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EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA INMUNORREACCION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN
FETOS DE RATA WISTAR Y DETERM],INACI(')N DE LA
INMUNORREACCION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES
MAYORES.

Introduccidon. Los embriones o fetos de las madres en etapa de gestacidn
expuestos a teratdgenos (solventes organicos) como etilén glicol (EG) y metil
celosolve (MC), pueden desarrollar el sindrome de Saavedra. Las glandulas
salivales (GS) son importantes dentro de la cavidad bucal (CB) si estan
afectadas por los solventes, pueden desarrollar xerostomia u otras alteraciones
en las GS. Los factores de crecimiento junto con hormonas vy
neurotransmisores tienen una funcién importante en las estructuras normales
de las GS, la migracién y deiferenciacion celular. Objetivo. Determinar
inmunohistoquimicamente los niveles de EFG, EGF-R-, Neu en GS mayores de
ratas de la cepa Wistar (RCW) expuestas a EG y MC. Metodologia. Se
emplearon 20 RCW adultas prefiadas en 4 grupos (5 ratas c/u), 1 control (GC)
y 3 experimentales (GE). Se administré diariamente 5 mL via oral la mezcla
acuosa (1:1) del solvente por 19 dias en concentraciones de 5, 10 y 15%, el
GC no se manipuld. Se obtuvieron los productos por cesarea; se eligieron 3
fetos al azar por rata, se fijaron en paraformaldehido al 4%, se cortaron a 3
um., se tineron con H&E, PAS e inmunohistoquimica para la localizacidon de
EGF, EGF-R y Neu. Se comparé la morfologia de las GS de los GC y GE. Se
analizo el grado de saturacion para cada anticuerpo con un software de analisis
de imagenes en 5 campos de cada corte de 400x al azar. Resultados. El
grupo experimental 5% con EGF presentd diferencias significativas (p<0.01)
con respecto al GC de EGF. En los grupos experimentales 5 y 10% con EGF-R
las diferencias fueron significativas (p<0.01) con respecto a los grupos control
y los grupos experimentales, en el grupo experimental con el anticuerpo para
NEU encontramos una disminucion en las aplicaciones del 10% y un aumento
en 5%. Conclusiones. Los solventes organicos etilen glicol y metil celosolve
producen un efecto dosis dependiente de tipo acumulativo ya que los efectos
teratogénicos que estos producen se van sumando conforme la dosis aumenta
y asi hay un dafo en las estructuras histolégicas normales y en dosis altas
como en el 10%.
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INMUNOREACTION DETERMINATION OF THE OF EGF, R-EGF, NEU INTO
SALIVARY GLANDS OF THE EXPERIMENTAL MODEL WITH ETYLEN
GLYCOL Y METYL CELOSOLVE.

Introduction. The mothers who are in gestation stage and which they toil in companies or that
are in contact with the enemy with teratdgenos or products that contain organic solvent like
etilén glycol and metil celosolve, the embryos or fetuses can develop the syndrome of
Saavedra. The salivary glands are an important weave within the oral cavity. Those, when
being affected by the solvents can develop Xerostomy. This damage brings about alterations
in the glands that go from a delay in the cellular differentiation, with the consequent diminution
of saliva and factors of growth or its absence. These, along with hormones and the
neurotransmitters perform an important function in the normal structures of the salivary glands,
the cellular migration and the cellular differentiation.

Objective. To determine EFG, EGF-R-, Neu immunology, histology and chemically also to
quantify by means of optical density the immunoreactions in salivary glands majors of rats
Wistar stock exhibited to etilen glycol and metil celosolve.

Methodology. 20 pregnant adult rats were used Wistar stock in 4 groups (5 rats c/u), 1 control
group (GC) and 3 experimental groups (GE), | daily administer 5 ml to them via oral of watery
mixture (1: 1) of reliable by 19 days in concentrations of 5, 10 and 15%. The GC wich were not
manipulate, It practiced Caesarean, the products were obtained, chosen 3 fetuses by rat at
random, it fixed with paraphormaldehid, processed, cut to 3 uym. They were dyed with
Hematoxiline and Eosine (H& E), and peryddic acid technique of Shiff (PAS) and for the
inmunolocalization of EGF, EGF-R and Neu. It was observed by the microscope photon.
Results. The glands morphology of the group control and experimental was compared . The
degree of saturation for each antibody with software of image analysis in 5 fields of each
observation to 400x was analyzed at random. Experimental group 5% with EGF
presented/displayed significant differences (p p<0.01) with respect to the GC of EGF.

In experimental groups 5 and 10% with EGF-R the differences were significant (p <0.01)
respect to the experimental groups control and groups, in the experimental group with the
antibody for NEU we found a diminution in the applications of 10% and an increase in 5%.
Conclusions. Reliable the organic ones etilen glycol and metil celosolve produces an effect
dependent dose of cumulative type since the teratogenics effects that these produce are
adding as the dose it increases and thus there is damage in the normal histological structures
and high doses like in 10%. Besides the structural damage molecular damage exists since
they are being affected normal molecules.
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II. ANTECEDENTES

En estudios experimentales realizados en rata reportaron “malformaciones en
fetos ocasionadas por los solventes MC y EG como: acortamiento de
extremidades, edema, agenesia de cola, reduccidn de extremidades
posteriores e implantacion caudal de extremidades anteriores”(!?),
Posteriormente en otro estudio se establecieron caracteristicas de dafio en la
region maxilofacial, desarrollo retrasado del maxila y mandibula, falsa
macroglosia, hipertelorismo, retraso en el desarrollo éseo con acortamiento de
extremidades inferiores y desarrollo desarmdnico de las estructuras faciales
(3) entre las caracteristicas sistémicas se encontré falta de cierre del tubo
neural en su porcién cefalica (), falta de pared abdominal **, En otro estudio
se reviso y se comparé el sindrome de los éteres del glicol con el sindrome del
feto alcoholizado y se encontraron algunas caracteristicas comunes entre
ambos, pero también se identificaron diferencias que solo se presentan en el
sindrome de éteres del glicol como malformaciones bucales y dentales 7,
durante las pruebas experimentales que se realizaron en ratas de la cepa
Wistar, con dosis de EG y MC que fueron administradas por via oral (VO) e
intraperitoneal (VIP) en relacién 1:1 de los solventes, con porcentajes del 5,
10 y 20% durante 19 dias, en madres gestantes. Durante el estudio se
tomaron medidas de las estructuras craneofaciales de los fetos vivos
obtenidos de los 3 grupos experimentales por VO para ser comparadas con el
grupo control, en ese estudio se tomaron medidas de 8 distancias
morfométricas, lo que permitié determinar la gravedad de las alteraciones en
el desarrollo de los huesos que conforman la cabeza de un feto de rata
producidas por el EG y el MC. En los grupos experimentales de administracién
via intraperitoneal no se realizd6 la comparacion debido a que no hubo

desarrollo de productos y los pocos que se obtuvieron estaban muertos. °.
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Se han descrito las caracteristicas clinicas del sindrome de éteres del glicol,
haciendo inferencia de algunos casos presentados en el mundo por causa de la
intoxicacién con de los solventes de éteres del glicol *.

Los hallazgos microscépicos en tejidos y érganos sefialan danos de forma
irreversible en higado, rifiones, musculo, sistema nervioso, 6seo’ y en las
glandulas salivales mayores en donde posiblemente se provoca una
disminucidon en la secrecién salival en donde encontramos los factores de
crecimiento como EGF, NEU, FGF los cuales influyen de manera importantes en
el desarrollo y reparacion normal de la mucosa bucal provocando agenecia de
estructuras las cuales podrian causar una aparente xerostomia.

En otro estudio experimental se encontrdé dafio a los dientes, desde el retraso
en el proceso de diferenciacién de ameloblastos hasta la agenesia dental®.
Cada uno de los grupos experimentales mostraron diversos tipos de
alteraciones.* En general hubo variacidon en la morfologia del dérgano del
esmalte®. Con los resultados microscdpicos se logré establecer una asociacién
causa-efecto dependiente de la dosis que se manifestd en los dafios tisulares

ocacionados por los éteres del glicol.

Fig. 1. Imagen de un nifio con sindrome de Saavedra?
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III. MARCO TEORICO

A. GLANDULAS SALIVALES

Estas pueden dividirse con fines descriptivos en:
e Exdcrinas (glandula pardétida, submandibular, sublingual) y enddcrinas.
e Mayores o principales y menores o accesorias.

e Por su tipo de secrecidn en: serosas, mucosas y mixtas.%°

Mayores.

Estas glandulas se encuentran en pares, son consideradas verdaderos 6rganos
secretores, se localizan fuera de la cavidad bucal, desembocan a ella por medio
de sus conductos principales, entre estas se encuentran las glandulas

parétidas, submaxilares o submandibulares y sublinguales 8° .

Menores.

Se encuentran distribuidas en la mucosa y submucosa de la cavidad bucal. Se
designan de acuerdo a su ubicacion como: labiales, genianas, palatinas y
linguales. Son glandulas pequefias y muy numerosas. Se estima que el ser
humano posee una cantidad de 450 a 800 de estas glandulas, todas
localizadas muy proximas a la superficie interna de la boca, a la que estan

conectadas por conductos cortos.®°:

Por su tipo de secrecion.

Serosas.
Producen una secrecidon acuosa que contienen proteinas y a menudo, enzimas
como la amilasa que desdobla al almidén aunque su tiempo de accion es breve

dado que los alimentos son réapidamente deglutidos..®®:
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Mucosas
Secretan mucina componente activo de la saliva que es viscoso y cumple con
la funcion lubricante para ayudar a la masticacién, deglucién y digestién;

8-9.

también tiene la funcidn de proteccion. Por la misma viscosidad que

presenta la mucina se permite la coagregacion bacteriana a la superficie dental
8,9

Mixtas
Las glandulas mixtas, se encuentran constituidas por células mucosas y
serosas las cuales tienen forma achatada y forman estructuras en semiluna,

denominadas semilunas de Gianuzzi.%™®

Las unidades secretoras representadas por estos adendmeros, vierten su
secrecion a la cavidad bucal por medio de un sistema de conductos excretores,

estructuras que se encuentran soportadas por tejido conjuntivo.® !

ETAPAS DE DESARROLLO DE LAS GLANDULAS SALIVALES

El desarrollo de la gldndula salival se divide en seis etapas:'*

Formacion del brote. (ETAPA 1): Induccion del epitelio bucal por el
ectomesénquima subyacente.

El ectomesénguima subyacente ejerce un efecto inductor sobre el epitelio
bucal, que causa hinchamiento focal y la formaciéon de un pequefio brote. El
brote en desarrollo es separado del ectomesénquima por la ldamina basal que el
mismo epitelio secreta. Aunque el sitio y el tiempo del desarrollo se diferencian
ligeramente en las tres glandulas salivales los procesos del desarrollo son

similares entre si (Fig. 2.).%1 1
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Fig. 2. Esquema de la formacion del brote.

Formacion y crecimiento del cordon celular. (ETAPA 2)

El brote epitelial se elonga, origina un corddn celular compacto por la
proliferacion de células que se invagina en el ectomesénquima subyacente. La
condensacion y la proliferacion se presenta en el ectomesénquima. La lamina
basal se encuentra entre el cordon celular y el ectomesénquima. La
composicion de la lamina basal es de colagena tipo I y tipo IV, asi como de
proteoglicanos de lamina basal tipo (MB-1), glucosaminoglicanos vy
glucoproteinas. La lamina basal y la matriz extracelular participan en la
morfogénesis y diferenciacién de la glandula salival durante el desarrollo

8,11-15,16.

glandular (Fig. 3).

