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INTRODUCCI OWN

La caracterizacidn de la Biologfa del desarrollo del
pulmdon fetal ha sido objeto de intensa investigacidn
en afios recientes (1, 2, 3, 4}. La principal motiva
cién para esto, deriva de ta existencia de Ta enti--
dad clinica conocida como: "Sindrome de Dificultad -
Respiratoria del Recién Nacide" {SDR), una de las -

principales causas de muerte en recién nacidos prema

turas sin malformaciones (5, 6, 7, 8). Esta patolo

gia resulta de una maduracidn pulmonar incompleta

can produccidn insuficiente del FACTOR SURFACTANTE

ANTI-ATELECTASIA, elemente cuya presencia es esen-

cial para facilitar la distencidn inicial de 1as pul
mones del recién nacido (9, 10, 11, 12). Este se en
cuentra localizado en la interfase aire-liquida, pro
vee una baja y variable tensidn superficial e impar-
te una curva caracterfstica a esta interfase, dismi-
nuye la presidon necesaria para distender el pulmbn -
y mantiene 1a estabitidad en un rango amplio de volu

menes locales de llenado.



E1 factor surfactante cersiste en un complejo fosfeli
pidico cuya composicidn se muestra en el cuadro nime-
ro 1 (12, 13). Desde el punto de vista histopatolégi
¢o ¥a lesidn presente un el SDR consiste en la apari-
cidn de membranas acidéfilas que se encuentran en las
paredes de 1los a]veolos, no hay el intercambioc adecua

do del oxfgeno y se produce el coliapso alveolar (5, -

6).

Las investigaciones efectuadas hasta la fecha han de-
mastrado que Tas hormonas corticoesteroides y 1a ti--
roxina influyen acelerando 12 maduracién pulmonar (4
5, 6, 7, 8, 9).

También existen datos de tratamiento prenatal con gly
cocorticoides en 1a madre para Ta prevencidn del SDR

en nifies prematuros, por lo que se sabe que el trata-

miento con certicoesteroides acelera la maduracidn -
puimonar y eso justifica su aplicacidén en la preven--
cién del SDR (14, 15, 16, 17).

En un estudio realizado por Dhanireddy, et al (18) -
sobre reci&n nacidos que presentaban SDR, se midieron
niveles de tiroxina y prolactina demostrados por ra--

dioinmunocandlisis encontrdndose cambios significati--



vos en las cantidades encontradas: Los nifios sanos pre-
sentaban niveles de prolactina y tiroxina altos en san--
gre del corddn umbilical, en cambio los nifios que presen
taban el SDR tenfan i1os niveies significativamente mas
bajos que los normales, y de estos los masculinos eran -
los que tenfan los Tndices medios mas bajos existentes.
Existen evidencias preliminares de que la produccifn dei
surfactante es estimulada por 13 tiroxina, aminefilina -
y proltactina en los pulmones fetales de 1os conejos (18).
Por otra parte, se ha observado gque 1a incidencia de --
merbilidad y mortalidad del SDR es mas alta en los varo-
nes que en 1as hembras er una relacidn de 3:1 y que ta -
respuesta al tratamiento con corticoesteroides es dife--
rente, siendo mas efectiva en el sexo femenino. Naeye,
et al (19}, mencionz que los pulmones de los productos -
del sexo femenino maduran mas rdpido que 10s pulmones -
del sexo masculino y que 1a enfermedad de las membranas
hiatinas es por 10 tanto, mas comin en nifios que en ni--
nas.

Los estudios experimentales sobre el efecto de los este-

roides sexuales en la determinacidn de estas diferencias,



es de cantroversia. Asfi se ba sugerido que el efecto se
puede deber a una accién inhibitoria de los andrdgenos -
fetales sobre 1a sintesis del surfactante, aunque el me-
canismo de este efecto inhibitorio no se ha determinado
(20).

Thuressan (21) reparta en su articulo que las estrdgenocs
actian promoviendo 1a sintesis de dipalmitoilfosfatidil-
colina y aumentan la formacidn de cuerpas lamelares (Or-
ganelos de almacén intracelular del factor surfactante)
y la secrecidn del surfactante a través de un efecto in-
directo relacionedo con la activacidén 6§ la expresién de
los receptores beta-adrenérgicos.

