos teratogénicos: dimetil éter de etilén glicol (EGDME), dietil éter de
etilén glicol (EGDEE) y dimetil éter de dietilen glicol (DEGDME) de los cuales no se
tiene ningun dato avalable sobre su absorcion por la piel (Larese y Fiorito, 1999).
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C. METIL-CELOSOLVE

1. SINONIMIA: 2-Metoxietanol, metilcellosolve o etilén glicol metil éter

2. CLASIFICACION: Alcohol éter alifatico. CAS (Chemical Abstracts Senice):109-86-4

EINECS (European Inventory of Existing Comercial Chemical Substances)

3. FORMULA: C3H802; CH30CH2CH20H

4. PROPIEDADES FiSICAS: Es un liquido incoloro de olor suave, agradable.

Con peso molecular:76.10

5. PROPIEDADES QUIMICAS: Es un liquido estable, miscible con hidrocarburos,
alcoholes, acetonas, benceno, glicerol glicoles y agua. Es considerado combustible.
Punto de Ebullicion: 124.5°C

Densidad: 0.963 (20/20°C)

Indice de Refraccion: 1.4021 a 1.4028 (20 °C)

Punto de Inflamacion: 43.3°C

Limite de Flamabilidad en aire: 2.50 y 19.80% a temperaturas elevadas.

Punto de Congelacién: —-85.1 a —86.5°C

Temperatura de Autoignicion: 288°C

Temperatura minima de ignicién: en aire: 383°C

Obtencidn a partir de 6xido de etileno.

6. USOS: Disolvente de nitrocelulosa, acetato de celulosa; en colorantes, solventes en
agua, resinas naturales y sintéticas, mezclas disolventes, en lacas, esmaltes, barnices,
en cuero, como fijador de perfumes, en colorantes para madera; celofana impermeable;

como aditivo en anticongelantes para combustibles a propulsion (Sax, 1993).
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También es empleado dentro de la industria alimenticia en los suplementos alimenticios
y como aditivo (se adiciona con el propdsito de preservar la comida del deterioro por
bacterias, protegerla de los cambios oxidativos y mejorar sus caracteristicas
organolépticas o su textura), en gomas de mascar y aves (Ash y Ash, 1995).

Se emplea también en pinturas cuya base es agua; como agente anticongelante de
combustible para aviacion; en pesticidas, jabones liquidos, soluciones para limpieza y
cosméticos. También son empleados como intermediarios quimicos, como diluyentes

en el fluido del freno hidraulico (Horton y Sleet, 1985; Kawamoto y Matsuno, 1990).

Limite de uso permitido (en aves): 0.15% (Ash y Ash 1995).

7. TOXICIDAD. Toxico por ingestion e inhalacion. Riesgo moderado de Incendio (Sax,
1993). Emite humo cadustico y gases irritantes (Ash y Ash, 1995).

VLU: 5 partes por millén en aire.

TLV (Threshold limit value) es de 25 partes por millén, 80 mg/m? (Bunger y Sakano,
1886).

TWA (Time weighted average): 5 partes por millon (piel).

LD50 (via oral en rata): 2460 mg/kg (Ash y Ash, 1995).

El 2-metoxietanol en concentraciones menores o iguales a 25 partes por millén, se han
reportado cambios neuroldgicos y hematologicos. Dentro de los hallazgos post mortem
se encuentran hemorragia gastrica y renal, asi como cambios en el higado, todos ellos
seguidos a la muerte por ingestiébn. No causa irritacion en la piel, pero en cantidades
toxicas es realmente absorbible a través de la piel; asi mismo si por algun accidente

llega a tener contacto con los ojos inmediatamente produce dolor.

El etilén glicol monometil éter causa dafos al sistema reproductor masculino, sistema

hematopoyético y en el desarrollo fetal y embriolégico (Kawamoto y Matsuno, 1990).
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8. ACCION TERATOGENICA. Produce efectos sistémicos y reproductivos en humanos,
es un teratdogeno experimental, se han reportado datos sobre mutagenicidad, es un
irritante de la piel y de los ojos (Bunger y Sakano, 1986).

Los resultados de un estudio preliminar llevado a cabo por Lamb y col. en el cual
emplearon concentraciones del 0.5% al 2.0% de esta sustancia en agua que fue dada
a beber a los ratones y cuyo resultado fue que todos los ratones tratados resultaron
estériles. También se observé en las hembras una disminucion del 11% en su peso; en
los machos no hubo variacion en el peso, pero el peso de las vesiculas seminales,
epididimos y prostata se redujo en 11%, 12% y 20% respectivamente (Lamb y Gulati,
1997).

La excencefalia fue la lesion predominante resultado de la administracion durante las
etapas tempranas de la gestacion cuando ocurre la neurulacién y el desarrollo del tubo
neural. La incidencia de la excencefalia se redujo cuando el etilén glicol monometil éter
(EGME) fue administrado en etapas tardias de la gestacion. El periodo de mayor
susceptibilidad embrional para producir excencefalia fue entre los dias gestacionales 7 y
9 (Horton y Sleet; 1985).

Los eventos subsecuentes a la oxidacion del compuesto origen y la acumulacion de
metabolitos en el embrién, contribuyen a aumentar los efectos teratogénicos del 2-

Metoxietanol (Sleety Greene; 1988).

Se ha comprobado que el acido metoxiacético, componente activo del, induce la injuria
testicular. La alcohol deshidrogenasa juega un papel importante en el desarrollo de la
toxicidad del etilén glicol monometil éter, debido a que un periodo prolongado de
exposicion al mismo incrementa el riesgo de toxicidad testicular, porque el aumento en
la actividad de la alcohol deshidrogenasa por tratamientos repetidos con etilén glicol
monometil éter resulta en mayor producciéon de &cido metoxiacético (Kawamoto y
Matsuno, 1990).
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9. METABOLIZACION. La alcohol deshidrogenasa (ADH), es una enzima guia en el

metabolismo de los glicoléteres tales como el 2-Metoxietanol. Tres isoenzimas de la
ADH han sido detectadas en los tejidos de rata. El higado contiene dos de éstas, una
isoenzima anddica, la ADH-2 y una enzima catddica, la ADH-3. Las mayores
concentraciones de la isoenzima anddica ADH-1, se encuentran en los 6rganos que
estdn en contacto inmediato con el exterior; la cOrnea, el estbmago y el pulmon;
indicando que la ADH-1 puede jugar un papel como el primer obstaculo metabdlico

contra los alcoholes externos y los aldehidos (Aasmoe y Aarbakke, 1999).

Aasmoe y col. mostraron que el 2-Metoxietanol es metabolizado por la via de la ADH-3
y que el metabolismo hepatico in vitro de los glicoléteres via ADH fue mayor en ratas de
sexo femenino; corroborando los hallazgos in vivo de un mayor porcentaje de

eliminacién del 2-Metoxietanol en ratas hembras (Aasmoe y Aarbakke, 1999).

Lo anterior se pudo comprobar cuando ratas machos fueron tratadas con 2-
Metoxietanol y posteriormente fueron castradas; lo cual produjo la reduccion de los
niveles de testosterona en aproximadamente 95%, lo que produjo que después de siete
dias se alterara la funcion hepatica y gastrica de la ADH y por lo tanto dio como
resultado la induccion del modelo femenino de la actividad de la ADH (Aasmoe y
Aarbakke, 1999).

El etilén glicol monometil éter es oxidado a acido metoxiacético por la aldehido
deshidrogenasa. Una parte del acido metoxiacético es conjugado junto con glicina y
forman metoxiacetilglicina. Esto se comprobd durante las primeras dos a tres horas
después de administrar el etilén glicol monometil éter en concentraciones del 90 al
100% (Kawamoto y Matsuno, 1990).
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Fig. 2. Esquema del metabolismo de los éteres glicolados. Tomado de Marshal y cols. 1982.

El 2-Metoxietanol produce una induccion significativa de la ADH hepética en ratas
machos y ratas machos castradas. La actividad especifica de la ADH géastrica es mayor
en machos que en hembras (Aasmoe y Aarbakke, 1999).

El 2-Metoxietanol es excretado por los rifiones, (por la via urinaria); otras rutas de
eliminacién incluyen el sistema respiratorio y el sistema digestivo (Sleet y Greene;

1988).

La exposicion al 2-Metoxietanol in vitro parece depender de la oxidacién del alcohol a
acido metoxiacético (MAA) (Sleet y Greene; 1988).
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10. TRATAMIENTO. La inhibicién de la ADH en ratas prefiadas por pretratamiento, con

4-Metilpirazole, reduce significativamente la severidad de la teratogenicidad del 2-
Metoxietanol (Sleet y Greene; 1988).
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D. CARTILAGO

El cartilago hialino es una sustancia flexible y semitraslicida de color gris azuloso, es el
mas frecuente del cuerpo (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).

Cuando se forma el cartilago, las células mesenquimatosas individuales retraen sus
prolongaciones, se redondean y se congregan en acumulos densos que se denominan
centros de condrificacion. Estas células se diferencian en condroblastos y empiezan a
secretar una matriz alrededor de si mismas. Conforme sigue este proceso, los
condroblastos quedan atrapados en su propia matriz en pequefios compartimentos

individuales denominados lagunas (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).

Los condroblastos rodeados por la matriz se conocen como condrocitos. Estas células
son aun capaces de dividirse y formar un cumulo de dos a cuatro o mas células en una
laguna. A estos grupos se les conocen como grupos isdgenos y representan una dos o
mas divisiones celulares a partir de un condorcito original. Conforme las células de un
grupo iségeno van elaborando matriz, se ven desplazadas apartandose entre si vy
forman lagunas separadas y por lo tanto aumentan el cartilago desde el interior. Este
tipo de crecimiento se denomina crecimiento intersticial. Este tipo de crecimiento ocurre

s6lo en etapas tempranas de la formacion del cartilago hialino (Gartner e Hiatt, 1997).

Las células mesenquimatosas de la periferia del cartilago en desarrollo se diferencian
para formar fibroblastos. Estas células elaboran un tejido conectivo colagenoso denso,
irregular, llamado pericondrio, que es el encargado del crecimiento y la conservacion del
cartilago. El pericondrio tiene dos capas, una fibrosa externa compuesta por colagena
del tipo | y una capa acelular interna compuesta principalmente por células
condrogénicas. Las células condrogénicas experimentan divisiones y diferencian en
condroblastos, que empiezan a elaborar matriz. De esta manera el cartilago crece
también por agregacion a su periferia, este proceso es denominado crecimiento por

yuxtaposicion (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).
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Fig. 3. Tipos de cartilago. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

Son tres, los tipos de células que se relacionan con el cartilago: células condrogénicas,

condroblastos y condrocitos (Gartner e Hiatt, 1997).
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Las células condrogénicas son estrechas y fusiformes que se derivan de las células
mesenquimatosas. Estas células pueden diferenciarse en condroblastos lo mismo que

en células osteoprogenitoras (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).

Los condroblastos tienen dos origenes: células mesenquimatosas dentro del centro de
condrificacidén y células condrogénicas de la capa celular interna dentro del pericondrio

(como en el crecimiento por aposicion) (Gartner e Hiatt, 1997).

Los condrocitos son condroblastos que estan rodeados por matriz. Los cercanos a la
periferia son ovoides, en tanto que los que se encuentran a mayor profundidad en el

cartilago son mas redondeados (Gartner e Hiatt, 1997).

La matriz del cartilago hialino es gris azulosa semitraslicida contiene colagena hasta
en 40% de su peso seco, ademas de proteoglicanos, glucoproteinas y liquido
extracelular. Como los indices de refraccion de las fibrillas de coldgena y de la
sustancia basica son casi los mismos, la matriz parece una masa homogénea amorfa al
microscopio de luz. La matriz del cartilago hialino contiene colagena tipo I, pero
también contiene pequefias cantidades de los tipos IX, X y XlI y otras colagenas

menores (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).

La matriz se subdivide en dos regiones: matriz territorial alrededor de cada laguna y
matriz interterritorial. La matriz territorial tiene colagena escasa y es rica en
condroitinsulfato. La parte principal de la matriz es matriz interterritorial, mas rica en
colagena tipo Il y con menos proteoglucanos que la matriz territorial (Gartner e Hiatt,
1997).

Hace poco se identificO una regidn pequeiia de matriz de 1 a 3 micras de espesor,
inmediatamente alrededor de las lagunas y que se conoce como capsula pericelular.
Pone de manifiesto una red fina de fibras de coldgena embebidas en una sustancia del
tipo de la lamina basal. Estas fibras pueden representar algunas de las otras fibras

colagenas menores que se encuentran en el cartilago hialino; algunas investigaciones
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sugieren que la capsula pericelular puede proteger a los condrocitos contra las

tensiones mecanicas, (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La matriz del cartilago es rica en agrecanes, que son grandes moléculas de
proteoglucanos compuestas por centros proteinicos por los cuales estan enlazados de
manera covalente moléculas de glucosaminoglucano (condroitina 4-sulfato, condroitina
6-sulfato y heparan sulfato) que se enlazan de manera no covalente con el acido
hialurénico y forman compuestos gigantescos. Las cargas negativas abundantes
relacionadas con estas moléculas de proteoglucano extraordinariamente grandes
atraen cationes, de manera predominante Na+, que a su vez atraen moléculas de agua.
De esta manera la matriz del cartilago se hidrata con tanta extension que hasta 80% del
peso humedo del cartilago es agua, lo que le imparte resistencia a las fuerzas de

compresion (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La matriz del cartilago contiene también glucoproteina de adhesion Illamada
condronectina . Esta gran molécula semejante a la fibronectina tiene sitios de fijacion
para colagena del tipo I, condroitina-4-sulfato, condroitina-6-sulfato, acido hialurénico e

integrinas de los condroblastos y condrocitos (Gartner e Hiatt 1997).