Fig. 3. Esquema en el que se
muestra la formacion y crecimiento
del cordon celular.
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Iniciacion de la bifurcacion en las partes terminales del cordon

epitelial y la continuacion de la diferenciacion glandular. (ETAPA 3)

El cordon epitelial prolifera rapidamente e inicia la bifurcacion en las partes

terminales del mismo y continta la diferenciacion glandular. Con crecimiento

longitudinal del cordén epitelial (Fig. 4). 8111516

Fig. 4. Esquema en el que se observa
el inicio de la bifurcacion de la glandula.

Bifurcacion en la cuerda epitelial y la formacion de I6bulos. (ETAPA 4)

El cordén epitelial se ramifica dicotdbmicamente a partir de su extremo distal
romo. Cada una de las ramas hijas crece y a su vez se ramifican
repetidamente, este proceso se denomina morfogénesis ramificante, que
conduce a la formacién de una estructura arboriforme de cordones epiteliales
so6lidos, con extremos redondeados engrosados y con proliferacion de brotes y
ramificacion. El extremo terminal de cada divisién presenta ensanchamiento
semejante a un botdén formado por células dispuestas en forma radial. La
ramificacion va precedida de un incremento local del nimero de mitosis en
dichos cordones y de engrosamiento de la ldamina basal que permite la
estabilidad del epitelio y mantiene la ramificacidon. Los miembros de la familia
de factor de crecimiento de fibroblastos y sus receptores, juegan un papel

importante en la iniciacidon de la bifurcacion. La diferenciacién y la contraccion
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de filamentos de actina en la parte basal y apical de las células epiteliales,
proporciona el mecanismo fisico que es la base de la formacion de la hendidura
y la deposicién de componentes extracelulares de la matriz dentro de las

hendiduras. Al parecer este mecanismo sirve para estabilizarlos (Fig.
5) 8,1115,16.

Fig. 5. Esquema en el que se observa la formacion de I6bulos.

Desarrollo de la luz de los conductos. (ETAPA 5)

Los cordones desarrollan una luz en su interior, transformandose en conductos,
esta se presenta aproximadamente entre el tercer y cuarto mes. La
canalizacion de los cordones epiteliales para formar los conductos se cree se
produce por degeneracion de las células centrales, no se conoce con claridad si
es por necrosis o0 apoptosis, Por ello se sugieren otros posibles mecanismos
como: a) apertura de la luz por la presion hidrostatica ejercida por la
secrecion de las células ductales; o bien b) por el diferente grado de
proliferacion de las células que forman los cordones. El desarrollo de la luz del
conducto se inicia en el epitelio bifurcado en el extremo distal del corddn
principal y en las divisiones del mismo y por ultimo en la proximidad del
corddn principal en su parte central. Para el sexto mes de vida intrauterina los

conductos ya deben estar completamente canalizado (Fig. 6). &11-1>16:
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Fig. 6. Esquema que demuestra el
proceso de formacion de la luz
de los conductos y la formacion
de los I6bulos.

Citodiferenciacion. (ETAPA 6)

La etapa final del desarrollo de la glandula salival es la histodiferenciacién de la
porcion secretora y de los conductos intercalares. Durante este periodo la
actividad mitética cambia del corddn epitelial al brote terminal. El sistema
formado al inicio por cordones compactos se convierte en un sistema tubular.
En el brote terminal, el epitelio consta de dos capas de células, que
corresponden a las células de la capa interior que se diferenciaran en células
secretoras de la glandula madura, ya sea en adendmeros mucosos O Serosos
dependiendo de la glandula especifica. Algunas células de la capa externa
forman las células mioepiteliales, que tienen como funcidon Ila contraccidn.
Estudios inmunocitoquimicos llevados al cabo en la glandula submaxilar
humana han permitido determinar que las células mioepiteliales inician su
desarrollo a las 15 6 16 semanas de gestacién, cuando las células secretoras
aun son inmaduras. Las células mioepiteliales primitivas son poliédricas y se
disponen en una capa compacta externa a las células secretoras en desarrollo.
En el periodo fetal avanzado las células mioepiteliales maduran hacia las
formas dendriticas tipicas, si bien aun no se encuentran alrededor de los
conductos intercalares y unidades secretoras, a diferencia de lo que se observa
en las glandulas salivales adultas. Los componentes del parénquima aumentan
de tamafio y numero, el mesénquima disminuye, aunque una capa delgada

rodea cada unidad secretora. Las divisiones mas abundantes del tejido
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conjuntivo son llamados septos y se contintan con la capsula dentro de la cual
pasan los nervios y vasos sanguineos que suministran a la glandula. El tejido
conjuntivo divide a la glandula en Iébulos y lobulillos.

Las unidades secretoras son evidentes en el nacimiento, pero no son
completamente funcionales hasta el inicio de una dieta sélida y la presencia de

estimulos de la masticacién (Fig. 7). &11-1>16.

Fig. 7. Proceso de citodiferenciacion.
En el esquema se puede apreciar

la formacion de los I6bulos

y conductos glandulares.

1. Parenquima Glandular.

1.1. Adenémeros

Los adendmeros son agrupaciones de células secretoras de aspecto piramidal,
las cuales vierten su secrecion por su cara apical a la luz central del
adendmero. A partir de cada adendmero se origina un conducto, cuya pared
esta formada por células epiteliales de revestimiento y cuya luz es
continuacién de la luz del conducto. Existen tres variedades de adendmeros, de
acuerdo con su organizacion y con el tipo de secrecién de sus células: serosos,

mucosos y mixtos.®

1.2. Adenémero Seroso: Son pequefios y esferoidales estan constituidos por
células serosas y consisten de 8 a 12 células que rodean un lumen central, las
cuales poseen la estructura tipica de las células que sintetizan, almacenan y
secretan proteinas. En un corte histologico tefiido con hematoxilina-eosina,

estos adendmeros presentan contorno redondeado y luz central muy pequefia,
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dificil de distinguir con microscopia de luz. Los nucleos de las células son
esferoidales y estan ubicados en el tercio basal. El citoplasma de esa region
presenta una fuerte basofilia, mientras que la regién apical contiene granulos
de zimogeno (Fig. 8). El MET permite comprobar que practicamente toda la
region basal se encuentra ocupada por un extenso reticulo endoplasmico

rugoso (RER). El complejo de Golgi de localizacion perinuclear estad muy

desarrollado. En el citoplasma también se visualiza una cantidad moderada de
8,11-15,16.

mitocondrias, algunos lisosomas, microtubulos.

Fig. 8. Fotomicrografia con técnica de PAS de acinos seroso (AS) a 400X aumentos,
(flecha)Corresponde al niicleo orientado a la porcion basal de la célula y conducto intercalar

con presencia de mucina siendo PAS positivo(punta de flecha).

Las células del adendmero estan unidas lateralmente unas con otras mediante
complejos de union. Cuya funcion en las células secretoras es para mantener
unidas las células vecinas y para delimitar los dos dominios celulares
diferentes: a) el dominio apical, que a menudo se extiende en sentido lateral
por los canaliculos intercelulares, y que esta implicado en la secrecion de los
componentes salivales y en el intercambio idnico y b) el dominio basolateral, a
través del cual tienen lugar diferentes tipos de intercambios entre las células y
el estroma lo que permite mantener la funcién especifica de los elementos

celulares. &11-15/16.
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Los diferentes métodos de estudio, histoquimicos y bioquimicos, han permitido
demostrar que los granulos de las células serosas contienen una o mas de las
siguientes sustancias; amilasa, peroxidasa, l|actoperoxidasa, lisozima,
ribonucleasa, desoxirribonucleasa, lipasa, factor de crecimiento nervioso, factor

de crecimiento epidérmico y mucinas entre otros.%14-17:18.19.

La liberacién de los granulos se produce por un mecanismo de exocitosis
dependiente del idn calcio. La exocitosis implica la fusion de la membrana de
cada granulo secretor con la membrana plasmatica apical, de manera que el
contenido del granulo sale al exterior, sin pérdida de la porcion citoplasmica de
la célula, proceso conocido como secrecidon merocrina. La exocitosis es seguida
de la recuperacion de las porciones de la membrana correspondientes a los

granulos por el citoplasma.®19:20:21-

El ritmo de secrecion es discontinuo y, por ello el aspecto de las células
serosas es diferente segln el estado funcional en que se encuentren. Una
célula en reposo tiene abundantes granulos de zimdgeno, mientras que las
células estimuladas presentan escasos granulos o ninguno, ya que los han
descargado por exocitosis. 162!

Los adendmeros serosos producen una secrecion liquida rica en proteinas
semejante al suero de ahi su nombre seroso. Sin embargo la mayoria de estas
proteinas son de tipo de las glucoproteinas. La proteina mas abundante
aportada a la saliva por los adendmeros serosos es la amilasa salival o ptialina,
enzima que degrada el almidén y el glucégeno, desdobldndolos en maltosa y
otros productos. Esta enzima, por lo tanto inicia la digestion de los alimentos
en la cavidad bucal, pero su accidon se lleva al cabo durante un periodo de
tiempo corto, mientras los alimentos son masticados y hasta que son
deglutidos. Se considera que continla actuando en el estémago, hasta que el

pH acido del jugo gastrico la desnaturaliza. %"
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La mayor porcion de amilasa salival es producida por las glandulas parétidas y
en segundo por las submandibulares. Otras enzimas son secretadas en
diferente cantidad por las distintas células serosas, asi por ejemplo, la lipasa
salival se origina en las pequefias glandulas serosas de Von Ebner ubicadas en

la lengua. 62t

1.3. Adenémero mucoso. Los adendmeros mucosos son mas voluminosos
que los serosos y su forma frecuentemente es mas tubular. Sus células,
globosas, estan cargadas de grandes vesiculas que contienen mucina (mezcla
de diversas mucosustancias, ricas en proteinas denominadas mucinas, que
estan unidas a importantes proporciones de carbohidratos complejos). Las
vesiculas de secrecion desplazan al nucleo, que aparece aplanado vy
comprimido contra la cara basal de las células Debido a que producen una
secrecidon viscosa, los adendmeros mucosos poseen una luz bastante amplia.
La mucina no reacciona tintorialmente con los colorantes de rutina y, por ello
en los cortes con hematoxilina-eosina el citoplasma aparece palido, mostrando
apenas una leve basofilia. Por el contrario se tifie bien con técnicas

histoquimicas especificas para las mucinas como PAS ( FIG. 9).810.14

Fig. 9 Fotomicrografia con técnica de PAS de un Acino Mucoso (AM) a 400X de aumento
obtenida durantela realizacién del proyecto.
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Fig. 10.Fotomicrografia en técnica de H&E donde se observan las semilunas serosas (>SLS),
luz de conducto (LC) en 400 X de aumento obtenida durantela realizacién del proyecto.

