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RESUMEN

Los efectos del consumo crénico de etanol sobre diferentes tejidos y érganos
han sido estudiados en diversos modelos experimentales y los resultados han
mostrado danos en higado, rifidn, cerebro, pancreas, glandulas salivales, entre
otras estructuras. A nivel celular los cambios mas importantes se han
encontrado en nucleo, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico, membrana
plasmatica y mitocondria.

En el presente estudio se utilizaron bloques de glandulas salivales embebidas
en parafina provenientes de 15 ratonas de la cepa Balb/c alcoholizadas
cronicamente (40 semanas). Los 15 bloques fueron subdivididos como sigue: 5
bloques de glandula salival submandibular de ratonas alcoholizadas al 15%, 5
bloques de glandula salival de ratonas alcoholizadas al 24% y, un grupo control
de 5 bloques de glandula salival submandibular de ratonas que no consumieron
alcohol. Se obtuvieron 5 cortes de cada bloque ( 5 micras). Para el analisis
histologico se realizd la técnica de HyE. El procedimiento histoquimico
( peroxidasa ) para la identificacién de galactosa y acido sidlico se realizé
utilizando lectinas LPA, MAA y PNA. El andlisis histoldgico e histoquimico se
realizaron en un microscopio Olimpus CX31.

Los cambios que se presentaron en los acinos de las glandulas salivales
submandibulares de los grupos experimentales fueron: degeneracion en la
porcion serosa de la glandula submandibular observandose ausencia parcial y
total de nucleos, nucleomegalia, y citoplasma en algunos casos granular con
pérdida de la relacion intercelular.

El analisis histoquimico mostré cambios en la expresion de moléculas con
terminales galactosa y acido sialico.



1. INTRODUCCION

El consumo de alcohol crénico produce alteraciones sistémicas importantes
que reflejan la vulnerabilidad de las diferentes estructuras celulares a su
exposicion. Se han reportado alteraciones a nivel celular en relacién al
consumo de alcohol tales como: dafios en la permeabilidad de la

membrana celular, 2

alteraciones en aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico provocando anormalidades en los procesos de glicosilacion
de las proteinas. Asi mismo se han reportado cambios mitocondriales
relativos a la disminucion de los niveles de ATP, asi como pérdida de
la integridad de la membrana que se traduce en un aumento en la
permeabilidad de este organelo.?®

Algunos cambios pueden ser observados por medios histoquimicos usando
lectinas. El reconocimiento de las lectinas esta basado en su capacidad de
reconocimiento de estructuras sacaridicas.®® Esta herramienta ha facilitado el
estudio de alteraciones en el proceso de glicosilacion asociado a diversas
patologias. Cuando estas uniones se encuentran alteradas, podemos
suponer que el organelo en el cual se sintetiza la proteina esté dafiado, o
alguna de las enzimas involucradas en el proceso de glicosilacion pueda
estar siendo producida anormalmente. '’

En glandulas salivales se han observado alteraciones celulares en relacion al
consumo cuantitativo de alcohol. Dichas alteraciones se han asociado
principalmente al acetaldehido, el principal producto del metabolismo del
alcohol ** | y se manifiestan con cambios en el parénquima glandular, pérdida
de la arquitectura celular y vacuolizacion citoplasmatica asi como incremento
en |la inmunoexpresién de los receptores del factor de crecimiento epidérmico
tipo 1 y tipo 2. 2



2. ANTECEDENTES

2.1 Alcohol ( Etanol )

Los alcoholes pertenecen al grupo de los hidrocarburos alifaticos. Se
forman por la sustituciéon de uno o mas atomos de hidrégeno de las
cadenas laterales de los ciclicos por uno o mas grupos hidroxilo (OH).!
El etanol es una molécula débilmente cargada y de muy bajo peso
molecular, tiene una densidad de 0.809 y se mueve con mucha facilidad
a través de las membranas celulares, equilibrandose con rapidez en la
sangre y los tejidos, ademas es soluble en agua y parcialmente soluble en
gases. 2
Es un liquido incoloro, volatil e inflamable que se produce naturalmente
como producto de la descomposicion de los carbohidratos vegetales por la
fermentacion de almidones o azucares de frutas, granos, papas o cana
de azlcar por accién de levaduras.®

Desde el punto de vista farmacoldgico, el etanol es una sustancia que cae
dentro de la clasificacién de droga ya que, cuando es introducida en el
organismo, es capaz de modificar una o varias de sus funciones a causa de
sus propiedades farmacolégicas, psicotropicas y su potencialidad altamente
adictiva.*

La formula del alcohol etilico es: Cz Hs OH

2.2 Absorciéon y metabolismo

El etanol se absorbe por difusion simple a través de las mucosas. Esta
absorcion comienza en la boca, continua en el eséfago y posteriormente en
el estémago,  pero este fenémeno es mas rapido en la mucosa fina del
intestino delgado debido a la gran longitud que posee, de tal forma que todo
lo que retarde el vaciamiento gastrico (alimentos, ejercicio o algunos



medicamentos anticolinérgicos) retardara también su absorcién. 2 Penetra en
la circulacién portal, se distribuye en la sangre arterial, no se fija a proteinas
plasmaticas y se distribuye rapidamente a través de membranas capilares
por difusidn hasta los tejidos del cuerpo, en proporcion casi igual a su
contenido acuoso y a la solubilidad del alcohol en agua.®

El etanol se difunde rapidamente desde la sangre a través de las paredes de
las membranas al espacio intercelular y se equilibra con el agua corporal
total. La cantidad de etanol que se elimina con el aire respirado, sudor y la
orina suele ser menor al 5 % de la dosis ingerida, debido a que el resto se
metaboliza basicamente en el higado. 2

El primer paso del metabolismo del etanol tiene lugar principalmente en el
higado a través de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) y consiste
en una oxidacion (depende de NAD-nicotin/adenin/dinucleotido ) generando
en primer lugar acetaldehido que es destruido por la enzima aldehido
deshidrogenasa ( ALDH ) y posteriormente generando acetato.