Por lo tanto la condronectina ayuda a estas células a conservar su contacto con los
componentes fibrosos y amorfos de la matriz. El fibrocartilago se encuentra en discos
intervertebrales, sinfisis del pubis y discos articulares e insertado en el hueso. A
diferencia de los otros dos tipos de cartilago, el fibrocartilago no posee pericondrio,
tiene una cantidad escasa de matriz (rica en condroitin sulfato y dermatan sulfato) y

manifiesta haces de colagena del tipo Il (Gartner e Hiatt 1997).

Los condrocitos del fibrocartilago suelen originarse en los fibroblastos que empiezan a
elaborar proteoglicanos. Conforme el fibroblasto va quedando rodeado de sustancia
basica, la célula queda encerrada en su propia matriz y se diferencia en condrocito
(Gartner e Hiatt 1997).
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E. HUESO

El hueso es un tejido conectivo cuya matriz extracelular se encuentra calcificada, con lo

gue quedan encerradas las células que la secretaron (Gartner e Hiatt 1997).

El hueso esta cubierto en su superficie externa, salvo a nivel de las articulaciones
sinoviales, por una tunica llamada periostio, que consiste en una capa externa de tejido
conectivo denso fibroso y una capa celular interna que contiene células
osteoprogenitoras (osteogénicas). Las cavidades centrales de los huesos estan
revestidas por endostio, tejido conectivo delgado (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e
Hiatt 1997).

El hueso esta compuesto de células que se encuentran en una matriz extracelular que
ha quedado calcificada. La matriz calcificada esta compuesta por fibras y sustancia
basica. Las fibras que constituyen el hueso son, de colagena tipo I. La sustancia basica
es rica en proteoglicanos con cadenas laterales de condroitinsulfato y Queratan sulfato.
Contienen también otras glucoproteinas como: osteonectina, osteocalcina, osteopontina

y sialoproteina (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Las células del hueso son células osteogénicas, que se diferencian en osteoblastos.
Estos son los encargados de secretar la matriz. Una vez que las células quedan
rodeadas por la matriz, se vuelven inactivas y se conocen como osteocitos. Los
espacios que ocupan los osteocitos reciben el nombre de lagunas. Los osteoclastos,
células multinucleadas gigantes derivadas de precursores fusionados de la médula
Osea, son los encargados de la resorcion y la remodelacién del hueso (Bloom y
Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La matriz 6sea tiene componentes organicos e inorganicos. La porcién organica del
hueso, que constituye cerca del 65% de su peso seco, estd compuesta principalmente
por fésforo y calcio junto con otros componentes como bicarbonato, citrato, magnesio,

sodio y potasio. Calcio y fésforo existen primordialmente en forma de cristales de
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hidroxiapatita [Cal0 (PO4)6(OH)], pero también hay fosfato de calcio en forma amorfa.
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los cristales de hidroxiapatita estan distribuidos de manera ordenada a lo largo de
fibras de colagena de tipo I; se depositan en las regiones de brecha de la colagena,
pero se encuentran también a lo largo de la region de superposicion. La superficie libre
de los cristales esté rodeada por sustancia basica amorfa. Los iones superficiales de los
cristales atraen agua y forman una cubierta de hidratacion, que permite el intercambio

de iones con el liquido extracelular (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

El componente organico, que constituye cerca del 35% del peso seco del hueso,
consiste en fibras que son casi exclusivamente de colagena del tipo I.

La coldgena se forma en grandes haces (50 a 60 nm de didmetro) que manifiestan la
periodicidad de 67 micrometros. La colagena del tipo | del hueso esta muy

entrecruzada, lo que impide que se extraiga con facilidad.

El condroitinsulfato y el queratan sulfato, forman pequefias moléculas de proteoglicano,
con nucleos proteinicos cortos, con los cuales se enlazan los glucosaminoglucanos de
manera covalente. Los proteoglicanos estan enlazados de manera covalente por medio
de proteinas de enlace, con acido hialurénico y forman compuestos de agrecan (Bloom
y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Diversas glucoproteinas como la osteocalcina se fija a la hidroxiapatita y osteopontina
que también se fija a la hidroxiapatita pero tiene sitios adicionales de fijacion, lo mismo
gue en la integrinas presentes en los osteoblastos y en los oseoclastos. La vitamina D
estimula la sintesis de estas glucoproteinas. La sialoproteina 0sea, otra proteina de la
matriz, tiene sitios de fijacion para los componentes de ésta y para las integrinas de
osteoblastos y osteocitos, lo que sugiere su participacion en la adhesion de éstas

células a la matriz 6sea (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).
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1. CELULAS DE HUESO.

Las células osteoprogenitoras estan localizadas en la cubierta celular interna del
periostio, revisten los conductos de Havers y se encuentran también en el endosito.
Estas células, derivadas del mesénquima embrionario, pueden experimentar division

mitésica y tienen el potencial de diferenciarse en osteoblastos.

Los osteoblastos derivados de las células osteoprogenitoras, son los encargados de la
sintesis de los componentes organicos de la matriz Osea, como colagena,

proteoglicanos y glucoproteinas (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los osteocitos son células maduras, derivadas de los osteoblastos, que se encuentran
albergadas en lagunas dentro de la matriz 6sea calcificada. Salen en todas direcciones
de esta laguna a manera de hoyos, espacios estrechos en forma de tuneles que se
denominan canaliculos o conductillos, que albergan prolongaciones citoplasmicas de
los osteocitos. Estas prolongaciones hacen contacto con otras similares de los
osteocitos vecinos, y forman uniones comunicantes o de intersticio a través de las
cuales pueden pasar entre las células iones y moléculas pequefias (Bloom y Fawcett,
1989).

El precursor del osteoclasto se origina en la médula 6sea que es comun con el de los
monocitos, que se llama célula progenitora de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). En
presencia de hueso estos precursores del osteoclasto se fusionan para producir el
osteoclasto multinucleado como reaccién a un factor (o varios) descargado desde los
osteoblastos (o0 los osteocitos). Los osteoclastos tienen receptores para su factor
estimulante y para la calcitonina (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los osteoclastos ocupan depresiones superficiales, llamadas lagunas de Howship, que
identifican regiones de resorcion 6sea. El osteoclasto activo en la resorcion 6sea se
subdivide en cuatro regiones reconocibles desde el punto de vista morfol6gico: zona

basal, borde rugoso, zona clara y zona vesicular.
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La zona basal, localizada en el sitio mas lejano de la laguna de Howship, alberga a casi

todos los organitos.

El borde rugoso es la porcion de la célula que participa directamente en la resorcion del
hueso. Sus salientes digitiformes son activas y dinamicas y cambian continuamente su
configuraciéon conforme se proyectan hacia el compartimento de resorcién, que se

conoce como compartimento subosteoclastico (Bloom y Fawcett, 1989).

La zona clara es la regién de la célula que rodea inmediatamente a la periferia del borde
rugoso. Esta libre de organitos pero contiene muchos microfilamentos de actina, que
parecen funcionar ayudando a las integrinas del plasmalema de la zona clara a

conservar el contacto de la periferia 6sea de la laguna de Howship.

El citoplasma de esta region esta aplicado de manera tan estrecha al hueso que se

llama zona selladora del compartimento subosteoclastico.

La zona vesicular del osteoclasto consiste en numerosas vesiculas endocitosicas y
exocitésicas que transportan a las enzimas lisosdmicas hacia el compartimento
subosteoclastico, y a los productos de la degradacion del hueso hacia el interior de la
célula. Esta zona se encuentra entre la zona basal y el borde rugoso (Bloom y Fawcett,
1989; Gartner e Hiatt 1997).

2. TIPOS DE HUESO.
Las observaciones microscoépicas revelan dos tipos de hueso: hueso primario, conocido

también como hueso inmaduro o entretejido y hueso secundario, que se conoce

también como hueso maduro o laminar.

30



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

El hueso primario es la forma inmadura de hueso, porque es el primer hueso en
formarse durante el desarrollo fetal y durante la reparacion ésea. Cuenta con
abundantes osteocitos y haces irregulares de coldgena, que se sustituyen y organizan
mas adelante como huesos secundarios salvo en ciertas regiones (Bloom y Fawcett,
1989).

El contenido mineral del hueso primario es también mucho menor que el del hueso

secundario.

El hueso secundario es hueso maduro compuesto por laminillas paralelas o
concéntricas de 3 a 7 micrometros de espesor. Los osteocitos en sus lagunas estan
dispersos a intervalos irregulares entre las laminillas, y en ocasiones en el interior de
éstas. Los canaliculos, que albergan a las extensiones osteociticas, conectan a las

lagunas entre si.

Con lo que forman una red de conductos intercomunicantes que facilitan el flujo de
nutrientes, hormonas y productos de desecho hacia los osteocitos y desde ellos. Por
afadidura, las prolongaciones osteociticas dentro de éstos canaliculos entran en
contacto con otras extensiones similares de los osteocitos vecinos y forman uniones
comunicantes o de intersticio, que permiten a estas células comunicarse entre si.

Las fibras de colagena del hueso secundario estan distribuidas de modo que son

paralelas entre si dentro de una laminilla determinada (Bloom y Fawcett, 1989).

El hueso compacto esta compuesto por laminillas distribuidas en cuatro sistemas
laminillares; estos sistemas de laminillas son: circunferenciales externas,
circunferenciales internas, sistemas de conductos de Havers (osteonas) y laminillas

intersticiales.
Las laminillas circunferenciales externas se encuentran justamente en la profundidad de

la lesion en relacién con el periostio, forman la regibn mas externa de la diéfisis, y

contienen fibras de Sharpey que fijan al periostio contra el hueso.
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Las laminillas circunferenciales internas, rodean por completo a la cavidad medular, se
extienden trabéculas de hueso esponjoso desde las laminillas circunferenciales internas
hacia la cavidad medular e interrumpen la cubierta endéstica de las laminillas

circunferenciales internas (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La parte principal del hueso compacto estda compuesta por abundantes sistemas de
conductos de Havers (osteonas); cada sistema estd compuesto de cilindros de
laminillas, distribuidas de manera concéntrica alrededor de un espacio vascular que se
conoce como conducto de Havers. A menudo las osteonas se bifurcan a lo largo de su
gran longitud. Cada osteona esta limitada por una linea cementante delgada,
compuesta principalmente por sustancia bésica calcificada y una cantidad escasa de

fibras de colagena.

Cada conducto de Havers, revestido por una capa de osteoblastos y células
osteoprogenitoras, alberga un paguete vasculonervioso con su tejido conectivo
acompafante. Los conductos de Havers de las osteonas adyacentes estan conectados

entre si por medio de los conductos de Volkman.
Los residuos de las osteonas se conservan como arcos regulares de fragmentos

laminillares, que se conocen como laminillas intersticiales, rodeadas por osteonas
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).
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Fig. 4. Esquema del hueso que ilustra al hueso cortical compacto, las osteonas, las laminillas, los

conductos de Volkman, los conductos de Havers, las lagunas, los canaliculos y el hueso

esponjoso. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.
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3. HISTOGENESIS.

La formacion del hueso durante el desarrollo embrionario puede producirse de dos
maneras: formacion intramembranosa de hueso y formacion endocondral. El hueso que
se forma por cualquiera de estos dos métodos es idéntico desde el punto de vista
histolégico. ElI hueso que se forma por primera vez es el hueso primario, que se
reabsorbe mas adelante y queda sustituido por hueso secundario. El hueso secundario

sigue reabsorbiéndose durante toda la vida, aunque a un ritmo mas lento.

a). Formacion Intramembranosa de Hueso.

La mayor parte de los huesos planos se forman de este modo. Este proceso se produce
en un tejido mesenquimatoso ricamente vascularizado cuyas células estan en contacto

entre si por medio de largas prolongaciones.

Las células del mesénquima se diferencian en osteoblastos que secretan matriz ésea,
sustancia que forma una red de espiculas y trabéculas cuya superficies se encuentran
pobladas por estas células. Esta region de osteogénesis inicial se conoce como centro
primario de osificacion. Las fibras de colagena de estas espiculas y estas trabéculas en
desarrollo estan orientadas al azar, como cabe esperar en el hueso primario. La
formacién osteoide va seguida con rapidéz por calcificacion, y los osteoblastos que
quedan atrapados en sus matrices se convierten en osteocitos. Las proyecciones de
estos osteocitos estdn también rodeadas por hueso en formacion, con lo que se

establece un sistema de canaliculos (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).
Conforme se establece la red de tipo esponjoso de las trabéculas, el tejido conectivo
vascular que se encuentra en sus intersticios se transforma en médula ésea. La

afadidura de trabéculas a la periferia incrementa el tamafio del hueso en formacion.

Las regiones de los tejidos mesenquimatosos que se conservan sin calcificar se

diferencian en periostio y endostio en el hueso en desarrollo (Gartner e Hiatt 1997).
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colagena (trabéculas)

Fig. 5. Esquema de la formacién intramembranosa de hueso. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

b) Formacién Endocondral.

La mayor parte de los huesos cortos y largos del cuerpo se desarrollan de esta manera.
Este tipo de formacién del hueso se produce en dos etapas: 1) se forma el modelo
cartilaginoso hialino en miniatura, y 2) el modelo de cartilago sigue creciendo y sirve de
andamio estructural para el desarrollo del hueso, se reabsorbe y queda sustituido por

éste ultimo.