B. Sistema de Conductos.

En las glandulas salivales cada lobulillo estd formado por una cierta cantidad
de acinos, cuyos conductos excretores van uniéndose progresivamente hasta
originar un conducto de mayor calibre, que al fin sale del lobulillo. Los
conductos que se ubican dentro del lobulillo son denominados por esa razén
intralobulillares, y de ellos hay dos categorias: los conductos intercalares (o
piezas intercalares de Boll) y los conductos estriados (también denominados

excretosecretores o granulosos).® %

Los conductos que corren por los tabiques de tejido conjuntivo ya fuera del
lobulillo son denominados conductos excretores terminales o colectores. Estos
conductos son en sus primeros tramos interlobulillares y a medida que
confluyen entre si se denominan interlobulares. La unidn de estos ultimos

resulta en el conducto excretor principal.® %1

1. Conductos Intercalares.
Son los primeros que se originan a partir de cada acino. Poseen un calibre muy
pequefo y se encuentran comprimidos por las unidades secretoras, por lo que
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resulta dificil identificarlos. La pared de estos conductos esta formada por una
sola capa de células cubicas bajas, rodeadas por células mioepiteliales y
envueltas por una membrana basal. Las células que forman los conductos
intercalares presentan escaso desarrollo de los organelos, algunas cisternas de
RER de localizacién baja, un aparato de Golgi supranuclear y algunos granulos
pequenos. Las células cubicas bajas se unen entre si junto con células
mioepiteliales unidas por medio de desmosomas y otras estructuras de union.
Estos conductos son comparativamente largos en glandulas salivales de
secrecién predominantemente serosas, como la parotida y la submaxilar. Los
conductos intercalares cumplen una funcion pasiva en el transporte de la saliva
primaria formada por las células acinares. Algunos autores sostienen que estos

conductos representan una poblacion de células indiferenciadas que pueden

llegar a diferenciarse en células acinares o del conducto estriado (Fig. 11).8°10:
o _Q = »
:. 'l; al r\ - -
£ 9 %
> 4 e : q,, :
. "2 /( Q \da?’ “
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Fig. 11. Corte histoldgico con técnica de H&E de glandula salival donde se muestran

los conductos intercalares (>CI) en aumento 400X.

2 Conductos Estriados.

Se origina por la uniéon de dos o mas conductos intercalares. Son de mayor
diametro que los anteriores y su luz es mas ampli. Estan revestidos por una
hilera de células epiteliales cubicas altas o cilindricas, con citoplasma

marcadamente acidofilo y nudcleos esféricos de ubicacién central. Suelen
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observarse ademas algunas células basales. Estos conductos son denominados
estriados. Con el MO se distingue una serie de estriaciones perpendiculares a
la superficie basal de las células altas (Fig. 12). El MET permite comprobar que
estas estriaciones corresponden a una gran cantidad de mitocondrias
filamentosas localizadas entre las invaginaciones o pliegues de la membrana
plasmatica de la cara basal de las células, estos pliegues se interdigitan con los
de las células vecinas conformando un laberinto basal que es un rasgo tipico
de los epitelios que intervienen en el trasporte activo de electrolitos (como los

tubulos renales). La gran cantidad de mitocondrias presentes en estas células

explica la fuerte acidofilia del citoplasma.®*°:
- -~ ~
CE
ey

R (9
€~ - 3
& N ™ !
-~ . AP P Fig. 12. Conducto estriado con técnica H&E,
‘ % ) v e , & visto histolégicamente a 400X aumentos.
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3. Conductos excretores o colectores.

Las porciones iniciales de este conducto son conductos interlobulillares, que
corren por los tabiques conjuntivos separan los lobulillos glandulares. Se
caracterizan por estar revestidos por un epitelio cilindrico simple de citoplasma
eosinodfilo, con pocas estriaciones basales que gradualmente desaparecen. Al
MET presentan células semejantes a las del conducto estriado con caracteres
menos marcados. Destaca sin embargo, la existencia del REL abundante en la
region perinuclear de las células claras que algunos autores relacionan con la
posible degradacion de hormonas esteroideas a este nivel. Por su estructura se
cree que los conductos excretores también participan en intercambios idnicos
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modificando la composicion de la saliva por reabsorcidn de electrolitos,
principalmente Na+ y CI-. Al ser impermeables al agua, estos conductos
contribuyen también a mantener la saliva hipotdnica. A medida que se van
anastomosando con otros conductos interlobulillares y aumentan de tamafo, el
epitelio se convierte paulatinamente en una entidad seudoestratificada,
pudiendo tener algunas células caliciformes intercaladas. Los amplios
conductos interlobulares tienen epitelio seudoestratificado o cilindrico
estratificado. El conducto principal que desemboca en la cavidad bucal esta
tapizado finalmente por epitelio plano estratificado al igual que la mucosa

bucal.®1%

C. SOLVENTES ORGANICOS

1. Glicoles.

Los glicoles son compuestos alquilicos (CnH2n-2) 0 alifaticos con alta solubilidad
conferida por la presencia de grupos hidroxilo (-OH), éter (C-O-C)?%?72%: .Como

el EG y MC los cuales son solventes organicos, liquidos viscosos, incoloros y

practicamente inoloros de alto interés comercial .267%8

Los éteres de glicol y sus derivados son liquidos inflamables. Sin embargo, sus
puntos de ignicion estan por encima de la temperatura ambiente normal y sus

vapores alcanzan concentraciones situadas dentro del rango inflamable o

explosivo sélo cuando se calientan.?728

g

UNAM w
1904

18 i

——
| —



EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA INMUNORREACCION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

1.1 Etilén Glicol

El EG generalmente se encuentra con un 99% de pureza, el 1% de impureza

esta constituido por formaldehido, oxido de etileno y 1-4 dioxano.?67230

1.1.1 Sinonimos.

CoHeO2
(OH-CH;-CH-OH)®* !

El etilén glicol también es conocido como 1, 2,-dihidroxietanol, 1,2-hetanediol,
EG, etane-1,2-diol, glicol, Fridex, alcohol glicol, lutrol-9, macrogol 400 bcp,
MEG, alcohol, ethylene dihydrate, ethylene glycol (ACGIH), M.E.G., glycol
alcohol, NCI-C00920, downtherm SR1, Ucar 17.°

1.1.2 Usos

El EG se emplea como anticongelante en sistemas de refrigeracién vy
calefaccion, como solvente en las industrias de pinturas y plasticos y como
ingrediente de los liquidos descongelantes utilizados en las pistas de los
aeropuertos. Se utilizan en liquidos hidraulicos para frenos, la dinamita de bajo
punto de congelacién, tintes para madera, adhesivos, tintes para el cuero y el
tabaco. También sirve como deshidratante del gas natural, como solvente de

tintas y pesticidas y como ingrediente de condensadores electrolitos.>”

1.2. Metil Celosolve.

El MC se encuentra generalmente con un 99% de pureza y aproximadamente

1% de agua. Se obtiene a partir del oxido de etilo.?°3°
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1.2.1. Sinonimos.

CsHs0:
(OH-CH,-CH,-0-CH,)**3

2-metoxietanol, metilcellosolve, etilén glicol metil celosolve, etilén glicol
monometil éter, dowanol EM, éter monometilico de 1’ etilen glicol, glicol éter
EM, glicol metil éter, glicol monometil éter, Jeffersol EM, 2 metoxietanol,
meroxietanol, metoxihidroxietanol, metilselosolv, metil etoxol, metil metil
cilosolve, methosxyetylowy alcohol, 2-metoxietanol, monometil éter de etilen

glicol, Poly-Solv EM.>°

1.2.2. USOS

Muchas de las aplicaciones industriales de los glicoles y los gliceroles se basan
en su propiedad de ser solventes organicos completamente hidrosolubles.
Estos compuestos se utilizan como solventes de colorantes, pintura, resinas,
tintas, insecticidas y productos farmacéuticos. Ademds, los dos grupos
hidroxilo quimicamente reactivos hacen de los glicoles y poliglicoles, los mas
importantes. Los usos mas importantes son la disminucién del punto de
congelacién, la lubricacién y la solubilizacidn. Los glicoles se emplean también
como aditivos alimentarios directos o indirectos y como ingredientes en la

preparacion de explosivos, resinas alquidicas y cosméticos.?:30:31:32,33,34.

D. FACTORES DE CRECIMIENTO.

Existe un amplio niumero de factores de crecimiento que permite el desarrollo

y funcionamiento de los tejidos y 6rganos de los seres vivos.

Los factores de crecimiento comprenden una amplia familia de moléculas que

estimulan la proliferacién celular mediante su interaccion con un receptor
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especifico de membrana no son nutrientes, ni se emplean como metabolito o
cofactor en ningun paso del metabolismo intermediario. Se trata de moléculas

con una funciéon de regulaciéon®®.

Los factores de crecimiento estan presentes en una gran variedad de tejidos,
tanto embrionarios como adultos y se piensan que son liberados por todas las
células en cultivo®®. Se diferencian en cuanto a su especificidad; algunos como
la interleucina-2 (IL-2), estimulan uno o solo unos pocos tipos de células,
mientras que otros, como el EGF, estimulan una amplia variedad de tipos
celulares (fig 15). Hasta hoy se ha descrito un grupo de factores de
crecimiento que han sido caracterizados y sus genes clonados. Por lo general,
son sintetizados en forma de largas moléculas precursoras que posteriormente
son procesadas para dar lugar a la molécula madura. Entre estos tenemos,
EGF, TGF a (factor de crecimiento trasformante a), CSF-1 (factor estimulador
de colonias), TNF (factor de necrosis tumoral), IL-1a, (interleucina 1a), MCGF

(factor de crecimiento de colonias de macréfagos)®%:%1:%2,

Proliferation/Maturation
Survival

Angiogenesis
P Metastasis

Fig.15 .Via de sefnalizacion del EGF en donde el ligando se une al receptor formando un
homodimero que por medio de una cascada de tirosin cinasas creara una transcripcion

genética (esquema tomado Bic.rog.my).
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1. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO

El EGF fue el primer factor de crecimiento que se describié hace casi cuatro
décadas. Este es un polipéptido no glucosilado de 53 aminoacidos que puede
aislarse en grandes cantidades de las glandulas salivales submaxilares
hipertréficas del raton. El EGF se encuentra también en muchos fluidos
bioldgicos, especialmente en la leche y en la orina de hembras gestantes (Fig
16)43’47.

En humanos, el gen que lo codifica se encuentra localizado en el cromosoma
4. Este gen esta constituido por 24 exones separados por grandes regiones no
codificantes, siendo su transcrito primario de aproximadamente 110 Kb. Este
transcrito es procesado posteriormente dando lugar a un ARNm de 4,8 Kb que
es translocado fuera del nucleo y codifica a un precursor de mas de 1200
aminoacidos, el pre-pro EGF. El precursor contiene una region hidrofébica que
le permite atravesar la membrana plasmatica y nueve mddulos extracelulares
semejantes a EGF. El procesamiento proteolitico secuencial de este precursor
da lugar a la formacién del EGF maduro*!***>%, La cadena polipeptidica del EGF
mantiene su estructura terciaria fundamentalmente mediante tres enlaces

disulfuro. Estos enlaces, que son esenciales para su actividad bioldgica, se

encuentran conservados en otros polipéptidos de esta familia de factores de
47,55,56.

crecimiento

Fig 16. Esquema de la molecula activa de EGF humano
(imagen tomada

wwwnmr.cabm.rutgers.edu/.../gif/3EGF,)

;
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2 FAMILIA DE RECEPTORES EGF-R/ ErbB2/HER2/Neu.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R) es filogenéticamente
muy antiguo, ya que existen homodlogos de este receptor en diversos

invertebrados, como el receptor Let-23 en el gusano nematodo Caenorhabditis

36,37.

elegans, incluso se ha descrito un homdlogo de este receptor en protozoos

38,39

parasitos del género Trypanosoma Ademas, se han descrito en

invertebrados varios ligandos de estos receptores.(Fig 17)*

Fig 17. Esquema de la molecula activa de EGF-R humano (imagen tomada de www-
nmr.cabm.rutgers.edu/.../gif/3EGF-R,)

