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I. RESUMEN

El Alcohol es la droga de la cual se abusa mas comunmente el mundo, se han
reportado los efectos de deterioro que provoca en el organismo, sin embargo
sobre su accién en glandulas salivales poco se sabe; el objetivo de este trabajo es
conocer sus efectos en glandulas salivales submandibulares. Un grupo
experimental de 20 ratonas de 8 semanas de edad, divididas en 4 subgrupos de 5
hembras se alcoholizaron mediante soluciones aciministradas ad libitum 5%, 10%,
15% y 24%. El grupo control de 5 hembras consumio agua de garrafon, durante 27
semanas. Se disecaron las glandulas salivales, se fijaron en formalina y fueron
embebidas en parafina, se cotaron a 5 pm y se tineron con H/E. Resultados
observados: Células serosas con pérdida de limites celulares, vacuolizacion
citoplasmica y estallamiento celular. En las células mucosas pérdida de limites
celulares, granulacién citoplasmica con degeneracion vacuolar e incremento del
tamafno celular. Estos resultados sugieren que bajo nuestras condiciones
experimentales, el alcohol provoca intensa degeneracion del parénquima glandular
salival. Observamos incremento en la inmunoexpresion del HER-1 y HER-2,
‘relacionado al incremento de las concentraciones de alcohol y a la magnitud de los
hallazgos histolégicos. El incremento con HER-2 en el subgrupo alcoholizado al 15
y 24% fue marcado, mientras que con HER-1 hubo incremento ligero desde la
concentracion mas baja. El alcoholismo pue;:le producir aumento en sintesis de
HER-1 y HER-2 o que el mecanismo que los endocita y recicla se altere,
permitiendo mayor permanencia o numero de ellos en la superficie celular,

reflejandose en un incremento de la inmunoexpresion.
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1. INTRODUCCION

En las sociedades actuales, las drogas y los medios de comunicacién cumplen
con el objetivo de fugar al individuo de la realidad, por lo tanto pueden influir en el
abuso de sustancias adictivas, ya que son parte sustancial del modo de
produccidon capitalista, cuya finalidad es el consumo masivo y creciente de
productos no relacionados a las necesidades basicas de los individuos.

El alcoholismo es un problema de salud publica extendido a nivel mundial que
capta rapidamente la atencion de la poblacion joven, debido a su gran
popularidad, facilidad de acceso y aceptabilidad social. Su abuso provoca una
serie de problemas fisicos, sociales y psicolégicos, tanto al individuo como a la
sociedad en la que se desenvuelve.

Para estudiar las alteraciones sistémicas que por habito éste provoca, se han
desarrollado numerosos estudios que tratan de comprender sus efectos. A nivel de
cavidad bucal se han reportado cambios fisiopatologicos, lo que sugiere que al ser
ésta el primer sitio de contacto con el alcohol debe ejercer muiltiples efectos sobre
sus tejidos. En este trabajo se analizd el efecto que causa el alcoholismo a nivel
del parénquima de glandulas submandibulares de ratonas alcoholizadas, asi como
la existencia de alteraciones en la inmunoexpresion de los receptores del Factor

de Crecimiento Epidérmico tipos 1 y 2 en estas glandulas.



2. ANTECEDENTES
2.1 ESTRUCTURA GLANDULAR SALIVAL DE RATON

Las glandulas salivales son invaginaciones del epitelio bucal hacia la lamina propia
submucosa. Segun el tamario, la localizacion y la proximidad con la cavidad bucal,
las glandulas salivales se clasifican como principales o menores. Las glandulas
salivales principales en ratdon (parétida, submandibular, sublingual) son grandes,
se situan a cierta distancia de su sitio de drenaje, por lo que sus conductos
excretores son largos. '

Las glandulas salivales principales se clasifican en: compuestas y
tubuloalveolares; presentan estructuras unicas que son alveolos, conductos
intercalados y conductos estriados. Estos ultimos también se llaman tdbulos
secretores y son intralobulillares.

La via de secrecion de las glandulas salivales va del alveolo al conducto
intercalado, al conducto intralobulillar; de aqui al conducto lobulillar, al conducto

intralobular, al conducto lobular y por ultimo al conducto excretor. ' Ver fig. 1.
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Los conductos intercalados son pequerfios tubulos revestidos por epitelio cubico
bajo. Son conductos no secretores que conectan el alveolo con los conductos
estriados; éstos se hallan revestidos por epitelio cilindrico y reciben su nombre de
las estriaciones infranucleares que son resultado de acumulaciones de
mitocondrias y pliegues internos del plasma basal de las células de
revestimiento.'

El epitelio cilindrico biestratificado o cubico biestratificado puede observarse en
puntos de transicion entre conductos intralobulillares y lobulares.

El epitelio escamoso estratificado puede observarse en puntos de transicion entre
conductos intralobulillares e iﬁtralobulares.

El epitelio escamoso estratificado es caracteristico de los conductos excretores y
se contintia con la cavidad bucal.

El epitelio de la glandula salival se separa del tejido conjuntivo circundante por

medio de una membrana basal.’
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Las glandulas salivales mayores son:

Parétidas: Se extienden ventrodorsalmente por detras de la oreja hacia la
clavicula del raton. Por lo general son serosas en animales domésticos, seres
humanos y roedores, se observan pocas células mucosas o adendmeros en
carnivoros." ?

Submaxilares o submandibulares: Se encuentran en la porcién ventral,
entre las mandibulas y la unién toracica en equinos, algunos roedores; seres
humanos y rumiantes;?>® tienen dos tipos de granulos secretores: serosos y
mucosos, unos de las células serosas y los otros de las células mucosas, por lo
cual se denominan glandulas mixtas. (Ver fig.2.) Muestran dimorfismo sexual de
los conductos, ya que su diametro es mayor en machos. ®
Su epitelio deriva de una pequefia region del epitelio bucal que comienza a
invaginarse en le mesénquima mandibular alrededor del dia 11 embrional.

Sublinguales: Son las mas pequefas y de tipo predominantemente

mucoso en rumiantes, porcinos y roedores, y mixtas en carnivoros pequefos. 2

Fig. 3  B. Glandula salival sublingual. C. Gléndula salival submandibular.
D. Gldndula salival paréiida.
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2.2 ALCOHOL
Los alcoholes pertenecen a los hidrocarburos alifaticos; se producen por la
sustitucién de un hidrogeno de su férmula por un grupo hidroxilo (OH). El alcohol
etilico es un liquido incoloro, volatil e inflamable producto de la fermentacion de
almidones y aztcares. Es un supresor del sistema nervioso central y toxico en
grandes cantidades; a dosis bajas es un ansiolitico, pero a ailtas dosis produce
problemas individuales y sociales puesto que se asocia a accidentes y hechos

violentos. 4

Fig. 4 Estructura molecular del alcohol etilico (compuesto por carbono, hidrégeno y oxigeno).

H H
.