El NADH (nicotin-adenin-dinucleétido-reducido) puede ser oxidado de nuevo
a NAD por la cadena respiratoria de la mitocondria o por las reacciones redox
citoplasmaticas, como la conversion de piruvato a lactato y por accioén
de la enzima deshidrogenasa alcohdlica que es de tipo citosélica.?
Otra via metabdlica es el sistema microsdmico oxidante del alcohol
(MEOS) responsable del 10% o mas de la oxidacion del etanol consumido y
puede inducirse por una actividad aumentada de este sistema después
de una exposicion crénica al etanol cuando la otra via se ve saturada.
Finalmente, en caso de una ingesta extremadamente alta es activado un
tercer sistema: el de la catalasa. ?

Todas estas vias dan como resultado la produccién de acetaldehido, que se
oxida a acetato. Este ultimo sale a la circulacion y se transforma en los
tejidos periféricos a CO; y H20. Aunque se sabe que a concentraciones
bajas el acetaldehido puede causar estimulacion y refuerzos de



comportamiento, la acumulacién de niveles elevados de acetaldehido en
higado, cerebro u otros tejidos corporales puede causar lesiones en dichos
6rganos.

A través de complejos mecanismos quimicos el etanol se transforma
en la cantidad de un gramo de alcohol por cada diez kilogramos de peso
corporal cada hora en el humano. ' Dicho metabolismo difiere con respecto
a la rata y ratén, quienes metabolizan el alcohol en un rango de 300 a 550
mg/kg/hr respectivamente. ’

2.3 Alcoholismo crénico

La OMS considera a la enfermedad alcohdlica entre las no transmisibles y ha
sustituido el termino alcoholismo por el de sindrome de dependencia del
alcohol, en la novena revision de la Clasificacidon Internacional de
Enfermedades y lo define como: “La dependencia psicoldgica y fisiologica del
alcohol, caracterizada por la incapacidad del alcohdlico de controlar el
principio y la terminacion del consumo del producto”.

La misma OMS amplié la definicion considerando que la ingestion diaria de
alcohol superior a 50 gramos en la mujer y 70 gramos en el hombre provoca
perjuicio a la salud del bebedor, a sus relaciones con otras personas y a su
actividad econémica”. ®

En México, el porcentaje de hombres dependientes del alcohol es de 12.5%,
mientras que el de las mujeres es de 0.6%. El grupo de edad con una

incidencia mas alta fue de 18 a 29 afios. *



2.4 Efectos sobre la cavidad oral

Las alteraciones orales secundarias al alcoholismo generalmente se
producen como consecuencia de la falta de higiene oral, por infiltracion grasa
de las glandulas salivales y déficit nutricionales de moderados a intensos,
ademas del incremento en el riesgo de desarrollar carcinomas en la cavidad
oral, faringe, laringe y eséfago.®

Los pacientes alcohdlicos frecuentemente presentan un aumento en la
incidencia de periodontitis cronica avanzada, con tejidos gingivales
inflamados y pérdida de hueso alveolar.®

El alcoholismo crénico ha sido asociado con diferentes cambios fisioldgicos
y estructurales, no solo a nivel del epitelio de la mucosa oral sino también
afectando glandulas salivales mayores y menores. Aunque estos cambios se
presentan mayormente en glandulas mayores, por medios histoquimicos se
han encontrado alteraciones existentes en glandulas menores de alcohdlicos
crénicos. 4

Algunos presentan como consecuencia un aumento del tamano de las
glandulas salivales mayores, sobre todo de las glandulas parétidas. Esta
inflamacion usualmente es bilateral y el rostro se puede parecer al de una
persona con hipertrofia de los mésculos maseteros. '° Histolégicamente se
encuentran depoésitos de grasa que infiltran las glandulas salivales como
resultado de la alteracion generalizada del metabolismo lipidico.®

El alcohol estimula el sistema reticular ascendente, causando la contraccion
de los musculos maseteros y bruxismo nocturno durante los periodos de
suefio con movimientos oculares rapidos (REM). Esto predispone al
alcohdlico a la atricion dental y disfuncion de la articulacién
temporomandibular. °

El fluido salival y las concentraciones de alfa-amilasa y sodio en saliva mixta
decrecen significativamente, mientras las concentraciones de potasio

en saliva se incrementan después de la exposicién crénica al alcohol.'" Este



decremento en la actividad de la amilasa en saliva puede reflejar
alteraciones inducidas por el etanol en células acinares. ©

Se ha observado pérdida de la arquitectura celular, vacuolizacion
citoplasmatica y pérdida de nucleos celulares asi como un incremento en la
Inmunoexpresion del receptor de factor de crecimiento epidérmico tipo 1
y 2 en las glandulas salivales de ratones alcoholizados créonicamente. Esto
ha sugerido que en condiciones experimentales, el consumo crénico de
alcohol provoca degeneracion  del parénquima glandular y cambios
en la expresion de factores tréficos que afectan la funcién glandular. 2

2.5 Efectos Sobre Estructuras Celulares

Debido a su total y rapida absorcién, el alcohol ingerido es incorporado
rapidamente al torrente sanguineo y a los tejidos corporales causando

diversos danos en el organismo.

Una gran variedad de mecanismos por los cuales el etanol produce dafno
celular ha sido discutido ampliamente. A nivel celular el etanol se disuelve en
los lipidos de la membrana plasmatica, y los hace méas densos y
mecanicamente inestables. Esto interfiere en diferentes procesos de la
membrana: 1) se alteran y disminuyen los cambios rapidos en el reflujo de
Na* y K que constituyen el fundamento de potencial de accién. Por esta
razén, cuando hay grandes concentraciones de alcohol se deprimen la
conduccién de impulsos nerviosos y la contraccidon muscular (musculo liso,
estriado y cardiaco).? También se ha demostrado que la exposicién al etanol
altera las propiedades fisico-quimicas de los lipidos de la membrana
plasmatica, expandiéndola e incrementando su fluidez. '* Todos los tipos
celulares son afectados de la misma manera, pero este efecto es mas
pronunciado en las células con membranas excitables. 5



