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Figura 21. Promedio del nimero de perfiles de tubos epiteliales contenidos en 100 alvéolos en la
zona del centro y la en periferia del pulmén. Se compard a los grupos control y control isocalérico
con el grupo de dieta liquida de alcohol al 5%. Se marca con una estrella el grupo que presento
un aumento estadisticamente significativa un valor de p< 0.05.



En la figura 22 se muestra una gréfica que integra los valores
promedio obtenidos de ambas zonas del pulmén.
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Figura 22. Se comparé a los valores promedio del nimero de los perfiles celulares
contenidos en 100 alvéolos en la zona central y periférica del pulmén neumocitos 11 (NII),
células claras de los alvéolos (CCA) y células intersticiales (Cl) de los grupos control y
control isocalérico con el grupo de dieta con alcohol al 5% con la prueba de t de Sudent
y donde se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) se
marcaron con estrellas.
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3.9 Analisis Ultraestructural

3.9.1 Neumocito Il

En todos los grupos los neumocitos Il presentaron

diferencias en la electrodensidad de su citoplasma debido al

Figura 23. Micrografia electrénica de transmisién donde los neumocitos Il (NII) que
mostraron diferentes grados de electrodensidad de su citoplasma y diferencias en los
cuerpos lamelares indicados con flechas 4,400x.
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desarrollo de sus organelos, particularmente los cuerpos
lamelares y las regiones de! citoplasma donde estaban los
depositos de glucdgeno, por lo que se fue posible distinguir
diferentes aspectos en su citoplasma (Fig. 23).

En los grupos contral y control isocalorico se observaron los
neumocitos || como células redondeadas con una marcada
electrodensidad del citoplasma, con buen desarrollo de sus
organelas, en particular los cuerpos lamelares (figura 24 a y b).
En el grupo tratado con alcohol al §%, algunos los
neumocitos |l presentaron diferentes grados de
electrodensidad  evidenciado por grandes zonas
electroliicidas en el citoplasma, que carrespondian a los
espacios que ocupaban los depositos de glucdgeno, que se
extrajeron durante en el parcesamiento para M.E. Todos los
organelos mostraron pobre desarrollo en particular los
cuerpos lamelares que fueron pequerios y gscasos. (Fig. 24
¢). Las células claras de los alvéolos descritas previamente a
microscopia de luz, se localizaron tanto en los alveéolos como
en los tubos epiteliales y correspondieron a neumocitos ||
inmaduros.

3.9.1.1 Organelos de los Neumocitos Il

Debido a las caracteristicas de la electrodensidad disminuida
de los neumocitos I en particular en el grupo tratado con
alcahol al 5%, en comparacion a los controles (figura 25 a y b),

se realizo ia revision de los principales organelos y se observo
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que se encontraron presentes e integros en todos los grupos,
solo que en el grupo de alcohol en comparacién con los

controles presentaron menor desarrollo (Fig. 25c).

k.

Figura 24. Micrografias electrénicas de transmisién de los neumocitos Il en los grupos:
a) Control y b) Control isocalérico, donde se observaron grandes cuerpos lamelares en su
citoplasma indicado con CL; en el c) Dieta liquida con alcohol al 5% los cuerpos lamelares
fueron escasos y pequefios, las zonas donde se localizaban los depdsitos de glucogeno se

marcaron conuna Gy con flechas, el nicleo conuna N 4,400x.
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Figura 25. Micrografias electronicas de transmision del citoplasma de los neumocitos |
en a) Grupos control; b) Grupos control isocalérico; y ¢) Grupos de dieta liquida con alcohol al
5%. Se observaron nucleos marcados con una N y el citoplasma marcado con una donde se
se encontraron con grados variables de electrodensidad, estas diferencias fueron ocasionadas
por disminucién en la cantidad de organelos y por los grandes espacios donde se depositaba el

glucégeno marcado con una flecha 7,400x.
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3.9.1.1.1 Cuerpos lamelares

De la misma forma los cuerpos lamelares en los grupos contral
absoluto y el grupo control isocaldrico fueron voluminosos y
abundantes en los neumocitos |, en el grupo tratado con alcohal
al 5%, se conservaron (ntegros pero fueron pequefios y
pobremente desarrollados (Fig. 26).

