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Resumen

Ciclofosfamida (Cf) es un citostatico utilizado en esquemas de
acondicionamiento para trasplante de médula 6sea (MO)
provocando alteraciones en cavidad bucal. Trabajos previos
demostraron un efecto oxidativo de Cf evaluado a través del
incremento de superdxido dismutasa (SOD) y 4cido Urico
(AU) en Glandula Submandibular (GSM) de ratas. Es
conocido el efecto antioxidante de las vitaminas Cy E. En el
presente evaluamos cambios histolégicos en conductos y
acinos de GSM de ratas tratadas con Cf asi como el efecto de
la administracion de vitaminas C y E. Se utilizaron ratas
macho Wistar, divididas en cuatro grupos experimentales: 1)
C: Control, 2) Cf: ciclofosfamida; 3) VIT.C+ Cf: 4: VITE +
Cf. Se efectuaron cortes histologicos y tincién con
Hematoxilina/Eosina. Se analizaron posibles cambios
estructurales  en conductos y acinos. Los preparados
mostraron en Cf células acinares con macro y anisocariosis,
hipercromasia nuclear 'y binucleacién, estroma con
vasocongestion y focos de extravasacion eritrocitaria respecto
de C. En el grupo VIT C +Cf: Células acinares con cromatina
laxa, algunas con nucléolos evidentes. En VIT E + Cf: Células
acianres con binucleacién y citoplasma que exhibia mayor
cantidad de granulos. Estroma con cambios similares a los
descriptos. En este trabajo observamos que las células acinares
de los animales tratados con Cf mostraron alteraciones
histoldgicas respecto de los animales control. El grupo tratado
con Cf y Vitamina E evidenciaron un citoplasma con mayor
secrecion granular. Se infiere a partir de ello, que la
administracion de Vitamina E podria incrementar la actividad
funcional de GSM tratada con Cf.

PALABRAS CLAVE: ratas Wistar, ciclofosfamida, glandula
submandibular, vitaminas antioxidantes

Abstract

Cyclophosphamide (Cf) is a cytostatic drug used in
conditioning schemes for bone marrow trasplantation (TMO),
causing alterations in the oral cavity. Previous work
demostrated an oxidative effect of Cf evaluated through the
increase of superoxide dismutase (SOD) and uric acid (AU) in
Submandibular Gland (GSM) of rats. The antioxidant effect of
vitamins C and E is known. In the present study we evaluated
histological changes in secretory ducts and acini of GSM rats
treated with Cf as well as the effect of the administration of
vitamins C and E. Male Wistar rats were divided into four
experimental groups: 1) C: Control, 2) Cf: cyclophosphamide
3) VIT.C + Cf: 4) VIT. E + Cf. Histological sections were
stained with Hematoxylin / Eosin. Possible structural changes
in ducts and acini were analyzed. Cf group showed acini cells
with macro and anisocariosis, nuclear hyperchromasia and
binucleation, stroma with vasocongestion and erythrocyte
extravasation compared to C. VIT C+ Cf group showed ductal
cells with lax chromatin some with evident nucleoli. VIT E+
Cf group showed acini cells with binucleation and cytoplasm
that exhibited a greater amount of granules. In the present
work, we observed that the acini cells of the animals treated
with Cf showed histological alterations compared to Control
animals. The group treated with Cf and Vitamin E showed a
cytoplasm with greater granular secretion. We hypothesized
from this that the administration of Vitamin E could increase
the  functional activity of GSM  treated with
cyclophosphamide.

KEY WORDS: Wistar rats, ciclophosphamide, submandibular
gland, antioxidant vitamins

Introduccion

La Ciclofosfamida (Cf) es un citostatico de
naturaleza alquilante, que se utiliza asociado a
otras drogas oncologicas para el tratamiento
farmacol6gico de tumores s6lidos o en esquemas
de acondicionamiento para trasplante de médula
6sea. Numerosos autores informaron entre sus
efectos adversos, alteraciones funcionales en
tejidos blandos de la cavidad bucal y en glandulas
salivales™?.
Trabajos  previos de nuestro laboratorio
demostraron un incremento de la concentracion de
superoxidodismutasa (SOD) en saliva de pacientes
sometidos a trasplante de médula OGsea, cuyos
esquemas de acondicionamiento incluian el uso de
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Cf. Este hallazgo puede interpretarse como un
incremento de la actividad oxidativa en glandulas
de pacientes tratados con dicha droga®.