El consumo crénico de etanol produce alteraciones en los niveles de
glicoconjugados. ' Esto se puede explicar por los dafios que se
presentan en aparato de Golgi en las porciones cis y trans a la exposicion
crénica de etanol afectando las propiedades citoquimicas de este organelo.
Esta exposicion al etanol en hepatocitos fetales de ratas, altera los
procesos de glicosilacion que dependen integramente del sistema
reticulo endoplasmico-aparato de Golgi, afectando morfolégica,
estructural y funcionalmente este organelo. Asi mismo también se ha
evidenciado que algunas enzimas involucradas ( transferasas ) en el
ensamblaje de carbohidratos también se encuentran afectadas. '° Este efecto
se manifiesta con un decrementoen el peso del higado y las proteinas
totales contenidas en la porcion frans del aparato de Golgi de ratas
alcoholizadas crénicamente. '® El alcohol también puede alterar el transporte
de dichas glicoproteinas a sus destinos correspondientes alterando en
particular |a funcién del sitio donde debian de actuar. *°

Se ha observado estrés oxidativo en hepatocitos de ratas fetales
acompanado con un decremento celular en los niveles de ATP que
indican dafo bioquimico y morfoldgico en la mitocondria. Principalmente
existe pérdida del potencial de membrana resultando en un decremento
de las actividades de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa e
inhibicidon en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial por un
aumento en el oxigeno reactivo, provocando un decremento en el transporte
de electrones.'”” También se han reportado alteraciones ultraestructurales
donde la mitocondria aparece ligeramente dilatada, con pérdida de la
integridad de la membrana mitocondrial, con un aumento evidente en la
permeabilidad y con una disminucién en el potencial de membrana.'® Es muy
posible que el incremento del oxigeno reactivo producida en la mitocondria
cause el mayor dafio observado en alcohélicos crénicos.*



Las células del sistema nervioso, en particular astrocitos y células gliales
importantes para el desarrollo cerebral a través de moléculas de
adhesion y factores de crecimiento, presentan alteraciones cuantitativas y
cualitativas en algunos pasos del proceso de glicosilacion de algunas
glicoproteinas, hecho que se traduce en defectos en el desarrollo
cerebral asociados a la exposicion crénica al etanol,' Sin embargo
aunque se sabe que [a exposicion cronica al etanol produce
alteraciones a estos niveles, existe evidencia reciente de que el etanol
puede causar también diversas lesiones como neurodegeneracion
necrética después de una ingesta de unos cuantos dias provocando
dafio y muerte celular.?

En estudios realizados en epidermis de la regién occipitofrontal del craneo
de ratones alcoholizados se encontr6 adelgazamiento epidérmico
acompanado con un decremento del grosor de todos los estratos celulares
tratados, reportandose diferencias significativas en el nimero de células por
mm? de superficie epitelial entre los dos grupos estudiados.*?

En las glandulas salivales se ha observado hipertrofia acinar, atrofia epitelial
e hiperplasia ductal ( incremento en el nimero de conductos ), se ha
propuesto que esos cambios estén asociados con modificaciones en la
actividad transcripcional de regiones de organizadores nucleolares
(NORs).*®



2.6 Consideraciones generales de la glandula salival

Las glandulas salivales son glandulas exocrinas que vierten su contenido en
la cavidad bucal. Se clasifican de acuerdo a su tamano en glandulas salivales
mayores y menores. Tienen a su cargo la secrecion de saliva, la cual
humedece y protege la mucosa bucal. Ademas ejerce acciones
anticariogénicas e inmunologicas y participa en la digestion de los alimentos
y en la fonacion. '

El parénquima deriva del epitelio bucal y esta acompanado y sostenido por
tejido conectivo que forma el esfroma. En este se distribuyen los vasos
sanguineos y linfaticos, asi como los nervios simpaticos y parasimpaticos
que proporcionan irrigacion y controlan la funcion glandular. %

El sistema ductal de las glandulas salivales de muchos mamiferos
contienen ductos intercalados que vierten su producto a partir de las
piezas terminales secretoras. ‘Los ductos intercalados se vacian en
los ductos estriados y los ductos estriados se vacian en los ductos
excretores. Estos a su vez se unen para formar el ducto excretor principal
(Fig. 1). En algunos roedores como rata y ratéon existen ductos
adicionales llamados ductos granulares interpuestos entre los
intercalares y los ductos estriados de glandulas submandibulares. %

Las glandulas mayores son las mas voluminosas y constituyen verdaderos
o6rganos secretores y se denominan respectivamente: paroétidas,
submandibulares y sublinguales. #' La gldndula submandibular humana se
sitia en la parte posterior del piso de boca en la porcidn media de la
mandibula. *'

10



Figura 1. Sistema Ductal de la gléndula salival.
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La glandula submandibular contiene acinos serosos y mucosos por o que se
le considera una glandula de secrecién mixta. '

Las unidades secretoras de las glandulas salivales estan representadas por
acinos o adenémeros, los cuales vierten su secrecion a la cavidad bucal por
medio de un sistema de conductos secretores. Ambas estructuras, acinos y
conductos constituyen el parénquima o porcion funcional de las glandulas.
Existe controversia sobre lo tipos de células secretoras. El examen de
secciones de estas células tefiidas con hematoxilina y eosina muestra dos
tipos de células secretoras, serosas y mucosas? sin embargo, cuando se
usan métodos histoquimicos de glicoconjugados es posible identificar un
tercer tipo de células, las seromucosas O acinos Seromucosos.
Tradicionalmente se consideraba que las células serosas secretan material
protéico y contienen muy poco o nada de mucina. A través de histoquimica
se ha podido observar que también contiene concentraciones considerables



de glicoconjugados neutro o acidos, por tanto es dificil estimar que existan
células estrictamente serosas. %

El producto de las glandulas salivales /a saliva, contiene un 99 % de agua
con un pH. de 6.8 a 7.2. > Es un fluido que puede contener mucinas,
enzimas, inmunoglobulinas (que son secretadas por difusion pasiva al
espacio crevicular gingival), factores de crecimiento nervioso y epidérmico
(EGR y NGF ), lipidos Yy glicoproteinas (tabla 1). Cerca del 26% de las
proteinas salivales son mucinas. Las mucinas de la saliva humana son
excelentes lubricantes que proveen una barrera contra la desecacion de
los tejidos bucales, limita la penetracion de irritantes potenciales y
toxinas, protege las membranas celulares mucosas contra proteasas
generadas por microorganismos de la placa bacteriana y regula la
colonizacién de la cavidad oral por virus y bacterias.'