En vertebrados, la familia de receptores ErbB, forman parte del EGF-R,
ademas estd constituido por otros tres receptores analogos el,
ErbB2/HER2/Neu (que tiene una masa molecular de 185 kDa), el ErbB3/HER3
y el ErbB4/HER4 (ambos de 180 kDa) **. El dominio extracelular de estos
receptores estd bastante conservado, como ocurre con el dominio de la
proteina Tirosin Cinasa, salvo en el caso de ErbB3 que no posee actividad
catalitica, aunque es capaz de unir ATP y transmitir sefales mitogénicas
mediante su heterodimerizacién con otros miembros de esta familia de

receptores.*?
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Existe un gran numero de ligandos para los receptores ErbB que poseen el
llamado mddulo semejante a EGF. Asi, actuando ademas con los factores de
crecimiento transformante-a (TGF-a), la anfirregulina (AR), el factor de
crecimiento semejante a EGF que une heparina (HB-EGF), la B-celulina (BTC) y
la epirregulina (EPR)*3444>4647 " Adicionalmente, han sido descritas dos nuevas
familias de ligandos de diversos receptores ErbB; estas son las neurregulinas-1
(NRGs-1), también llamadas factores de diferenciacion Neu (NDFs, por Neu

differentiation factors) o herregulinas, y las llamadas neurregulinas-2 (NRGs-2)
41,42

Los diversos ligandos de la familia de receptores ErbB poseen diferentes
afinidades de unidén a los receptores y cada uno de ellos presenta un patréon de
expresion distinto, tanto durante el desarrollo embrionario como en los
diversos tejidos del adulto, lo cual contribuye en parte a explicar la pleiotropia
funcional de estos receptores. Ademas, las diversas combinaciones posibles de
homodimeros y heterodimeros que forman estos receptores, generan una gran

diversificacidon en la transmisidon de sefiales. 424,

Dentro de la familia de ligandos de los receptores ErbB se distinguen tres
grupos funcionales en cuanto a sus capacidades de unir y activar a uno u otro
receptor. En el primer grupo estan incluidos el EGF, el TGF-a y la AR, los
cuales son capaces de unir y activar a homodimeros del EGF-R y a
heterodimeros de éste con otros receptores de esta familia. En un segundo
grupo incluiriamos a las NRGs-1 y las NRGs-2, las cuales se unen a
homodimeros de ErbB3 o de ErbB4 y a heterodimeros de éstos con otros
receptores de esta familia. En el tercer grupo estarian la BTC, la EPR y el HB-
EGF, que pueden activar tanto a homodimeros de EGFR o de ErbB4, como a
heterodimeros de cada uno de ellos con otros miembros de la familia®>: Una de
las caracteristicas de los ligandos de los receptores ErbB es que son

sintetizados como precursores de alto peso molecular que se anclan en la
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membrana plasmatica exponiendo sus moéddulos semejantes a EGF al medio

extracelular.

Estos precursores son posteriormente procesados proteoliticamente dando
lugar a sus formas maduras solubles que son liberadas al medio, siendo asi
capaces de unirse a receptores de la propia célula que lo sintetiza o de células
proximas, dando lugar a activaciones autdcrina y paracrina, respectivamente.
Sin embargo, es importante resaltar que los precursores unidos a la membrana
plasmatica pueden ser también funcionales, ya que en ciertos casos son
capaces de unirse a receptores ErbB de células adyacentes, por lo que estarian

implicados en sefializacién yuxtacrina > (Fig.18).

Paracrina

Autocrina

<> Yuxtacrina

Fig. 18. Diferentes modos de accion de los ligandos de receptores ErbB. Los precursores de los
ligandos anclados a la membrana plasmatica (cuadrados con segmentos) son procesados
proteoliticamente generando ligandos maduros (cuadrados). Los ligandos maduros son capaces de
interaccionar con receptores ErbB (dimeros en forma de T) localizados en la misma célula (activacion
autocrina) o en células préoximas (activaciéon paracrina), mientras que los precursores unidos a la
membrana plasmatica pueden interaccionar con receptores localizados en células adyacentes.(imagen
tomada de caibco.ucv.ve/.../BiologiaCelular)

Rutas de sefalizacion mediadas por el EGF-R.

El EGF-R es capaz de transmitir una gran variedad de sefiales que pueden
generar respuestas celulares como mitogénesis, supervivencia celular,
diferenciacion, prevencion o induccion de apoptosis e incluso migracién celular.

Esta variedad de respuestas ante un mismo estimulo puede depender del tipo
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celular y mas genéricamente de las diversas condiciones fisioldégicas a las

cuales estén sometidas las células.

Cuando el ligando extracelular se une al EGF-R se produce la dimerizacion de
éste, lo que da lugar a la activacibn de su tirosina cinasa y a la
transfosforilacion de los residuos de tirosina de su extremo C-terminal®®®%.Los
residuos de fosfotirosina de los receptores activados son reconocidos por
proteinas que poseen dominios SH2 o dominios PTB. Estas proteinas pueden
ser de dos tipos: proteinas adaptadoras que pueden reclutar a otras proteinas
transductoras, o factores o enzimas directamente transductores/as que tras
unirse al receptor son fosforilados por éste, pasando de un estado inactivo a
otro activo. Por lo tanto, mediante estos reclutamientos y/o fosforilaciones se
producen cambios conformacionales y/o cambios en la localizacién intracelular
de estas proteinas sefalizadoras, siendo asi capaces éstas de transmitir sus
mensajes a otros componentes de las diversas rutas intracelulares de

transduccion de sefales.”® 7778

La ruta de sefalizacién mejor conocida en diversos organismos e iniciada por el
EGFR activado es la via de las MAPKs. Esta se inicia por la proteina adaptadora
Grb2 que posee un domino SH2, con el que interacciona con los residuos de
fosfotirosina del receptor, y dos dominios SH3, con los que interacciona con
factores intercambiadores de nucledtidos de guanina tales como Sos1/2. Asi,
después de la formacion del complejo Grb2/Sos, éste se transloca a la
membrana plasmatica estimulando el intercambio de nucledtidos en Ras,

transformando Ras-GDP (forma inactiva) en Ras-GTP (Fig.19).
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Fig. 19. Regulacion del ciclo de Ras por el EGFR. Este regula el ciclo de la proteina Ras facilitando la
formacion de su forma activa (Ras-GTP, circulo) mediante la activacidon del factor intercambiador de
nucledétidos de guanina (GEF) y secuestrando la forma fosforilada de la proteina activadora de la GTPasa
de Ras (GAP) que la transformaria en su forma inactiva (Ras-GDP, triangulo). .(imagen tomada de
caibco.ucv.ve/.../BiologiaCelular)

El Ras activo es capaz de interaccionar y activar a las serina/treonina cinasas Raf-1, A-
Raf y B-Raf ®3. Estas Ultimas a su vez fosforilan a las tirosina/treonina cinasas duales
MEK1/2, y éstas finalmente fosforilan a las serina/treonina cinasas ERK1/. Una vez que
las ERK1/2 son activadas, éstas pueden fosforilar a diferentes proteinas dianas
localizadas en la membrana plasmatica y en el citoplasma, dando lugar a la activacién de
otras vias de sefalizacibn o traslocarse al nucleo y fosforilar diversos factores de
transcripcion como son, entre otros, c-Myc, c-Jun, c-Fos, Elk-1 y p62TCF, produciendo asi
la induccién o la represion transcripcional de determinados genes (Fig. 20).
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Fig. 20-. Regulacion del ciclo de Ras por el EGFR. El EGFR regula el ciclo de la proteina Ras
facilitando la formacion de su forma activa (Ras-GTP, circulo) mediante la activacion del factor
intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) y secuestrando la forma fosforilada de la proteina
activadora de la GTPasa de Ras (GAP) que la transformaria en su forma inactiva (imagen tomada de
caibco.ucv.ve/biologiacelular).

La activacion de la via Ras/MAPK parece ser imprescindible para la

proliferacion celular mediada por EGF, pero no parece ser esencial para la

i
w wwﬁ

s

27

——
| —




EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA CION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

supervivencia celular, ya que este proceso estd mediado por vias
independientes de Ras. Por otro lado, lineas celulares que expresan EGFR
mutados que carecen de actividad de tirosina cinasa, aunque presentan ciertas
alteraciones en la transmisidén de sefales, si median la activacion de la via de
las MAPKs, lo que implica que mecanismos alternativos son operativos en

dichas células 76779-81-84
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E. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos, donde se emplearon solventes organicos como EG y MC
en modelos experimentales se comprobaron dafos estructurales vy
ultraestructurales en dientes, asi como cambios morfoldgicos en higado vy
rinon.

Sin embargo aun no se conocen, los efectos que pueden tener estos solventes
en cavidad oral especificamente en las glandulas salivales mayores del
producto durante la gestacion por la exposicidon continua de la madre a estos
solventes.

Por lo que surgen las siguientes preguntas; ¢élos solventes afectan las
glandulas salivales en todos sus componentes estructurales? o ¢la presencia
de los factores de crecimiento se encuentran alterados por las concentraciones

de los solventes organicos en el tejido glandular?

F. JUSTIFICACION

La intoxicacién por éteres del glicol se encuentra relacionada con la actividad
laboral, asi como también con la exposicidon o la ingesta accidental de estos
productos. No obstante, que estos alcoholes se encuentran en una amplia
gama de articulos de uso doméstico, no existe la suficiente informacién que
permita comprender las alteraciones que se presentan en las glandulas
salivales, como se ven afectadas las estructuras normales ocacionando una
aparente xerostomia y cédmo influyen los factores de crecimiento en este

padecimiento cuando los pacientes presentan el sindrome de éteres del glicol.

G. HIPOTESIS

Los solventes etilén glicol y metil celosolve a diferentes concentraciones
administradas por via oral, ocasionan dafio en el desarrollo del tejido
glandular, por lo tanto altera la expresion de EGF, EGF-R y NEU en las

glandulas salivales mayores de un modelo experimental.
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H. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar y correlacionar la presencia o ausencia del EGF, NEU, EGF-
R, por medio de densidad 6ptica en el inmunomarcaje en modelos
experimentales (fetos de ratas de 19 dias de gestacidon) por exposicion
directa al metil celosolve y etilén glicol en una mezcla relaciéon 1:1. En
diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) de 0.5ml de dosis al dia a

las madres gestantes.

2. Objetivos Especificos

Determinar las alteraciones estructurales en glandulas salivales mayores
en productos de 19 dias de gestacidn expuestos de forma indirecta a la
mezcla de MC y EG a diferentes concentraciones y administrada via oral

a la rata madre gestante.

Estudiar por microscopia de luz las caracteristicas morfoldgicas de los

grupos control y experimentales en tinciones de H&E y P.A.S.

Determinar en las glandulas salivales los sitios de mayor expresidon de
EGF, EFGR y NEU por medio de ensayos de inmunohistoquimica, y

medirlo por medio de un analisis de imagenes.

Comparar los resultados obtenidos en cada uno de los grupos
experimentales con el grupo control para determinar los cambios
estructurales y de inmunomarcaje obtenidos de las diferentes dosis

administradas.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Tipo De Estudio.

Experimental, transversal ya que se realizara una sola vez.

2. Grupos De Estudio.

Se utilizaron 20 ratas hembras adultas jévenes, sanas las cuales se criaron en
el Bioterio de la DEPel, Facultad de Odontologia, UNAM. Con un peso de 200-
250 gramos de peso de la cepa Wistar, distribuidas en 4 grupos de 5 ratas

hembras cada uno y 8 machos sanos (2 por grupo) para el apareamiento.