H -——(.|?~— |C —O—H C;H;0H
H H

El alcohol etilico se obtiene por fermentacion de los hidratos de carbono a través
de levaduras, o de manera industrial por destilacion a partir de la melaza (solucién
impura del azucar). A través del primer método, la maxima concentracion de
alcohol que se obtiene es del 16% v/v , ya que a una concentracion mayor las
levaduras se inhiben, mientras que con el segundo método se pueden obtener
concentraciones de hasta un 50%.5
E! contenido de alcohol de las bebidas elaboradas se mide en términos de
porcentaje de alcohol (peso/ volumen), mientras que el de las bebidas destiladas
se mide en grados Gay Lussac. ® El porcentaje de concentracion de alcohol de una
bebida también puede ser medida en grados o Proff. Estos tltimos representan el

doble de los primeros, ejemplo: 40° GL = 80° Proff. 7
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2.2.1 FARMACOLOGIA Y METABOLISMO

Es una sustancia de bajo peso molecular y sin carga, razones por las
cuales atraviesa facilmente las membranas. Su absorcion comienza a nivel de la
boca, es6fago y estbmago, aunque principalmente se da en el intestino (duodeno
y yeyuno) donde se encuentra la mayor superficie de contacto. La absorcion
depende de una cinética de primer orden donde a mayor cantidad de consumo,
mayor absorcion. ® Penetra en la circulacion portal, se distribuye en la sangre
arterial, no se fija a proteinas plasmaticas y se distribuye rapidamente a través de
membranas capilares® por difusién hacia los tejidos del cuerpo, en proporcién casi
igual a su contenido acuoso y a la solubilidad del alcohol en agua. Del total de
etanol ingerido, la gran mayoria se diluye en los liquidos del cuerpo en relacién al
peso en agua del sujeto. Por ejemplo: 29.5 ml de Whisky de 40% contiene 11.8 mi
de etanol, en un sujeto de 75 kg produce una concentracion alcohdélica en sangre
de alrededor del 0.02%. La cantidad de alcohol presente en sangre se expresa en
gramos por litro (g/L) y alcanza su punto maximo entre los 30 y 45 minutos
después de su ingesta. ? El alcohol atraviesa facilmente la barrera placentaria y la
hemato-encefalica. ®
La enzima encargada de la principal via de biotransformacion del alcohol es la
deshidrogenasa alcohélica que es de tipo citosodlica, trabaja con un cofactor NAD
(nicotin-adenin- dinucledétido) y lo convierte a NADH (nicotin-adenin-dinucleétido
reducido); sin embargo, con una ingesta alta o cronica de alcohol este sistema se
ve saturado rapidamente, por lo que el organismo debe recurrir a una segunda via
de menor importancia, que es a través del sistema microsomal (MEOS), el cual

necesita NADPH (nicotin- adenin- inucleétido fosfato reducido) que se transforma



a NADP (nicotinaminadenindinucledétido fosfatado) con consumo de oxigeno.
Finalmente en caso de ingesta extremadamente alta es activado un tercer
sistema: el de la catalasa.

A través de estas tres vias se obtiene un solo producto, el primer metabolito del
alcohol que es el acetaldehido, el cual se oxida por medio de la enzima aldehido
deshidrogenasa resultando como metabolito de éste, el acetato, que sale a la
circulacion y se transforma en los tejidos periféricos a CO; y H20. Sin embargo
cuando se ingiere alcohol, practicamente no se encuentra acetaldehido en la
sangre debido a la eficiencia de la enzima aldehido deshidrogenasa. % °

La oxidacion es uno de los procesos del metabolismo que se lleva a cabo en el
higado, donde el alcohol es eliminado de la sangre a una velocidad de 100 mg por
kilogramo de peso corporal por hora, lo cual evita que éste se acumule y destruya
células y érganos.? Ejemplo: un hombre sano de 70 kg puede consumir hasta 7g
de alcohol por hora.

Dichos valores difieren en los animales con respecto al hombre ya que tanto la
rata como el ratén son capaces de metabolizar el alcohol en un rango de 300 a
550 mg /kg /hr respectivamente. '°

El alcohol se elimina en razén de 0.12g/kg por hora,'! tras una biotransformacion
en el higado del 90% vy el resto a nivel de los tejidos que tienen mayor cantidad
de agua como el corazoén, cerebro y pulmoén. El resto del alcohol no metabolizado
en el higado se excreta como tal en orina y en el aire exhalado, heces, leche y una

porciéon minima se encuentra en sudor, lagrimas y saliva. %83



Metabolismo del alcohol en el higado

1. El alcohol etilico se convierte en acetaldehido por medio de la enzima
Deshidrogenasa Alcohdlica.

ADH
ETANOL + NAD -----emceeemm ->ACETALDEHIDO + NADH

2. El Acetaldehido se transforma en acetato por efecto de la Deshidrogenasa

Aldehidica.

ACETALDEHIDO + NAD «-coceme—- > ACETATO ACTIVO + NADH

3. El acetato por la accién de la enzima Acetil Colina A sintetasa, se convierte en
Acetil Coenzima A.

Acetil CoA sintetaza
ACETATO ACIVO + CoA >ACETIL-CoA

4. Por oxidacion esta se transforma en didxido de carbono y agua.

Ciclo de los acidos tricarboxilicos

ACETIL- CoA 2>COz;+H

TESIS GON
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Dentro de los factores que influyen sobre la absorcion y el metabolismo del
alcohol se encuentran la comida y el género. La primera, debido a que el
proceso de absorciéon del alcohol se ve influenciado por factores como la
presencia de comida y el tipo de ésta dentro de las vias gastrointestinales. La
velocidad a la cual se absorbe el alcohol depende de lo rapido que el estbmago
vacia su contenido al intestino. La solubilidad del alcohol en el agua es 30
veces mayor que en las grasas por lo cual cuanto mas alto sea el contenido de
grasas, mas tarda el estobmago en vaciarse y mas largo es el proceso de
absorcion. ® Con respecto al género. Las mujeres absorben y metabolizan el
alcohol de manera diferente que los hombres. Dicha diferencia entre las
concentraciones de alcohol en la sangre, se atribuye a la menor cantidad de
agua del cuerpo femenino. Otro factor que contribuye a la diferencia de la
concentracion, puede ser que las mujeres tienen una actividad mas baja de la
enzima ADH en el estdmago, lo cual hace que la sangre alcance una
proporcién mas elevada del alcohol ingerido. La combinacion de estos factores
puede hacer a las mujeres mas vulnerables que los hombres a los dafos de
higado y corazon. 8y son mas susceptibles a las enfermedades del higado, del

cerebro y del corazén.

El alcohol se considera un micronutriente, ya que suministra energia (medida en
calorias) aportando 7.1 Kca!l por gramo; generalmente aporta pocas o nulas
vitaminas, proteinas, minerales y otros nutrientes. Por ejemplo, 12 onzas de una

bebida de 86° G.L contiene aproximadamente 1200 calorias. 8 *2



El efecto dual del alcoholismo sobre los estados nutricionales hace referencia a
que el alcohdlico que toma 1200 o mas calorias diarias de etanol, las cuales
representan aproximadamente la mitad de la ingesta diaria recomendada de
energia alimenticia, tiene proporcionalmente menos oportunidad de consumir los
nutrientes adicionales que necesita para una dieta balanceada, por lo cual se
genera una malnutricién secundaria por la afectacidn de la absorciédn de
nutrientes. Ademas, a medida que progresa el alcoholismo las funciones
digestivas y hepaticas se alteran y pueden dar como resultado deficiencias
especificas de tiamina y folato.' 13

El grado alcohdlico es el contenido de alcohol en licores destilados y dicho
contenido en porcentaje, se obtiene dividiendo entre 2 el grado de alcohol.

Por ejemplo 100 grados de alcohol = 50% de alcohol

En tanto, el contenido de alcohol en el vino se indica en porcentajes.

En promedio, los vinos blancos contienen 12% de alcohol y los vinos tintos 14%.