Las glicoproteinas salivales tienen una importancia biolégica muy
amplia en lacavidad oral. Dentro de las principales glicoproteinas y
sus funciones se encuentran: 1) /a lactoferrina desminuye los niveles de
hierro, nutriente esencial para el desarrollo bacterial, 2) /a lisosoma
degrada la pared bacteriana, 3) la /actoperoxidasa actua usando
peroxido de hidrégeno para desestabilizar el sistema enzimético
bacterial, 4) los anticuerpos secrefores actian contra patégenos
virales, 5) /las amilasas son enzimas digestivas de carbohidratos
6) factores de crecimiento como epidérmico, nervioso, mesodérmico y
hepatocitico y 7) agentes de remineralizacion como proteinas ricas
en prolina que inhiben la precipitacion de sales en la saliva vy
favorecen la remineralizacion en la superficie de los dientes.*

Por medios histoquimicos se ha detectado la presencia de cuatro
isoamilasas y a-amilasa en glandulas parétidas por electroforesis
e inmunofluorescencia respectivamente. Asi mismo se han usado
también medios histoquimicos para identificar factores de crecimiento
nervioso (NGF), epidérmicos ( EGF ) presentes en glandulas salivales asi



como la presencia de lactoferrina salival en ductos intercalados y ductos
estriados de glandulas parétidas.

Tabla 1. Glucoproteinas salivales

Proteina Peso molecular

(kDa)
Lactoferrina 75
Peroxidasa 75
Amilasa 60
Anhidrasa carbénica 38
Glicoproteinas ricas en prolina 35
Proteinas glicosiladas 20-28

Ref. 31

2.7 Glicosilacion

Glicosilacion es un proceso por medio del cual las proteinas son sintetizadas
a partir del citosol por accion de los ribosomas del reticulo endoplasmico
rugoso (RE) donde van a experimentar una transformacion quimica; esta
transformacion no termina hasta que dichas moléculas, por accion de las
vesiculas de transferencia pasan al aparato de Golgi.?* Aunque este sitio se
ha considerado como un solo organelo, la porcién cis y trans contienen
diversas enzimas ( transferasas ) que inducen diferentes modificaciones a
las proteinas, % tales como, la incorporacién azlcares a la proteina para
obtener proteinas glicosiladas. Esta incorporacion de azucares va a
afectar |la formacion del polipéptido confiriendole asi diversas caracteristicas
como una mayor resistencia a la digestion proteolitica o a la
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desnaturalizacion fisica;

propiedades que aumentan la vida media de
sustancias tales como la hormona Iuteinizante ( HL ) o la hormona
gonadotropina corionica ( hCG ) y que dependen de la unién de sus cadenas
terminales de azlicares con Gal, galactosa, NeuAc, é&acido N-
acetilneuraminico. %

Debido a que los oligosacaridos en la superficie de la célula y glicoproteinas
son clasificadas por la naturaleza de su unién a la proteina, la glicosilacion
puede tener dos variantes que tienen que ver con el tipo de enlace que
forman. Estos enlaces pueden ser tipo “O” y tipo “N” y corresponden a la
O-Glicosilacién y N-Glicosilacién respectivamente.
O-Glicosilaciéon (GalNAc-serina/threonina) sintetiza proteinas de alto peso
molecular (>10°) como las mucinas que se encuentran en un alto
porcentaje en saliva y que van a dar propiedades viscoelasticas a las
secreciones mucosas.

Las N-uniones surgen cuando bloques de 14 azucares son adheridos a los
polipéptidos sintetizados en el reticulo endoplasmico. La N-Glicosilacion (N-
acetilglucosamina-aspargina) forma cuatro clases de N-glicanos:
oligomanosas, hibridos, bisectados y tipos complejos.” Las uniones N-
glicosidicas tienen wuna funcion estructural en la pared celular vy
otras funciones en los organismos eucariontes. Varios reportes han
mostrado que la presencia de N-Oligosacaridos es requerida para el correcto
desdoblamiento de muchas glicoproteinas.®®

Todos los procesos de glicosilacion tienen un papel importante en el
tiempo de vida, sintesis, biodistribucién, y secrecion de glicoproteinas en
suero.? Participan en el desarrollo embriolégico de células gliales y
neuronas en el cerebro,'® en los procesos para la sintesis de
eritropoyetina; y , en el procesamiento de entre el 0.5 % y 1.0 % de los
genes presentes en los vertebrados, ademas de otras funciones. e



Otros estudios han identificado cambios en lactoferrina sérica salival
( entre otras glicoproteinas salivales ) de glandulas parétidas de pacientes
alcohélicos y con sindrome de Sjogren.?

La glicosilacion alterada participa de manera importante en el desarrollo
de cancer y metastasis, en particular con algunas interacciones célula-célula
como: migracion, invasion, diferenciacion, angiogénesis e invasion en el
sistema inmune, procesos en los cuales se va a requerir la glicosilacién
precisa de macromoléculas especificas para el crecimiento del tumor vy
metastasis.?’

2.8 Concepto y Aplicaciones De Las Lectinas

Las lectinas constituyen un importante grupo de proteinas de origen no
inmune presentes en animales y vegetales que contienen dos o0 mas
sitios de unidn reversibles y de alta especificidad para un azlcar
determinado, ya sea libre o que forme parte de estructuras mas
complejas.® Esta afinidad por los azucares es similar a la unién que
tienen las enzimas con su sustrato o a la unién antigeno anticuerpo.31 Las
lectinas al unirse con el carbohidrato pueden entrecruzar |la membrana
plasmatica y participar en diferentes procesos biolégicos como eliminacion
de glicoproteinas del sistema circulatorio, control intracelular del trafico
de (glicoproteinas, adhesion a agentes infecciosos pegados a células
huésped, reclutamiento de leucocitos a sitios de inflamacién y otras
interacciones con el sistema inmune, asi como para la caracterizacion de
células cancerigenas en tumores. Caracteristicas que hacen de las
lectinas armas valiosas en el campo de la genética, la biomedicinay la
inmunologia.®

Dentro de sus funciones la mayor de ellas parece ser el reconocimiento
celular,® esta caracteristica est4d basada en su capacidad de reconocer
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estructuras sacaridicas como parte de glicoconjugados: glucosa, manosa,
galactosa, acidos sidlicos, fucosa y sus derivados mas complejos. >

Las lectinas han sido usadas para demostrar la naturaleza glicosidica
de los receptores para hormonas, factores de crecimiento,
neurotransmisores, toxinas entre otros. Se han usado también para identificar
grupos sanguineos, como mitégenos, activadores linfociticos y en el campo
de la genética.