2.1 Grupo Control. Sin manipulacién, solo alimento y agua ad libitum.

2.2 Grupos Experimentales. A las ratas ya prefiadas Se les administré la
mezcla de los solventes organicos 1:1 de EG y MC de forma oral de 0.5 mL
diarios por medio de una jeringa de 1mL. durante los 19 dias de gestacion
(Fig. 19)

2.2.1 Primer grupo experimental: Se les administré 0.5 mL de la mezcla de

EG y MC al 5% por VO durante los 19 dias de gestacion

2.2.2 Segundo grupo experimental: Se les aplicé 0.5 mL de la mezcla de
EG y MC al 10% por VO durante 19 dias.

2.2.3 Tercer grupo experimental: Se les aplicd 0.5 mL de la mezcla de Eg y
MC al 15% por VO durante 19 dias.
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GRUPO \ 20 RATAS SR I
CONTROL prefiadas EXPERIMENTALES

_|

5,%, 10%, 15%
EG/MC V.0

SIN MANIPULACION ™| 3

CORTES SERIADOS 3pm
PARA LA REALIZACION DE /
TINCIONES E

INMUNOHISTOQUIMICA

INMUNOHISTOQUIMICA
CON EGF, EGF-R NEU

OBSERVACION
Y ANALISIS DE
IMAGENES

METODOLOGIA

Fig. 18. Metodologia

3. VARIABLES.
3.1. Variables Dependientes.
NUumero de productos vivos.
NUumero de productos muertos.
Numero de reabsorciones.
Malformaciones que presenten los productos.

Cambios estructurales.
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3.2. Variables Independientes.
Solventes EG y MC.

Dosis aplicada.

3.3. Definicion de Variables.

Productos Vivos. Se definen como todos aquellos seres que se nutren,
desarrollan y pueden reproducirse manteniendo las caracteristicas normales de

su especie para ser objeto de investigacion.

Productos Muertos. Feto muerto que ocurre durante o antes del parto de un

feto con suficiente tamafo y desarrollo como para esperarse que sobreviva.

Reabsorciones. Se consideraron hembras con reabsorciones, aquellas
diagnosticadas prefadas con un tiempo menor de 19 dias y registro de celo

posterior.

Malformaciones que presenten los productos. Las malformaciones
corresponden a alteraciones en la forma, producto de un defecto durante

desarrollo embrionario.

Cambios Estructurales. Conjunto de transformaciones en la estructura

bioldgica de el feto.

Dosis aplicada. La cantidad de una sustancia dada a un humano o a un
animal de prueba en la determinacion de relaciones dosis-respuesta.
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4. Procedimiento

Se utiliz6 como modelo experimental ratas de la cepa Wistar con un peso de
200 a 250 gramos. Se formaron cuatro grupos de cinco ratas cada uno (1
control y 3 experimentales). Posteriormente se colocaron dos machos por
cada grupo para el apareamiento, el cual fue confirmado al observarse el
tapén vaginal tomando este como dia 1 de gestacion; a partir de este
momento se inicid la administracion a las ratas gestantes la mezcla de los
éteres del glicol a las concentraciones de 5%, 10% y 15% por VO en los
grupos experimentales. Al término de los 19 dias de gestacion se les practico
cesarea, colocando a la rata madre en la campana para ser anestesiada con
éter (el sacrifico se realizo de acuerdo a la norma ISO 10993-2), el cual fue
colocado hasta que la rata perdié la conciencia y se detuvieron sus pulsaciones
(Fig. 22-A). Una vez sujetada de las extremidades superiores e inferiores sobre
la plancha quirdrgica se hizo un corte sagital a la altura del abdomen para la
obtencién de los fetos (Fig. 22-B-C), los cuales se encontraban en los sacos
intrauterinos en grupos de 10 a 12 por cada rata madre (Fig. 22-D). Se
observo una disminucién en el numero de fetos vivos a medida que la dosis
administrada era mayor. Una vez realizado el procedimiento quirdrgico se
cuantificaron e identificaron los productos como vivos (Fig. 22-E), muertos
(Fig. 22-F) y reabsorciones (Fig. 22-G). Se seleccionaron 3 fetos al azar de
cada rata madre de los grupos experimentales (Fig. 22-H, I) para después
colocar gasas inmersas en éter a los productos vivos, provocandoles |la
muerte. Posteriormente se realizd un corte a la altura de las extremidades
superiores (Fig. 22-]), y un corte sagital para disecar las glandulas salivales
mayores localizadas en la base del cuello y mandibula. Una vez disecadas las
glandulas salivales (Fig. 22-K), fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en

PBS. Los productos mas pequenos en los cuales no fue posible disecar las
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glandulas salivales se sumergid toda la cabeza en paraformaldehido para su

posterior procesamiento, corte, tincidn, y realizacién de la inmunohistoquimica.

Fig. 22. Sacrificio y obtencion de muestras.

4.1. Procesamiento De Muestras Para Histologia de Luz.

En forma aleatoria se sacrificaron tres productos de cada madre de los grupos
experimentales y control en los cuales se realizé la disecciéon en el area de
cuello para la diseccion de las glandulas salivales mayores, donde fueron
colocadas previamente al procesamiento histoldgico. Los especimenes fueron
procesados por la técnica de rutina para histologia, realizando cortes en los
bloques de cera en forma seriada con espesor de 34m cada uno,
posteriormente se realizd el montaje de las muestras y se realizo tincidn con
técnica de Hematoxilina y Eosina, PAS. Realizando la observacién al
microscopio de luz (Carl Zeiss Axiostar Plus). También se realizo el corte de 3
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laminillas mas las cuales fueron en blanco para que se les realizara la técnica
de inmunohistoquimica posteriormente.

4.2 INMUNOHISTOQUIMICA

Obtencion de tejidos.

Después de obtener los tejidos de los fetos de 19 dias de gestacion se
mantuvieron en frascos cerrados con paraformaldehido para la conservacién
de los tejidos.

Procesamiento de los tejidos:

Los tejidos se lavaron en agua corriente durante 30 minutos para eliminar el
paraformaldehido y se procesaron de forma automatizada en un histokinette
(REICHERT JUNG HISTOKINETTE 2000) Se orientd la muestra para obtener un
buen corte de toda la glandula salival, se incluyo el tejido en parafina,
haciendo cortes seriados de 3y en un microtomo semi automatico (Leica).
Colocando 3 cortes por laminilla.(se obtuvieron 5 laminillas por bloque).

Procedimiento para la tincion de rutina con hematoxilina y eosina
(H&E).

Una vez que se obtuvieron las laminillas se pasaron los especimenes por
soluciones de xilol (2 veces), Xilol — alcohol (50:50), alcohol 969, alcohol 100°
y agua bidestilada, con inmersiones de 10 min en cada solucién, para su
desparafinacién vy rehidratacién de los cortes bioldgicos, utilizando H&E como
medio de contraste (nucleos basofilos y citoplasma eosindfilo).

Preparacion de laminillas para la inmunohistoquimica.

Una vez obtenidas las laminillas silanizadas, se desparafinaron y rehidrataron
los cortes pasando los especimenes por soluciones de xilol (2 veces), xilol-
alcohol (50:50), alcohol 100° y agua bidestilada, en ese orden con inmersiones
de 10 min en cada solucién. Se lavo con amortiguador de fosfatos pH 7.4 (PBS
1X) tres veces, 5 c/u.
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Procedimiento inmunohistoquimico para identificar EGF, EGF-R Y NEU.
Recuperacion antigénica.

Para exponer los receptores (bioquimicos) se colocaron las laminillas con las
muestras bioldgicas en el horno de microondas en una solucion de citratos a
punto de ebullicion, dejando templar por un periodo de 10 a 15 min.
Posteriormente se lavo con PBS 1X tres veces por 5 minutos c/u obteniendo
para la recuperacion de los componentes antigénicos.

Eliminacion de peroxidasa tisular.

Se colocaron los cortes en frascos Koplin y se afadio 50mL de solucidén de
peroxido de hidrégeno (al 3%) por 15 min luego se lavaron con PBS 1x por 5
minutos c/u. posterior a ello se coloco solucidn de albumina para cubrir todo el
tejido, se colocd la laminilla dentro de la cdmara humeda. Lavando con PBS 1x
por tres veces, 5 minutos c/u se sumergieron las laminillas en 50mL de
solucidon de tritdn 0.2% por 15 min se lavaron con PBS 1X tres veces, 5
minutos c/u.

Procedimiento inmunohistoquimico.

Se incubaron los tejidos con los anticuerpos primarios contra EGF, EGF-R y
NEU (anticuerpos monoclonales, Santa Cruz Biotechnology,Inc.) Diluidos
1:100,se deposito el anticuerpo sobre la superficie de la muestra para cubrir
todo el tejido, se incubaron a 4°C por 12 hrs, se secaron las laminillas con
papel filtro.se lavaron las muestras con PBS 1x tres veces por 5 minutos c/u.
se Secaron cuidadosamente las laminillas, se incubd con el anticuerpo
secundario biotinilado cubriendo todo el tejido previa colocacién de las
laminillas dentro de la cdmara humeda y se incubd a 36°C por 60 min. Se lavo
con PBS 1X tres veces, 5 minutos c/u. se secaron nuevamente las laminillas.

Revelado con DAB (cromdégeno).

Se colocd sobre cada laminilla la solucion DAB (Diamino Bencidina) necesaria
para cubrir todo el tejido iniciando el crondmetro; pasados 5 minutos se
enjuagd con PBS 1x colocando el espécimen en PBS 1x manteniéndole alli
hasta completar la totalidad de las muestras para finalmente sumergirlas en
agua desionizada.

Contratincion.
La contratincion se realizd con hematoxilina de Gill (para contraste de
nlcleos). Se lavaron con agua corriente las laminillas por 5 minutos. Se

g

w L\‘\\\w
1904

37

——
| —



EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA INMUNORREACCION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

deshidrataron los cortes de tejidos pasandolos por soluciones de alcohol de 96°
(2 veces por 3 min c/u), alcohol 96° (3 minutos), xilol-alcohol, 50:50 (5
minutos) y xilol (2 veces) por 10 minutos, en ese orden.

Montaje de los tejidos.

Se sacaron cada una de las laminillas de la solucidon de xilol, se procedié a
colocar en la porcion lateral del portaobjeto una linea de resina de montaje
dejando descansar el cubre objeto sobre el portaobjeto, iniciando en la zona
con resina, evitando la formacién de burbujas y eliminando aquellas presentes
junto con el exceso de resina. Se colocaron las laminillas en posicidn horizontal
en un carton por 24 hrs. (para asegurar la solidificacién de las resina) y se
realizd la observacion de los tejidos al microscopio para su catalogacion,
fotografiando las zonas representativas asi como las areas que presentaron
inmunomarcaje.