Una cerveza contiene entre 3 y 8%, mientras que los licores dulces contiene entre

40 y 50% de alcoho!, por lo que aportan mayores calorias. ®

10



2.2.2 MECANISMO DE ACCION

El transporte del alcohol a través de las membranas se favorece debido a
que la molécula del alcohol es relativamente pequefia y no posee carga, ademas
de ser soluble en agua y parcialmente soluble en gases. ®
La rapidez con la que el alcohol atraviesa la membrana depende de su gradiente
de concentracion a ambos lados de la misma. El unico mecanismo que interviene
es la difusion a favor del gradiente de concentracion. ®
Muchos de los efectos del etanol estan mediados por diversos receptores que se
ven afectados en su funcidon a bajas concentraciones, como la de algunos canales,
receptores y enzimas de membrana, pero dichos efectos no dependen de la unién
a receptores especificos.
El etanol altera la fluidez de los iones hacia las membranas neuronales, lo que
produce intoxicacion y dafio celular que esta relacionado con la modificacién en la
sensibilidad y tolerancia neuronal ante la actividad eléctrica.*
El equilibrio entre el interior y el exterior celular se alcanza por difusion simple, por
cllo su accién<es rapida y de corta duracién. La ingestion moderada de alcoho!
conlleva a la desapéricién del etanol en sangre normalmente en una hora.
La edad‘ dé Ibs humanos y animales esta generalmente relacionada con la

capacidad para responder al etanol in vivo.
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2.2.5 TOXICIDAD Y CONSECUENCIAS METABOLICAS DEL

CONSUMO DE ALCOHOL

El alcohol es una sustancia depresiva que disminuye el funcionamiento del
Sistema Nervioso Central (SNC), comenzando a afectar al cuerpo rapidamente.
Los centros superiores son los que se deprimen primero (el habla, el pensamiento,
la cognicion y el juicio) y posteriormente los centros inferiores, incluyendo la
respiracion y los reflejos espinales, pudiendo llegar con una intoxicacion severa,
hasta un estado de coma y muerte. 8
El alcoholismo reduce la esperanza de vida entre 10 y 12 afios. '°
La adiccion al alcohol se caracteriza por una alta tolerancia a su consumo sin
manifestar alteraciones del comportamiento.15 Por ejemplo, en un hombre de 180
libras, el consumo de 150mg/dl de alcohol en sangre sin signos clinicos de
intoxicacion, y sin sintomas que limiten su ingesta, como el delirio, convulsiones,
temperatura elevada, indica adiccion.* "'
El consumo de alcohol ocasiona que aumente el volumen del hepatocito por
acumulacién de grasa, colagena y otras proteinas, aminoacidos, agua y

electrolitos, sin que aumente paralelamente el nimero de células. 2 1°

Aumenta el metabolismo basal y la produccion de calor en el organismo. %17

Produce alteraciones en el sistema inmune que se manifiestan por susceptibilidad
aumentada a las infecciones, como consecuencia de la influencia directa del
alcohol sobre las células del sistema inmunolégico, deficiencias nutricionales

secundarias y al estrés oxidativo o la disfuncién de neutréfilos. 18 ¢
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Las alteraciones metabdlicas en el alcoholismo se traducen en aumento en el
riesgo de carcinogénesis, 20.78 incidencia de bajo peso al nacer y complicaciones
postoperatorias. 222

El dafo hepatico provocado por el alcoholismo se acomparna frecuentemente por
una nefropatia secundaria parecida a la producida por la inmunoglobulina A. Las
miopatias de los musculos esqueléticos y las neuropatias periféricas son las
secuelas mas frecuentes del alcoholismo, incluso que la cirrosis o las
cardiomiopatias. '® La neuropatia periférica que se presenta en los alcohélicos se
atribuye a distintos grados de malnutricién y deficiencias vitaminicas,

especialmente de tiamina. '* %2

Debido a que la cavidad bucal es la primera porcion del organismo que entra en
contacto con el etanol y a que éste se absorbe a través del epitelio bucal, las
consecuencias del abuso en el consumo de etanol son variadas y pueden ir desde
una disminucién en la secrecion salival, acompanada de inflamacion de la mucosa
bucal y alta susceptibilidad por presentar enfermedades periodontales e
infecciones fungicas, hasta una alta incidencia en la manifestacion de alteraciones
leucoplasicas asociadas o no a displasias y en algunos casos con desarrolio de

carcinomas bucales, faringeos, laringeos, esofagicos o estomacales. 2°
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2.2.7 METODOS PARA EL ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE

ALCOHOL EN EL ORGANISMO

El diagnoéstico de consumo de alcohol se basa particularmente en la
determinacion del etanol y sus metabolitos en distintos liquidos corporales asi
como en la evaluacion del dafo originado por el producto sobre higado y
pancreas. Actualmente, los métodos que se utilizan para determinar la
concentracion de etanol en los liquidos corporales son la cromatografia de gases y
los métodos enzimaticos; 2 el primero de ellos es el procedimiento estandar. Estas
técnicas son muy sensibles y permiten detectar niveles tan bajos como de 10 7 M
y 10 “® M. Ademas, la cromatografia puede diferenciar el etanol de otras
sustancias, como otros alcoholes, cetonas e hidrocarbonos. Asimismo, la
cromatografia de gases parece el método mas adecuado desde el punto de vista
legal. La concentracion de alcohol en sangre (y otros tejidos), esta regulada
constantemente por mecanismos de absorcion y eliminacion. Siempre que la
velocidad de absorcidon sanguinea supere la velocidad de eliminacién, aumentara
la concentracién plasmatica. ?®La concentracion de etanol en sangre es
ligeramente menor a la concentracién plasmatica, y ésta es menor que la urinaria.®
La cuantificacion de etanol en saliva con tiras especiales tiene la ventaja de la
facilidad de obtencion de la muestra, fundamentalmente cuando el enfermo esta
inconsciente. Se ha visto que las concentraciones de etanol en el flujo salival son

23

mayores que los niveles en sangre, a pesar de que el flujo de saliva se

encuentra disminuido en la mayoria de los alcohdlicos. 26
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CALCULOS DE ALCOHOL EN SANGRE.

La densidad del etanol es de 0.789g/ml.
En promedio, su volumen de distribucion es de 0.54 L/kg de peso corporal.

Se elimina en razén de 0.12g/kg/h.

El calculo aproximado de los niveles de alcohol en sangre necesita que el
promedio de alcohol consumido se exprese en mililitros, multiplicado por el
porcentaje de intensidad y por la densidad del etanol, y asi determinar los gramos

de alcohol consumidos.

Por ejemplo: si se consume una botella de 40 oz. de licor de malta, la cantidad de
etanol se calcula como 400z x 29.5 ml/oz x 5.5% X 0.789g/ml = 51.2 g de etanol

puro.

El resultado representa el porcentaje de alcohol distribuido en el cuerpo. Este
namero se divide entre el volumen de distribucién (0.541/kg ) resultando en g de
alcohol /L. %

El volumen de distribuciéon puede aumentarse ligeramente en hombres comparado
a mujeres y puede aumentar en personas delgadas y viceversa en sujetos
obesos.

La eliminacion puede verse incrementada alrededor de un 20% en personas
bebedoras experimentadas como consecuencia de la inducciéon de las enzimas

hepaticas metabolizadoras de alcohol. 27
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2.3 FACTORES DE CRECIMIENTO

Los Factores de Crecimiento representan un grupo de polipéptidos que
tienen la propiedad comun de inducir la multiplicacion celular in vivo e in vitro 28,
ademas de regular el crecimiento y diferenciacion celular 2* Son una clase de
mediadores bioldgicos naturales que regulan la proliferaciéon, diferenciacion,
motilidad y sintesis de matriz practicamente en todos los tipos celulares.®® Pueden
agruparse en familias de moléculas con estructuras y secuencias relacionadas.
Todos los factores de crecimiento expresan sus efectos bioldégicos en la
multiplicacidn celular a bajas concentraciones. Se sintetizan en muchoé tipos
celulares y tejidos en el organismo, y actian localmente en el tejido en que son
sintetizados. La diversidad de factores de crecimiento refleja el hecho de que ellos
presentan especificidad en sus acciones hacia determinados tipos celulares.

Los factores de crecimiento tienen el potencial para inducir transformacion celular
si actian en el tiempo o lugar equivocado, ademas por la variedad de receptores
que algunas células poseen para diferentes factores de crecimiento, la exposicion
a mas de uno de éstos puede provocar su interaccidn y respuestas ceilulares

impredecibles. 3
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2.3.1 RECEPTORES DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

El factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) fue el primero en obtenerse en forma

pura y lo describié Cohen en 1962 a partir de glandulas salivales de ratén.