En la region en la que el hueso va a crecer dentro del embrién se desarrolla un modelo
de cartilago hialino de dicho hueso. Durante cierto periodo este modelo crece, tanto por
yuxtaposicion (aposicion) como de manera intersticial. Por udltimo se hipertrofian los
condrocitos dentro del modelo de cartilago, acumulan glucégeno en su citoplasma y se
vuelven vacuolados. La hipertrofia de los condrocitos da por resultado crecimiento de
sus lagunas y reduccion de los tabiques de matriz cartilaginosa intercalados que se
calcifican (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

De manera concurrente se vasculariza el pericondrio a nivel de la parte media de la

diafisis del cartilago. Cuando sucede esto, las células condrogénicas se vuelven células
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osteoprogenitoras que forman osteoblastos, y el pericondrio subyacente se convierte en

periostio.

Los osteoblastos recién formados secretan matriz 6sea, y originan el cuello 6seo
subperiostico sobre la superficie del modelo del cartilago mediante formacion

intramembranosa de hueso.

El cuello del hueso impide la difusion de nutrientes hacia los condrocitos hipertréficos
dentro de la parte central del modelo del cartilago, y les produce la muerte. Este
proceso es el causante de la presencia de lagunas confluentes vacias que forman
grandes concavidades, la futura cavidad medular, en el centro del modelo del cartilago
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Las células osteoprogenitoras se dividen para formar osteoblastos. Estas células recién
formadas elaboran matriz 6sea sobre la superficie del cartilago calcificado. La matriz

Osea se calcifica para formar un complejo de cartilago y hueso calcificados.

Al engrosarse el hueso subperiéstico y crecer en cada direccién desde la diafisis hacia
la epifisis, los osteoclastos empiezan a reabsorber el complejo de cartilago y hueso
calcificados con lo que aumenta el tamafio de la cavidad medular. Al proseguir este
proceso el cartilago de la diafisis queda sustituido por hueso, salvo en las placas

epifisiarias (Bloom y Fawcett, 1989).

Los centros secundarios de osificacion empiezan a formarse a nivel de la epifisis. Las
células osteoprogenitoras invaden el cartilago de la epifisis, se diferencian en
osteoblastos y empiezan a secretar matriz en el andamio cartilaginoso. Estos sucesos
ocurren y progresan de manera semejante a lo que sucede en la diéfisis, y por ultimo el
cartilago de la epifisis queda sustituido por hueso salvo a nivel de la superficie articular

y en la placa epifisiaria (Gartner e Hiatt 1997).
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Fig. 6. Esquema donde se muestra la formacion endocondral del hueso tanto en la diafisis como

en la metéafisis. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

37



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

F. MUSCULO ESQUELETICO.

Las unidades de organizacion del musculo esquelético son las fibras musculares que
corresponden a células multinucleadas largas y de configuracion cilindrica. Tienen una
longitud que oscila entre 10 y 30 cm y con diametro de 0.1 y 0.5 mm . Se disponen
paralelamente entre si y se agrupan en haces lo suficientemente grandes como para
ser visibles a simple vista. Las fibras individuales, los fasciculos de fibras y el musculo
esquelético en su conjunto estdn rodeados por tejido conjuntivo que forma una

estructura de sostén continua (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La disposicion de los fasciculos varia en cada musculo. En algunos musculos
relativamente cortos, los fasciculos se orientan de forma paralela a la direccién de la

contraccion de la fibra, y pueden continuar sin interrupccion en toda su longitud.

En el embrién, el musculo esquelético se desarrolla a partir de precursores
uninucleados llamados mioblastos. Estos precursores proliferan y se fusionan formando
células multinucleadas que suelen denominarse miotubulos. Mas tarde estos sincitios
alargados inducen en su citoplasma la aparicion de miofibrillas, que constituyen los
elementos contractiles de las fibras musculares diferenciadas. Durante el crecimiento
postnatal, las fibras musculares aumentan de longitud y grosor, alcanzando un diametro
que oscila entre 10 y 70 um y que depende del musculo que se considere. Las fibras
del mismo musculo pueden presentar grandes variaciones en su diametro (Bloom y
Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt, 1997).

Las fibras del musculo esquelético se pueden separar bajo el microscopio de diseccion,
obteniéndose de esta forma las fibras musculares individuales. A mayor nimero, estas
fiboras muestran una estriacion transversal que es caracteristica de muasculos
esquelético y cardiaco, y que ha llevado a la aplicacion del término muasculo estriado

para distinguir a estos tipos musculares del musculo liso (Gartner e Hiatt 1997).
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La membrana plasmatica de las fibras musculares se denomina sarcolema, mientras
gue el citoplasma se denomina sarcoplasma. El sarcolema de las fibras cilindricas esta
reforzado por una lamina externa comparable a la lamina basal de los epitelios. La
columna de miofibrillas que ocupa la mayor parte del sarcoplasma desplaza hacia la
periferia del mismo a los numerosos nucleos de la fibora muscular, que se disponen
espaciadamente a lo largo de toda su longitud. Los nlcleos quedan aplastados contra el
sarcolema, y por tanto presentan un perfil alargado en los cortes histolégicos (Gartner e
Hiatt 1997).

La localizacion periférica de los nacleos es atil para distinguir el masculo esquelético del
cardiaco, en que los ndcleos estan localizados en la parte central de las fibras. La
superficie citoplasmica del sarcolema esta cubierta por una proteina 400 kD llamada
distrofina que parece proporcionar un refuerzo mecanico a la membrana, protegiéndola

de la tensién que se produce durante la contraccién muscular.

En el sarcoplasma existen todas las organelas celulares mas comunes. Se puede
observar un pequefio complejo de Golgi en uno de los dos polos de la mayor parte de
los nucleos. Tras la tincion con acido peryoddico de Schiff, se demuestra la presencia de

glucogeno en todo el sarcoplasma (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

En los cortes longitudinales teflidos con hematoxilina férrica, las estriaciones
transversales que son dificilmente detectables en el musculo en fresco se acentian en
gran medida y aparecen en forma de bandas intensamente tefiidas alternando con
bandas relativamente palidas. Las bandas oscuras son anisotropicas (birrefringentes)
cuando se estudian con el microscopio de luz polarizada, y por ello se llaman bandas A,

por su parte, las claras son isotrépicas y se denominan bandas I.
Cada banda | estad dividida por una linea transversal, la linea Z o disco Z. Los

segmentos de las miofibrillas que quedan entre dos lineas Z sucesivas se llaman
sarcomeras. La sarcOmera incluye una banda A y la mitad de las dos bandas |
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contiguas. Ocasionalmente se puede detectar una zona mas palida, la banda H,

atravesando el centro de la banda A.

Se distinguen dos tipos principales de fibras musculares: fibras clonicas (fibras de
contraccién rapida) que propagan un potencial de accion y responden con una
contraccion del tipo “todo o nada” y fibras tonicas (fibras de contraccion lenta) que son
incapaces de propagar un potencial de accién y que requieren una serie de impulsos
nerviosos (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los métodos citoquimicos de tincion permiten distinguir tres tipos de fibras que se han
denominado tradicionalmente fibras rojas, fibras blancas y fibras intermedias. Las fibras
rojas (fibras oxidativas y de contraccion lenta) tienen un diametro relativamente
pequefio y un color obscuro; las bandas Z suelen ser mas anchas que las de los otros

tipos de fibras.

Las fibras blancas (fibras de contraccién rapida y fugaz) son las de mayor tamafo. Los
fisiblogos han reconocido otros subtipos de fibras de contraccion rapida y fugaz; estas
fibras son reconocidas por algunos autores como fibras de contraccion rapida y fugaz
resistentes a la fatiga (FR), y por otros como fibras de contraccion rapida y fugaz
oxidativas y glucoliticas (FOG). Se ha descrito también un cuarto tipo intermedio entre
estas Ultimas y las fibras de contraccion rapida y fugaz sin resistencia a la fatiga, sin
embargo esto no esta totalmente claro. Las fibras intermedias son las constituidas por
fibras rojas y blancas.(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997)
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Fig. 7. A) Esquema que muestra las caracteristicas histoldgicas del tejido mulsculo esquelético
donde se aprecian las miofibrillas de una fibra muscular. B) Sarcomera donde se observan los

miofilamentos delgados y gruesos. Imagenes tomadas de Toértora, 1989.
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G. HIGADO.

La mayor parte del higado consiste en células parenquimatosas uniformes llamadas

hepatocitos.

Como el higado ocupa una posicion central en el metabolismo, todos los nutrientes
(salvo los quilomicrones) que se absorben por el tubo digestivo se transportan

directamente hacia éste 6rgano por la vena porta.

Los hepatocitos convierten a gran parte de los materiales nutritivos que les llegan en
productos de almacenamiento, como glucégeno, que se descargara en este caso como

glucosa cuando lo requiera el cuerpo.

Los hepatocitos estan distribuidos en lobulillos en forma hexagonal (lobulillos clasicos)
de unos 2 mm de longitud y 700 um de diametro. Estos lobulillos se encuentran
limitados con claridad por elementos de tejido conectivo delgados en los animales tales
como el cerdo; en el ser humano sélo es posible aproximar sus limites a causa de la
escases de tejido conectivo y de la distribucidén estrechamente apretada de los lobulilos
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

En el sitio en que tres lobulllos clasicos hacen contacto entre si se incrementan los
elementos del tejido conectivo, y estas regiones se conocen como areas portales
(triadas). Las areas portales albergan ramas mas delgadas de la arteria hepatica,
tributarias de la relativamente grande vena porta, conductos biliares interlobulillares
(reconocido por su epiteio cuboideo simple) y vasos linfaticos. Estos vasos y los
conductos siguen el eje longitudinal de cada lobulillo. Las areas portales estan aisladas
de parénquima hepatico por la placa limitante, que es un manguito de hepatocitos
modificados. Hay un espacio estrecho, el espacio de Mdll que separa a la placa
limitante del tejido conectivo del area portal (Bloom y Fawcett, 1989).

A toda la longitud de cada base y de cada conductillo biliar dentro del area portal surgen

ramas finas, conocidas como arteriolas distributivas; al igual que los brazos estirados,
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alcanzan a sus contrapartes en las areas portales vecinas. Se ramifican vasos mas

pequefios, conocidos como arteriolas de entrada, desde las arteriolas distributivas.

El eje longitudinal de cada lobulillo clasico esta ocupado por la vena central, rama inicial
de la vena hepética. Los hepatocitos se proyectan, al igual que los rayos de una rueda,
desde la vena central, y forman placas fenestradas anastomosantes de células
hepéticas separadas entre si por grandes espacios vasculares, que se conocen como
sinusoides hepaticos (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).
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Fig. 8. Esquema donde se puede observar las estructuras constituyentes de los lobulillos

hepéaticos. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

En los cortes histolégicos, el lobulillo portal se define como la region triangular cuyo
centro es el area portal y cuya periferia esta limitada por lineas rectas imaginarias que
conectan a las tres venas centrales circundantes que forman los tres vértices del

triangulo.
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Este lobulillo ovoide a romboideo se conoce como acino hepatico o acino portal de
Rappaport. Este se considera como tres regiones concéntricas mal definidas de
parénquima hepético que rodean a una arteria distributiva en el centro. La capa mas
externa, la zona 3, es, de las tres zonas, la mas deficiente en oxigeno. La region
restante se divide por igual en dos zonas (1 y 2), de las cuales la zona 1 es la que

cuenta con mas abundancia de oxigeno.

Los espacios entre las placas de hepatocitos estan ocupados por sinusoides hepaticos,
y la sangre que fluye por estos amplios vasos no puede hacer contacto con los
hepatocitos por la presencia de una tunica endotelial compuesta por células de

revestimiento de los sinusoides.

Las células de revestimiento sinusoidal tienen también fenestras que se encuentran en
acumulos y se conocen como placas de tamiz o colador (Bloom y Fawcett, 1989;
Gartner e Hiatt 1997).

Los macréfagos residentes, conocidos como células de Kupffer, se relacionan con las

células de revestimiento sinusoidal en los sinusoides.

Las micrografias electronicas de las células de Kupffer ponen de manifiesto numerosas
proyecciones a manera de filopidios, mitocondrias, cierto reticulo endoplasmico rugoso
y aparato de Golgi pequefo, lo mismo que abundancia de lisosomas y endosomas

tardios.

Las células de revestimiento sinusoidal estan separadas de los hepatocitos por un
espacio perisinusoidal (espacio de Disse) estrecho, y el plasma que escapa de los
sinusoides tiene acceso libre a este espacio. Las microvellosidades de los hepatocitos
ocupan gran parte del espacio de Disse; el area de superficie extensa de las

microvellosidades facilita el intercambio de materiales entre la sangre y los hepatocitos.
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Aunque el espacio perisinusoidal contiene fibras de colagena tipo Il (fibras reticulares)
que brindan sostén a los sinusoides, no se encuentra ldmina basal. En ocasiones se
observan en este espacio fibras nerviosas amielinicas y células almacenadoras de
grasa de forma estrellada (células de Ito). Se cree que las células de Ito almacenan
vitamina A. Se ha observado en el espacio perisinusoidal del raton y la rata células
foveolares que manifiestan seuddépodos cortos y granulos citoplasmicos. Estas células

son consideradas asesinas naturales (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los canaliculos biliares se anastomosan entre si y forman tineles laberinticos entre los
hepatocitos. Conforme estos canaliculos biliares llegan a la periferia de los lobulilos
clasicos, se fusionan con los colangiolos, que son tubulos cortos compuestos por una
combinacion de hepatocitos y células cuboideas bajas. La bilis de los colangiolos entra
en los conductos de Herring ramas delgadas de los conductos biliares interlobulillares
que salen paralelos a las arteriolas y a las vénulas de entrada. Los conductos biliares
interlobulillares se fusionan para formar conductos cada vez mas grandes que por
ultimo se unen con los conductos hepéaticos derecho e izquierdo.

