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CON DMBA EN 'GLANDULAS SALIVALES DE RATA.
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RESUMEN

Se estudia la influencia del estres, en patologia oncoldgica experimental,
inducida por DMBA (1-2 dimetil 9-10 bencentracene) en glandulas salivales
de rata Wistar. Se utilizaron 2 grupos de 24 animales cada uno. Grupo 1:
DMBA aplicado en forma de pellet. Grupo 2: DMBA y estres.

Como agente estresor se empled el frio, en una sola aplicacién diaria de
15 minutos a -10°C.

La respuesta flogistica al DMBA, a los 5 y 8 dias por.el efecto del es-
tres, se presenté aumentada.

No se observaron cambios en los tiempos de induccién para las neopla-
sias, pero si en la frecuencia de los porcentajés (que aparecen en plazos me-
nores). Testigos con DMBA: frecuencia 100 % de las neoplasias a los 20 dias.
DMBA y estres: frecuencia 100% de las neoplasias a 16s 15 dias. Los detalles
histolégicos (adenocarcinomas - carcinomas epidermoides) y las caracteris-
ticas histoquimicas, fueron similares en amhos grupos.

SUMMARY

Stress influence -in experimental oncoiogic pathology . induced by DMBA in
salivary glands of Wistar vats.

Stress . influence in experimental oncologic pathology induced by DMBA
(1-2 dimethyl 9-10 bencentracene) is studied in salivary glands of the Wistar
rat. Two lots of 24 animals each were used. DMBA was applied in the form

of pellet in group 1. DMBA and stress were applied in group 2.
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Cold was used as stressing agent. It was daily applied during 15 minutes
at —10°C. Phlogistic answer to DMBA appearead augmented on the 5th and
8th day because of stress effect. .

Induction times for neoplasias in bLoth groups were similar, Frequency
of percentages in group 2 differs from that of group 1.

DMBA: 100 % on the 20th day in control rats.
DMBA and stress: 100 % on the 15th day.

Histologic findings (adenocarcinomas, epidermoid carcinomas) and his-
tochemical characterizations were similar in both groups.

La carcinogénesis experimental inducida en las glandulas sali-
vales de la rata, depende de -varios factores conocidos como: admi-
nistracién, estructura quimica, concentracién del cancerigeno y es-
pecie del animal de laboratorio utilizada (11).

El DMBA (dimelbencentracene) es un cancerigeno muy efec-
tivo cuando se emplea en forma pura y aplicado a manera de pellet
va que su efecto es por contacto (11-12). :

En el hamster produce fibrosarcomas (3-5) y en la rata carci-
nomas principalmente, atin en cortos periodos de induccién (4-11).
Su accién se manifiesta en la glandula submaxilar que es mas sen-
sible = la droga que la sublingual (11). »

La aplicacién del cancerigeno produce una primera respuesta
de 1 a 4 semanas, con necrosis, hemorragia v proceso inflamatorio
(4). Luego de 8 a 10 semanas hay manifestaciones de su efecto induc-
‘for. Los cambios neoplasicos se inician con proliferacién del con-
ducto estriado el que pierde sus caracteristicas normales con las
siguientes modificaciones: Hiperplasia y engrosamiento de su pa-
red, presencia de células atipicas conformando imaigenes de adeno-
carcinomas, quistes epidermoides con transformacién carcinomatosa
-en’su pared, existiendo un niimero muy bajo de sarcomas (4-11-12).

La edad, sexo, castracién y embarazo, parecerfan no jugar un
pape! muy importante en la biologia tumoral (11).

La administracién sistemética de ‘cortisona, desarrolla mas rh-
pidamente los cambios histolégicos: metaplasia, disqueratosis, quis-
tes epidermoides y su transformacién en carcinoma epidermoide,
aumentando su incidencia pero sin acortar su ﬁgmpo de induc-
cidén (1). '
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La influencia del estres en el organismo (10) ha sido bien es-
tablecida en algunos aspectos; como niveles hormonales, de gluco-
sa triglicéridos, cstudidndose en diferentes animales de experimen-
tacién incluyendo la rata (6-7-9), existendo poca informacién bi-
bliogréafica que relacione estres y glandulas salivales.

El objetivo del trabajo es reproducir la neoplasia experimental
con DMBA en gléndulas salivales de rata Wistar y estudiar que
influencia ejercerfa un agente estresor (frio) en el tiempo de in-
duccién y désarrollo de la neoplasia.

MATERIAL Y METODO

Se trabaié con 56 ratas machos, adultas j6venes de la raza
Wistar. La alimentacién fue con dieta balanceada de laboratorio
(purina y agua adlibitum). Todos los animales se mantuvieron a
temperatura constante de 18 a 20°C en un régimen de 14 horas de
luz y 10 de oscuridad.