Durante el embarazo la pilacenta sintetiza grandes canti-
dades de estrégenos, aumentando la coencentraci@n de hor-
monas circulantes en los compartimientos materno y fetal
particutarmente al final de la gestacidn. Se ha reporta
de por Khosle (22) que 1a a3dministraciéin de 17 beta-es--
tradiol a las conejas embarazadas estimula la produccién
del factor surfactante del pulmdén de sus fetos, presen--

tando aumento en los niveles del fndice Lecitina/Esfingo

mietina.



Spellacy (23) hace hincapié en que el tratamiento con es
trdgenos en humanos no modificd 1a relacifn Lecitina/Es-
fingomielina del liquido amnidotico. En este articulo no
se considera Ta posibilidad de que no traspase la barre-
ra placentaria el compuesto empleado.

Se ha reportado la existencia de receptores a hormonas -
estrogénicas en el pulmdn de la rata adulta y en el pul-

min fetal de hamster mediante estudios bioquimicos (24)

Sin embargo no se ha investigado la existencia de recep-
tores estrogénicas en forma sistemdtica durante la gesta
cién en algdn modelo animal; camparande los hellazgos -
entre los sexos y considerado 1a posibilidad de que exis
tan diferencias en las cantidades de receptores presen--

tes entre ambos sexos.



HIPOTESTIS D E TRABAJO

Debido a que la cantidad de hormonas estrogénicas que --
circula es igual en los cordones umbilicales de los pro-
ductos de ambos sexos y, la maduracidn pulmonar es mas -
rdpida en las hembras y las enfermedades por maduracidn

insuficiente son mas frecuentes en los varones, se plan-
tea la posibitiidad de que existan en el tejido pulmonar

fetal de 1os productos del sexa femenino, unas proteinas
capaces de ligar & las hormonas estrogénicas (Receptores
estrogénicos) que se encuentran circulando desde 1a ma--

dre al producte y/o que son praducidas por la placenta.



MATERTIAL Y METODOS

A.- Obtencién de Pulmones. Para este trabajo se utiliza
ron ratonas altbinos cepa CDI, de edad gestacional --
previamente conocida, a partir del dfa 15 de la ges-
tacidn y hasta el dia del parte. Para la obtencién
de los productos se sacrificaron por inhalacib6n de -
cioroformo 5 hembras prefiadas por cada dfa gestacio-
nal procediendose a extraer los fetos (aproximadamen
te 12 fetos por camada).

La identificaci6n del sexo se 1levd a cabo mediante
la observacidn directa de las gdnadas bajo el micros
copio estereoscépico.

Posteriormente se extrajeron los pulmones separando-
se los machos de las hembras.

Se congelarva en isopentano con nitrégeno 1iquido a
una temperatura de -100°C, y se pasaran a un crios--
tato para su ulterior seccidn obtenfendose cortes de
5 micras de grasor.

Se verificd los correcto de l1a congelacidn con tincio
nes de hematoxilina y eosina.

B.- Tdcnica Inmunsohistoquimica empieada para demostrar

Ta presencia de los receptores estrpgénicos:



1.- Incubacifn de los cortes con polifosfato de estra-
diol (Ayerst) . 1 hora
2.- Lavada para remover el estrégeno no iigade 15 min.
3.- Incubacidn con un anticuerpo antiestrdgeno (Calbig
chem) o ler. anticuerpo. 30 min.

4,- tLavado en buffer de Fosfato pH7, 4 para remover --
depdsito fnespecifico 15 min,
5.~ TIncubacibn con anticuerpo anti-antiestraogenc {Cal-

biochem) marcada con peroxidasa de rdbano (2°anti-

cuerpo). 30 min
6.- Lavado buffer de Fagsfato pH7, 4 para remover depd-
sito inespecifico. 15 min.
7.- Demostracidon de los depSsitos de peroxidasa con la

3'3 diaminobencidina como sustrato (SIGMA) vy - -

H,G

272"

Las laminillas se cbservaron al microscopioc de campo cla
ro (Carl Zeiss) y se fotografiaron muestras representati
vas., De cada laminiila se 1levé a cabo una cuenta por--
centual, contdndose 100 células epiteliales y 100 célu--

las mesenquimatosas de 5 campos distintos obtenidos al -

gzar, anotdndose el nGmero de células positivas. Se usé

en cada trahajo un testiga positivo que consistid en un



corte de dterc de ratona virgen y como controles se uti-

lTizaron cortes del mismo pulmén en los que o bien se omi

ti6 la incubaci8n con el estradiol 0 el anticuerpo anti-
antiestradioly o se incubaron con un antiestrdgenc cono=-
cido como Tamoxifen,.