Los hepatocitos son células poligonales, de 20 a 30 um de diametro, que estan muy
empacadas entre si para formar placas anastomosantes de células hepaticas, de una a
dos células de espesor. Manifiestan variaciones en sus propiedades estructurales,

histoquimicas y bioquimicas, segun su localizacion dentro de los lobulillos hepaticos.

Los hepatocitos estan distribuidos de tal manera que cada célula no so6lo hace contacto
con otras células, sino que ademas bordean a un espacio de Disse. Por tanto se dice
que el plasmalema de los hepatocitos tienen dominios laterales y dominios sinusoidales
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Los dominios laterales de la membrana del hepatocito forman espacios intercelulares
laberinticos de 1 a 2 um de didmetro que se llaman canaliculos biliares, que conducen a
la bilis entre los hepatocitos hacia la periferia de los lobulillos clasicos. Las membranas
celulares que forman las paredes de los canaliculos biliares ponen de manifiesto

concentraciones elevadas de ATPasa, de sodio, potasio y adenilciclasa.
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Los dominios sinusoidales de las membranas plasmaticas del hepatocito tienen también
microvellosidades que se proyectan hacia el espacio de Disse. Se ha calculado que
estas microvellosidades incrementan el &rea de superficie del dominio sinusoidal por un
factor de 6, lo que facilita el intercambio de materiales entre el hepatocito y el plasma en

el espacio perisinusoidal (Bloom y Fawcett, 1989).

Cerca del 75% de los hepatocitos tienen un solo nucleo, y los restantes tienen dos. Los
ndcleos varian de tamafo, pues los mas pequefios (cerca del 50% del total) son
diploides, y los de mayor tamafio son polipliodes; estos ultimos nucleos llegan a

alcanzar una poliploidia de 64n.

Los hepatocitos sintetizan activamente proteinas para su propio consumo lo mismo que
para exportacion, por lo tanto tiene ribosonas, reticulo endoplasmico rugoso y aparato
de Golgi abundantes. Cada célula alberga varios juegos de aparatos de Golgi,
localizados preferencialmente en la vecindad de los canaliculos biliares.

A causa de las grandes necesidades energéticas de los hepatocitos, cada célula tiene
hasta 2000 mitocondrias. Las células cercanas a la vena central (zona 3 del acino
hepatico) tienen casi el doble de mitocondrias, aunque considerablemente mas
pequefias, que los hepatocitos del area periportal (zona 1 del acino hepatico). Las
células hepaticas tienen también un complemento rico de endosomas, lisosomas y
peroxisomas (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

El complemento del reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos varia no solo segun la
region sino también la funcion. Las células de la zona 3 del acino hepatico tienen una
dotacion mucho mas rica de reticulo endoplasmico liso que las del area periportal.

Los hepatocitos tienen cantidades variables de inclusiones en forma de gotitas de
lipidos y glucégeno. Las gotitas de lipidos son principalmente de lipoproteinas de muy

baja densidad.

Se encuentran depoésitos de glucégeno en acumulaciones de granulos electrodensos de

20 a 30 um conocidos como particulas B, en la vecindad del reticulo endoplasmico liso.

46



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

El higado produce entre 600 y 1200 mililitros de bilis al dia. Este liquido, constituido
principalmente por agua, contiene sales biliares (4cidos biliares), glucuronato de
bilirrubina, fosfolipidos, lecitina, colesterol, electrolitos plasmaticos (en especial sodio y
bicarbonato) e inmunoglobulina A. Absorbe grasa, elimina cerca del 80% del colesterol,
lo sintetiza y excreta los productos de desecho transportados por la sangre, como la

bilirrubina.

El higado somete a endocitosis y degradacion a las hormonas de las glandulas
enddcrinas. Las hormonas que se han sometido a endocitosis se transportan hacia los
canaliculos biliares en su forma nativa para que se digieran en la luz del tubo digestivo,
0 se descargan en endosomas tardios para su degradacion en enzimas lisosémicas.
(Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

Las células de Kuppfer, que se derivan de monocitos precursores, cuentan con
rceptores Fc lo mismo que con receptores para el complemento, y por tanto pueden
fagocitar a las particulas de material extrafio. Es apreciable la importancia de estas
células, porque la sangre de la vena porta contiene un sin nimero de microorganismos
que entran en la sangre desde la luz del tubo digestivo. Las células de Kuppfer
reconocen y someten a endocitosis a por lo menos 99% de estos microorganismos.;
estas células retiran también los desechos celulares y los eritrocitos muertos de la

sangre (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).
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H. RINON.

La vista del rifidn cortado a lo largo pone de manifiesto que esta separado en corteza y
médula. La region cortical tiene color pardo oscuro y es granulosa, en tanto que la
médula contiene de 6 a 12 regiones estrelladas definidas, palidas y en forma de
piramide, que se denominan piramides renales. La base de cada piramide esta
orientada hacia la corteza, y construye el borde corticomedular, en tanto que el vértice,
que se conoce como papila renal, esta orientado hacia el hilio. El vértice esta perforado
por 20 o mas aberturas de los conductos de Bellini; ésta region se conoce como area
cribosa. El vértice esta rodeado por un calis menor, cuya forma le dio ese nombre, que

al unirse con dos o tres céalices menores vecinos forman un célis mayor.

Los tres o cuatro calices mayores son subdivisiones de mayor tamafio que se vacian en
la pelvis renal, que es la continuacion ampliada de la porcién proximal del uréter. Las
pirdmides vecinas estan separadas entre si por material que da la impresion de corteza,

y que se denominan columnas corticales (de Bertini).

La porcién de la corteza que se encuentra sobre la base de cada piramide se conoce
como arco cortical. Se observan tres tipos de sustancias en la corteza: granulos rojos a
manera de puntos, que se denominan corpusculos renales, tubulos contorneados, que
constituyen el laberinto cortical y estriaciones longitudinales, que son los rayos

medulares, continuaciones corticales del material localizado en las pirdmides renales.

Cada piramide renal con su arco cortical y sus columnas asociados representa a un
I6bulo del rifion. Cada rayo medular y parte del laberinto cortical que lo rodea se
considera un lobulillo renal, que se continta hacia la médula como estructura en forma
de cono (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La unidad funcional del riibn es el tubo urinifero que es una estructura muy

contorneada que modifica al liquido que pasa por él para formar orina como su
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producto excretado final, el tabulo urinifero esta constituido por dos partes, cada una

con origen embrionario diferente. la nefrona y el tabulo colector.

Médula
\
L
3
b——
Conducto \. Nelrona

colector ——l [ yuxtamedular

|

Fig. 9. Esquema de un tubulo urinifero donde se observan las disposiciones de las nefronas en

relacion con el conducto colector. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

Varias de las nefronas drenan por un sélo tubulo colector y se inen multiples tabulos
colectores en la porcion mas profunda de la médula para formar conductos cada vez
mas grandes. Los mas grandes de estos conductos se llaman conductos de Bellini,

perforan la papila renal y el area cribosa.

Son dos los tipos de nefrona que se encuentran en el rifidn humano: las nefronas
corticales y las nefronas yuxtamedulares, mas largas el corpusculo renal de cada una
de estas nefronas se encuentra en la corteza y las partes tubulares lo estan en la

médula. La médula a su vez se subdivide en zona externa y zona interna. La zona
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externa de la médua se subdivide en mayor grado aun en banda externa y banda

interna.

El corplsculo renal, estructura oval que mide 200 a 250 um de didmetro, esta
compuesto por un mechoén de capilares, el glomérulo, que se invagina en la capsula de

Bowman.
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Fig. 10. Esquema de un crorpusculo renal y su aparato yuxtaglomerular, con las diferentes

estruccturas constituyentes. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

El glomérulo se encuentra en contacto intimo con la capa visceral de la capsula de
Bowman compuesta por células epiteliales modificadas denominadas podocitos. La

pared externa que rodea al espacio de Bowman, compuesta por células epiteliales
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escamosas simples (que se asientan sobre una lamina basal delgada) es la capa
parietal (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

La region en la que los vasos se riegan y drenan el glomérulo entran en la capsula de
Bowman y salen de ella, se conocen como polo vascular. La regiéon de continuacién
entre el corpasculo renal y el tdbulo proximal, que drena al espacio de Bowman se

denomina polo urinario.
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Fig. 11.Esquema del aparato yuxtaglomerular. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

El glomérulo estad formado por varios mechones de capilares anastomosantes que se

originan en ramas de la arteriola glomerular eferente. Son dos las células mesangiales
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(parte de la arteriola aferente), las extraglomerulares, localizadas en el polo vascular y

las extraglomerulares, situadas dentro del corpusculo renal.

El glomérulo esta revestido por una lamina basal, cerca de 300 nm de espesor,
constituida por tres capas. La capa densa media, llamada lamina densa mide unos 100
nm de espesor y estd constituida por coldgena tipo IV. A cada lado de la lAmina densa
se encuentran capas electrodensas, las laminas raras, que contienen laminina,
fibronectina y un proteoglucano polianionico rico en heparan sulfato (Bloom y Fawcett,
1989; Gartner e Hiatt 1997).

La capa visceral de la capsula de Bowman estd compuesta por células epiteliales muy
modificadas para efectuar su funcién de filtrado. Estas células, denominadas podocitos,
cuentan con numerosas extensiones citoplasmicas largas a manera de tentaculos,

llamadas proyecciones o extensiones primarias (mayores).
Cada proyeccion primaria contiene varias proyecciones secundarias, llamadas

pediculos, distribuidas de manera ordenada. Estos pediculos envuelven por completo a

la mayor parte de los capilares glomerulares.
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Fig. 12 Esquema donde se muestran las diferentes relaciones entre el glomérulo, podocitos,

pediculos y lamina basal. Tomado de Gartner e Hiatt, 1997.

El espacio de Bowman drena en el tibulo proximal a nivel del polo urinario. En esta
region de union, denominada en ocasiones cuello del tdbulo proximal, el epitelio
escamoso simple de la capa parietal de la capsula de Bowman se une con el epitelio
cuboideo simple del tabulo. El tibulo proximal, que constituye gran parte de la corteza
renal, mide unos 60 um de diametro y cerca de 14 mm de largo. Consiste en una region
muy tortuosa, llamada parte contorneada (tubulo contorneado proximal), localizada
cerca de los corpusculos renales, y una porcion mas recta, la parte recta (rama
descendente gruesa del asa de Henle) que desciende en los rayos medulares dentro de
la corteza y posteriormente lo hace por la médula para continuarse con el asa de Henle

a nivel de la unién de las bandas externa e interna.
La porcion contorneada del tubulo proximal estd compuesta por un epitelio de tipo

cuboideo simple con citoplasma granuloso eosinofilico (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner
e Hiatt 1997).
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Con base en los aspectos ultraestructurales de sus células, el tubulo proximal se divide
en tres regiones. Los dos primeros tercios de la parte contorneada reciben el calificativo
S1. El resto de la parte contorneada y una buena porcién de la parte recta se llama S2.
Por ultimo, el resto de la parte recta recibe el calificativo S3.

El tubulo distal esta dividido en parte recta que da continuacion a la rama ascendente
del asa de Henle, se conoce también como rama ascendente gruesa del asa de Henle y
la parte contorneada (tubulo contorneado distal). Interpuesta entre la rama ascendente
gruesa Yy el tubulo contorneado distal se encuentra una region modificada del tabulo
distal que se conoce como macula densa. Las células de la macula densa son altas y
estrechas, los nucleos parecen estar mucho mas cerca entre si que los del resto del

tubulo distal.

Las células epiteliales cuboideas bajas que componen el segmento grueso ascendente
tienen nucleos redondos a ligeramente ovales de ubicacion central, y unas cuantas

microvellosidades cortas con forma de masa.

Los tubulos contorneados distales son cortos (4 a 5 mm) y miden de manera global 25 a

45 um de diametro (Bloom y Fawcett, 1989; Gartner e Hiatt 1997).

El aparato yuxtaglomerular esta constituido por la macula densa del tabulo distal, las
células yuxtaglomerulares de la arteriola glomerular aferente adyacente y las células

mesengiales extraglomerulares.

Las células yuxtaglomerulares (células YG) son células de musculo liso modificadas
localizadas en la tinica media de las areriolas medulares aferentes. Los nudcleos de
estas células son redondeados en vez de alargados. En las células YG hay granulos

especificos que se ha demostrado contienen a la enzima proteilitica renina.

Los tubulos colectores miden unos 20 mm de longitud y tienen tres regiones

reconocidas: cortical, medular y papilar.
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El rifidn estd revestido por tejido conectivo de tipo colagenoso denso de distribucion
irregular, que tiene unas cuantas fibras elasticas intercaladas entre los haces de
colagena, los dos componentes celulares del tejido conectivo cortical son fibroblastos y

células que son probablemente macréfagos.

El componente del tejido conjuntivo intersticial medular es mas extenso que el que se

encuentra en la corteza.

La poblacién celular de este tejido conjuntivo consiste en tres tipos de células:
fibroblastos, macrofagos y células intersticiales. Las células intersticiales parecen estar
colocadas como peldafios de escalera, una arriba de otra y son mas numerosas entre
los conductos colectores rectos y entre los conductos de Bellini (Bloom y Fawcett, 1989;
Gartner y Hiatt, 1997).
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| Planteamiento del problema.

El uso y manejo de solventes organicos en la industria, sin las medidas de proteccion
adecuadas ha ocasionado la aparicion de diversas alteraciones dentro de la poblacion
que labora en la industria, por lo que surge la interrogante con base a si el uso
indiscriminado de solventes organicos puede ocasionar alteraciones de tipo irreversible

gue no hayan sido atribuidos hasta la actualidad al uso de etilén glicol y metil-celosolve.