28,32

Los receptores del Factor de Crecimiento Epidérmico se agrupan en una familia

del mismo nombre, llamada asi debido a que poseen homologia estructural. >3

La familia de nombre HER consta de cuatro receptores celulares de superficie:

HER-1 o erbB1,

HER-2, erbB2 o Neu,

HER-3 q erbB3y FALLA DF ORIGEN

TESIS CON

HER-4 o erbB4. 34.35.36

Todos ellos presentan arquitectura molecular comin, que consiste en:

1.

34, 35,36

Un dominio extracelular glicosilado resguardado por dos regiones ricas en
cisterna.

Un dominio transmembranal.

Una regiodn intracelular que contiene el dominio catalitico de tirosina cinasa,
la cual se activa y fosforila los residuos de tirosina de las proteinas
generando una respuesta celular.

Fig. 5 estructura de los receptores del factor de crecimiento epidérmico.*’
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En células normales, la actividad de los receptores se encuentra estrictamente
controlada, especialmente la del receptor HER-2. 34 { os receptores del EGF
existen como monémeros, pero con fa accion de un ligando pueden formar
dimeros, los cuales pueden ser homodimeros con el mismo tipo de receptor o
heterodimeros formados por diferentes tipos de receptores. La formacién de
dimeros esta guiada por una alta estabilidad del complejo formado entre el ligando

y los dos receptores, en comparacion a la que presenta el receptor monomeérico.

Homodimers
raprd ligand dissociation,
short and weak signaling

. e . 3
Fig. 6 Formacion de dimeros. ™’

El EGF una vez ligado a los receptores de membrana es capaz de estimular
mitogénicamente diversos tejidos adultos regular la funcidon gastrica y el
metabolismo y sobre tejidos en desarrollo estimular la queratinizacion del
ectodermo. A nivel craneofacial acelera la erupcidén de los incisivos, la apertura
prematura de parpados, ademas de regular la proliferacion celular y maduracion
del epitelio palatal estimulando tanto su crecimiento como su fusion. >

Muchas moléculas proteicas de sefalizacién, entre ellas receptores de los
Factores de Crecimiento una vez que llevaron a cabo su funcidn de sefializacion
penetran en las células diana por medio de una endocitosis, para luego ser

degradados por los lisosomas. ¥

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN | I8




2.3.2 RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO TIPO 1

El HER-1 es una fosfoproteina que contiene de 2.5 a 3.5 mol de fosfato por
mol de receptor in vivo. 3
El receptor HER-1 tiene influencia en el desarrollo del higado, dientes, paladar,
tracto digestivo y glandulas salivales 2. Lo activan seis ligandos, siendo los
principales el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y el Factor de Crecimiento
Transformante alfa (TGF-a)*®
El HER-1 es activado por la induccién de dimerizacion del receptor, provocando
una fosforilaciéon cruzada entre las dos moléculas del receptor. 8 4
La sobrexpresion del receptor del HER-1 puede ser consecuencia de un
incremento en la transcripcion, incremento en fa amplificacion del gen o
probablemente de ambos. La amplificacién de genes en células normales es un
evento sumamente raro, mientras que en células cancerigenas esto ocurre muy
comunmente, como en el cancer de mama y el de ovario ®
En Glandulas salivales el HER-1 se expresa en células epiteliales y conductos de
las glandulas en desarrollo. En ratones adultos el HER-1 ha sido reportado sobre
células epiteliales. 3° Existe una relacion cuantitativa entre el nimero de HER-1
expresado en la superficie celular y la respuesta proliferativa de las células
tumorales .*® Ya que la presencia de HER-1 en las superficies celulares sugiere
que los Factores de Crecimiento estan siendo sintetizados por las células y
pueden generar una estimulacién autdcrina o paracrina. 38 De hecho se sabe que

la sobreexpersion de el EGF se encuentra ligada a la del HER-1.%°
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2.3.3 RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO TIPO 2

La proteina receptora del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER-2),
es una glicoproteina de la superficie celular de 185KD formada con estructura de
receptor del Factor de Crecimiento Epidermal. *? Esta codificada por el gen neu,
este proto-oncogen esta mapeado en el cromosoma 17q21 y presenta homologia
del 82% con su receptor.*! Este gen fue originalmente identificado en tumores
neuroectodérmicos de rata y posteriormente se ubicé su similar en humano. 3¢ El
HER-2 es un co-receptor de muchos ligandos, por lo cual se dice que es capaz de
participar en la transduccién de sefiales en ausencia de un ligando especifico. Lo
activan ligandos similares ai EGF dando como resultado la formacion de
heterodimeros.3® Sin embargo, ningln ligando puede promover la formacién de un
homodimero de HER-2.
La amplificacion del gen HER-2 y/o, la sobrexpresion del receptor se detecta en

cancer de mama, ovario, estémago y glandulas salivales humanas, 3%

y se
relaciona con un pronédstico pobre, ya que esta asociado con la agresividad del
tumor y su actividad metastasica.** 3¢ Una amplia variedad de tumores humanos
derivados de la linea epitelial han mostrado tener amplificacion o sobreexpresion
de su gen.(Semba et-al 1985).4"

La amplificacion del gen HER-2 se puede deber a un aumento en {a transcripcion

34.4110 cual da como consecuencia un

del gen que codifica la proteina,
incremento de los niveles de RNAmM HER-2 y por lo tanto se incrementa la sintesis
de la proteina HER-2. Esta proteina es entonces sobrexpresada en la superficie

celular y esa sobreexpresion conduce probablemente a la formacion de dimeros.
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Generando un incremento en el crecimiento celular sin regulacion y su
transformacién oncogénica.

La familia de receptores tirosina cinasa incluyendo HER-1, HER-2 y HER-3 han
sido reconocidos con importancia particular en muchos procesos malignos
humanos. Shinanis et-al 1995, reporto un patron de sobrexpresion del HER-2 y
HER-3 en relacién a la diferenciacion e invasidon de carcinoma adenoideo quistico
en humanos, mientras que HER-1 no se detect6. *°

Hellquist et-al reporté 9 casos de carcinoma de conductos salivales y en todos
ellos encontré un patrén constante de sobreexpresion del HER-2 y acentuada

tincion de la membrana ademas de actividad proliferativa alta.*®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo continuo de alcohol provoca deterioro en el organismo, que va
desde hipertension, problemas hepaticos o pancreaticos, gota, malestar
estomacal, problemas emocionales, estrés, ansiedad o depresion en casos de
abuso.*” De acuerdo a los datos del Instituto Mexicano de Psiquiatria, doce
millones de mexicanos presentan patrones de abuso de alcc‘.hol.‘ua La SSA reportd
en 1992 que los accidentes ocuparon el tercer lugar entre las causas de muerte a
nivel nacional. La cirrosis hepatica y otras enfermedades hepaticas ocuparon el
séptimo lugar (frecuentemente asociadas al consumo de alcohol).*®
Existen factores que se consideran prorﬁotores de los procesos cancerigenos
cuando son combinados por el individuo como son la desnutricién, el tabaquismo y
el alcoholismo, los dos ultimos es frecuente observarlos juntos e ingresan en el
organismo a través de la cavidad bucal y la desnutricidon se asocia al alcoholismo
por lo cual todos se encuentran en estrecha relacion. Razén por la cual las
lesiones premalignas y malignas en boca se ven incrementadas en la poblacion.
Ademas las causas de muerte asociadas al alcohol representan 4 de las 20 mas
frecuentes a nivel nacional y tres de ellas se ubican entre las 10 primeras.*® Existe
informacion proporcionada por diversos autores quienes observaron que una
ingesta alcoholica constante provoca alteraciones a nivel de glandula salival, en la
cantidad y calidad del flujo salival, lo cual a su vez repercute en una lubricacion
inadecuada, mientras que las prostaglandinas aumentan la produccion mucosa y
se traduce en inflamacién de la mucosa bucal, lo que puede propiciar 1a aparicion

de lesiones que van desde ulceraciones hasta la aparicién de lesiones malignas.as'