Determinacién del efecto estresante por frio: Se tomaron 4 ani-
males y se llevaron a -10°C, en una sola sesidon diaria de 15 mi-
nutos y durante 15 dias. A cuatro animales normales, mantenidos
a temperatura constante durante 15 dias, se los utiliz6 como tes-
tigos. A los 8 animales se les hizo valoracién final de corticosterena
plasmética. Se los sacrificé a los 15 dias y se pesaron sus glandulas

_adrenales.

El cancerigeno que se empled fue el DMBA (1-2 dimetil 9-10
bencetracene Sigma) puro en forma de pellet de 5 mg., modifican-
do la técnica de Cataldo-Shklar (4) al aplicarlo entre la glindula
sublingual v submaxilar sin lesionar el parénquima glandular. Se
controld que en todos los casos la evolucién de las heridas, fuese

" normal.

Los animales fueron divididos en dos grupos de 24 animales
cada uno. : ‘

Grupo 1 se aplicé el DMBA vy se utilizan como testigos.
Grupo 2 se aplico el DMBA y se induce estres mediante frio

(—10° C) una sola aplicacién diaria (de 15 minutos) durante todo
el perfodo experimental.
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Para la’ experieﬁcia el grupo 1 y 2 fueron separados en lotes
de 4 animales cada uno y sacrificadas a los 5, 8, 12, 15, 18 y 20
“dias, entre las 10 y 12 horas A/M. con una sobredosis de éter.

Se disecaron juntas las glandulas sublingual y submaxilar (que
‘denominaremos paquete glandular submandibular) tanto del lado
"derecho como del izquierdo del animal y se pesaron en balanza Me-
ttler . de precisién. 'El paquete submandibular izquierdo, que no
‘contiéene DMBA, servird como control y denominaremos contrala-
teral, '

Para el estudio histolégico e histoquimico se fijaron en formel
al 10% tamponado a pH 7, posteriormente.se incluyeron en para-
fina. Fn el momento de la inclusién, se divide el paquete glandula
con bisturf y con maniobras ‘delicadas se procede a extraer el pellet.

Coloracién: Hematoxilina-eosina, estudio histoquimico (2-8-13)
dcido periddico de Shiff (PAS), diatasa PAS; AB pH 1,2 v 2,5. Azul
de Toluidina pH 1: 3,5 y 7. Aldehido fucsina-Alcian-blue.

Para evaluar la congestién se implementé como método histo-
métrico el recuento de capilares arteriolas v vénulas a doble ciego
y en cinco campos tomados al azar, en zonas peufencas a la droga
y a 250 aumentos.

Las fotografias y fotomicrografias se tomaron con méquina Ni-
kon y camara Orthomat para microscopio Leitz respectivamente.

RESULTADOS
Animales estresados y no estresados

Macr oscopn Expuesto el paquete submand1bula1 derecho (con-
‘tiene el DMBA), se observa su aumento de volumen. Fi ig. 1. Su con-
sistencia es firme desde los primeros tiempos de experiencia, poste-
riormerite sé adhiere a lcs planos’ profundos participando los ganglios
vecinos en- el proceso.-

“La  glandula: izquierda contralate1al no present'z cambios evi-
dentes.
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Ex situ, en plazos de 5 a 8 dias, los paquetes glandulares sub
mandibulares derechos de los animales estresados (grupo 2) Henen
diferencias de peso y voltmen con los respectivos del grupo 1.-A
partir de estos plazos las diferencias desaparecen entre ellos.

Los resultados de peso (TABLA 1) indican que el grupo 2
unicamente a los 5 y 8 dias tiene diferencias estadisticamente sig-
finicativas entre los paquetes glandulares submandibulares dere-
cho (con DMBA) vy el izquierdo o contralateral de su lote. A par-
tir de los 12 dias esas diferencias se hacen significativas en ambos
grupos (animales estresados y no estresados con DMBA). .
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El estimulo alarmégeno frio, determiné cambios en la corti- .
costerona y plasmatica (normales 40 ng, % estresados 48 ug, %) y
en el peso de las glandulas adrenales.

Estos valores que indican los cambios y/o modiﬁcaciones pro-
vocados por el estres, no fueron estadisticamente significativos.
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Microscopia: DMBA

Las modificaciones estin esencialmente presentes en la glindula
submaxilar ya que la sublingual no da respuesta.

A los 5 dias se observa congestién (promedio 11,6 vasos por
campo, constituidos en su mayoria por capilares), escaso exudado
y escasos polimorfonucleares neutréfilos.