J Justificacion.

Por lo expuesto anteriormente y dada la amplia aplicacion de los solventes organicos en
productos de uso cotidiano como son cosméticos, pinturas, ensamblado de baterias,
productos farmaceéuticos y otros derivados, los cuales pueden llegar a ocasionar un
efecto aditivo a corto o largo plazo, dependiendo de la concentracion; lo que
posiblemente induciria la manifestacion clinica de efectos teratogénicos fenotipicos y
genotipicos, lo cual obliga a establecer los niveles de concentracion nociva para el ser
humano, empleando modelos experimentales con diferentes concentraciones de las

soluciones de los alcoholes etilén glicol y metil celosolve.
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K. Objetivo general y especificos

Objetivo general

Establecer el tipo de efecto teratogénico que ocasiond el Etilén Glicol y el Metil-
Celosolve en hueso, cartilago, musculo estriado, para determinar si la aparente
macroglosia observada macroscépicamente es debida a la falta de desarrollo de los
maxilares o a un crecimiento excesivo del masculo; asi como en drganos con actividad
metabolica importante como son higado y rifidn con técnica de microscopia fotonica,
inducidos por la administracion de las soluciones de Etilén Glicol y Metil Celosolve a
concentraciones de 5, 10 y 20% por via oral e intraperitoneal, comparandolos con los

grupos control manejados con agua y solucion salina administrada por las mismas vias.

Objetivos especificos

Descartar si la macroglosia es verdadera o falsa en base a las caracteristicas
histologicas de los maxilares y de la lengua, y de esa forma determinar si la alteracion

metabdlica en higado y rifién influye en dicha macroglosia.

Determinar cambios citomorfolégicos en el cartilago de los productos obtenidos por
cesarea a nivel de maxilar, mandibula y columna vertebral en muestras de Etilén Glicol
y Metil Celosolve a concentraciones de 5, 10 y 20% administrados por via oral e

intraperitoneal.

Establecer la presencia o ausencia de calcificacion en estructuras 0seas a diferentes

concentraciones de los solventes organicos establecidas anteriormente.

Valorar la presencia de cambios en el tejido muscular estriado en la lengua que

pudiesen afectar el desarrollo de la cara.
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Comparar con los grupos control si existen cambios reales a nivel estructural que se

consideren teratogénicos.

Definir cambios en el parénquima de los tejidos hepatico y renal que se puedan atribuir

a los efectos de los solventes organicos en estudio.

L. Hipotesis

Los solventes organicos etilén glicol y metil celososlve son capaces de provocar
alteraciones en los tejidos duros y blandos de fetos de madres expuestas durante el

periodo de gestacion.

Hipotesis Nula

Los solventes organicos etilén glicol y metil celososlve no son capaces de provocar
alteraciones en los tejidos duros y blandos de fetos de madres expuestas durante el

periodo de gestacion.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo, comparativo y transversal.

Para la realizacion del presente estudio se manejaron 45 ratas hembras adultas, cepa
wistar, distribuidas en 9 grupos de estudio con 5 ratas cada uno, se les administraron
los solventes Etilen Glycol y Metil Celosolve en una relacion de 1:1, a concentraciones
de 5%, 10% y 20 % por via oral (VO) e intraperitoneal (VIP).a una dosis de Los grupos
control fueron 3, uno de ellos sin recibir ninguna manipulacion o sustancia y dos grupos
mas a los que se les administré solucién salina no glucosada al 10% tanto por VO y
VIP.

Variables dependientes

Efectos teratogénicos en cartilago, hueso, musculo estriado, higado y rifion.

Variable cualitativa, tipo ordinal (leve, moderada y severa).

Variables independientes

Solventes organicos: Etilén glicol y metil celosolve a concentraciones de 5, 10y 20 %
Criterios de inclusién

Ratas hembras de la cepa Wistar.

Ratas prefiadas con 19 dias de gestacion.

Compuesto de Etilen Glicol y Metil Celosolve en concentraciones del 5, 10 y 20%

Solucién salina no glucosada al 10 %

Criterios de exclusién
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Ratas que manifiestaron alguna enfermedad durante el periodo de observacion
Ratas no prefiadas o que no cumplieron con los 19 dias de gestacion.
Ratas cuyos productos estuvieron muertos al momento de la cesarea.

Productos que presentaron reabsorciones, no desarrollandose en su totalidad.

Grupos de estudio, distribucion:

e Grupo control 1: No recibirdn manipulacion ni solvente alguno, sélo agua.

e Grupo control 2. Administracion de solucién salina por VO.

e Grupo control 3. Administracién de solucién salina por VIP.

e Grupo experimental 1. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 5% en una
relacion de 1:1, administrada por VO.

e Grupo experimental 2. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 5% en una
relacion de 1:1, administrada por VIP.

e Grupo experimental 3. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 10% en una
relacion de 1:1, administrada por VO.

e Grupo experimental 4. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 10% en una
relacion de 1:1, administrada por VIP.

e Grupo experimental 5. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 20% en una
relacion de 1:1, administrada por VO.

e Grupo experimental 6. Mezcla de Etilén Glicol y Metil Celosolve al 20% en una
relacion de 1:1, administrada por VIP.

Se obtuvieron entre 1 y 17 fetos vivos por rata; de 1 a 8 fetos muertos y de 1 a 15

reabsorciones. El total de productos vivos fue de 293, 24 fetos muertos y 115

reabsorciones. Se eliminaron 8 ratas que no tuvieron fetos vivos (tabla 1).
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Las ratas madres fueron sacrificadas a los 19 dias de gestacion, se les practico cesarea
para obtener los productos, se fijaron en formalina al 10% para su preparacion y

observacion al microscopio éptico.

Estudio histopatolégico.

Los productos previamente fijados, se procesaron en forma automatizada en un
histokinette (deshidratacion, clarificacion, emulsificacion y embebido en parafina),
inclusion y cortes seriados a 3 um de espesor, para ser tefiidos con Hematoxilina y

Eosina y montados para su observacion al microscopio optico.

Observacion microscopica.

Las muestras se observaron en un microscopio Carl Zeiss Standard 25 ICS y se
realizaron a doble ciego. Se observaron a aumentos de 5x, 10x y 40x. y se tomaron

fotomicrografias de los cortes en un Axiophot Carl Zeiss.

Los cortes fueron evaluados por la tesista, un anatomopatélogo y un Pat6logo bucal. En
los cortes se observaron cartilago de la zona maxilar, mandibular y vertebral, asi como
también hueso de los sitios antes especificados y musculo esquelético de la lengua,
ademas de Higado y Rifién. Todos los tejidos fueron comparados con las estructuras

normales del grupo control

Equipo:

Histokinette Leica Jung
Balanza analitica Ohaus
Balanza granataria Ohaus
Microtomo Leica Jung
Estufa felisa

Plancha
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Bario Maria

Microscopio Carl Zeiss Standard 25 ICS
Axiophot Carl Zeiss.

Cristaleria:

Matraces Erlenmeyer de 1000 mL

Vasos de precipitado de 1000 mL

Pipetas de 10 mL

Consumibles:
Portaobjetos
Cubreobjetos
Parafina
Resina

Cuchillas

Reactivos:

Etilén glicol

Metil cellosolve
Formallina al 10%
Etanol

Xileno

Acetona
Hematoxilina

Eosina
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V. RESULTADOS

De las 45 ratas hembras se obtuvieron 293 fetos en total (tablal). Para el estudio
histopatoldgico se revisaron 3 fetos vivos al azar por rata, por lo que fueron estudiados
un total de 79 fetos (fig. 13).

Fig. 13. Fotografia que muestra las caracteristicas macroscéopicas anormales de los productos

obtenidos en el grupo experimental con administracion de la mezcla al 5% por VIP.
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TABLA 1. Numero de productos obtenidos de los 45 modelos experimentales.

GRUPO FETOS VIVOS | FETOS MUERTOS | REABSORCIONES TOTAL
CONTROL 46 0 3 49
SOLUCION SALINA VO 37 0 4 41
SOLUCION SALINA VIP 62 0 5 67
MEZCLA 5% VO 60 1 10 71
MEZCLA 5% VIP 35 6 17 58
MEZCLA 10% VO 5 9 34 48
MEZCLA 10% VIP 3 8 33 44

MEZCLA 20% VO 5 0 2 7

MEZCLA 20% VIP 16 0 4 20
TOTAL 269 24 112 405

Descripcién Histopatoldgica de los Grupos de Estudio:

e GRUPO CONTROL 1:

En este grupo solo se les administré su alimento y agua por VO, no tuvieron ninguna
manipulacion, procreando 46 fetos de los cuales 12 fueron estudiados bajo el
microscopio fotonico (tabla 1).

Cartilago: Se observo cartilago hialino.

Hueso: Se observo osificacion endocondral en maxilar, mandibula y en la columna.
Musculo: Los haces musculares de la lengua se observaron bien orientados sin
alteracion alguna.

Rifion e Higado: La arquitectura de ambos 6rganos no mostréd alteraciones de ningun

tipo, siendo éstos bien conformados.

¢ GRUPO CONTROL 2 SOLUCION SALINA VO.

Treinta y siete fetos llegaron a los 19 dias vivos y se presentaron 4 reabsorciones (tabla
1), se estudiaron 15 al microscopio 6ptico encontrando lo siguiente.

Hallazgos microscopicos
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Cartilago: Presencia de cartilago hialino y osificacion endocondral principalmente en
costillas y vértebras.

Hueso: Se encontraron grandes zonas de osificacion.

Musculo: Se observé con buena orientacion de sus haces y fibras musculares.

RiAGn: Mostré una buena estructuracién en cuanto a sus glomérulos, tibulos y médula.
Higado: Present6 gran diferenciacion de células sanguineas, hepatocitos bien

delimitados, vasos sanguineos bien delimitados, con hemosiderina.

GRUPO CONTROL 3 SOLUCION SALINA VIP.

Sesenta y dos fetos se obtuvieron, se presentaron 5 reabsorciones (tabla 1), y fueron

observados al microscopio 15.

Hallazgos microscoépicos

Cartilago: Se observo presencia de cartilago hialino.

Hueso: Zonas de calcificacion osea.

Musculo: Las fibras musculares estaban bien orientadas; aunque se observaron
algunas muestras en donde no habia desarrollo completo de la lengua y los haces se
observaban dispersos.

Rifibn: No estaba bien desarrollado en la mayoria de las muestras, esto es, el tamafio
era muy pequefio y su morfologia no era la de un rifién bien desarrollado, en algunas
muestras los glomérulos y los tubulos se observaban igualmente poco diferenciados,
aungue en la mayoria de las mismas se observaron normales.

Higado: Se observaron zonas con congestion, hemosiderina, hepatocitos, eritrocitos en

distintas etapas de diferenciacion.
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GRUPOS EXPERIMENTALES

e GRUPO EXPERIMENTAL 1 MEZCLA 5% VO.

En este grupo se estudiaron 15 fetos de los 60 que se obtuvieron, se presentaron 10

reabsorciones y un feto muerto (tabla 1).

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Se observo lisis y necrosis de las areas centrales de los discos vertebrales,
asi como falta de mineralizacion o mineralizacion anormal; presencia de nucleos con
cariorrexis y picnosis, presencia de actividad mitésica; osteoblastos y osteocitos;
disgregacién celular y reemplazo por material de aspecto mineral; diferenciacion
retardada e hipomaduracion, principalmente a nivel de las vértebras y la mandibula.
También se observo pérdida de la estructura y de la construccion cartilaginosa; asi
mismo se observaron algunas zonas de osificacion endocondral; y presencia de
cartilago hialino (fig 14 a-d).

Hueso: No hubo osificacion en la mayoria de los especimenes, aunque algunos no se
observaron tan afectados e inclusive se pudo apreciar algunas zonas de osificacion
endocondral y se observé hipoplasia maxilar (fig 14 a-d).

Musculo: Se encontrd atrofia muscular y disgregacion del tejido asi como fibras de
colagena laxas intercaladas entre las fibras musculares, haces musculares largos;
aparente hipotonicidad; zonas con lisis y falta de cohesién; aunque cabe mencionar que

también se observaron zonas con buena organizacion muscular (fig. 15 a - c).

66



TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

Fig. 14 Fotomicrografia que corresponde a la zona de la columna vertebral de un feto del grupo
experimental con mezcla al 5% administrado por VO donde podemos observar: (a), los discos
vertebrales en un proceso de osificacion endocondral predominando en ellos cartilago hialino,
a un aumento de 5x. En b) y ¢) a mayor aumento observamos el proceso de mineralizacién
alrededor de los grupos isdgenos (10x). A un aumento de 20x (d) del mismo lugar se observan
zonas de mayor actividad fibroblastica rodeando los discos vertebrales..
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Fig. 15 Grupo experimental al cual se le administré una mezcla al 5% por VO en el que podemos
apreciar: (a), la cavidad bucal y larelacion que guarda la lengua con los arcos maxilares (5x), (b) el
tejido muscular presenta haces organizados en forma paralela, lo cual también es observado en la
figura c), dichos haces musculares son delgados y presentan un acomodo en forma perpendicular
en relacion al epitelio bucal (20x) asi como también se ve el catilago de Meckel (flechas).
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RifAdn: Se observo la presencia de mitosis, desorganizacion, colapso y pérdida de la
arquitectura glomerular, necrosis, atrofia del rifién, dilatacion de los tabulos y de los
conductillos; asi mismo se observaron algunos especimenes cuyos tubulos y
glomérulos se observaron lisados. En algunos casos la médula se perdi6. También
hubo dilatacion vascular y congestion; por lo que sus caracteristicas concuerdan con
glomerulonefritis membrano-proliferativa del tipo |. Macroscépicamente los tejidos
fueron muy fiables (fig. 16).