4.3. ANALISIS DE IMAGENES.

Para el analisis del inmunomarcaje obtenido en las laminillas de estudio se
realizo una medicidon (en pixeles) las cuales fueron obtenidas mediante el
programa computacional de analisis de imagenes IMAGE J. Para la calibracion
de las diferentes tonalidades de grises desde el color blanco al negro se utilizo
una tabla de 18 tonos de grises, asi de cada tono obtuvimos una lectura en de
pixeles en una misma area. Posteriormente, se realizd una curva de calibracion
y se realizaron mediciones en las laminillas obtenidas con inmunomarcaje. Esto
se hizo con la medicion de 10 areas, al azar, en campos de 400X de 3
diferentes zonas de cada laminilla en donde habia presencia de
inmunomarcaje. Cambiando de una fotomicrografia RGB a una imagen de
8bits. Debido a la escala de grises, con la cual se realizé la calibracidn,
posteriormente los datos obtenidos fueron anexados a una base de datos en

una hoja de calculo para el analisis estadistico (Fig. 23).
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D& ACUERDO A TABLA

StdDevMin Max Perim Median
1 992 0 255 255 126 252960 255
2 992 0 248 248 126 246016 248
3 992 0 34 34 126 232128 234
4
I:'

80708 992 0 221 221 126 219232 221
250000 : 992 0 192 192 126 190464 192
200000 6 992 0 178 178 126 176576 178
s 7 992 0 150 150 126 148800 150
100000 8 992 0 128 128 126 126976 128
9 992 0 119 119 126 118048 119

20000 I I I I ' I 10 992 0 95 95 126 94240 95
0 A= 11 992 0 77 77 126 76384 77
1234567 809101112131415161718 12 992 0 51 51 126 50592 c'l

13 992 0 41 41 126 40672 n

14 992 0 28 28 126 27776 28

15 992 0 17 17 126 16864 17

16 992 0 17 17 126 16864 17

17 992 0 8 8 126 7936 8

18 992 0 0 0 126 0 0

Fig. 23. en esta imagen encontramos la calibracién de los 18 tonos de grises para la obtencion
de obscuridad y claridad del inmunomarcaje obtenido en las laminillas analizadas.

V. RESULTADOS.

1. Resultados Macroscoépicos.
Las glandulas salivales después de la diseccion presentaron una forma
piramidal con aspecto lobulado con coloracién gris amarillenta, de consistencia

blanda con un peso promedio de 6-8 mg (fig. 24).

Fig. 24. Apariencia macroscopica normal de las glandulas
Salivales mayores de un feto de 19 dias de gestacidn.

39

——
| —



EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA CION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

1.1. GRUPO CONTROL.

En este grupo, de las 5 madres gestantes se obtuvieron 65 fetos vivos,
teniendo en promedio de 10 a 13 fetos viables por madre (Tabla 2). Los
productos presentaron tamafio, forma, Yy caracteristicas estructurales

homogéneas entre si (Fig.25).

Fig.25 imagen macroscopica de los fetos del grupo control con caracteristicas fisicas normales.

1.2. GRUPOS EXPERIMENTALES
El grado de alteraciones en los grupos experimentales fue aumentando
conforme las concentraciones del EG y el MC se incrementaron. En el grupo en
el que se administré los solventes al 5% se obtuvieron 63 fetos vivos, en el
grupo experimental de (10%) solo se presentaron 37 fetos viables y en el
grupo experimental del 15% no se tuvieron fetos viables. Las malformaciones
encontradas fueron:

1. Disminucion en el niUmero de fetos vivos.

2. Falta de desarrollo, con retardo en el crecimiento, y consecuente talla

disminuida. Fig (26)

3. Malformaciones craneofaciales.

4. Acortamiento de cuello.

5. Falta de pared abdominal.
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6. Acortamiento de extremidades superiores e inferiores.

7. Reduccion en longitud de la cola.

La gravedad de las alteraciones que se manifestaron fueron relacionadas con

el aumento de las concentraciones de los solventes organicos.

CONTROL. 5%V.0. 10%V.0. 15% V.0.

8

Fig 26 Caracteristicas fisicas de los grupos experimentales en las diferentes concentraciones
en donde se observa disminucion de tamaifo asi como perdida de la morfologia normal en

comparacion al grupo control.

2. Resultados Microscopicos.

2.1. Grupo Control.

Las estructuras normales de las glandulas salivales encontradas en los cortes
histolégicos del grupo control y observados por medio de microscopia fotdnica
se describen a continuacion teniendo en cuenta que no recibié este grupo

ninguna manipulacion.

2.1.1. H&E.

La tincién con hematoxilina y eosina en los cortes histoldgicos de la glandula
parotida, submaxilar y submandibular reveld la presencia de acinos
glandulares conformados por gran numero de células piramidales de

citoplasma basdfilo, la luz de los conductos intercalares amplia, visible y bien
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delimitada por células cubicas bien organizadas, con nucleos basales. Los
conductos estriados estaban delimitados por células de tipo columnar con
abundante citoplasma eosinéfilo y nlcleos orientados basalmente. El estroma
se encuentra constituido por abundantes fibroblastos activos, fibras coldgenas
gruesas y delgadas, bien vascularizado con capilares y pequefias terminaciones
nerviosas (Fig. 27). Las células acinares y ductales intercalares se encontraron
rodeadas por células mioepiteliales de forma fusiforme, delimitados por una
membrana basal, por campo de 400X se encontraron en promedio 25 acinos
glandulares. Los conductos estriados estuvieron constituidos por células

columnares con estrias en la porcic')n basal.

Fig. 27. Corte histoldgico a 200X, teiiido con H y E, en la que se aprecian los acinos
serosos(AS), conductos intercalares (CI), estroma (ES) y conductos estriados (CE) de glandula
parétida de un grupo control.

La tincién con PAS permitié observar la membrana basal delimitando los acinos
glandulares y los conductos intercalares, asi como las caracteristicas de las

células mioepiteliales que presentan forma fusiforme. (Fig. 28,29)
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Fig. 28. Corte histologico de glandula parétida tefiida con PAS (columna izquierda) y H &E
(columna derecha). A y B) a un aumento de 100X podemos observar con el abundante
niumero de acinos serosos(AS), conductos intercalares (CI) y conductos estriados (CE),
estroma (ES) de tejido conjuntivo laxo circundando los acinos y conductos. C y D) a 200x se
pueden observar los nucleos de las células, de forma esferoidal, localizados en la porcion
basal. El citoplasma de las células acinares es PAS positivo y con H & E es basoéfilo. Los
conductos estriados estan delimitados por células de tipo columnar con abundante citoplasma
eosinéfilo, nlcleos orientados basalmente. E y F) A 400X con PAS. Las células de los conductos
intercalares son PAS positivos (ricas en mucina), de forma cubica con nicleo centrado. F) Con
H y E se puede ver la disposicion de las células mioepiteliales (CM) y de las fibras colagenas
(FC) rodeando al conducto.
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Fig. 29. A) conducto intercalar (CI) y conducto estriado (CE) con presencia de mucina siendo a
la tincion PAS positivo de la glandula sublingual B) acino mucoso. C) conducto estriado (CE)
acino mucoso (AM) de la glandula submandibular con presencia de mucina.

2.1.2. Inmunohistoquimica

La reaccion a EGF fue de leve a moderada, en el citoplasma de las células
acinares de las Glandulas salivales parétida, submaxilar y submandibular (Fig.
30). Al igual se encontré con EGF-R (Fig. 31) y con NEU (Fig. 32).

Fig. 30. Inmunohistoquimica con EGF en glandula parétida A) se aprecia la cantidad de
lobulillos acinares, delimitados por el estroma fibroso laxo de tejido conjuntivo(flechas) B) Se
aprecia a 200x un conducto estriado con reaccion leve en su citoplasma, asi como los acinos
(flecha es un acino). C) a 400x se puede observar la inmunoreaccion leve con EGF en el
citoplasma de las células acinares (flecha).
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Fig. 31. Inmunohistoquimica con EGF-R en glandula parétida A) se aprecia la cantidad de
lobulillos acinares y conductos estriados e intercalares (flecha), delimitados por el estroma
fibroso laxo de tejido conjuntivo. B) A 200x se puede observar la inmunoreacciéon leve con
EGF-R en el citoplasma de

Las células ductales. C) Se aprecia a 400x un conducto intercalar con reaccion leve en su
citoplasma, el nicleo es centrado.
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Fig. 32. La respuesta inmunohistoquimica en la glandula submaxilar con NEU fue homogénea
de forma leve en los acinos(A) y conductos intercalares (CI) y estriados (CE). A) Abundantes
acinos glandulares y conductos estriados. B) Los conductos intercalares presentan una
reaccion Inmunohistoquimica homogénea. C) en campo de 400x se puede observar la luz bien

delimitada de un conducto estriado (CE), con reaccion leve a NEU.

2.2. Grupos Experimentales.

2.2.1. Grupo Experimental Mezcla Acuosa De Solventes Al 5%
Administrada Por Via Oral
2.2.1.1. Histoquimica.

En las glandulas submandibular, sublingual y parétida, La observacion microscépica
reveld dafios al tejido de tipo moderado, tanto en las estructuras ductales como en los

acinos, estos ultimos estuvieron compuestos en su mayoria por células amorfas de forma
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piramidal con citoplasma eosindfilo, también se encontré una gran cantidad de conductos
intercalares en los cuales la arquitectura es dismoérfica con la luz de los conductos
delimitada en forma circular, las células cubicas presentan citoplasma entre eosindfilo y
basdfilo con aspecto grumoso, los nucleos estan centrados y de forma elongada e
hipercromaticos, asi como nucléolos prominentes, los conductos estriados perdieron su
configuracion. El estroma es fibroso laxo con fibroblastos jovenes y escasos capilares
(Fig. 33,34,35).
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Fig. 33. Corte histolégico de glandula parotida tefiida con Hematoxilina y Eosina a 400X, En donde se
observan los acinos serosos(AS), los conductos intercalares (Cl) con la delimitada y conductos estriados
(CE).

Fig. 34. En el grupo experimental de 5% de solventes en glandula parétida (A) con solventes organicos con
tincién con H & E. A 10x se aprecia la disminucién en el nimero de acinos, los conductos no presentan
alteraciones. B) en glandula submandibular los acinos mucosos (AM) no muestran cambios arquitectonicos, los
ductos intercalares (Cl) sin cambios morfol6gicos. C) conducto intercalar de glandula submaxilar con la luz del
conducto delimitada por células piramidales con nucleos basales bien definidos.(CA) granulosos.
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Fig. 35. En glandula submandibular, (A) en aumento de 400x se aprecia la disminucion en el
nimero de acinos, los conductos presentan alteraciones en el desarrollo. B) Los acinos
mucosos (AM) muestran cambios arquitecténicos, los ductos intercalares no se encuentran
bien desarrollados.

La tincion con P.A.S fue mas intensa, comparada con el grupo control, esto podria
contribuir al dafio estructural que se observa tanto en las células acinares como ductales

(Fig. 36).

Fig. 36. Glandula submaxilar en el grupo experimental con administracion de la mezcla acuosa
al 5%, se aprecia el dafo estructural en los acinos y células de conductos. A) Se aprecia una
disminucion en el nimero de lobulillos. B) con pérdida de la arquitectura, C) las células
piramidales de los acinos presentan lisis nuclear.
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2.2.1.2. Inmunohistoquimica

La reaccion a EGF fue moderada en la glandula parétida (Fig. 30), con
localizacién en el citoplasma de las células acinares y de los conductos
intercalares encontrandose también un inmunomarcaje moderado en los
grupos de EGF-R (Fig. 37) y con NEU (Fig. 38), de las glandulas submaxilar y

sublingual.

éOOX
Fig. 37. Cortes histolégicos con inmunomarcaje de EGF del grupo experimental al 5%. En el
corte histoldgico teiiido con técnica de inmunohistoquimica para EGF, se obtuvo una reaccion
moderada en el citoplasma de células acinares (flecha) y en conductos intercalares( punta de
flecha).

Fig. 38. Inmunoreaccion moderada a EGF-R, de forma heterogénea en el citoplasma de las

células ductales (flecha) y en conductos intercalares (punta de flecha).
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Fig. 39. La glandula sublingual con Neu mostré una inmunoreaccion de moderada a intensa de
forma heterogénea en el citoplasma de las células acinares (flecha) y ductales (punta de
flecha.