Andlisis de Dates. Las cuentas celulares obtenidas de -

las 5 camadas utilizadas para cada dia gestacional, se -

expresaron en valores promedio con desviacifn estandard,

Se 1levd a caba una comparacidn estadistica con T1a prue-

ba T de Student, de los siguientes pardmetros:

1.- Para cada sexo en forma aislada, las células positi-
vas totates, tas c8lulas epiteliales totales y las -
mesenguimatosas totales, para conccer el patrén tem-
poral que siguen en el curso de los dias observados
en la gestacifn,

2.- En forma comparativa para cada dfa gestacional entre

los prcductos machos y hembras, para jdentificar -

las posibles diferencias existentes.



RESULTADBOS

Tedas las descripciones se hicieron al microscopio de -

campa ¢larg.

Los resultados d~1+s cuentes celulares se expresan en -

forma de ¥ desviacidn estandara$ y se muestranenlas ta--

blas 1, 2, 3.

DIA 15.- El pulmdn se encuentra en 1a etapa seudoglandu-
lar, se encuentran los tubos endodérmicos epite
liales revestidos por un epitelio columnar que
descansa en una membrana basal continua. Deba-
jo de 1a membrana basal se encuentran células -
mesenquimatosas que recuerdan fibroblastos, fi-
bras musculares lisas inmaduras y ocasionalmen-
te capitares.

En l1os pulmones de las hembras encontramos una
gran positividad en Jos nicleos de las células
epiteliales en forma de un precipitado café --

obscuro presente en forma granuler, Células -

que revisten los tubos brenquiales y la positi-
vidad se presenta también en las células mesen-
quimatosas, aunque en menor cantidad {(Fig. 1, -

2, 3, 4), Se encontrd una ligera positividad -



DIA 16.-

[

en las membranas citoplasmdticas de algunas cé-
Tulas epiteliales, las cuales no se tomaron en
cuenta para el conteo, por considerarse un de--
pésito inespecifico. En los pulmones de los ma
chos el nimero de células positivas encontradas
es menor, también en ambos tipos celulares (ta-
bla 2, 3 y gréfica 1, 2).

Se encontrd un leve precipitado fuera de laos -
elementos celulares que corresponde a un preci-
pitado inespecifico.

Los contrales son negativos y el testigo resul-
téd siempre positivoe {iiy. 2.

ttapa canalicular temprana,

En esta etapa se pueden delinear los acinos y
la formacidn de los futuros bronquiolos respira
torigs, el epitelio columnar comienza a atenuar
se en algunas zonas y a4 disminuir su tamafio, -
permitiéndonos diferenciar algunos tipos celula
res en cuanto a su forma y tamafie. En jos pul=
mones de las hembras existe una disminucidn en

ta positividad en relacién al dia anterior tan-



DIA 17.-

-
-

to en Tas céiulas epiteliales como en las mesehn
quimatosas (tablas2, 3 y gréficas 3, 4). Se pre
senta de nuevo un precipitado inespecifico in--
tracelular.

En esta etapa los pulmones de los machos presen
tan ahundante positividad en los nicleos de las
células epfteliales {sin llegar a ser tan abun-
dantes come en las hembras del dfa i%). En -~
cuanto a tas células mesenquimatosas su positi-
vidad aumenta levemente en comparacidn al dia -
15.

Etapa canalicular tardia.

En esta etapa el revestimiento de las vias aé--
reas es Facilmente distinguible y encontramos -
unas células cibicas o redondeadas que corres--
ponden a neumocitos tipa 11,

Otras células del epitelio columnar se aplanan
completamente y constituyen los nsumocitos ti-
poc 1, son células escamosas con citoplasma fmuy
adelgazado.