Fig. 16 ay b). Muestra de rifidn tefiida con H-Eque corresponde al grupo experimental al que se le
administro la mezcla al 5% por VO y en la que se observa proliferacion de la membrana glomerular
(MG) colapso y dilatacién de los tubulos (aumentos de 10x y 20x respectivamente).
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Higado: Se observaron cariorrexis, picnosis y lisis en los nucleos, congestion vascular y
portal, estasis vascular, hemolisis, hemosiderina, células balonadas, atrofia celular,
abundantes linfocitos y macrdfagos, necrosis periportal, colapso del parénquima,
agregados linfoides, atrofia de los corpusculos de Mallory e hinchazén celular. Se
observl congestion pasiva cronica. Macroscopicamente se encontré hepatomegalia (fig.
17).

Fig. 17 ay b. Corte de higado en el que se obesrvan: estasis vascular, dafio a los hepatocitos,
colapso del parénquima, atrofia de los corpusculos de Mallory (cM), y células balonadas (20x y
40x, tinciéon con Hematoxilina y Eosina)
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GRUPO EXPERIMENTAL 2 MEZCLA 5% VIP.

Se obtuvieron 35 fetos se presentaron 17 reabsorciones y 10 fetos muertos y 10 fueron

estudiados (tabla 1).

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Se encontré la presencia de condrocitos inmaduros circundados por estroma
fibroso y zonas de lisis, necrosis y disgregacion; asi como hipomaduracion a nivel de la
columna; presencia de zonas de osificacién a nivel de la cabeza (fig. 18).

Hueso: Se observaron zonas con presencia de osificacion endocondral y zonas donde
no hubo alteracion (fig. 18).

Musculo: Mostré atrofia del tejido, asi mismo algunos especimenes con hipertrofia;
repercutiendo en la lengua presentando clinicamente macroglosia de algunos
especimenes.

Rifion: Se observo la presencia de mitosis, desorganizacion, colapso y pérdida de la
arquitectura glomerular, necrosis, atrofia del rifidn, dilatacion de los conductillos y
glomérulos. Lisados, pérdida de la médula, dilatacion vascular y congestion. Las
caracteristicas microscoépicas corresponden a lo que se observa en la glomerulonefritis
membrano proliferativa del tipo |, asi como en la necrosis tubular aguda (fig. 19).
Higado: Este 6rgano presentd congestion vascular, linfocitosis, necrosis, cariorrexis,
picnosis y lisis en los nucleos, estasis vascular, hemodlisis, presencia de células
balonadas, atrofia celular, abundantes linfocitos y macrofagos, colapso del parénquima,
agregados linfoides, e hinchazén celular. Se observd congestion pasiva crénica y

esteatosis. Macroscopicamente se observo hepatomegalia (fig.20).
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Fig. 18. Corte histopatoldgico de una muestra del grupo experimental 2 al que se le administré por
VIP la mezcla al 5% en la que se observa: la presencia de fibro-cartilago (fc) asi como material
0seo (mo) en la parte central del mismo sin organizacion (aumentos 10y 20x, tincion con H-E).
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Fig. 19.Corte histopatologico del grupo al que se le administraron los solventes al 5% por VIP y en
el que se observan: a) el abundante infiltrado linfocitario, asi como la falta de desarrollo de los
glomérulos, hemorragia intraglomerular y los conductillos renales (10x). b) a 20x se puede
apreciar la relacion nucleo citoplasma, figuras mitésicas, desorganizacién, colapso y pérdida
de la arquitectura glomerular. c) dilatacion de los conductillos y glomérulos, estasis vascular y
congestion. (40x, tincién con H-E).
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Fig. 20.a y b) Corte histopatolégico de una muestra del grupo 2 al que se le administraron los
solventes al 5% por VIP y que corresponde a Higado tefiido con H-E en el que se aprecian:
congestion vascular), linfocitosis, células vacuoladas (cv) cariorrexis, picnosis y lisis en los
nucleos, estasis vascular (ev), hemolisis, presencia de células balonadas (cb), atrofia celular,
abundantes linfocitos (I) y macréfagos (m) también se observd congestién pasiva crdnica y
esteatosis. Macroscopicamente se observé hepatomegalia (aumentos a 20 y 40x
respectivamente).
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GRUPO EXPERIMENTAL 3 MEZCLA 10% VO.

Cinco fetos vivos se obtuvieron, se presentaron 34 reabsorciones y 9 fetos muertos, las
pruebas se repitieron sin obtenerse resultados positivos, por lo que solo 2 fetos de los

vivos fueron observados bajo el microscopio optico.

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Se observaron zonas de lisis, necrosis y otras donde las alteraciones fueron
minimas conservando en un 70% la arquitectura del 6rgano

Hueso: Se encontraron zonas de osificacion endocondral; principalmente a nivel de la
columna en las que no se observé completamente diferenciada.

Musculo: Se observaron zonas de disgregacion e hipertrofia a nivel lingual. También
hubo especimenes en los cuales no hubo diferenciaciéon de la cavidad bucal Gnicamente
se observé el estomodeo primitivo y la presencia de fibras musculares bien
organizadas.

Rifibn: Present6 agenesia.

Higado: Se encontrdé congestion vascular, linfocitosis, necrosis, cariorrexis, picnosis y
lisis nuclear de las diversas células, estasis vascular, hemolisis, presencia de células
balonadas, atrofia celular, abundantes macréfagos, colapso del parénquima, e
hinchazén celular. También se observd esteatosis. Macroscépicamente se observd

hepatomegalia.

e GRUPO EXPERIMENTAL 4 MEZCLA 10% VIP.
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En este grupo se obtuvieron solamente 3 fetos vivos, 33 reabsorciones y 8 fetos

muertos y se estudiaron solo 2 productos.

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Se observaron zonas de lisis, necrosis; mayores que en los grupos
anteriores (fig. 21).

Hueso: Mayores zonas de osificacibn y algunas zonas con las caracteristicas ya
descritas anteriormente (fig. 21).

Musculo: Se observé atrofia muscular en algunos especimenes, asi mismo en algunos
otros especimenes hipertrofia. La lengua presentd macroglosia (fig. 22).

RiAiGn: Se encontraron 4 mitosis por campo de 40x, desorganizacion del parénquima,
colapso y pérdida de la arquitectura glomerular, necrosis de los glomérulos, atrofia del
rifién, dilatacién de los conductillos; y glomérulos; dilatacién vascular y congestion.
También agenesia en algunos especimenes (fig. 23).

Higado: Congestion vascular, linfocitosis, necrosis, cariorrexis, picnosis y lisis en los
nucleos, estasis vascular, hemolisis, presencia de células balonadas, atrofia celular,
abundantes linfocitos y macrofagos, colapso del parénquima, e hinchazon celular
congestidon pasiva cronica y esteatosis. Macroscépicamente se observo hepatomegalia
(fig. 24).
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Fig. 21 a y b. En la fotomicrografia correspondiente al grupo 4 al cual se le administraron los
solventes al 10% por VIP en la que se observa: al hueso( h) de la zona vertebral la cual presenta
osificacion endocondral (oe) mostrando hueso en diferentes etapas de mineralizacién asi como
la presencia de grupos isogénicos (gi) en la parte central de la misma; dichos cuerpos
vertebrales se encuentran circundados por tejido fibroso (f) y muscular (m) sin cambio
aparente. (Aumento 20x y 40x).
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Fig. 22 a y b. Corte histopatoldgico de una muestra del grupo 4 a la que se le administraron los
solventes por VIP y en el que se observa: el tejido muscular (m) correspondiente a la lengua el
cual presenta haces finos y delicados en un acomodo paralelo en la parte mas profunda, en la
parte adyacente al epitelio bucal (eb) se observa una trama con patrén de entrecruzamiento
perpendicular y paralelo de haces gruesos. Los nucleos celulares son redondos e
hipercrométicos (aumentos 10x y 20x).
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Fig. 23 ay b. Corte histopatoldgico tefiido con Hy E de una muestra del grupo 4 a la que se le
administraron los solventes por VIP y que corresponde a higado el cual presenta: alteraciones
microscopicas importantes como son hemorragia, congestién vascular (cv) y estasis;
hepatocitos (h) con citoplasma vacuolado, megacariocitos (m), células plasmaticas (cp)
linfocitos (I) y cuerpos de Mallory (cM) (aumento de 10x y 20x).
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Fig. 24 ay b. Fotomicrografia que corresponde al grupo 4 al cual se le administaron los solventes
por VIP correspondiente al rifidn y en el que se observan: a nivel de la corteza los glomérulos
(9) de tamafios variables con proliferacion membranosa. Areas de fibrosis, congestién vascular
(cv) en la médula, pocos conductillos renales (aumento de 20x y 40x).
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GRUPO EXPERIMENTAL 5 MEZCLA 20% VO.

Se obtuvieron 5 fetos vivos y se estudiaron 2, se presentaron 2 reabsorciones, una rata
madre se murié y 3 ratas madres en el momento del sacrificio no estuvieron prefiadas,

por lo que se repitio el estudio sin obtener resultados positivos.

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Se observaron zonas de lisis, necrosis (fig. 25).

Hueso: Zonas de osificacion y zonas con alteraciones semejantes al grupo anterior,
pero en menor proporcion (fig. 25).

Musculo: Hipertrofiado .Macroscopicamente éstos especimenes mostraron
macroglosia.

Rifidon: Se observo la presencia de mitosis, colapso, necrosis glomerular, atrofia del
rifion, dilatacion vascular y congestion. También se observaron necrosis tubular aguda y
glomerulonefritis membrano proliferativa (fig. 26).

Higado: Se observaron congestion vascular, linfocitosis, necrosis, cariorrexis, picnosis y
lisis en los ndcleos, estasis vascular, hemolisis, presencia de células balonadas, atrofia
celular, abundantes macréfagos, colapso del parénquima, e hinchazén celular. Se

observo esteatosis. Macroscopicamente se observo hepatomegalia (fig. 27).
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Fig. 25 ay b. Fotomicrografia correspondiente al grupo 5 al cual se le administraron los solventes

los cuerpos vertebrales (cv) asi como la osificacién

endocondral (oe), presencia de grupos isdgenos (gi) en diferentes etapas de maduracion

por VO y en la que se observan:
(aumentos 10x y 20x)
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Fig. 26 a y b. Fotomicrografia correspondiente al grupo 5 y al cual se le administraron los
solventes por VO y en la que se observan: una membrana hialina en los glomérulos (g) asi
como areas hemorragicas dentro de estos, con distribucién tanto en la corteza (c) como la
médula (m) y disminucién en namero de los tabulos renales (tr) (aumento 10x y 20x).




TESIS DE LICENCIATURA LILIANA MARTINEZ HERNANDEZ

Fig. 27 ay b. Fotomicrografia correspondiente al grupo 5 al cual se le administraron los solventes
por VO en el que se observan: agregaciones de hepatocitos con diferentes niveles de
maduracién asi como la presencia de corpusculos de Mallory (cM), dilatacion y estasis
vascular, nucleolos prominentes asi como figuras mitésicas (m) de células hematopoyéticas
(aumentos 20x y 40x).
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e GRUPO EXPERIMENTAL 6 MEZCLA 20% VIP.

Se obtuvieron 16 fetos, 4 reabsorciones, se estudiaron 4 productos, solo dos ratas

madres fueron prefiadas y las otras tres murieron (tabla 1).

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Cartilago: Con zonas de lisis y necrosis.

Hueso: Se observaron zonas de osificacion endocondral.

Musculo: Se observé hipertrofiado con algunas zonas de atrofia. Hubo especimenes
los cuales presentaron estomodeo.

Rifidn: Agenesia.

Higado: Presentd congestion vascular, linfocitosis, necrosis, cariorrexis, picnosis y lisis
en los nucleos, estasis vascular, hemolisis, presencia de células balonadas, atrofia
celular, abundantes macrofagos, colapso del parénquima, e hinchazoén celular. También
un aumento en la actividad mitésica. Se observd esteatosis. MacroscOpicamente

hepatomegalia.
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VI. DISCUSION

Los solventes organicos etilén glicol y metil celosolve por su composicion quimica
(forman parte de los alcoholes) se metabolizan por la via alcohol deshidrogenasa
(ADH), la cual se lleva a cabo en organos importantes como es el higado y
excretandose por el rifion; debido a que tienen efecto aditivo y que no son eliminados
en su totalidad, estos ocasionan dafos de tipo irreversible principalmente en etapa
embrionaria y fetal, esto se ha visto en reportes de la literatura (Price y cols., 1985,
Horton y cols., 1985, Lamb y cols., 1985 Saavedra y cols. 1997, Saavedra y cols., 1998)

que lo demuestran.

En estudio realizados se ha reportado la reduccién en la densidad del citoplasma
hepatico, ruptura de la estructura lobular, elevacion de fibrinbgeno en el plasma,
reduccion de proteinas séricas y aumento en el peso del higado (IPCS), en el presente
trabajo se concuerda con la reduccion del citoplasma, falta de organizacion del tejido
hepatico, pero principalmente por la etapa en la que se obtienen los resultados se
presenta una alteracién en la maduraciéon de las células hematopoyéticas, asi como
también se encontraron dafios con caracteristicas a las de una hepatitis y de una
cirrosis hepatica, sin caer precisamente en estas patologias. Esto es importante de
hacer notar porque durante el desarrollo fetal el higado por su misma actividad
metabolica y por ser el principal productor de células hematopoyéticas y por ende estas
células ser transportadoras de los productos metabolizados, juega un papel importante
dentro de la economia, por lo que es factible que a raiz de este efecto se encuentren

dafios en otros 6rganos y tejidos.