2.2.2. GRUPO EXPERIMENTAL MEZCLA ACUOSA DE SOLVENTES
AL 10% ADMINISTRADA POR VIA ORAL.

2.2.2.1. Histoquimica

En las glandulas salivales mayores ( sublingual, submandibular y parétida) Se encontré
una importante disminucion de los acinos glandulares de secrecion serosa que estan
formados por células piramidales de nucleo hipercromético rechazado a la periferia,
también se observo disminucion en el tamafio de conductos estriados los cuales
presentan células de aspecto columnar y cuboidal lo que hace pensar en cambios
morfolégicos en su aspecto y conformacion, el citoplasma basofilo con nucleos
picnoéticos, rechazados a la periferia. Los conductos intercalares se encontraron en
pequefios grupos formados por células cubicas, la luz de los conductos ocluida en
algunos conductos y en otras estrecha; el estroma fibroso laxo con abundantes
fibroblastos activos fusiformes, el grado de alteracion morfolégico en este grupo se

considera moderada (Fig. 40 y 41).
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Fig. 40. Corte histoldgico de glandula sublingual con Tincién en hematoxilina y eosina de grupo experimental
al 10%, en donde se aprecia el dafio a nivel de células acinares y los conductos, se observa citoplasma
eosinofilo, granuloso, con ndcleos mal definidos, con cariolisis (C).

Fig. 41. Imagen histologica de glandula par6tida en la que se observa cariolisis y cariorrexis, el citoplasma de
las células ductales muestra una reaccion leve a PAS (punta de flecha) en tanto que las células acinares son
PAS positivo intensamente(flecha). B). Imagen histolégica de glandula submandibular en la que se observa
diminucién en el numero de acinos, de conductos intercalares y de conductos estriados, el citoplasma de las
células ductales muestra una reaccion leve a PAS (punta de flecha), en tanto que las células acinares son
PAS positivo intensamente flecha) . Se observa en la misma muestra acinos mucosos ( punta de flecha), y
conductos estriados con luz mal delimitada (flecha) con falta de conductos excretores.
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2.2.2.2. Inmunohistoquimica.

En el grupo de glandulas salivales mayores (sublingual, parétida vy
submandibular) se encontré de forma semejante que los  conductos
intercalares formados por células dismoérficas, con nucleo esférico, en la
porciéon basal, rodeados por escasas células mioepiteliales. Hay poca
presencia de conductos estriados los cuales estan constituidos por células de
tipo columnar que presentan estrias en la porcién basal, delimitados por la
membrana basal, todo a su vez se encuentra delimitado por tejido
conjuntivo fibroso denso y haces de fibras colagenas entre los acinos y
escasos ductos con vasos sanguineos. La presencia de el inmunomarcaje
detectado por la peroxidasa en la técnica de inmunohistoquimica se hace
menos evidente en el citoplasma de los conductos intercalares, estriados, y
en los acinos de tipo seroso este inmunomarcaje tiene menor presencia en
este grupo a diferencia del grupo control y del grupo de 5% donde se

encontré en mayor proporcién de el inmunomarcaje (Figs. 41, 42 y 43).
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Fig. 41. La inmunohistoquimica
con EGF en glandula sublingual,
muestra una reaccion homogénea
leve sobre el citoplasma de las
células acinares y ductales (A
punta de flecha) v a mayor
aumento se aprecia la reaccion
moderada sobre la membrana
citoplasmatica en su porcion
basal y la membrana basal tanto
de los acinos como de los
conductos(punta de flecha) C ) se
ohserva un conducto estriado con
inmunoreaccion en el citoplasma
celular ( flecha).
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Fig. 42. Imagen histologica de la
glandula submandibular con
reaccion inmunohistoquimica a EGF-
R en donde larespuesta es leve en el
citoplasma celular (A flecha) B)
inmunomarcaje de EGF-R en
conductos intercalares los cuales se
ven disminuidos en el desarrollo con
poca definicion en la luz del
conducto en la porcion basal es
moderada (punta de flecha). C
fotomicrografia de un conducto
intercalar en el cual se observa
inmunomarcaje de color marrén en
forma homogénea con una presencia
leve (flecha).
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Fig. 43. La inmunohistoquimica
con NEU es levemente positiva
con distribucion homogénea en
todo el citoplasma celular (punta
de fecha). B Inmunomarcaje en la
membrana basal tanto de los
acinos como de los conductos(
punta de flecha) . C distribucion
homogénea del inmunomarcaje
en un conducto estriado (punta de
flecha) v en acinos serosos de
glandula pardtida(flecha).
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3. Analisis de imagenes por densidad optica.

3.1. Resultados de EGF.

En la medicién de la densidad dptica reportada en pixeles y de acuerdo a los
datos obtenidos en el inmunomarcaje de 10 areas analizadas al azar de 3
diferentes campos en 200X y 400X de cada corte histolégico inmuno teiiido,
se localizo una mayor presencia de factor de crecimiento epidérmico en el
grupo experimental de ratas tratadas con solventes orgdanicos al 5% con los
solventes organicos. Esto puede ser comprobado por los promedios
obtenidos en las mediciones en pixeles que fueron la media de todas las
muestras las cuales seran utilizados en la comparacion con los datos

obtenidos en los otros grupos experimentales (Fig.44)

Fig. 44 A) grupo control con inmunomarcaje para EGF) Conducto estriado con presencia de
reaccion por inmunohistoquimica homogénea en el citoplasma (flecha) B) Imagen de
conducto intercalar en mapa de 8 bits para analisis de inmunomarcaje en 10 areas

diferentes del corte histolégico(flechas)
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PIXELES _
A) | IntDen B)
1) 3136.976
2) 3581.778
3) 3491.004
4) 3610.331
5) 3651.615
6) 3704.034
7) 3574.591
8) 3527.021
9) 3501.296
10) 3546.815 1 3 5 7 9
PROM.3532.546

Fig 45: A)datos obtenidos de las 10 areas tomadas al azar para el analisis de pixeles de los
para su posterios analisis de datos en una hoja de calculo (Graph Pad InStat.). B) Datos
obtenidos en medida de pixeles para elaboraciéon de base de datos y posterior comparacién
con grupos experimentales.

En el grupo de solventes tratados al 5% anti EGF, se detecté aumento en el
inmunomarcaje que fue analizado por medio del software en donde se
determind un aumento en la presencia de EGF con relacién al grupo control.
(Fig.46).

a00x A

Fig. 46) A) Conducto estriado (CE) con presencia de reaccion por inmunohistoquimica
homogénea en el citoplasma. B) Imagen de conducto estriado en mapa de 8 bits para
andlisis de inmunomarcaje en 10 areas diferentes del corte histoldgico.
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PIXELES
T PIXELES
IntDen
1 4890432 10000 -
| 5378.786
xsomz% 8000
1 ss6877: 6000
1 7623.826 4000
| 8938.095
8 8058;1% 2000
| 6685318 0
5093.50’]
| 6389.285

Fig 47) Datos obtenidos en medida de pixeles para elaboracion de base de datos y posterior
comparacion con grupos experimentales. Grafica 2) De los diferentes datos obtenidos en
densidad éptica (pixeles) para analisis de datos en una hoja de calculo. (Graph Pad
InStat.)

Los resultados obtenidos en el anadlisis de imagenes en los 3 grupos
experimentales de las fotomicrografias obtenidas al azar de las 3 glandulas
salivales mayores, se encontré por medio del inmunomarcaje y en el analisis
estadistico que hay una mayor expresion de EGF en los tratados a
concentraciones del 5% y que disminuye cuando la dosis es elevada al 10%.
Mientras que en el grupo experimental tratados con dosis del 15% no se
obtuvieron fetos viables para la toma de muestras y analisis por densidad
optica. Fig. 48, 49, 50.
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Fig. 48 Fig. 49 Fig. 50

Fig.48. A control EGF ) conducto intercalar (CI), con presencia de EGF distribuida de forma
homogénea en el citoplasma. B) conducto intercalar en mapa de 8 bits para el analisis de
imagen.

Fig. 49. A grupo experimental de 5%) conducto intercalar, conductos estriados y acinos
serosos con presencia de inmunomarcaje. B) Imagen de conductos intercalares, estriados y
acinos serosos en mapa de 8 bits

Fig50. grupo experimental 10%) Acinos serosos con presencia de inmunomarcaje. B) Mapa
de 8 bits para analisis de imagen.

Los resultados obtenidos del grupo experimental tratado con el anticuerpo
anti-EGF (A) mostrd un aumento significativo (P<0.01) en el grupo del 5%
comparados con el grupo control y en el grupo que se les administrd
solventes organicos al 10%, por lo tanto se concluye que los efectos de los
solventes etilen glicol y metil celosolve se encuentran presentes desde las

dosis de 5% donde hay un dafo a nivel estructural. (Fig 51).
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A)
Group A Group B Group C
Col. title control A 5% A 10%A
Mean 35325461 6389285 3144816
Standard deviation (SD) 15393 13858 18214
Sample size (1) 10 10 10 B)
'SHd.eror of mean(SEM) | 8676 804 57508 Comparison Difference g  Pvalue
L PRCoi Bk o 2 i controlAvsS% A 28567 4823 ** P00l |
Upper 95% conf. limit 36427 73808 44477
L | | control Avs10% A 387.73 0.6546 ns P>0.05
Minimum 31370 48904 78408
Median (50th percenile) 3560.7 50316 31634
Maximum 37040 8938.1 60450
Normality test KS 0293 02231 01382
Normality test P value »0.10 >0.10 >0.10
Passed normality test? Yes Yes Yes
<)
PIXELES

8000

6000

4000

2000

0
CONTROL 5% EGF 10%EGF
|

Fig 51 A) Comparacion estadistica de los tres grupos experimentales. B ) Diferencias
significativas encontradas en los tres grupos experimentales (Graph Pad InStat.). C)
Comparacion de los tres grupos experimentales de los datos obtenidos de el inmunomarcaje
con EGF.

3.2. RESULTADOS EGF-R

Los resultados obtenidos con el grupo experimental tratados con solventes
al 5% e incubado con el anticuerpo anti-EGF-R, mostraron significativa
disminucion (**P<0.01) comparado con los grupos control y con el grupo al
gue se le administré solventes organicos al 10%, también se encontrd una
disminucion significativa de EGF-R. Por lo tanto se puede concluir que los
efectos de los solventes etilen glicol y motil celosolve se encuentran
presentes a dosis de 5% donde hay un dafio a nivel de receptores y en dosis

de 10% encontramos el dafo mas severo sugiriendo que los dafios estan
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presentes en receptores como en ligandos , lo que permite comprobar que
en las dosis de 5% en EGF hay un aumento de este factor de crecimiento y
en las dosis del 5 % para EGF-R se encontré una disminucidon de los
receptores, concluyendo que existe una afectacién en el sistema de receptor-

ligando del factor de crecimiento epidérmico. (Figs. 52, 53, 54)

EGF-R CONTROL EGF-R 5% EGF-R 10 %

[

Fig.52. A inmunohistoquimica con EGF-R del grupo control) conducto intercalar (CI), con
presencia de EGF-R distribuido de forma localizada en la periferia de los CI y de los acinos
serosos. B) CI en mapa de 8. Fig.53. A inmunohistoquimica de el grupo 5% de EGF-R) Acinos
serosos con presencia de inmunomarcaje leve en la periferia de los acinos B) Acinos serosos
en mapa de 8 bits Fig.54 inmunomarcaje del grupo de 10% con EGF-R) acinos serosos con
presencia de inmunomarcaje leve en la periferia e los acinos serosos. B) mapa de 8 bits para
andlisis de imagen.

bits para el analisis de imagen.
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Fig. 55 ) Comparacion estadistica del grupo control y los dos grupos
experimentales con inmunomarcaje para EGF-R. B) Diferencias significativas
encontradas en el grupo control y en los dos grupos experimentales. C)

Comparativas de los tres grupos experimentales (Graph Pad InStat.).