Los métodos histoquimicos con lectinas han sido ampliamente utilizados en
histologia y patologia para la deteccion de residuos de azucares especificos
en el estudio de lesiones obstructivas, carcinomas de glandulas salivales,
adenomas pleomorfos, entre otros. *'

La union de PNA ( Arachis hipogaea, peanut agglutinin ) a células
mononucleares ha sido empleada para encontrar la correlacion histolégica en
el curso de la enfermedad periodontal donde, existe relacion proporcional
entre la severidad de la inflamacién y el marcaje de células unidas a PNA.
Otras lectinas se han aplicado para identificar proteinas glicosiladas con
terminaciones GIcNAc, Gal y acetillactisamina como residuos de
carbohidratos que parecen estar restringidos a glicoproteinas de membrana
de bajo peso molecular presentes en fibroblastos gingivales humanos.

La wunion de lectinas a azucares residuales de glicoconjugados ha
sido empleada en glandulas salivales. Se han usado para determinar
ciertas diferencias normales y patolégicas entre glandulas mayores vy
glandulas menores identificando azucares terminal de glicoconjugados en
células acinares, células ductales y células mioepiteliales que presentan
ciertas diferencias en sus uniones a las lectinas y que al perecer estan
en relacibn con la presencia cuantitativa de manosa. # Los
glicoconugados de los tubulos serosos de ambos se han marcado con
lectina PNA (Arachis hipogaea, peanut agglutinin), que se une
especificamente a B-D-galactosa>(1-3)-D-N-acetilagalactosamina), y con

RCA-1 ( Ricinus communis agglutinin ) que se una a B-D-Galactosa>a-D-
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galactosa.”® PNA fue usada en glandulas salivales submandibulares
para detectar secciones pretratadas con amilasa, donde, los ductos
intercalados aparecen mas marcados.

La union del acido sialico a diferentes glicoproteinas se ha estudiado
usando MAA, ( Maackia amuranis agglutinin especifica a acido sialico (a-2,3)
y otro tipo de lectinas en glandulas parétidas donde mas del 80% de las

proteinas consisten en proteinas ricas en prolina.*!

La glandula parétida por
tener células excretoras serosas se habia pensado que no secretaba
glicoproteinas con O-uniones a cadenas de azucares, sin embargo se ha
demostrando por medio de las lectinas que estas células contienen proteinas

secretadas que son O-glicosiladas.?
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo crénico de alcohol ocasiona diversas alteraciones y es
un factor predisponerte para un gran numero de enfermedades como
hipertensién,  problemas hepaticos, gota, malestar estomacal hasta
problemas de estrés, ansiedad y depresiones graves; asi como alteraciones
premalignas y malignas con una incidencia tres veces mayor al de una
persona que no tiene el habito de beber alcohol. *

Se ha reportado la influencia del alcohol sobre las glandulas salivales
encontrando que existen alteraciones en cuanto la cantidad y calidad de la
saliva secretada, lo cual repercute directamente sobre las estructuras orales
ocasionando un mal lubricado y como consecuencia la aparicion de
inflamaciones de la mucosa, ulceraciones graves hasta el desarrollo de
diferentes tipos de neoplasias, asi como incremento el desarrollo de
caries. *® Otros estudios reportan que la exposicién crénica al alcohol
altera el proceso de glicosilacion ( en higado y células nerviosas ) y el
transporte de moléculas protéicas a sus sitios de accion.'® % Si este efecto
es observado en la glandula salival de alcohdlicos, se podrian explicar los
cambios en la cantidad y calidad de la saliva producida y los

efectos que en el ambiente oral se han observado en estos pacientes.



4. JUSTIFICACION

Numerosos estudios han comprobado que el abuso del alcohol asociado a
otros factores de riesgo inhenertes a cada persona y su medio ambiente, son
capaces de producir alteraciones importantes en el organismo vy
particularmente en la cavidad oral.

Estudios histoquimicos han demostrado que las glandulas salivales
submandibulares presentan alteraciones importantes a nivel de marcadores
especificos epiteliales para factores de crecimiento como EGF-R tipo 1y 2 en
ratones alcoholizados. '2

Dado que las lectinas reconocen estructuras de tipo sacaridico, son
utilizadas en este estudio para detectar alteraciones en las estructuras
sacarificas producidas en la glandula salival submandibular y que podrian ser
indicativo de dano celular, principalmente en los organelos involucrados en
este proceso ( aparato de Golgi y reticulo endoplasmico ) y/o en las
moléculas que participan en el proceso de glicosilacion.
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5.HIPOTESIS

El consumo crénico de alcohol altera el patron histologico glandular y el
patron de expresion de moléculas glicosiladas en la glandula salival
submandibular de ratén.

6.0BJETIVOS

Objetivo general

Determinar los cambios en el patron de expresidon de estructuras sacaridicas
de tipo galactosa y acido sialico en la glandula salival submandibular de
ratones alcoholizados cronicamente.