42

22



4. JUSTIFICACION

El alcoholismo no ha sido considerado una causa de cancer, sin embargo se
ha relacionado como factor promotor cuando esta asociado a otros agentes como
tabaquismo o desnutricion. 36 Tales factores de riesgo y los atributos inherentes de
cada persona, le confieren un grado variable de susceptibilidad cominmente
asociados al consumo de alcohol. Whorman “? comprob6 que por lo general los
bebedores son fumadores y ambos factores coinciden en la boca, razén por la
cual aparecen con mayor frecuencia alteraciones premalignas y malignas con una
incidencia tres veces mayor.
La cavidad bucal es la primera parte del organismo que entra en contacto con el
alcoho! cuando éste es ingerido y a pesar de que es poco el tiempo que éste
permanece en la boca, su absorcidon comienza a nivel del epitelio de la mucosa.
Las Glandulas Salivales son estructuras de origen epitelial, por lo cual podriamos
suponer que dichas estructuras pudieran presentar alteraciones histomorfolégicas
relacionadas al etanol. Sin embargo no se ha reportado ampliamente el efecto del
alcohol directamente sobre las estructuras glandulares salivales y su relacidon con
la inmunoexpresién de los factores de crecimiento epidérmicos tipo 1y 2.
Existen investigaciones en el ambito de la inmunohistoquimica que han tratado de
aclarar la funcién de los factores de crecimiento como inductores de la
reproduccién celular en los procesos cancerigenos. 2' 2% 2% Egpecificamente las
glandulas salivales se han considerado un reservorio de muchos factores de
crecimiento en raton y recientemente se han detectado algunos de ellos en
glandulas salivales humanas, como es el caso de EGF y el FGF. %° Los receptores

de los Factores de Crecimiento pueden ser identificados en las membranas de las
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estructuras epiteliales como las glandulas salivales. Se ha encontrado una
sobreexpresion de los receptores tipo 1 y2 del Factor de Crecimiento Epidérmico
en ratén y en biopsias humanas con relacion a procesos tumorales y cancerigenos

en diversos tejidos y algunos en glandulas salivales. 3’
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4. HIPOTESIS
La ingesta créonica de alcohol produce alteraciones histomorfolégicas en el

parénquima de la glandula salival submandibular de ratones.

La ingesta cronica de Alcohol produce cambios en la expresion del receptor del
Factor de Crecimiento Epidrérmico tipo 1 (HER-1) y en el receptor del Factor de
Crecimiento Epidrérmico tipo 2 (HER-2) en glandulas salivales submandibulares

de ratones.

6. OBIJETIVOS

6.1 GENERAL

Observar los cambios histomorfoldégicos en el parénquima de las glandulas
salivales submandibulares de ratones que fueron alcoholizados crénicamente.

Determinar la inmunoexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
tipo 1 (HER-1) y tipo 2 (HER-2) en glandulas salivales submandibulares obtenidas

de ratones alcoholizados crénicamente.

6.2 ESPECIFICO
Correlacionar los cambios histomorfolégicos e inmunohistoquimicos en la
expresion de los Receptores del Factor de Crecimiento Epidérmico tipo | y Il con

respecto al porcentaje de etanol en ratones alcoholizados cronicamente.
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7. METODOLOGIA

7.1 MATERIAL Y METODOS.

En el presente estudio se utilizaron 25 ratonas hembras adultas de 8
semanas de edad, de la cepa Balb/C que se dividieron en 4 subgrupos
experimentales (n=20) y un grupo control (n=5).

Al grupo control se le administré ad libitum agua de garraféon durante el
tiempo del estudio. A los subgrupos experimentales inicialmente se les
suministraron concentraciones de alcohol al 2% y se fue incrementando la
concentracion cada 2 dias hasta alcanzar la concentracién destinada para cada
subgrupo experimental, siendo las concentraciones finales las siguientes:

Subgrupo 1: Ingesta diaria de alcohol ad libitum al 5% ( 5 ratones)

Subgrupo 2: Ingesta diaria de alcohol ad libitum al 10% ( 5 ratones)

Subgrupo 3: Ingesta diaria de alcohol ad libitum al 15% ( 5 ratones)

Subgrupo 4: Ingesta diaria de alcohol ad libitum al 24% ( 5 ratones)

Ambos grupos se mantuvieron en el Bioterio de la Division de Estudios de

Posgrado e Investigacidon de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, en cajas de poliestileno para ratdon y en grupos de
5 ratones por caja, bajo un ciclo de 12 horas de luz y oscuridad, a temperatura

ambiente y se alimentaron con alimento comercial duro ad libitum.

Diariamente se midié el consumo de liquido en ambos grupos y se calculd el

consumo promedio individual por ratén por dia.
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Al término de la semana 27 se sacrificaron los ratones, obteniéndose tanto las
muestras de sangre como las glandulas salivales submandibulares de la siguiente

forma:
OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS:

1. Sedacidén del raton por medio de éter inhalado.

2. Puncidn cardiaca para la obtencidon de muestras de sangre.
3. Vaciado de la muestra en el ependorf y sellado con Parafilm.
4. Centrifugado durante dos ciclos a 3000 rpm por 10 min.

5. Obtencion del plasma

6. Congelacion de la muestra

TECNICA DE ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES.

Las fﬁﬁes‘tfé‘s séricas obtenidas y congeladas se trasladaron al Instituto de
Quirﬁlicé\,de’ia UNAM para determinar la concentracion de alcohol etilico, por
m‘edic;_tc;é\QnCromatégrafo de Gases Marca ALIGENT 6890 (CH-LCR-IQUI).

La dé{érrﬁihacién por cromatografia la realizé la Mtra Carmen Marquez en el

Laboré‘tr'io de Cromatografia del mismo Instituto.
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TECNICA DE OBTENCION DE GLANDULAS SALIVALES:

1. Sedacioén del ratdon con éter y dislocacién cervical.

2. Colocacién del ratéon en posicion supina, con las extremidades, cabeza y
cola sujetas.

3. Corte longitudinal en la porcién ventral entre las mandibulas del ratén y la
porcidn toraxica para la diseccion y obtencion de ambas glandulas salivales
submandibulares,

4. Pesaje y colocacién en frascos con solucion formalina al 10% y etiquetados.

5. Procesado de los especimenes en forma rutinaria utilizandé un Histoquinet.

6. Corte de las muestras embebidas en parafina a 5 micra.

7. Tedido de las laminillas de acuerdo al manual de las Fuerzas Armadas. 47
Se emplearon 3 laminillas de cada espécimen con diferentes tinciones,

como sigue:

* Primer laminilla: Tincion de Hematoxilina y Eosina

= Segunda laminilla: Procesado inmunohistoquimico con el anticuerpo
policlonal EGF-R.*

* Tercer laminilla: Proceso de inmunohistoquimica con el anticuerpo
monoclonal NEU.*

8.  Observacion y analisis de laminillas al microscopio de luz marca Olympus

CX31, observando en aumentos de 40y 100X.

*Ambos procedimientos se realizaron siguiendo la técnica descrita a continuacion:
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TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA:

1.

8.

9.