A) Group A Group B Group C
Col. title CONTROL 5% 10%
Mean 48126897 27993005 34842303
Standard deviation (SD) 21172 428.80 82295
Sample size (N) 10 10 10
Std. error of mean(SEM) 66.953 135.60 260.24
Lower 95% conf. limit 4661.2 24926 28957
Upper 95% conf. limit 4964.1 3106.0 4073.0
Minimum 46055 1965.2 25928
Median (50th percentile) 47225 2905.6 34143
Maximum 51622 3399.1 5504.7
Normality test KS 0.2580 0.2426 0.2303
Normality test P value >0.10 >0.10 >0.10
Passed normality test? Yes Yes Yes
pixe,es  C)
s000 ~
4000 -
B) Comparison Difference q P value 3000~
__________ 4
CONTROLvs 5% 2013.4 8.193 ** P<0.01 2000
CONTROLvs 10% 1328.4 5.405** P<0.01 P
| 1000 -~
) Mean Lower Upper
Difference Difference 95% Cl 95% Cl it A
e . 1 2 3
CONTROL- 5% 2013.4 1439.5 2587.2 1) CONTROL] 4812.6897)
oA
CONTROL-10% 1328.4 754.52 1902.2 2} 5%, 2.7,?9.-.?1992:
3) 10% 3484.3303

3.3. RESULTADOS NEU.

Los resultados obtenidos del grupo experimental incubados con el anticuerpo
anti-EGF (A) mostré un aumento significativo (P<0.01) en el grupo tratado
con solventes al 5% comparado con los grupos control y con el grupo tratado
con de solventes organicos al 10%, por lo tanto los efectos de los solventes
etilen glicol y metil celosolve se encuentran presentes desde las dosis de 5%

donde hay un dafio a nivel estructural y en dosis de 10% ademas de dafio
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estructural existe dafio a nivel molecular al estar dafados los receptores

como los ligandos. (Fig.56, 57, 58)

Fig.56, Fig57, Fig.58

Fig.56. A) Conducto estriado (CE), con presencia de EGF distribuido de forma homogénea en
el citoplasma. B) Conducto estriado en mapa de 8 bits para el analisis de imagen.

Fig.57. A) Conducto estriado (CE), con presencia de inmunomarcaje localizado en el
citoplasma y en la periferia de los conductos. B) Conductos estriados en mapa de 8 bits.

Fig. 58) Acinos serosos con presencia de inmunomarcaje localizado en el citoplasma de
forma homogénea. B) Mapa de 8 bits para analisis de imagen.
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Fig 59 A) Comparacion estadistica del grupo control y los dos grupos experimentales
con NEU. B) Diferencias significativas encontradas en los tres grupo experimentales

con NEU. C) Comparativas de los tres grupos experimentales (Graph Pad InStat).

A)
Group A Group B Group C
Col. title CONTROL 5% 10%
Mean 5221.2016 8300.681 3773.0663
Standard deviation (SD) 11359 1464.2 1168.4
Sample size (N) 10 10 10
Std. error of mean(SEM) 359.21 463.01 369.49
Lower 95% conf. limit 44087 72534 29373
Upper 95% conf. limit 6033.7 9348.0 4608.9
Minimum 42219 6280.6 21914
Median (50th percentile) 47450 78401 37545
Maximum 8127.8 10714 58737
Normality test KS 0.3359 0.1849 0.1104
Normality test P value >0.10 >0.10 >0.10
Passed normality test? Yes Yes Yes
[ Comparison Difference q Pvalue
B) [ CONTROLvS 5% -3079.5 5.444** P<0.01
CONTROLvs 10% 1448.1 2.560* P<0.05
| i
Mean Lower Upper
Difference Difference 95% C1 95% CI
CONTROL - 5% -3079.5 -4400.3 -1758.7
CONTROL-10% 1448.1 127.35 2768.9
PIXELES
9000
2000
7000 <
6000 2
5000 =
q000 < -~
3000 <
2000
1000
-

CONTROL 5% 10%
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Los datos obtenidos de la medicién de la densidad éptica en pixeles, en el
inmunomarcaje realizado en 10 areas obtenidas al azar de 3 diferentes
campos de 400X de cada corte histoldgico de las laminillas mostraron un
aumento en la presencia de NEU en el grupo de 5% experimental de las ratas
que fueron tratadas con los solventes organicos, en comparacion con los

grupos control y con el cual hubo una disminucién en el 10.

4. Resumen de resultados.

Con los resultados obtenidos de los grupos experimentales se puede observar
que el grupo tratado con solventes organicos al 5%, para EGF mostrd una
diferencia significativa de *p<0.05% en el aumento del Factor de Crecimiento,
mientras que el receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico presento una
disminucion cuando las dosis alcanzaban el 5% y el 10% teniendo su nivel
mas bajo con las dosis de 5%. Con respecto a NEU hubo un aumento
significativo con respecto al grupo control y una disminucion, en el grupo
experimental para 10% por debajo de los parametros mostrados en el control.
Esto indica que el daho ocasionado por los solventes es de tipo estructural en
las dosis del 5% ya que se presenta primero a nivel celular y que el aumento
en las dosis de 5% en los factores de crecimiento y la disminucién en la dosis
de 5% para el receptor es por el dafio estructural, también se presenta a
nivel molecular danando estructuras bioquimicas como lo son factores de
crecimiento, los dafios celulares ocasionados en dosis bajas durante la
administracion del Etilén Glicol y Metil Celosolve son de tipo acumulativas y el

tipo de dafio que estos agentes ocasionan es de tipo irreversible (Fig 60).
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RESULTADOS

B CONTROLEGF

W 5% EGF

W 10%EGF
CONTROLEGF-R
EGF-R 5%
EGF-R 10%

B CONTROLNEU

B NEU 5%

mNEU 10%

*p<0.05,*p<0.01,pruebaDunnett

Fig 60) Analisis estadistico de las diferencias encontradas entre los grupos
control y grupos experimentales.

Ak,

oo
1904

63

——
| —



EFECTO TERATOGENICO DE ETILEN GLICOL Y METIL CELOSOLVE EN FETOS DE RATA WISTAR Y DETERMINACION DE LA INMUNORREACCION DE EGF,EGF-R Y NEU EN GLANDULAS SALIVALES.

C.D. Luis Antonio Emiliano Vazquez Ramirez. UNAM

VI. DISCUSION.

Las glandulas salivales son un tejido importante para la salud y buen
funcionamiento del aparato gastrointestinal ya que la secrecion vertida por
ellas contiene diferentes proteinas y sustancias importantes en el desarrollo y
reparacion de tejidos de la cavidad bucal, entre estas proteinas encontramos
los factores de crecimiento, los cuales son importantes mitogenos que acttan
actian durante el ciclo celular ocasionando la proliferacion, apoptosis y
reparacion de tejidos®. Cuando un agente teratogénico actia en el desarrollo
de los tejidos se producen cambios a nivel estructural en organos como,
rindnes, higado, dientes entre otros y en las glandulas salivales donde
encontramos alteraciones que se manifiestan como perdida de la morfologia
celular*®® tanto en los acinos mucosos, serosos y como en el desarrollo de los
conductos estriados e intercalares, donde se encontré6 una aparente

disminucion de los acinos, y conductos glandulares.

Se ha demostrado que los solventes organicos etilen glicol y métil celosolve se
encuentran en productos de uso cotidiano como tintes de cabello,
anticongelantes, refrigerantes y en la elaboracion de pistas de hielo en donde
se utiliza de manera indiscriminada siendo manejados sin protecciones fisicas

2526 cuyando estas

por los empleados y desechados al medio ambiente
sustancias se encuentran en contacto con el hombre pueden llegar a afectar
estructuras importantes que intervienen en el metabolismo de proteinas
como el factor de crecimiento epidérmico del factor de crecimiento nervioso o
de sus receptores los cuales son necesarios para el desarrollo normal de las
glandulas salivales y de otros tejidos que utilizan estos factores para su
funcionamiento2. En el estudio encontramos que los niveles de EGF tomados
por la densidad Optica se elevan durante concentraciones al 5% vy en
concentraciones de 10% encontramos una disminucién de la densidad Optica
con respecto al control indicando que el EGF se ve afectado cuando las
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concentraciones de los solventes aumentan, esto podria sugerir que los tejidos
encargados de el metabolismo de estas proteinas se encuentran dafados y
por lo tanto no son reconocidos por las técnicas de inmunomarcaje y por lo
tanto no son expresadas de manera visible, lo que se comprueba cuando se
hace el inmunomarcaje de los receptores de este factor el cual se ve
disminuido cuando la concentracidon del 5% es aplicada y que hay un aumento
del inmunomarcaje cuando la concentracion es del 10% lo que podria sugerir
que las concentraciones afectan de forma directa a los receptores de
membrana desde los niveles mas bajos de exposicion a estos glicoles, durante
las pruebas de inmunomarcaje de NEU encontramos un aumento de este
factor y que se ve disminuido con las dosis mas altas sugiriendo que los
factores de crecimiento no son reconocidos por los receptores de membrana
necesarios para la induccion del ciclo celular, apoptosis o regeneracién de
tejid0517’18’19'

Esto se comprueba cuando con las técnicas de tincién de rutina encontramos
cambios de tipo estructural manifestados en la morfologia celular donde en
las concentraciones de 5% sobre los acinos serosos mucosos y mixtos cuasan
aparente disminucidon, y en concentraciones de el 10% la estructura celular
se pierde en todos los tipos celulares con falta de desarrollo de conductos
estriados e intercalares. Cuando las concentraciones del 15% son
administradas los fetos no son viables y el desarrollo de los tejidos
glandulares es nulo, siendo imposible determinar en tejidos con estas

caracteristicas los niveles de EGF, EGF-r o NEU.
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VII. CONCLUSIONES.

1.

Los solventes Etilén Glicol y Metil Celosolve probado en diferentes
concentraciones al 5, 10 y 15 %, y administrados por via oral a los modelos
de estudio, afectan la presencia del EGF, EGF-R y NEU en glandulas salivales

mayores.

La administracién via oral de los solventes organicos al 5% en ratas
presentaron mayor expresion de EGF con diferencia significativa de
p=<0.01** que con el solvente al 10 % en donde se encontrd disminucidn
de su expresion con diferencias significativas p=<0.05 * con relacion al

grupo control.

La administracion de 5% de solventes organicos via oral en modelos
experimentales de estudio mostraron una disminucion en la presencia de
EGF-R con una diferencia significativa de p<0.01 a diferencia de las
concentraciones de 10% en donde encontramos un aumento en el
inmunomarcaje con diferencias significativas de p<0.01. Por lo tanto EGF-R
mostrd dafio estructural al ser tratado con los solventes organicos a

diferentes concentraciones.

Durante la administracion via oral de los solventes organicos al 5% en los
modelos de estudio se encontré mayor expresion del inmunomarcaje para
NEU con una diferencia significativa de p=<0.01**, mientras que al 10% se
encontré disminucion en el inmunomarcaje con diferencias significativas
p=<0.05 * comparado con el al grupo control, concluyendo que el efecto
observado a mayores concentraciones de solventes organicos afectan la
presencia de los factores de crecimiento, afectando asi la funcion normal de

los tejidos.
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