Objetivo especifico

Correlacionar los cambios histopatoldgicos de la glandula salival de raton
alcoholizado crénicamente respecto a los cambios en la expresién de

azucares especificos.
7. METODOLOGIA

Se utilizaron 15 bloques incluidos en parafina provenientes de 15 ratones
hembras de la cepa Balb/c de 48 semanas de edad. Se dividieron en dos
grupos experimentales (10 blogues) y uno control (5 bloques). Los grupos
experimentales comprendieron 5 bloques de hembras alcoholizadas
cronicamente al 15 % y 5 bloques de hembras al 24 %. EIl grupo control
comprendié 5 bloques.
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Procedimiento general

Tincién con HyE.
Procesamiento histoquimico para lectinas PNA, MAA'Y LPA
Analisis microscépico.

g B N e

Obtencion de resultados

Histoquimica Para Lectinas, ( Técnica de Peroxidasa)

1. Procesamiento histoquimico: xilol, xilol, alcohol-xilol, alcohol 100%,
alcohol 96%, alcohol 70%, agua destilada.

2. Lavadoen PBS 0.1 M.
3. Bloqueo de actividad de peroxidasa endogena (3% H202).
4. Incubado en PBS-Albumina 0.2%.
5. Lavado en PBS-Triton 0.2%.
6. Incubado con lectinas (PNA, LPA, MAA) durante 2 horas.
Lectina Carbohidrato que reconoce
MAA* Acido silico a(2-3) galactosa
(Maackia amurensis)
LPA* (acido sialico)
(Limulus polyphemus) a(2,3)y a(2,6)
PNA* B-galactosa
(Arachis hipogaea)
* EY Laboratorios, Inc. Ref 39

Obtencidn de 5 cortes por bloques embebidos en parafina (5 micras).
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7. Incubado con extravidin-peroxidasa durante 1 hora.

8. Revelado con diaminobencidina ( DAB ).

9. Deshidratacion y contratincion:
+ Lavado de laminillas con agua corriente
+ Contraste con hematoxilina de Gill
+ Lavado en agua destilada.
+ Deshidratacion: alcohol 96%, alcohol 96 %, alcohol 100 %,

alcohol 100 %, xilol/alcohol, xilol, xilol.



8. RESULTADOS

HISTOPATOLOGIA

Para determinar la ingesta cronica de alcohol se analizé el higado
encontrandose: arquitectura hepatica conservada en el grupo control (Fig. 1).
En los grupos experimentales al 15% y 24% se observé desorganizacién
lobulillar difusa, nddulos de regeneracion hepatica con eosinofilia y
fragmentacion citoplasmatica (degeneracion balonizante), nucleomegalia,
nucleos picnéticos y zonas de necrosis celular (Fig. 2).

El andlisis de las glandulas salivales submandibulares revel6 en el caso de los
controles una arquitectura glandular conservada tanto en acinos serosos como
en acinos mucosos, asi como en el sistema de conductos glandulares (Fig. 3).
Nuestros resultados histopatoldgicos revelaron cambios degenerativos en el
parénquima glandular especificamente seroso (Fig. 4). Las células serosas
mostraron cambios de tipo granular dentro del citoplasma que podria sugerir
alteraciones a nivel de membrana celular. El sistema de conductos mostrd
cambios menores respecto a la arquitectura glandular. El principal hallazgo
histologico fue la nucleomegalia como indicativo de un fenédmeno reparativo
asociado a dano téxico. No obstante, se observaron también numerosas
células anucleadas o con nucleos picnéticos indicativo de un proceso de lisis
celular. Algunas zonas de necrosis celular también fueron evidentes.

Se observé infiltrado inflamatorio difuso predominantemente crénico en el
espacio intersticial, lo cual nos puede dar una apariencia histolégica de
sialoadenitis; desarreglo en el parénquima glandular con pleomorfismo nuclear
focalizado. En algunos especimenes se encontré binucleacién y cambios
necroéticos de manera individual y difusa.

Los ganglios linfaticos mostraron hiperplasia sinusoidal con infiltrado de tipo
cronico. También se observé hemorragia sinusoidal (hemosiderofagos ).
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El analisis histoquimico se presenta en las siguientes tablas:

Limulus polyphemus (LPA)

GRUPO DE ESTRUCTURA Negativo -
TRATAMIENTO Lave ¥
Moderado ++
Intenso +++
Muy intenso ++++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interlobulillares ++
Control Conductos intercalados ++
Citoplasma acinar ++
Conducto estriado ¥
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interiobulillares ++
Control Conductos intercalados ++
Citoplasma acinar ++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interiobulillares ++
Grupo experimental al 15% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar +
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 15% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar ++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 24% de | Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar +
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 24% de | Conductos intercalados +/-
etanol Citoplasma acinar +/-
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Maackia amurensis (MAA)

GRUPO DE ESTRUCTURA Negativo -
TRATAMIENTO Dluse s
leve +
Moderado ++
Intenso +++
Muy inteso ++++
Conducto estriado +/-
Conductos intralobulillares +/-
Células mucosas Conductos interlobulillares +/-
Control Conductos intercalados +/-
Citoplasma acinar +
Conducto estriado +/-
Conductos intralobulillares %
Células serosas Conductos interlobulillares +
Control Conductos intercalados +/-
Citoplasma acinar +++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Conductos interlobulillares ++
Células mucosas Conductos intercalados ++
Grupo experimental al 15% de Citoplasma acinar +
etanol
Conducto estriado +F
Conductos intralobulillares 2
Células serosas Conductos interiobulillares ++
Grupo experimental al 15% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar +++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 24% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar ++
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 24% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar ++++
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Arachis hipogaea (PNA)

GRUPO DE ESTRUCTURA Negativo -
TRATAMIENTO DiHiz0 e
leve +
Moderado ++
Intenso +++
Muy intenso ++++
Conducto estriado +/-
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interlobulillares ++
Control Conductos intercalados +/-
Citoplasma ++4
Conducto estriado +++
Conductos intralobulillares +++
Células serosas Conductos interlobulillares +++
Control Conductos intercalados +++
Citoplasma acinar +
Conducto estriado +/-
Conductos intralobulillares +
Células mucosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 15% de Conductos intercalados +
etanol Citoplasma acinar +
Conducto estriado +++
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 15% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar +
Conducto estriado(porcion basal) ++
Conductos intralobulillares ++
Células mucosas Conductos interlobulillares ok
Grupo experimental al 24% de Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar (porcion -
basal)
Conducto estriado ++
Conductos intralobulillares ++
Células serosas Conductos interlobulillares ++
Grupo experimental al 24% de | Conductos intercalados ++
etanol Citoplasma acinar +/-

26



Fig. 1. Higado de raton (control). Arquitectura celular
conservada. (20X).