Ademas, a nivel renal se observaron caracteristicas microscopicas semejantes a la
glomerulonefritis membrano proliferativa tipo | recalcando que el dafio principal se
encontré en la corteza renal, basicamente en los glomérulos, previamente se habia
reportado en una evaluacion histopatolégica, tubulos renales dilatados que contenian
un nimero moderado de cristales de oxalato (Lamb 1.V. y Maronpot, 1985). Los efectos

del etilén glicol en cuanto a la reproduccion ya han sido reportados en dosis del 0.5% y
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del 1%, las cuales son lo suficientemente importantes como para suponer que la
exposicion crénica pudo resultar en un fallo renal significativo con el crecimiento de

cristales de oxalato de calcio en los tubulos renales (Blood, 1965; Marshal, 1982).

Las complicaciones renales son generalmente una caracteristica retardada que se
observaron de 24 a 72 horas después de la ingestion, y consisten en dolor agudo
costovertebral, oliguria y fallo renal. Dentro de las secuelas de envenenamiento por
etilén glicol se ha encontrado fallo renal prolongado por el cual requiere de dialisis por
meses, dafio residual en el rifion y deficiencia en el nervio craneal. El etilén glicol es
rapidamente absorbido en el tracto gastrointestinal y los sintomas de envenenamiento
pueden ser experimentados dentro de los primeros treinta minutos de la ingestién (Ether
y Mc Grath, 1998). El papel del metabolito acido acético, el metoxietanol induce
toxicidad, la cual fue demostrada por Miller et. al., (1982); quienes encontraron que las
propiedades toxicologicas del acido metoxiacético fueron similares a las observadas
con el metoxietanol en ratas machos, sugiriendo la bioactivacion del acido
metoxiacético por el metoxietanol in vivo. Moss et.al., (1983), encontraron que a dosis
de 250 mg/kg (VO o IP), el dafio testicular se habia producido durante las primeras 24
horas.(Sleet et.al., 1988.

Yonemoto et.al. (1988) demostraron que el acido metoxiacético fue toxico para cultivos

de embriones de rata (Kawamoto y Matsuno, 1990).

El hueso es un tejido que se forma a partir de la osificacion del cartilago, por medio de
un proceso de diferenciacion celular del mismo por lo que el cartilago en algunas zonas
mostré tanto osificacion endocondral como intramembranosa, ésta ultima como se
observa en la figura 13; es importante de establecer, ya que al estar involucrados
tejidos duros en el proceso de asimilacion de alcohol estos tejidos duros se ven
involucrados en una falta de desarrollo por o que no muestran un desarrollo acorde con
los demas tejidos; ha sido demostrado que el etilén glicol tiene efectos en el desarrollo
del cartilago y/o en los patrones de desarrollo esqueletal. El etilén glicol es

eventualmente metabolizado a acido oxalico, con calcio quelado; esta quelacién causa
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hipocalcemia (Vale ,1979) y puede actuar en el desarrollo del hueso fetal por alteracion
del suministro biolégico de este importante catidon; los productos metabdlicos
potencialmente toxicos incluyen al glicolaldehido, el cual puede alterar la sintesis
protéica y de los &cidos nucléicos y afectar al SNC y acido glicélico el cual esta
relacionado con la acidosis metabolica (Parry y Waltch 1974; Vale 1979), cuando la
exposicion al mismo se mantuvo hasta la etapa postnatal, (Price y Kimmel, 1985) afect6
uno o mas pares de costillas observdndose éstas fusionadas, de forma anormal o sin
formacién. En lo que respecta a las vértebras, éstas también presentan una forma
anormal y la espina dorsal torcida. (Lamb I. V. y Maronpot, 1985); se pueden encontrar
asimetrias como las que observamos en el macizo facial, se han reportado hallazgos
faciales inusuales con anterioridad en algunos de los hijos de los ratones tratados, los
cuales consisten en nariz chata con amplia distancia entre los ojos, también se han
observado acortamiento de la frente, de la nariz y de los huesos parietales, asi como se
han reportado algunos casos (tres) de labio hendido (Lamb I. V. y Maronpot, 1985); esto
repercutié especificamente en la lengua dando una imagen de macroglosia por la falta
de desarrollo de los procesos maxilares, por lo que daba una falsa impresion de
macroglosia, asi como también, la cubierta epitelial de la lengua se conservo integra.
Dichos hallazgos concuerdan con este estudio en el que se observaron cambios
macroscopicos significativos como hipoplasia de maxilar y mandibula que repercute
directamente en la falta de simetria facial mostrando una falsa macroglosia sin estar
precisamente involucrado el tejido muscular, estas caracteristicas tanto de los reportes
previos como de éste estudio experimental concuerdan con los hallazgos clinicos
previamente descritos por la Doctora Saavedra y colaboradores en el estado de
Tamaulipas en 1997.

En el estudio, el tejido muscular histologicamente no presentdé cambios significativos,
éste conservé la misma organizacién celular y en cuanto al entrecruzamiento de fibras
musculares no existen reportes que digan que estan afectados por accién de los

alcoholes en estudio.
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Por otra parte y a consecuencia de la administracion del etilén glicol en dosis
suficientes, puede reducir el tamafio de la camada y el peso de la cria (Lamb y Gulati,
1997). Situacion que en este estudio se presentd y que se puede observar en la figura
13 y tabla 1, ésta ultima muestra el nimero de crias obtenidas en las diferentes
concetraciones de la solucién empleada notdndose una mayor disminucion de las crias
conforme se incrementaba la concentracién de las mismas, por lo que el efecto es
directamente proporcional. Asi mismo se ha reportado la disminucion del peso del
higado materno hasta la mitad de su peso total en los grupos de dosis altas y el peso

del riibn aumento en los grupos de dosis media y alta (Price y Kimmel, 1985).

En estudios experimentales se han encontrado un sinfin de alteraciones que involucran
tejidos sensibles a los éteres glicolados como: son cerebro, tejido hematopoyeético,
higado y rifidn; uno de los efectos que frecuentemente se observa es la excencefalia
como resultado de la administracion de estos alcoholes durante las etapas tempranas
de la gestacion, especificamente cuando se presenta la neurulacion, momento
importante debido a que se da el desarrollo del tubo neural. La incidencia de la
excencefalia se redujo cuando el etilén glicol monometil éter (EGME) fue administrado
en etapas tardias de la gestacién. El periodo de mayor susceptibilidad embrional para
producir excencefalia fue entre los dias gestacionales 7 y 9 (Horton y Sleet; 1985). Los
fetos con malformaciones externas (defectos craneofaciales, en el cierre del tubo neural
y en la pared abdominal) ocurren en un nimero significativamente alto de miembros de
la camada de dosis alta (Price y Kimmel, 1985). Dada la susceptibilidad de este tejido,
son los méas estudiados para establecer el grado de dafio que se ocasiona al SNC pero
en algunas ocasiones pasan por alto el estudio de otros tejidos que son igualmente
importantes para el crecimiento y desarrollo fetal como son el higado y el rifion el
cartilago el hueso y musculo que le dan una armonia al cuerpo. Los fetos con
malformaciones externas o viscerales ocurren en un numero alto en los miembros del
grupo de dosis alta y éstas comprenden la afectacion de los vasos sanguineos
mayores, rifiones, higado, timo, diafragma, testiculos, y pulmones (esto se observo en
ratones); también se observaron malformaciones en costillas y arcos braquiales (Price

y Kimmel, 1985). También se han reportado crias que presentan un patron de defectos
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esqueletales afectando la cabeza, costillas y vértebras (Lamb I. V. y Maronpot, 1985)
concordando esto con los aspectos morfolégicos observados en las crias obtenidas en
el estudio realizado, por lo que se corrobora la relacion de las alteraciones con los
solventes estudiados.

Asi como el etilén glicol es eliminado por via renal, el metil celosolve es excretado por la
misma via con la diferencia que puede emplear otras rutas de eliminacion que incluyen
la piel, el sistema respiratorio y el sistema digestivo (Sleet y Greene; 1988). También es
necesario establecer que estos alcoholes se pueden absorber en estructuras y tejidos
siendo evidentes estos dafios a mayores concentraciones, de ahi que se establezca
que las malformaciones son directamente proporcionales a la concentracion y a la via
de administracion; el etilén glicol es rapidamente distribuido a través del cuerpo seguido
a la exposicion intravenosa o a la inhalacién (Marshal y Cheng, 1983) y se ha reportado
gue cruza también placentaria (Bissonnette y col.,1979; Thornburg y Faber, 1977) de
éste modo tiene una accion la barrera directa sobre los tejidos fetales.
Histopatologicamente encontramos dafios de gran importancia a nivel hepatico y renal
siendo el riidn el mas afectado durante una exposicion cronica al etilén glicol (Balazs y
col., 1982; FDA, 1978 a; Lyon y col., 1966) lo que podria lograr impedir la buena
asimilacion de elementos benéficos al organismo, debido al dafio ocasionado por estos
alcoholes, principalmente al higado por la absorcion a través de la piel, ademas de
inhalar sus vapores, teniendo un efecto igualmente toxico que los administrados por las
vias oral e intraperitoneal que es como se llevd a cabo en este estudio, la distribucion
de las soluciones puede ser més rapida o lenta dependiendo la via de entrada. En este
estudio se observé que todas aquellas ratas a las que se les administré la solucion por
via oral presentaron un menor dafio al nimero de fetos asi como a la estructura de los
tejidos en concentraciones bajas, situacién que no se observo en las camadas a las
cuales se les administré la solucién por via intraperitoneal, observandose mayor dafio

en estas.

En un estudio se demostrd que la incidencia de malformaciones digitales (sindactilia,
oligodactillia y polidactilia) se produjo cuando el tratamiento a las madres con etilén
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glicol monometil éter se efectudé entre los dias gestacionales 9 y 11. Asi mismo,
incrementos significativos se dieron después de tres dosis entre los dias gestacionales

8 al 11; asi como también con dos dosis en los dias gestacionales 10y 11.

Una administracion simple (500 mg de etilén glicol monometil éter/ kg) entre los dias
gestacionales 9 y 12 (etapas tardias de la gestacion) producen elevaciones
significativas en las malformaciones de las patas, situacién que no se present6 en este
estudio. Tres dosis (500 mg de etilén glicol monometil éter/ kg) diarias consecutivas,
resultan en mas fetos con excencefalia que a los que se les dio dos dosis diarias
(Horton y Sleet, 1985).

Las dos mayores rutas en el metabolismo de los éteres glicolados son:

Una que envuelve una ruta de dealquilacion y produce el alquilaldehido o &cido y etilén

glicol.

La otra envuelve a las enzimas alcohol deshidrogenasa (ADH) y aldehido
deshidrogenasa (ALDH), donde los éteres glicolados son oxidados a sus

correspondientes acidos alcoxialdehido y alcoxiacético.

Estas rutas metabdlicas son prerrequisito para el desarrollo de toxicidad, asi como los
efectos teratogénicos, espermatotoxicos y hematotoxicos que fueron observados como

resultado de la acciéon de los metabolitos acidos.

La ADH y la ALDH son las enzimas responsables del alcohol y la aldehido oxidacion en
los mamiferos. Son detectadas en diferentes tejidos, pero las mayores concentraciones
fueron encontradas en el higado.

Tres isoenzimas de la ADH han sido detectadas en tejidos de rata (Julia et. Al., 1987).
El higado contiene dos de éstas, una isoenzima anddica (ADH-2) y una isoenzima
catodica (ADH-3).
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En estudios experimentales se ha demostrado que el nivel de actividad de la ADH en
higado de rata es fuertemente dependiente del sexo, presentando mayor actividad en
machos que en hembras (Tescheke y Weise, 1982). Un dato de la actividad de la ADH
en higado humano, mostré6 mayor actividad en mujeres que en hombres (Maly y Sasse,
1991).

Varios estudios han demostrado que el metabolismo del 2 metoxietanol es una ruta
importante que se presenta en las ratas (Medinsky et.al., 1990; Sabourin et. al., 1992),
todas las concentraciones evaluadas de glicol éter metabolizado in vivo al metabolito
acido alcoxiacético incrementan cuando incrementa el cambio del 2 metoxietanol. Sin
embargo, la fraccion de dosis excretada como metabolito &cido alcoxiacético
incrementa cuando incrementan las dosis del 2 metoxietanol (Medinsky et.al., 1990)
(Aasmoe y Winberg, 1998).

El etilén glicol puede ser producido por la via de la orto-alquilacion. Green et.al., (1989)
observaron la formacion de etilen glicol en hepatocitos humanos expuestos al
metoxietanol in vitro. Esta reacciéon de orto alquilacion también produce cantidades
equimolares de formaldehido, el cual puede ser rapidamente oxidado a formato.
Similarmente a la toxicidad del etilén glicol, después de la exposicion al formato
también resulta en acidosis metabdlica severa (Jacobsen y Mc. Martin, 1986). Asi, la
dealquilacién del metoxietanol puede producir dos moléculas etilén glicol y formato, los

productos téxicos por los cuales puede ser aditivo.

La toxicidad testicular (Blackbum et.al. 1985) y la teratogenicidad (Yonemoto et. Al.,
1984; Sleet et. Al., 1988) provocadas por el metoxietanol, son ambas resultado de la

formacién del metabolito metoxiacético.
El metoxietanol es ampliamente metabolizado a etilén glicol y dioxido de carbono.

Nitter Hauge (1970); describio los efectos tdxicos en dos personas que ingirieron 100ml

de metoxietanol; los cuales fueron: acidosis metabdlica, siguiendo al sintoma inicial en
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un intervalo de 8 a 18 horas. El fallo renal moderado y la cristaluria marcada fueron

observados s6lo en un individuo.(Kawamoto y Matsuno, 1990).