Desparafinado y rehidratacion de los cortes del tejido.
< Xilol por 10 minutos.
< Xilol por 10 minutos.
s+ Xilol/Alcohol (100% o 96%) por 10 minutos (1:1)
< Alcohol 100% por 3 minutos.
< Alcohol 100% por 3 minutos
< Alcohol 96% por 3 minutos
¢ Alcohol 96% por 3 minutos
< Agua (maximo 5 minutos)
Enjuague con PBS 0.1 M, ph 7.4
Recuperacién antigénica.con un horno de microondas.
o Se deja hervir durante 3'30".
Enjuague con PBS 0.1 M.
Eliminacion de la actividad de peroxidasa endégena con H>O2 3% durante
10 minutos.
Enjuague con PBS 0.1 M.
Inmersiéon en solucién de albumina 2% para bloqueo de sitios de unién
inespecificos del anticuerpo durante 20 minutos.
Enjuague con PBS 0.1 M.

Inmersion en solucién de Tritén 0.2% durante 10 minutos.

10. Enjuague con PBS 0.1 M.

29



11.Incubacién con Anticuerpo Primario (dilucién en PBS) HER-1 y HER-2.

o Tiempo de reaccién: toda la noche en refrigeraciéon a 4°C.

Diluciones utilizadas de cada uno de los anticuerpos:

ANTICUERPO(ANti -)* ORIGEN ESPECIFICIDAD DILUCION
EGF-R POLICLONAL EGF-R de ratén, rata y 1:300
(conejo) humano
Neu (EGF-R2, HER2, | MONOCLONAL Neu gp185 de ratén, rata 1:200
ErbB-2) (ratén) y

humano

*Todos los anticuerpos utilizados son de la marca Santa Cruz Biotecnology. Inc.

12. Enjuague con PBS 0.1 M.

13. Incubacién con el anticuerpo secundario (dilucién en PBS) durante 1 hora.

o anti-conejo a dilucién de 1:100 para laminillas que recibieron EGF-R

o anti-ratéon a dilucidén de 1:100 para laminillas que recibieron HER2

14. Enjuague con PBS 0.1 M.

15. Revelado con kit de Diaminobencidina (DAB) como cromégeno, siguiendo

las instrucciones del fabricante.

16. Deshidratacién y contratincion con hematoxilina de Gill.

o Lavar laminillas con agua corriente durante § minutos.

o Colocar laminillas en un coplin con hematoxilina de Gill (para

contraste de nucleos) 1 o 2 bafios.

o Enjuagar con agua limpia dentro de un coplin (minimo dos

veces).

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN
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o Deshidratacion:
< Alcohol 96% por 3 minutos
< Alcohol 96% por 3 minutos
< Alcohol 100% por 3 minutos.
«» Alcohol 100% por 3 minutos
< Xilol/Alcohol (100% o 96%) por 5 minutos (1:1).
< Xilol por 5 minutos (primer lavado).
<+ Xilol por 10 minutos (segundo lavado).

o Montaje con resina.

Todos los procedimientos de inmunohistoquimica fueron realizados con controles

positivos (adenocarcinoma) para garantizar la efectividad y buen manejo de la

técnica.

7.2 MUESTRA.

25 ratones hembras de la cepa Balb/c.

7.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Ratones hembras, sanas y virgenes.

TESIS Loy
FALLA DE Griooy

Ratonas de 8 semanas de edad.

Ratonas de 19-21 g de peso al inicio del estudio.
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7.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

Ratones hembras enfermas durante el periodo del estudio.

7.5 VARIABLES.
7.5.1 INDEPENDIENTES
Cambios histolégicos en el parénquima de las glandulas submandibulares.
Inmunoexpresion del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico tipo1 (HER-1
).
Inmunoexpresion del receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico tipo2 (HER-2

).

7.5.2 DEPENDIENTES

Concentraciones de alcohol al 5%, 10%, 15% y 24%, edad y peso.

7.6 ESCALA DE MEDICION.
En el caso de las laminillas para inmunohistoquimica se utilizé una escala ordinal

de medicién como sigue:

INMUNOEXPRESION
Presencia de inmunoexpresion +)

S = TESIS CON
Ausencia de inmunoexpresion -) . FALLA DE ORIGEN
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7.6.1 OBTENCION Y ANALISIS DE LA INFORMACION

El analisis de resultados histolégicos fue de tipo cualitativo, por lo que no se
utilizé ningln paquete estadistico de analisis. Los resultados inmunohistoquimicos
y los de Cromatografia fueron analizados con estadistica descriptiva, mediante el

paquete EXCEL Microsoft Office 2000 para P.C.

7.6.2 RECURSOS.
7.6.2.1 MATERIALES
o Bioterio del Posgrado de Odontologia e Investigacion UNAM
o Caijas para raton con sus tapas.
o Botes dispensadores de agua.
o Alcohol etilico anhidro al 95% marca J. T. BAKER ACS. 9000-03 México
o Agua destilada embotellada THEISSIER WATER. MR. México
o Aserrin para cambio de camas.
o Un estuche de diseccion Hu-Friedy Alemania.
o Una balanza granataria electronica marca CHYO M P-3000 cap. 3100g
o Formaldehido marca J. T. Baker ACS México.
o Parafina PARAPLAST 1Kg OXFORD 8889-502004 St. Luis M.o. U.S.A.
o Microtomo American Optical 820
o Portaobjetos 25x75 mm esmerilados MADESA
o Cubreobjetos 24x40 mm MADESA
o Tren de tincion Hematoxilina Eosina
o Anticuerpo monoclonal especifico para NEU marca Santa Cruz

Biotecnology. Inc. U.S.A
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Anticuerpo policlonal para EGF-R marca Santa Cruz Biotecnology. Inc.
US.A.

Set 3,3'- Diaminobencidina liquida marca SIGMA 122K1332 Alemania
Peréxido de hidrégeno al 30% 500 ml marca J.T BAKER 2186-01 México.
Albumina Bovina Libre de 1gG 25g SIGMA 50K09151 Alemania

Imm Edge Pen VECTOR H-4000 Burlingame, CA

Acido citrico Monohidrato Polvo 500g J.T. BAKER 0118-01 México
Citrato de sodio dihidrato Granular 500g J.T. BAKER 3646-01 México
Fosfato Monosodico NaH,PO4. H20 J. T. BAKER 21343 México
Fosfato Disédico Na;HPO FISHER Scientific company S-374 E.U.A.
Cloruro de Potasio Cristal J. T. BAKER 3330400-01 Meéxico

Cloruro de Sodio Cristal J. T. BAKER 3624-01 México

Microscopio de luz OLYMPUS CX31.

Microondas MAGIC CHEF 900W MCD790SW.

Jeringas de insulina desechables.

Ependorf plastico desechables 0.5ml SIGMA-ALDRICH T5149
Centrifuga marca EPPENDORF 5415C

Cromatoégrafo de Gases marca ALIGENT 68390 (CG-LCR-IQUI) del Instituto
de Quimica UNAM.

Computadora personal marca LG52X Max

Camara digital OLYMPUS C-3040 ZOOM

Impresora Hewlett Packard Lasser Jet 1100
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7.6.2.2 HUMANOS
® Dr. Juan Carlos Hernandez Guerrero. Tutor de tesis (Titular Laboratorio de
Inmunologia del la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de
Odontologia UNAM)
* Dr. Constantino Ledesma Montes. Andalisis Histolégico (Patoélogo Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia UNAM)
® M.C. Carmen Marquez. Analisis Cromatogréafico (Investigadora del laboratorio
de Cromatografia del Instituto de Quimica de la UNAM)
* C.D. Ma. Dolores Jiménez Farfan. Analisis inmunohistoquimico (Profesor,
Facultad de Odontologia UNAM)
® MVZ. Héctor Alfonso Malagon Rivero. Asesoria en manejo de animales
(Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular UNAM)
® Sr. Teodomiro Pérez Salazar. Procesado de muestras (Técnico en
Histopatologia del la Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacién, Facultad
de Odontologia UNAM)
® Sr. Juan Manuel Trejo Ramirez Cuidado de Animales (Ayudante de Bioterio
del la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia

UNAM)

7.6.2.3 FINANCIEROS
El estudio fue financiado por el Laboratorio de Inmunologia del la Division de

Estudios de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia UNAM.
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7.7 DISENO DEL ESTUDIO

Experimental.