En trabajos posteriores, observamos no solo un
incremento de la concentracion de SOD sino
también de 4&cido drico (AU) en GSM de ratas
sometidas a la accion de Cf.

Por otra parte, es conocido el efecto antioxidante
de la vitamina C debido a la facilidad con que se
oxida reversiblemente a acido dehidroascorbico,
mientras que la vitamina E ejerce dicho efecto a
través del secuestro de radicales libres y de
radicales perdxidos. Numerosas investigaciones
hacen referencia a la capacidad y eficacia de estas
vitaminas para reducir o revertir los procesos
oxidativos frente a distintas situaciones de injuria
celular®®.

A partir de estos antecedentes los objetivos del
presente trabajo consistieron en evaluar cambios
histol6gicos en conductos y acinos de GSM de
ratas tratadas con Cf, y el posible efecto
antioxidante mediante la administracion de
vitaminas C y E. Con estos resultados se intentara
establecer una correlacion con los pardmetros
funcionales obtenidos previamente®,

Métodos

Se utilizaron 28 ratas macho Wistar de tres meses
de edad, alojadas en jaulas individuales, con
temperatura e iluminacion controlada y dieta libre.
Fueron divididas en cuatro grupos experimentales
(Tabla 1): 1) C: Control, 2) Cf: tratadas con
ciclofosfamida aplicandose una dosis i.p. de 50
mg/kg de peso  corporal, durante dos dias
consecutivos, 3) VIT.C+ Cf: tratadas con vitamina
C, 200mg/kg por tres dias consecutivos previos a
la inyeccion i.p. de Cf en iguales condiciones que
el grupo 2 y 4) VIT. E + Cf: tratadas con vitamina
E, 100 mg/kg de peso corporal por tres dias
consecutivos previos a la inyeccion i.p. de Cf como
en grupo 2. Los animales fueron ayunados por 24
horas previas al sacrificio. Luego fueron
anestesiados combinando una dosis de ketamina y
xylazina (80 y 12,8 mg/Kg Peso Corporal
respectivamente) y  se les extirparon ambas
glandulas submandibulares. Al finalizar el
procedimiento quirargico se procedi6 a la
eutanasia de los animales mediante una maniobra
fisica de dislocacion cervical. Todas las
actividades experimentales se efectuaron siguiendo

el protocolo internacional para cuidado vy
tratamiento de animales (NIH) y aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Meédicas de la Universidad Nacional de Cérdoba .
Se analizaron los cortes histoldgicos seriados de
biopsias de glandulas submandibulares fijadas en
formol bufferado (Lillie) e incluidas en parafina
que se procesaron para el analisis estructural de
posibles cambios en conductos y acinos por medio
de las técnicas de Hematoxilina/Eosina.

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados
mediante el uso del test “t” de Student,
estableciendo el valor de p<0.05, para significacion
estadistica.

TABLA 1 Esquema experimental de los grupos utilizados.Cf:
Ciclofosfamida; Ip: Intraperitoneal; PC: Peso corporal

GRUPO | Dial Dia 2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia 6 Dia7

Control

N:7 Ayuno Experiencia

Cf Ip. Ip.

N:7 50mg/kg 50mg/kg Ayuno Experiencia
Pc Pc

Vit ¢ + | VitLC  VitLC  VitC  Cfip Cfip

cf Ip. Ip. Ip. 50mg/kg  50mg/kg  Ayuno Experiencia

N:7 200 200 200 Pc Pc

mg/kg. mg/kg. mg/kg.

Pc Pc Pc
Vit e + | ViLE  VitE  VitE  Cfip Cfip
cf Ip. Ip. Ip. 50mg/kg  50mg/kg  Ayuno Experiencia
N:7 100 100 100 Pc Pc

mg/kg. mg/kg. mg/kg.