Fig. 3. Glandula salival porcion serosa (S) y mucosa
(M) (control). Arquitectura acinar (flecha) y ductal
(asterisco) conservada. (20X)

D .
Fig. 2. Higado de ratén 24%).
Hipercromatismo nuclear, nucleos picnoticos

(flecha), pérdida de limites celulares y zonas lisis
celular (punta de flecha) y necrosis focal (asterisco)
(20X).

S e W __
Fig. 4. Glandula salival porcién serosa (etanol 24%)
que mostrd cambios histologicos significativos.
Hipercromatismo nuclear y nucleomegalia (flecha),
nucleos picnéticos y cariolisis (punta de flecha) y
perdida de arquitectura acinar con ausencia de
nucleos (asterisco). (20X)

27



reaccion positiva moderada (++) en conductos salivales (flecha) y tejido conectivo de sostén de acinos
glandulares (punta de flecha). Reaccién difusa en el citoplasma acinar. B. Grupo experimental de etanol
al 24%. Reconocimiento del carbohidrato similar al control. Epitelio vascular positivo (asterisco).
(Magnificacion 20x).

LS e e e 78 AT N DS VT B XS,
Fig. 6 Histoquimica con LPA (Limulus polyphemus) en glandula salival serosa. A. (Control) Noétese la
reaccion positiva moderada (++) en conductos salivales (flecha) y citoplasma acinar (punta de flecha). B.

Grupo experimental de etanol al 24%. Reactividad difusa en conductos glandulares (flecha) y citoplasma
de células acinares (punta de flecha). (Magnificacion 20x).
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positiva difusa (+/-) en conductos salivales (flecha) y leve reconocimiento en el citoplasma de algunas
células acinares (punta de flecha). Reaccion difusa en el citoplasma acinar. B. Grupo experimental de
etanol al 24%. Incremento en la reactividad en conductos glandulares (flecha), asi como en citoplasma de
células acinares. (Magnificacion 20x).

Fig. 8 Histoquimica con MAA (Maackia amurensis) en glandula salival serosa. A. (Control) Intensa
reactividad (+++) en celulas acinares (punta de flecha) y reconocimiento difuso (+/-) en conductos
glandulares (flecha). B. Grupo experimental de etanol al 24%. Reactividad incrementada en citoplasma de
células acinares (punta de flecha) y conductos glandulares (flecha). (Magnificacion 20x).

29



Fig. 9 Histoquimica con PNA (Arachis hypogaea) en glandula salival mucosa. A. (Control) Reactividad
difusa en conductos glandulares (+/-) (flecha) e intenso reconocimiento en el citoplasma de algunas células
acinares (++++) (punta de flecha). B. Grupo experimental de etanol al 24%. Reactividad incrementada en
conductos glandulares —porcion basal- (flecha). Citoplasma de células acinares negativo (-). (Magnificacion
20x).

Fig. 10 Histoquimica con PNA (Arachis hypogaea) en glandula salival serosa. A. (Control) Intensa reactividad
en conductos glandulares (+++) (flecha) y reaccion leve (+) en el citoplasma de células acinares (punta de
flecha). B. Grupo experimental de etanol al 24%. Reactividad moderada en conductos glandulares (flecha).
Citoplasma de células acinares difuso (+/-). (Magnificacion 20x).
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DISCUSION

Los principales hallazgos histopatolégicos se observaron en la porcion
serosa, coincidiendo con los hallazgos previos de sialésis y sialoadenitis que
sefalan los principales danos en glandulas parédtidas (que son
predominantemente serosas) y en un menor grado en las glandulas
submandibulares.*® >

Los cambios histolégicos al 15% y 24% fueron muy similares, incrementando
solo el nimero de células con nucleomegalia.

La granulaciéon citoplasmatica encontrada puede ser consecuencia de
alteraciones en la sintesis de mucopolisacaridos, provocando acumulo dentro
la célula tal y como ha sido previamente reportado por otros autores.® La
desorganizacion en la arquitectura celular, la pérdida en la relacién nucleo-
citoplasma (nucleomegalia y ndcleos anfofilicos) y la hipercromasia nuclear
concuerda con lo reportado en investigaciones previas que relacionan el
dafio téxico por el etanol a nivel celular®, que en el caso especifico de la
nucleomegalia seria indicativo de un intento de la célula por recuperarse. No
obstante es evidente el dafo celular irreversible dada la disminucion del
tamanio nuclear, la ausencia de nucleos y las zonas de lisis observadas en
este estudio.

La produccion y sintesis de proteinas es esencial en las membranas para el
transporte intra y extracelular. La pérdida de los limites celulares acinares
podria favorecer un incremento en la permeabilidad celular, con efectos
sobre la presién celular y el entomo intracitoplasmatico. 5% De hecho esta
desregulacion podria asi mismo estar generando agregaciones dentro de la
célula (aspecto granular citoplasmatico observado en este estudio).

La funcién de las glandulas salivales es la produccion de saliva a través de
Sus acinos serosos y mucosos (saliva primaria), mientras que el sistema de
conductos no solo actia como transportador de la misma, sino participa
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activamente al incorporar nuevas moléculas a la saliva (saliva secundan'a).22
La saliva cumple con varias funciones dentro de la cavidad oral: proteccion,
digestion, defensa antimicrobiana ademas de que participa de manera
importante en el gusto y fonacién®'. La mayor parte de los componentes
salivales son glicoproteinas (mucinas, inmunoglobulinas y factores de
crecimiento) que son sintetizados y primariamente modificados en el reticulo
endoplasmico y terminan su maduracién como moléculas glicosiladas en el
aparato de Golgi.'">'®

El metabolismo normal y la enfermedad son orquestados por modificaciones
a las proteinas y lipidos celulares. Dos formas comunes y abundantes de
modificaciones de proteinas y lipidos ocurren por fosforilacion y glicosilacion.
En el caso de la glicosilacién involucra la adicion de residuos de azicar
(estructuras simples o complejas de carbohidratos) a las proteinas y lipidos
que estan unidos a la superficie celular y compartimento extracelular. Los
glicanos son los mas abundantes y diversos biopolimeros producidos en la
naturaleza en comparacion a los acidos nucleicos y proteinas.