8. RESULTADOS.
CONSUMO DE ALCOHOL.:

Observamos que al incrementar las concentraciones de alcohol, hubo una
disminucioén en los mililitros consumidos. El subgrupo alcoholizado al §% consumi6
un promedio de 3.1 ml +SD 0.5, los que estuvieron al 10% consumieron en
promedio 2.9 ml £SD 0.3, los que se encontraban al 15% consumieron 2.3 ml +SD
0.7 y el subgrupo 4 alcoholizados al 24% consumié 1.6 ml £SD 0.6. Ver Tabla 1.

Ver Grafica 1.

Tabla 1.

CONSUMO PROMEDIO DE ALCOHOL

POR RATON
l Consumo Prom. JI X+ SD
l 3.1 9727273'l 0.51865385
T2 I 2.93363636)) 0.33100673
2.39454545)  0.79595683

1.69818182'{ 0.66315636
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Grafica 1. CONSUMO PROMEDIO DE

ALCOHOL
4
3
Consumo 2
1
0
5% 10% 15% 24%
Concentaciones
CROMATOGRAFIA:

Mediante la Cromatografia observamos que en los subgrupos experimentales se
encontré etanol en la sangre de los ratones alcoholizados y éste aumenta de
acuerdo con las concentraciones administradas. Dicho incremento no fue
constante para todos los animales del mismo subgrupo que se alcoholizaron a ta

misma concentracion. Tabla 2. Ver Grafica 2.
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ALCOHOL EN SUERO
CROMATOGRAFIA
GASES.

_ OH |} [] Prom. Alcohol

, 5.11286649§ 2.87218709

i -
|
i

10 8.1533444

V ) p——— *7 . : 3.58238999

——
15% 1 19.118494f  1.27188602

[ 24% | 21.7361659  5.59476143

| S—— pu—

Grafica2. ALCOHOL EN SANGRE

25 ¢
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15
| Promedio 1
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Concentracion de alcohol
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HISTOPATOLOGIA:
Controles: Se observa buena arquitectura celular y conductal en ambos tipos
celulares (foto No. 1y 2).

Los cambios que se presentaron en las glandulas submaxilares de los
grupos experimentales fueron: En el subgrupo alcoholizado al 5% en células
serosas se observaron zonas intracelulares con vacuolizacion citoplasmica (foto
No. 3) mientras que en células mucosas no se apreciaron cambios significativos.
(foto No. 4) En el subgrupo alcoholizado al 10% se aprecié que en las células
serosas hubo un aumento en la relacién nucleo- citoplasma, vacuolizacidn
citoplasmica (foto No.5), en tanto que en la porci;fm mucosa apreciamos pérdida
de arquitectura de los conductos estriados, aumento de la relacién nucleo-
citoplasma y rechazo periférico de los nlcleos (foto 6). Con respecto al subgrupo
al 15% encontramos en células serosas vacuolizacion citopldasmica abundante,
pérdida de limites celulares y granulaciéon citoplasmica difusa (foto No.7). En
células mucosas limites celulares difusos granulacion citoplasmica difusa,
vacuolizacion citoplasmica e incremento del tamano celular. (foto No.8 ). Al 24%
en células serosas los conductos estriados presentaron pérdida de arquitectura
generalizada y limites difusos, abundante vacuolizacién citopldsmica y granulacién
citoplasmica difusa (foto No.9). En células mucosas los conductos estriadbs
presentaron limites difusos, pérdida de arquitectura tanto en acini como en
conductos estriados, disminucion en el numero de granulos de cimogeno,
abundante vacuolizacion citoplasmica, ademas de pérdida de nucleos celulares

(foto No.10).
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GRUPQ CONTROL

Foto 1. Zona scrosa grupo control H/E 100X
Buena arquitectura celular y limites definidos.
Nucleos con forma y disposicion regular.

Foto 2. Zona mucosa grupo control H/E
100X. Arquitectura celular y limites

definidos. Arquitectura ductal conservada.

Foto 3. Zona serosa grupo alcoholizado al 5%
H/E 100X Flecha sefala vacuolizacion
citoplasmica.

Foto 5. Zona serosa grupo cxperimental 10%

Foto 4. Zona mucosa grupo alcoholizado al
5% H/E 100X Flecha sefiala conducto
estriado sin cambios.

H/E 100X Aumento de la relacion nicleo-
citoplasma. Flecha scfiala vacuolizacion
citoplasmica.

Foto 6. Zona mucosa grupo experimental 10%
H/E 100X Aumento de Ja relacion niicleo-
citoplasma y rechazo periférico de nucleos
(flecha). Arquitectura conductal difusa.
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Foto 7. Zona scrosa grupo experimental 15%
100X H/E células y conductos estriados, con
vacuolizaci6n citoplasmica (flecha).

Foto 8. Zona mucosa grupo experimental 15%
100X H/E con limites intracelulares difusos
(flecha)

Foto 9. Zona scrosa grupo experimental 24%
H/E 100X Pérdida de arquitectura gencralizada
¥ limites celulares difusos, flecha.

Foto 10. Zona mucosa grupo experimental 24%
H/E 100X Pérdida de arquitectura acinar y
ductal, abundante vacuolizacion citoplasmica
flecha.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

41




INMUNOHISTOQUIMICA:

En las glandulas submandibulares del grupo control, la inmunoexpresiéon del HER-
1y HER-2 se present6 en vasos, conductos interlobulares y estriados, tanto en
areas serosas como en zonas mucosas. (foto No.11 a 14)

En los subgrupos de 15 y 24% tanto las zonas serosas como las mucosas ambos
receptores incrementaron su inmunoreactividad, con relacién al incremento de las
concentraciones de alcohol y a la magnitud de los hallazgos histolégicos (cambios
degenerativos). (fotos No.15 a 18) El incremento de la Inmunoexpresion fue mas
marcado con HER-2 al 15 y 24%, en glandulas serosas, mientras que con el HER-
1 se presentd un incremento en la inmunoreactividad Iigeraménte apreciable
desde el subgrupo alcoholizado al 5%, hasta el subgrupo alcoholizado al 24%. Se
apreciaron mayores cambios en glandulas mucosas al 15 y 24% con HER-1 (fotos

No0.16 y 18) que con HER-2 (fotos No. 20 y 22)

RUPOS CONTROL HER-1
g Bl M

Foto 11. Zona serosa control inmunotincion Foto 12. Zona mucosa control inmunotincién
HER-1 40X Flecha sefiala conducto estriado HER-1 40X Flecha sciiala capilar sanguineo
con marcaic. con marcaje.
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Foto 13. Zona serosa control, Inmunotincion
HER-2 40X Flecha seiiala conducto estriado
con marcaje.

Foto 14. Zona mucosa control inmunotinciéon
HER-2 40X Flecha seifiala conducto estriado
con marcaje.

GR
sy v“"ff‘

ey

Foto 15. Zona scrosa (15%) 40X. Conductos
estriados con inmunoreactividad a HER-1
sefialado por flecha.

Foto 16. Zona mucosa (15%) 40X. Marcajc
con HER-1 en conductos y células. Seiialado
por flecha.

Foto 17. Zona serosa (24%) 40X marcaje con
HER-1 en conductos estriados marcado con
flecha.

Foto 18. Zona mucosa (24%) 40X. Marcaje
cclular y en conductos con HER-1 senalado
por flecha, relacionado a cambios
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GRUPOS EXPERIMENTALES HER-2

Foto19. Zona serosa (15%) 40X marcaje con Foto 20. Zona mucosa (15%) 40X marcaje
HER-2 en conductos y capilares sanguincos. con HER-2 en conductos estriados. Seiialado
Seiialado por flecha. por flecha.