A los 8 dias, también se observa congestion (promedio 11 ca-
pilares), moderado edema, polimorfonucleares neutréfilos, signos
de metaplasia epidermoide en los conductos, hiperplasia ductal con
hipercromatismo y discariosis, y la presencia ‘de una sustancia de
aspecto mixoide (Fig. 2). ’
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Ficura 2. — Hematoxilina - eosina. 40 X. 8 dias de experiencia DMBA. Se
observa: congestidn, mixoide, polimorfonucleares neutvéfilos, hiperplasia ductal.

Las particularidades histoquimicas en los cambios morfologi-
cos fueron las siguientes:

—En las 4reas de hiperplasia ductal la cubierta de los conductos y
la membrana basal son PAS positiva-diastasa resistentes; ademas
la cubierta es alcianéfila a pH 2,5,

— Metaplasia epidermoide es PAS positiva diastasa labil.
— Se observa dispersién de granulos PAS positivos de pars convo-
luta, asociados con imigenes de hipercromatismo y discariosis,
La sustancia mixoide es PAS positiva diastasa resistente, adec-
mas de ser alciandfila a pH 2.5.
A los 12 dias de realizada Ia experiencia, en el 50% de los
animales se observaron cambios histolégicos de adenocarcinoma.
A los 20 dias, se encontrd el 100% de los animales con adeno-
carcinomas, y un solo taso de carcinoma epidermoide. (Fig. 6)
Los adenocarcinomas se presentaron como tumores primarios
infiltrantes, no metastizantes.
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A los 12 dias, aparece delimitacién manifiesta del proceso por
el conjuntivo y la presencia de un infiltrado linfocitico.

DMBA y ESTRES

A los 5 diss, se encontr6 mayor congestién (promedio 17,2
vasos por campo) con una poblacién de capilares arteriolas v vé-
nulas, edema, escasos polimorfonucleares neutréfilos, algunos eosi-
néfiles y signos de hipercromatismo. A los § dias, persiste la con-
gestién (promedio 16,4 vasos) abundante edema, polimorfonuclea-
res escasos, hiperplasia ductal y metaplasia epidermoide de ductus
con signos de atipia celular (Fig. 3). _

A los 12 dias, se observan cambios atipicos con -aspecto de
adenocarcinoma 60% de los casos (Fig. 4).

A los 15 dias, presencia de adenocarcincma en el 100% de los
casos, con un infiltrado linfocitico delimitando el proceso (Fig. 5).

Frcura 3. — Hematoxilina - eosina. 250 X. - 8 dias de experiencia. Metaplasia
epidermoide de ductus.




Ficura 4. — Hematoxilina - eosina: 100 X. 12 dias de experiencia DMBA.
Imagen de adenocarcinoma.

Ficura 5. — Hematoxilina - eosina. 100 X. 15 dias de experiencia: DMBA v
estres. Imagen de Adenocarcinoma e infiltrado linfoeitico,
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Ficura 6. — Hematoxilina - eosina. 80 X. Experiencia de 20 dias: DMBA,
Imagen de adenocarcinoma y carcinoma epidermoide.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nuestros resultados corroboran la produccién de neoplasia epi-
telial en las glandulas salivales de la rata (4-11-12).

La posibilidad de emplear el DMBA puro y en forma de pellet,
permite la induccién de la neoplasia en plazos menores, que los
obtenidos por Standish (12). (Cataldo y Shklar -3-).

En nuestro material, encontramos plazos de induccién menores
que en la literatura, que podrian obedecer a diferentes plazos de
control, o -diferencias en la capacidad inductora del carcinégeno
empleado por nosotros 1-2 dimetil 9-10 bencentracene; 7-12 dimetil-
bencentracene utilizado por Standish (12). ,

No hémos encontrado a las 2 semanas (12) la presencia de
quistes epidermoides y por consiguiente tampoco la formacién pos-
terior de carcinomas epidermoides a expensas de su pared.
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Los cambios observados en nuestro material son de adenocarci-
nomas y un solo caso de carcinoma epidermoide en sectores donde
existian imagenes de adenocarcinoma. El plazo minimo de induc-
cion se verificé a los 12 dias con un 50% de incidencia y un 100%
a los 20 dias, que no coinciden con los plazos minimos de induccién
comunicados en la literatura: 8 semanas (12). .

El efecto del estres se manifiesta especialmente a los 5 y 8
dias determinando una mayor respuesta inflamatoria al efecto del
DMBA. Su accién carcinogénica a nivel histolégico se caracteriza
por una mayor incidencia de neoplasias (adenocafc;'noma) en pe-
riodos mas cortos (100% a los 15 dias), mientras’ en lote testigo
(100% a los 20 dias).

Los resultadus de Ambari (1): aumento de la incidencia neo-
plasica sin disminuir el tiempo de induccién, coinciden con los
obtenidos por el estres.
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