En el pulmdén de las hembras, se encuentra de -
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nuevo una positividad acentuada en ltos nicleos
epiteliales y también aumenta en las células -
mesenquimatosas; en los machos la cantidad de -
pasitividad es menor en relacidn al dia ante- -
rior en ambos sexos y en retacidn a las hembras
del mismo dia (tabla 1, 2, 3 y graficas 1, 2, 3,
4},

DIA 18 .- Etapa de sacas alveolares.

Es 1a etapa previa al nacimiento, es una etapa
Tigeramente mas avanzada que la anterior: Los -
brenquiclas respivatorics observados son tubos
Timitados por un epitelio que contiene neumoci-
tos tipa I y Il. Los futuros conductos alveola
res y las sacos alveclares se forman en esta -
etapa. Estas estructuras son saculos limitados
pov un epitelio plano simple, Las depresiones
de las paredes de estos sacos pueden considerar
se alveolos primitivos,
En esta etapa, en los pulmenes de las hembras -
se encuentra una gran disminucién en la positi-

vidad de los nicleos de tas células epiteliales



DIA

19

14

en relacidn al dia anterior, »sto se presenta -
también en las céluias mesenquimatosas, en cam-
bio los pulmones de 1os machos presentan positi
vidad menor en los nidcleos de las células epite
1iales y de ijgual forma hay una moderada positi
vidad en las mesenquimatosas. Haciendo una com
paracidn con el dfa anterior %as hembras presen
tarve una disminucidn considerable en ambes ti-
pos celulares y por &l contrarioc 1os machos tu-
vieron un leve aumento también en ambos tipos -
celulares.

Etapa alveolar.

Esta se encuentra caracterizada por la presen--
cia de pequenocs y grandes tubos de paredes 1i--
sas revestidos por células tipo I y tipo II.

Se ha observado que l1a aparicidn de nuevos sep-
tos en esta etapa coincide con 1a proliferacidn
de fibroblastos.

En periodos posteriores, con la disminucién de
la poblacidn celular en el septo y el aumenta -

de la coldgena, el septo adquiere forma de adul

to‘
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En el pulmén de las Hembhras se encuentra nosi
tividad nuclear en las células evniteljales en
nequefirs cantidades a1l igual que en las célu-
las mesenquimato<as. de igual manera en loc -
puimanes de los machos se encuentra una leave
positividad tanto en las célunlas epiteliales

como en 1as mesenguimato<as.



DISCUSION

E1 presente Astudio permite verificar la& hipdtesis plan
teada al principioc, en relacitn 2 la existencia de las
células que contienen recevtores estragénicos.

En primer lugar, diches receptores estan presentes en el
parénquima nulmonar fetal de ambns sexos demgstrado con
la técnica empleada y se encuentran desde el primer dia
del estudio que corresponde al dfa 15 de 1a gestacidén y
se desconoce si anterinrmente estan nrec<entes.

La positividad de los R.E. estd presente tanto en las -
células mesenauimatosas como en ias células epiteliales,
aunnue con algunas diferencias que se describirdn mas -
adelante. En Jos diferentes dfas estudiados se observa-
ron diferencias importantes en cuanto a la cantidad v -
distribucidn de las células positivas, sin embargo siem-
pre existe un patr6n definido para cada sexo. siendo - «
mayor 12 positividad total en las hembras, de tal manera
que el dfa 15 de la gestacidn los receptnres estrogéni--
cos son mas abundantes en lac células epiteliales de Tasg
hemhyra< que en las de los maches y oue las células tota-

les positivas son, con muche, mas abundantes en las hem-

16
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bras, Sin embargo, al siquiente dfa (lGavo. dfa) enceon-
tramos una inversifn de la retacidn anterior. al oresen-
tarse mayar cantidad de c&luias eniteliales positivas en
el macho que en }a hembra, pero sin T1ieaar a los nfimercs
alcanzados por &sta, las células mesenauimatasas tambidn
presentan esta variacidn.