Foto 21. Zona serosa (24%) 40X marcaje con Foto 22, Zona mucosa (24%) 40X marcaje
HER-2 limitado a conductos y capilares con HER-2 en conductos estriados y
sanguineos. Scialado por flecha. capilares sanguineos. Seinalado por flecha.

TESIS CON
FALLA DE CRIGEN

44



9, DISCUSION.

E! consumo cronico de etanol ha sido asociado con deterioro sistémico y
local; en cavidad bucal diversos estudios han relacionado el consumo de etanol
con alteraciones del epitelio de la mucosa bucal asi como de la funcién de las
glandulas salivales mayores y menores. &

Los niveies de alcohol en sangre son un dato importante para la extrapolacién de
los hallazgos de animales a humanos. En la mayoria de los estudios en animales
la dosis de alcohol administrada, debe ser mayor para obtener resultados
semejantes a los que puedan ocurrir en humano. Para poder explicar la razén por
la cual los porcentajes de alcohol en los animales son muy altos, podemés decir
que tanto la rata como el ratén son capaces de metabolizar el alcohol en un rango
de 300 a 550 mg /kg /hr respectivamente, mientras que el humano metaboliza a
razén de 100mg /kg/ h. *°

En nuestros grupos experimentales, el consumo de liquido fue disminuyendo en
relacion al incremento de la concentracion de alcohol. Estudios en animales han
confirmado que el genotipo es una variable importante en la determinacién de
preferencias por un alto o bajo consumo de alcohol en determinadas cepas de
ratas o ratones, 52 lo cual podria confirmar las diferencias de ingesta de alcohol en
nuestro estudio.

La cromatografia de gases es un método eficaz, reportado como procedimiento
para la deteccion y determinacién cuantitativa de una sustancia en una mezcla. >
52.%3 para poder determinar un alcoholismo crénico es necesario saber los niveles
de aicohol en sangre por lo cual se utilizé el método de cromatografia de gases, lo

cual concuerda con otros estudios realizados en animales. 3%
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La diferencia en la concentraciéon de alcohol en sangre puede obedecer a diversos
factores, entre ellos el tiempo de metabolismo y eliminacién del etanol sanguineo,
asi como a que la distribuciéon del etanol en el organismo esta en funcion de la
"cantidad de liquidos del organismo, % ® asi como a la talla y peso.
Histomorfologicamente en las células acinares y en algunas de los conductos
estriados observamos vacuolizacion intracitoplasmica forma de pequefias areas
vacias, lo cual concuerda con lo reportado por diversos autores a nivel glandular.
55.56.57 Esto puede deberse al metabolismo del etanol por via de la ADH, la cual da
como resultado un incremento en la relacion NADH/NAD, favoreciendo las
reacciones de reduccion, como son la sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos e
inhibiendo 1a degradacion de acidos grasos, 5 1256

El hallazgo sobre los limites celulares difusos puede deberse a la disminucion de
la produccién vy sintesis de proteinas entre ellas las lipoproteinas, componente
esencial de las membranas celulares, como efecto de la administracion de etanol,
hallazgo que ha sido reportados como efecto del alcohol por algunos autores. 2
Adicionalmente, encontramos una pérdida de arquitectura ductal con pérdida de
limites en algunos casos.

La granulacion citoplasmica difusa puede ser consecuencia de una disminucion en
la sintesis de mucopolisacaridos; el desarreglo de la arquitectura acinar, el
rechazo periférico de nutcleos y el aumento en la relacién nucleo-citoplasma son
datos que concuerdan con lo que ha sido reportado en investigaciones que
relacionan el efecto del etanol a nivel de la morfologia celular, sin dar opinion del

porqué. 35 %
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La familia de receptores del Factor de Crecimiento Epidérmico tiene un papel
importante en la red de sefializacion que controla el crecimiento y diferenciacion
celular. La inmunoexpresion del HER-1 en condiciones normales ha sido
estudiada, in vivo e in vitro, en células neonatales principalmente y en algunas
células adultas, 38

El receptor HER-2 en condiciones de normalidad se ha reportado que su
expresion es a nivel de la membrana celular de células epiteliales. Sin embargo
bajo condiciones de alcoholizacidon no existen reportes que determinen los
parametros de inmunoexpresion de ambos receptores en glandulas salivales de
ratones adultos.®® En nuestro estﬁdio encontramos que la inmunoexpresion del
HER-1 y HER-2 en el grupo control fue referida a vasos, conductos interlobulares
y estriados en glandulas salivales de ratones alcoholizados.

Nuestros resultados demuestran que existe una variacion en la
inmunoexpresion y se encuenira asociada a los cambios histologicos de las
glandulas salivales. Esto puede ser consecuencia de una alteracién en los
receptores celulares, puesto que si el alcohol afecta las membranas celulares es
posible que el niumero o la afinidad de los receptores HER-1 y HER-2 hayan sido
modificados, ya que éstos se ubican en las membranas. *® Un mecanismo
propuesto para explicarlo consiste que el proceso de internalizaciéon y reciclaje de
los receptores, haya sido alterado, con lo que se favorece la permmanencia de éstos

sobre la superficie celular.

47



10. CONCLUSION.

En nuestro estudio se concluye que a medida que se aumenta la
concentracion de alcohol, se ve un incremento en los cambios
histomorfolégicos, asi como en la inmunoexpresion del receptor del Factor
de Crecimiento Epidérmico tipo 1 y 2 en las glandulas salivales de ratones
alcoholizados. Ello puede estar ligado a un incremento de la sintesis de las
proteinas de los receptores o bien a una alteracién en el mecanismo que los
endocita para su degradacion, lo que a su vez generara seiiales diversas

dentro de la estructura glandular.
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12. ANEXO 1. SOLUCION PARA INMUNOTINCION.

SOLUCION BUFFER DE CITRATOS.

Amortiguador de citratos 10um pH 6.

SOLUCION A stock 4cido 0.1 M: Pesar 1.9213 g de 4cido citrico y aforarlo al 100 ml
SOLUCION B stock base 0.1 M : Pesar 2.9411 g de citrato de sodio y aforarlo a 100 ml
SOLUCION TRABAJQ: Tomar 9 ml de sol. A y 41 ml de sol B y aforarlo a 500 ml con
agua desionizada.

Almacenar en un recipiente de vidrioa2 -8 °C
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13. GLOSARIO.

ANTICUERPO: Es una glicoproteina del suero que se une especificamente y con alta
afinidad al antigeno, formada por la exposicion al antigeno. La produccién de anticuerpos
se genera como respuesta del cuerpo hacia un material extrafio o antigeno, con el objeto de
eliminarlo.

ANTICUERPOS MONOCLONALES: Son capaces de reaccionar selectivamente con un
epitope especifico en el antigeno contra el cual fueron hechos, son secretados por
inmunoglobulinas de progenie clonal de un plasma hibrido, teniendo identidad molecular,
antigenicidad especifica idéntica y afinidad de unién

ANTICUERPOS POLICLONALES: Son producto de la inmunizacion de animales, poseen
multiples especificidades y afinidades de unién. Debido a que los anticuerpos policlonales
son generados por diferentes células, son inmunchistoquimicamente desiguales y
reaccionan con varios epitopes sobre el antigeno contra el cual son creados.

ANTIGENO: Es una molécula generadora de una respuesta, al estimular la formacion de
anticuerpos especificos, mismos que a su vez pueden reaccionar con el anticuerpo
producido. La porcién del antigeno que reacciona con un anticuerpo es el determinante
antigénico especifico, o epitope.

INMUNOHISTOQUIMICA: Técnica empleada para detectar la presencia de un antigeno
especifico en cortes histologicos de tejido, utilizando una anticuerpo acoplado a una enzima
especifica al antigeno, permitiendo observar componentes celulares imperceptibles
mediante los métodos rutinarios.
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