El 2 metoxietanol es metabolizado en roedores a etilén glicol por la via de la oxidacion
micrososmal y a 2 acido metoxiacético (2-MAA), via alcohol y aldehido deshidrogenasa
(Fester et. al.,1984) . Basado en evidencias tanto in vivo como in vitro, el 2 metoxietanol
ha sido identificado en todas las especies probadas (Miller et. al.,1983; Brown et. al.,
1984; Ritter et. al. 1985).

El limite de exposicion permisible (PEL) dentro de la exposicion ocupacional,
establecido por la OSHA en 1997, es de 25 ppm de 2 metoxietanol, el tiempo promedio
calculado es de 8 horas (TWA)(NIOSH, 1997). El estandar fue establecido con base en

la toxicidad en sangre, rifidn, higado y SNC.

Groeseneken et.al., (1989) determinaron la retencién pulmonar del 2 metoxietanol y la
excrecion en orina del acido 2-metoxiacético a partir de hombres humanos voluntarios

expuestos a 16 mg/m3 (5 ppm) de 2 metoxietanol.

Las enzimas responsables del metabolismo del 2 metoxietanol son inducidas durante el
quinto dia de exposicion. Kawamoto et.al., (1990) hallaron que el 2 metoxietanol induce
a la actividad de la alcohol deshidrogenasa en el citosol hepatico de las ratas prefiadas
a las cuales se les administré 2 metoxietanol (100 y 200 mg/kg de peso corporal) con
dosis orales por 5y 20 dias. Después del quinto dia de exposicion diaria a 300mg/kg de
2 metoxietanol puede resultar en un higado con apariencia enfermiza a concentraciones
de aproximadamente 200mg/L.

Los humanos no convierten el 2 metoxietanol en &cido 2 metoxiacético asi de
rapidamente en el higado (4.9 L/h/kg en higado de humanos; 31 L/h/kg en higado de

ratas).

Weilsh et. al., (1995) reportaron que las concentraciones en plasma materno de acido 2

metoxiacético menores a 1 mM en ratones prefiados resulta en desarrollo de toxicidad.
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Las mujeres embarazadas expuestas a concentraciones inhaladas de 2 metoxietanol
por 8 horas al dia, durante 5 dias a la semana durante la duracién del embarazo no
alcanzan la concentracion sanguinea de acido 2 metoxiacético que son conocida como
para desarrollar toxicidad en ratones y ratas desde que la exposicion alcanza las

concentraciones de 60 ppm o mas (Gargas y Tyler; 2000).

A corto plazo la exposicion por inhalacion (arriba de 90 dias ) en animales de
experimentacién a altas concentraciones (mayores de 9313 mg de 2 metoxietanol/m3);
se ha observado que producen efectos adversos en los parametros sanguineos, al
sistema nervioso, el timo, el rifidn, el higado y el bazo. A bajos niveles de exposicion los

efectos observados en el sistema hematopoyético y los testiculos.

A concentraciones muy altas de 2 metoxietanol se ha reportado mutagenicidad positiva

in vitro.

La ruta de inhalacién fue investigada por la IPCS y los efectos fueron observados
siguiendo una ruta simple de exposicion (4 horas, 1944mg/m3). Las malformaciones

fueron observadas a 62.5mg/kg por dia y las variaciones esqueletales a 31.25 mg/kg.

El envenenamiento fatal se da como resultado de la ingestion de 400ml de 2
metoxietanol, los hallazgos postmortem revelaron hemorragia gastrica aguda,

degeneracion grasa en el higado y cambios degenerativos en los tibulos renales.

Los efectos hematologicos de los éteres glicolados en humanos han sido
documentados asi como el desarrollo de anemia macrocitica en un trabajador expuesto

al 2 metoxietanol (105 mg/m3 en promedio), aunado a otros solventes.
La toxicidad en la médula désea ha sido reportada en trabajadores expuestos

dérmicamente al 2 metoxietanol y los efectos inmunoldgicos han sido notados siguiendo

una ruta de exposicion prolongada (8 a 35 afios, 6.1 mg/m3 de exposicién).
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La exposicion a los alcoholes da como resultado decremento de la fertilidad e

incremento en la muerte perinatal y alteraciones en el desarrollo.

El metabolismo del metoxietanol resulta de dos formas: una involucra a la alcohol y
aldehido deshidrogenasa, resultando en la produccion del metabolito acido alcoxiacético
correspondiente, la otra forma y mas usual, involucra una reaccién de dealquilaciéon

produciendo alquil aldehido o acido y etilén glicol (Medinsky y Singh, 1990).

Una vez que el metoxietanol es oxidado a acido metoxiacético, algo de este acido es
conjugado en glicina y forma metoxiacetilglicina. La alcohol deshidrogenasa juega un
papel importante en el desarrollo de la toxicidad del metoxietanol, ya que el incremento
en la actividad de la alcohol deshidrogenasa por tratamientos repetidos con
metoxietanol resulta en mayor producciéon de acido metoxiacético (Kawamoto y
Matsuno, 1990).

Los hallazgos de otros estudios también indican que los eventos subsecuentes a la
oxidacion del compuesto origen y la acumulacion de metabolitos por el embridn
contribuyen a la presencia de efectos teratogénicos del metoxietanol. Por ejemplo, al
producirse el acido férmico, el acetato, la glicina y la glucosa, reduce significativamente
la incidencia de malformaciones digitales en ratas cuando resultan de concomitancia

con metoxietanol (Sleet y Greene, 1988).

El etilén glicol monometil éter (EGME) disminuye el numero de leucocitos (linfocitos y
neutroéfilos) con efectos menores marcados en los eritrocitos (Nagano y Nakayama,
1979; Miller y Ayres, 1981; Miller y Ayres 1983; Doe y Samuels, 1983; Grant y
Sulsh,1985).

El EGME reduce en la médula Gsea la produccién de células eritroides y mieloides;

elimina la hemopoyesis extramedularmente normal, dafia las células endoteliales de la

médula de los senos y disminuye la linfocitosis a partir del timo, ganglios linfaticos y
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bazo (Miller y Ayres, 1981; Miller y Ayres 1983; Doe y Samuels, 1983; Oudiz y Zenick ,
1984; Grant y Sulsh,1985;House y Lauer, 1985).

Observaciones hechas al etilén glicol monometil éter (EGME) han mostrado que el dafio
causado a nivel hematopoyético, linfoide y testicular es como resultado de un
mecanismo similar en todos estos tejidos con division rapida (Miller y Ayres, 1981). El
inhibidor 4 metilpirazole o el etanol protegen al feto de los efectos teratégenos. La
competencia de los metabolitos del &cido metoxiacético con los acidos carboxilicos
endogenos puede contribuir al desarrollo de la toxicidad de EGME (Sleet y Greene,
1986; Kalf y Post, 1987).

El etilén glicol y el metil celosolve son extensamente empleados en la industria de
manera tal vez indiscriminada y sobre los cuales no se ha tomado mucho en cuenta sus
efectos embriotoxicos; debido a que continlan siendo ampliamente utilizados en la
industria automotriz, textil, comercial, industrial, alimenticia, quimica, fotogréfica,

farmacéutica, cosmetoldgica entre otras.

Al ser toxicos tanto el formato como el etilén glicol, el proceso se convierte en aditivo;

esto es, también se suma al proceso de conversion a acido metoxiacético.

En este estudio observamos que:

1. Los casos clinicos que presentaron macroglosia reportados por la doctora Saavedra
y cols. fueron de las denominadas macroglosias falsas, ya que en realidad éste
efecto es provocado por la hipoplasia que se presento tanto en el maxilar como en la
mandibula. Esto es debido a que los haces musculares presentan buena
organizacion (fig. 28).

2. Dentro de las alteraciones que nosotros observamos en musculo se encuentran
zonas de hipertrofia, atrofia y disgregacion.

3. Los patrones de desarrollo esqueletal estan alterados por zonas que van desde
mineralizacion anormal, zonas de hipomaduracion (esto se observé principalmente

en la colunma y las costillas); hasta la lisis y la necrosis del cartilago. Cabe
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mencionar que también se presentaron zonas normales a nivel del cartilado, pero
con retrazo en el desarrollo (en las extremidades) y zonas con osificacion en el
hueso, y aunque si hubo calcificacion ésta fue lo suficientemente pobre como para
producir suficiente desarrollo de los huesos y esto da como resultado las
caracteristicas macroscopicas que se observan en los fetos. Con base en lo anterior
pudimos observar lo que en realidad sucedia y lo asentamos, ya que en los estudios
anteriores, no se habian descrito las causas de las alteraciones observadas
macroscopicamente.

4. En el rindbn observamos desde mitosis anormales, pérdida de la meédula,
glomerulonefritis membrano proliferativa tipo |, necrosis tubular aguda e inclusive
agenesia del rifion.

5. En cuanto al higado observamos cariorrexis, picnosis, lisis de los nucleos, hemodlisis,
presencia de hemosiderina, células balonadas, atrofia de los corpusculos de Mallory,
hinchazén celular, congestion pasiva y esteatosis, también observamos
macroscopicamente hepatomegalia.

En el caso de estos dos ultimos érganos es pertinente mencionar que estos hallazgos

no habian sido reportados como tal y que son los que en su conjunto provocan las

alteraciones que conducen al fallo de los mismos.
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Fig. 28 a y b. En las figuras se observa la aparente macroglosia que los fetospresentaron, pero histolégicamente se
comprobo6 que existe una hipoplasia de los huesos faciales.
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VIl. CONCLUSIONES

e Ha sido comprobado que el etilén glicol y el metil celosolve producen

embriotoxicidad, reduccién de peso y tamafio de la cria (a dosis altas).

e El etiléen glicol y el metil celosolve causan dafios en el cartilago, hueso, musculo,
higado y riiébn en diferentes grados y esto depende principalmente de la

idiosincracia del modelo experimental.

e EIl acido metoxiacético, metabolito del metil celosolve es causante del dafio renal y
hepético e influye directamente sobre el hueso ya que segun aumenten el nimero

de exposiciones al metoxietanol aumentara la produccién de acido metoxiacético.

e Se observi dafo hepatico parecido a hepatitis crénica en algunos fetos combinado
con caracteristicas de cirrosis (en dosis medias y altas); las cuales ya se han

reportado antes.

e El etilén glicol y el metil celosolve tienen efectos en el desarrollo del cartilago y/o en
los patrones de osificacion esqueletal por la quelacion del calcio, lo cual produce

hipocalcemia.

e El efecto del etilén glicol es aditivo, mas aun cuando la persona ha sido expuesta o

es expuesta a una dosis constante por tiempo prolongado.

e Debido a sus propiedades (hidrofilicas y lipofilicas) es que el etilén glicol atraviesa la

membrana epitelial logrando asi su absorcion.
e Se observo que los fetos tenian la nariz chata, la distancia entre los ojos estaba

aumentada (hipertelorismo), el tercio facial superior acortado, las cuatro

extremidades también estaban acortadas.
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¢ Debido a las anormalidades observadas se puede asegurar que el etilén glicol y el
metil celosolve cruzan la barrera placentaria provocando alteraciones a nivel de los
distintos tejidos, en este estudio se evaluaron los dafios en cartilago, hueso,
musculo, higado y rifién; en los cuales se encontraron ciertas alteraciones. En
cartilago, hueso y muasculo las alteraciones fueron menores pero en higado y rifion

las alteraciones fueron totales llegando a dafios irreversibles de los tejidos.

e El dafo en la reproduccion es evidente, esto es, ya que se presentd un alto nimero
de reabsorciones por lo que se puede asegurar que a mayor concentracion menor

reproduccion y mayor alteracion en los tejidos.

e La via de administracion intraperitoneal produjo mas alteraciones que la via oral,
posiblemente debido a la rapida difusion del etiléen glicol y el metil celosolve en la

sangre, creando una gran area de superficie de absorcion.

e Ya sea por la via oral o la via intraparenteral tanto el etilén glicol como el metil
celosolve terminan siendo metabolizados en el higado y eliminados por el rifiéon (por
la via oral; estbmago, sangre e higado [en las células de Kupffer]; por la via
intraperitoneal: directamente a la sangre).

e Los hallazgos en el higado (higado graso, a altas concentraciones) son

caracteristicos también en el alcoholismo crénico.

e La alteracion grasa observada en el higado es similar a la observada en la
esteatosis microvesicular (caracterizada por pequefias vacuolas de grasa alrededor
del citoplasma y el nacleo se mantiene en su posicion central).

e Las alteraciones se presentaron desde la concentracién minima y las mismas fueron
aumentando o agravandose en algunos casos segun se incremento la concentracion

de la dosis; esto es:
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e Cartilago y hueso las alteraciones variaron desde minimas hasta la
mineralizacion anormal y la falta de osificacion a todas las concentraciones.

e Musculo las alteraciones fueron minimas.

e Higado presento esteatosis (grupos de dosis baja y media) y después congestion
pasiva cronica.

e En el caso del rifidn se observé glomerulonefritis membrano proliferativa tipo | (a
cualquier concentracién), y necrosis tubular aguda (a dosis altas); y las zonas de

necrosis fueron aumentando segun la concentracion a la cual fueron expuestos.

e Las dosis altas pueden provocar incluso la agenesia del rifidon.

e Las alteraciones en el cartilago y en el hueso fueron minimas, pero lo
suficientemente importantes como para producir alteraciones en la estructura 6sea
de la cara y que estas repercutieran en la musculatura (en este caso la musculatura
facial provocando una falsa macroglosia, ya que realmente la musculatura de la
lengua no estd alterada); corroborando los hallazgos reportados por la Dra.
Saavedra en 1997 y reportando los hallazgos microscOpicos que nosotros

encontramos.
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