De nuevo el dfa 17 las células epiteliales positivas saon
mas abundantes en las hembras nue en 1os machas haciendo
notar que no alcanzan 10s niveles que presentaban el dfa
15: las células mesenquimatosas también aumentan acercin
dose a los nivelec presentes en el dfa 15. Al dfa iR -
las hembras presentan 10s nfmerns de células pasitivas -
mas bajos registrados hasta esta etapa del desarrollo v
es superada por los machos en forma significativa

Al final o <ea el dia 19 d el primer dfa peost-narto, 1os
dos sexos tienden a jgualarse en ruanto a ndwero de célu
las posftivas aunque ambos presentan cifras muy inferio-
res a las encontradas en los primeros dias.

Con esta demostracidn se concluye que se presenia una va
riabilidad ciclica en los resultados, dependientes de -~

las cantidades de células positivas a los receptnres es-



18

trogénicos en el parénquima puimonar fetal; sin embargo.
es impartante sefialar 1o siquiente: Las receptores es--
trogénicos se encuentran presentes enel lbave.dia de ges-
tacidn v se presentan en mayor cantidad en 1as hembras -
que en los machos. i

A pesar de existir un patrdn cfc¢clice, los machos na al--
canzan el nimero total de cé&lulas positivas presentes en
fas hembras hasta el final del estudio.

Al final declinan en amboes sexas en el post-parte.

En algunos de los 8fas estudiados se presentan diferen--
cias significativas entre ambaos sexos por ejemplo el - -
dia 15.

Con 1o anterior se puede esperar que el parénquima puime
nar de 1a hemhra en comparacidn con el macha responders

en forma mas rénida y a mas temprana edad a la presencia
de estrfgenos, al presentar mayor cantidad de receptores
estroagdnicos. En 1a literatura se ha reportado que la -
maduracitén del pulmin es mas répida en Ja hembra que en

el macho (25).

Estas variaciones pueden tener relacifin con las distin--

tas velocidades de maduracidn reportada para ambos sexos
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en otras especies y que anteceden al parto.

En relacidén al patrdn cfclico observado, parece corres--
ponder al ritmo circadiano presente revortade por varios
autores en otros sistemas comg hepatocitos de rata usan-
do ultracitoqufmica y ohservando rambios en actividad de
enzimas lisosomales (26).

Debemos tenar presente que estos resultados san desde el
punto de vista morfoldgico v deberén confirmarse para su
ulteriar validez y demostracifin de la respuesta biolfgi-
ca al ponerlos en contacto con estrfgenos, por ejemplio -
en un sistema “in vitro".

De esta manera llevaremas 2 cabo una correlacidn entre -
los resultados marfoldgicos vistos con esta técnica y -
los resultados biolBgicos de efectos reales de captacidn
mediante los receptores. La respuesta esperada serfa; -
Aceleracitin de la maduracidn morfolfgica estudiada con -
microscopio de luz y microscopio electrfnico, asi como -
maduracidn bicquimica, manifestada por una estimulacidn

temprana de la sfntesis del surfactante.



RESUMEN

Se utitizd una técnica inmunohistoquimica pars la identi

ficacidn de receptores a hormonas estrogénicas en las c€

lulas del pulmbn fetal de ratén albino cepa Cb-1 para -~

jdentificar posibles diferencias entre los sexos y entre

las poeblaciones celulares del pulmén,

Los fetcs se estudiaron e partir de los 15 dfas de gesta

cifn hasta el dia del parto {duracidn de la gestacién 18

+{dfa). El1 estudio se hizo acumulando 1os pulmenes feta

les de 5 camadas (aprox., 12 fetes por camada), separados

por sexo. Los resultados indicaron que:

l.- Se identifican células con receptores estrogénicos -
en el pulmén de ambos sexos,

2.- A 1o largo de los dfas estudiados Tas cantidades de
c8lulas con receptores presentan variaciones cicli-

cas, con picos ¢/24 horas, tendiendo a disminuir -

hasta el dia 42 sy nacimiento,.

3.- Los pulmones de las hembras presentan en el primer -
dia gestacional estudiade Ta mayoer cantidad de célu=-
las positivas; mientras que en el macho se observa -

el pico mas alto hasta el dia 16 gestacional, siendo

20
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significativamente menor que para la hembra.

Las células epiteliales {otales se correlacionan con
tas c8lulas positivas totaltes, principalmente en las
hembras. Las células mesenquimatosas presentan me--
nos variaciones.