Pc Pc Pc

Resultados

Los preparados mostraron en Cf células acinares
con macro y anisocariosis, hipercromasia nuclear y
binucleacion, estroma con vasocongestion y focos
de extravasacion eritrocitaria respecto de C
(Figuras 1-3). En el grupo VIT C +Cf: Células
ductales con cromatina laxa, algunas con nucléolos
evidentes. En VIT E + Cf: Células acinares con
binucleacion y citoplasma que exhibia mayor
cantidad de granulos. Estroma con cambios
similares a los descriptos (Figura 4y 5).
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Discusion

La informacion bibliografica sobre los cambios
histolégicos y funcionales de GSM por accion de
drogas oncologicas es escasa. Algunos autores
hacen referencia a la exposicion de altas dosis de
ciertas drogas citostaticas como el 5-fluorouracilo
y leucovorina calcica, observando alteraciones
microscopicas  relacionadas  con  evidente
inflamacion, necrosis de la GSM e infeccion
bacteriana asociada®.

Las células acinares de los animales tratados con
Cf mostraron alteraciones histoldgicas respecto
de los animales control. En cambio el grupo
tratado con Cf y Vitamina E evidenciaron un
citoplasma acinar con mayor cantidad de granulos.
Se infiere a partir de ello, que la administracion de
Vit E podria incrementar la actividad funcional de
la GSM tratada con Cf. Algunos autores
informaron que la Vitamina E, protegeria las
membranas celulares contra la lipoperoxidacion y
proveeria proteccion celular a nivel mitocondrial
contra el estrés oxidativo inducido por agentes
alquilantes como Cf***,

Por su parte, si bien a nivel estructural los animales
tratados con Cf y vitamina E evidenciaron
vasocongestion y binucleacion, hubo ausencia de
macrocariosis sin manifestacion de hipercromasia
nuclear. El hallazgo mas notable fue que el
citoplasma del grupo de animales tratados con
vitamina E, adquirié mayor concentracion granular
respecto de los controles y de los animales tratados
con Cf. De alguna manera, la proteccion a nivel de
las membranas celulares y de las mitocondrias
informados por otros autores, mas un notable
incremento de la secrecion granular mostrado en el
presente trabajo, podrian favorecer una mejor
respuesta secretoria frente a la administracion de la
Cf, que tiene la particularidad, como todas las
drogas oncoldgicas convencionales, de actuar no
solo sobre células tumorales, sino también en
sistemas organicos con alta tasa de mitosis y
actividad funcional™.

Estos hechos informados a nivel histologico
podrian correlacionarse con los resultados
funcionales obtenidos por nosotros, donde el
incremento de la concentraciéon de SOD y AU a
nivel experimental actuaria como indicativo de
aumento de los procesos oxidativos en glandulas
salivales. Se podria hipotetizar que las alteraciones
estructurales causadas por Cf estaria modificando

el patrén funcional secretorio de las mismas. A su
vez, esta situacion adversa, estaria siendo revertida
favorablemente por la accion de la Vitamina E que
neutraliza al radical OH por su ubicacién en las
membranas donde su proteccion es particularmente
importante™.

Respecto a vitamina C considerada al igual que la
vitamina E como “scavenger o eliminador”, los
animales de este grupo experimental no mostraron
cambios significativos a nivel estructural™.

De esto podria inferirse que la Vitamina C a estas
dosis careceria de la capacidad de revertir los
procesos oxidativos generados por Cf tal como se
observé en el caso de la vitamina E.

No obstante estos hallazgos, se sugieren nuevos
estudios, incrementando la dosis y tiempo de
exposicion a Cf y vitaminas. De este modo se
podria evaluar con mayor claridad si el efecto
deletéreo de Cf sobre la secrecion salival podria ser
minimizado mediante la administracion de
vitaminas antioxidantes, que actuando sobre las
glandulas salivales pudiesen mejorar la eficacia y
calidad secretoria salival, considerada como factor
primordial en el mantenimiento de la homeostasis
de la cavidad bucal.
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Figura 3. Ratas tratadas con Cf. Se sefiala el estroma con importante vasocongestion (flecha). H/E. 100x

Figura 2. Ratas das con Cf. Se destaca la hip i nncl:arcnlascéhﬂasdelosadnos(»).
Conducto con anisocariosis (3 ) HE. 400x.

Figura 4. Ratas tratadas con Cf+ E. Se destaca la hipercromasia nuclear en las céhlas acinares
(flecha) y la binucleacién (cabeza de flecha). H/E. 400x.
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Figura 5. Ratas tratadas con CF+E _Se sefialan conductos con células cargadas de abundantes
granulaciones. H/E. 400x