Durante la embriogénesis, la vida adulta y, en diversos estadios de la
enfermedad, la aparicion de estructuras glicano alteradas en las superficies
celulares ocurre en patrones especificos como resultado de una expresion de
genes alterados que involucran glicosiltransferasas y glicosidasas.

La importancia de las estructuras sacaridicas en los lipidos o proteinas tiene
diversas funciones, entre ellas conferir resistencia a la lisis de la molécula en
presencia de enzimas especificas, favoreciendo el trafico intracelular y
extracelular, asi como la comunicacion celular, incluso la sobrevivencia de la
célula .

La presencia de cambios celulares y bioquimicos en la glandula salival nos
permite suponer alteraciones directas en la calidad y cantidad de la saliva
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vertida hacia la cavidad oral. En el alcoholismo crénico han sido identificados
diversos cambios en la cavidad bucal, que en muchos casos podrian
explicarse por la calidad y cantidad de fluido salival producido.

Las alteraciones a nivel celular y en la glicosilacion que observamos por el
consumo de alcohol podrian ser explicadas por diversos mecanismos: (1) se
ha evidenciado que el acetaldehido, el principal producto del metabolismo
del alcohol altera las membranas celulares respecto a su fluidez, dado que
altera las estructuras lipidicas y protéicas membranales, (2) se ha identificado
que el etanol puede directamente inhibir la actividad de las transferasas
con un efecto directo sobre las moléculas glicosiladas en formacion, (3) se ha
observado que el consumo crénico de alcohol puede alterar el aparato de
Golgi lo que podria explicar que las moléculas que se estan terminando en su
interior no sean completadas adecuadamente* 4) se ha observado que en
algunos modelos celulares como astrocitos y hepatocitos el alcohol puede
inducir cambios de tipo necrético y apoptético, debido a la generacién de
radicales libres; 5) El alcohol puede alterar la sintesis de proteinas '°. Si
consideramos que uno de los requerimientos esenciales para la adicién de
moléculas sacaridicas es la sintesis protéica adecuada, asi como el
plegamiento funcional de la proteina en el reticulo endoplasmico rugoso, que
servira como senal para las enzimas y chaperonas involucradas en el
proceso, no es dificil suponer que ante moléculas inadecuadas se agregara o
se restara la adicion de azlcares. En términos generales las proteinas que
fallan en su proceso de desdoblamiento inicial son retenidas en el reticulo
endoplasmico y eventualmente transportadas al citosol donde son
degradadas proteoliticamente. Este mecanismo de control de calidad falla en
ocasiones por lo que glicoproteinas que no han sido adecuadamente
sintetizadas y terminadas pueden llegar a ser transportadas a su correcta
localizacion celular, no obstante su alterada funcién biolégica.
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En nuestros resultados se encontré que en condiciones de alcoholizacion al
24%, con LPA las células serosas presentaron una reduccion en la expresion
de moléculas con terminal acido sialico a(2-3) y (2-6), sin embargo al utilizar
MAA la expresion se encontraba incrementada especificamente en conductos
estriados e intercalados. Debido a la especificidad de MAA para reconocer o(2-
3) galactosa se puede pensar que incrementaron las moléculas con teminal
acido sialico «(2-3), mientras que las moléculas con terminal acido siélico o(2-
6) disminuyeron. Es importante considerar que el citoplasma de las células
serosas en el caso de LPA mostraron una significativa reduccién en el
reconocimiento, sin embargo MAA mostré cambios incrementados en este tipo
celular, lo que sugiere que los cambios en las moléculas glicosiladas se
presentan especialmente en las células acinares.

En el caso de PNA el patron de reconocimiento de galactosa se incremento
considerablemente en los conductos glandulares, mientras que en el
citoplasma de las células serosas y mucosas fue menor el reconocimiento.

Es importante considerar que la evidencia histolégica revelé cambios de tipo
degenerativo especificamente en el patron seroso, con una casi conservada
arquitectura del sistema de conductos.

El valor que ofrece el analisis de moléculas a través de lectinas, permite sugerir
cambios en el metabolismo celular, especificamente a nivel de reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi que son las estructuras directamente
relacionadas con la modificacion cotraduccional y postraduccional de las
proteinas. En este sentido, no obstante que la evidencia histolégica no reveld
cambios importantes en el sistema de conductos, la produccion de moléculas
glicosiladas a partir del epitelio ductal, al parecer se encuentra alterado. En el
caso de las células serosas se observaron cambios en la expresién de
glicoconjugados con terminales galactosa y acido sidlico. No obstante las
células mucosas sélo mostraron cambios en el patrén de expresion de
moléculas con terminales galactosa. Los cambios en la expresion de moléculas
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sialladas y con termminales galactosa se observaron especialmente
relacionados al grupo ekperimental de alcohol al 24%.

CONCLUSIONES

La importancia fisiolégica de la saliva respecto a sus componentes organicos
(lipidos, proteinas y glicoconjugados) e inorganicos se demuestra
dramaticamente en situaciones donde su produccion es alterada por diversos
procesos patoldgicos.

En el caso del consumo cronico de alcohol donde se observan cambios
degenerativos en el parénquima glandular y en el patron de expresion de
moléculas glicosiladas, es evidente suponer cambios en la calidad de la
saliva.

Considerando la importancia de las moléculas glicosiladas en los procesos
de comunicacién celular glandular, sera importante evaluar los cambios
ultraestructurales que evidencien dafo en el complejo reticulo endoplasmico-
aparato de Golgi en su interaccion con otras estructuras celulares y su
funcién. De igual manera, sera importante realizar el analisis bioquimico de
las enzimas directamente relacionadas con los procesos de modificacion
postraduccional.

De acuerdo con nuestros resultados, se puede concluir que en este estudio
el consumo cronico de etanol ocasioné cambios degenerativos en el
parénquima glandular salival asi como alteraciones en el patron de moléculas
glicosiladas (con terminales galactosa y acido sialico). Estos efectos podrian
estar alterando la cantidad y calidad del producto salival final afectando asi la
fisiologia bucal y la calidad de vida de los individuos que beben, al
incrementarse el riesgo de dafio mecanico, infecciones, problemas
digestivos y la aparicion de neoplasias.
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