Esta diferencias pueden tener relacibn con los dis--
tintos niveles de maduracifn reportados en la litera

tura asociados con el sexo.
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L@ composicion del FACTOR SURFACTANTE es la siguiente:

DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA ....ovsieeinnnennns. 41%
FOSFATIDILCOLINAS monosaturadas ................ 25%
FOSFATIDILETANOLAMINA ... ..o, 5%
FOSFATIDILSERINA Y GLICEROL . ... .. 0veeeivninnnn, 4%
LISOLECITINA L i iiri i iei ittt tnerenn s 2%
COLESTEROL . .coveririii i iiieiee i ieiieiineaannas 8%
GLICERIBOS +vvevnvivnvnnss,s Casierreeraraerannees &%
ESFINGOMIELINA .. iirieiriim i reiniimcaannnsnas 1%
ACIDOS GRASOS tvvrvvirrrnnveneronavervirossonens 1%
PROTEINAS .. iieiiiinrrrotorenerenenennosanans 9%

CUADRS # 1
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TABLA No. 1

CELULAS POSITIVAS TOTALES

3 XXM

- H _ M HAY DIF. SIGNIF. ESTADIS
X S X S TICAMENTE. Tt=2.776 =.05
15 615.00 58.13 170 26.15 t= 9.87 SI
16 212.33 33.68 334.67 33.50 t=3.06 S1
17 495.67 55.19 231.67 18.31 t=6.36 SI
18 143.33 25.42 290.67 36.9C 1=4.40 S1
15 113.00 34.77 66.00 g.85 t=1.84 NO
CORRELACION: CORRELACION:

K H N

DIAS VS. CELULAS:

DIAS VS. CELULAS:

- 0.752 0.545
CORRELACION: H M Tt=2.770
- 0.055
/= .05
Dia gestacional
Hembras
Machos

1,500 células centadas
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TABLA No. 2

CELULAS EPITELIALES +

HAY DIF. SIGNIFICATI-
0. G. H M to VA ENTRE H y M
= .05 Tt=2.776
15 % s % s |to=5.41 ] sI
331.00  56.10 94 26.28
16 118.67  28.36 218.67 27.68 |to=3.57 | SI
17 275.33  39.27 117.0 13.00 {t0=6.80 | SI
18 58.00  23.00 143.33 17.95 | to=4.14 | SI
19 72.33  28.36 40.67 9.87 |to=1.49 | o
CORRELACEON CORRELACION
DIA VS. CELULAS: DIA YS. CELULAS:
- 0.735 -0.438

CORRELACION H M Tt-2.776

- 0.136
= Dia gestacional
= Hembras
= Machos

=TT

1.500 Células contadas
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TABLA No. 3

CELULAS MESENQUIMATOSAS +

I 2T

g1 omn

H M to HAY DIF. SIGNIF.
- - _ ENTRE H y M
X S X ) t0=15.43 ' ncri-9.776
284.00 19.05 76.00 1.00 ST
93.67 14.47 | 116.00 10.15 to=1.785 | NO
220.33 53.25 | 114.67 21.46 to=2.604 | NO
91.33 5.03 | 147 33 19.14 to=4.003 | sI
40.67 9.87 25.33  1.53 to=2.173 | NO
ol = 0.5 to= 2.776

Dia gestacional
Hembras

Machos

1,500 Células contadas




FIG. 1 y 2 PULMON FETAL DE RATON MACHO DE 15 DIAS DE
GESTACION. LAS FLECHAS INDICAN LA NEGATIVIDAD DE -
LAS CELULAS EPITELIALES; AUMENTO 1000 X TECMICA INMU
NOHISTOQUIMICA.



FIG. 3 y 4. PULMON FETAL DE RATON HEMBRA DE 15 DIAS DE
GESTACION. LAS FLECHAS INDICAN LA POSITIVIDAD EN LAS CE
LULAS EPITELIALES TECNICA INMUNO-HISTOQUIMICA: AUMENTO

1000 X.



FIG. 5 UTERO DE RATONA NO GESTANTE, SE OBSERVA LA

POSITIVIDAD COMO GRANULOS COLOR CAFE EN EL INTERIOR
DE LOS NUCLEOS DE CELULAS EPITELIALES Y DEL ESTROMA.
TECNICA INMUNO-HISTOQUIMICA COMPLETA. AUMENTO 500 X.
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