3.9.1.1.2 Aparato de Golgi

El aparato de Golgi en el grupo control absoluto y el grupo
control isocalérico se localizaba en la region perinuclear y mostrd
pilas de cisternas aplanadas con dilataciones laterales (figura 27 a
y b); en el grupo tratado con alcohal al 5% el organelo fue de
menor tamano y poco desarrallo sacular a diferencia de los
controles (Fig. 27 ¢).

3.9.1.1.3 Reticulo endoplasmico rugoso

El reticulo endoplasmico rugoso en las grupos control absoluto
y el grupo control isocaldrico presentd abundantes cisternas
paralelas bien desarrolladas, tachonadas en su exterior de
cuerpos electrodensos o ribosomas (figura 27 a y b). Este
arganelo en €| grupo tratado can alcohol al $%, presentd escasas

cisternas con pocos ribosomas (Fig.27 ¢).
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Figura 26. Micrografias electronicas de transmision de neumocitos Il de los: a) Grupos
control; b) Grupos control isocaldricos y ¢) Grupos con dieta liquida de alcohol al 5%, donde

se observaron cuerpos lamelares marcados con CL a 12,000x.
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Figura 27. Micrografias electrénicas de transmisién de neumocitos tipo Il en los: a) Grupos control;
b) Grupos control isocalérico y ¢) Grupo con dieta liquida de alcohol al 5% donde se observé el
Aparato de Golgi disminuido en la cantidad de cisternas en este grupo (marcado con la letra G) las

cisternas fueron marcadas con una flecha 12,000x.
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i itos 1l en los; a) Grupos
Figura 28. Micrografias electronicas de transmision de los neumocitos T aone o
| i i cohol al 5%
control; b) Grupos control isocalérico y ¢) Grupos con dieta liquida de al o s cisternas
‘ a
observd el reticulo endoplasmico rugoso marcado como RER y con un

12,000x.
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3.9.1.1.4 Mitocondrias

En el grupo control absoluto e isocalérico se observd las
mitocondrias con crestas abundantes, gruesas y bien
desarrolladas (figura 29 a y b), en el grupo de alcohol las
mitocondrias en general fueron de menor tamafio (Fig. 29 ¢).
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Figura 29. Micrografias electronicas de transmision de neumocitos Il: a) Grupos control,
b) Grupos control isocalérico y ¢) Grupos con dieta liquida de alcohol al 5%, donde se

observaron las mitocondrias (M) 12,000X.
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3.9.2 Células Claras de los alvéolos

En la pared alveolar de los tres grupos estudiados, se
observaron las celulas claras de los alvéolos descritas
previamente a microscopia de luz, estas celulas se localizaron

tanto en los alvéolos como en los tubos epiteliales.

En sus caracteristicas ultraestructurales al parecer
corresponden a neumocitos |l en proceso de maduracion, ya que
san células poliédricas o cilindricas con nucleo rechazado al tercio
inferior, donde se observaron grandes zonas poco densas que
ocupan la mayor parte de su citoplasma, gque indicd los sitios
donde se localizaba el glucégeno, por o que presentaron en su
citoplasma de aspecto electrolicido con escasos organelos como
mitocondrias y RER, en estas células no se observaron cuerpos

lamelares (Fig. 30).

La naturaleza del contenido citoplasmatico se definid
claramente con la técnica histoquimica de PAS para el glucdégeno
maostrado previamente, que resulto positiva.



Figura 30 Micrografia electrénica de transmision donde se observé una de las Células
Claras de los Alvéolos Las zonas del citoplasma menos densas corresponden al sitio

donde se depositaba el glucogenc G (se indica con fiechas) 7,400x.
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3.9.3 Células Intersticiales

El intersticio de los tabiques alveolares de los grupos controles
y control isocaldrico se observd a presencia de Cl que mostraron
caracteristicas de celulas de tipo fibroblasto con depdsitos
escasos de material osmiofilico de naturaleza lipidica, (figura 31 a
y b). Los hallazgos mas relevantes fueron en el grupo tratado con
alcohol, donde las células intersticiales presentaron abundantes
deposilos de un material osmiofilico de naturaleza lipidica,
desprovisto de membrana, por lo que puedieron ser reconacidas

como lipofibroblastos (Fig. 31 ¢).

3.9.4 Tubos epiteliales

En los tubos epiteliales de los grupos control y control
isocalorico se encontrd que las células de citoplasma claro
similares a las CCA fueron escasas y estaban mezcladas con los
neumocitos Il , ellas presentaron abundantes figuras de mielina
que se liberaron hacia a luz del tubo epitelial figura 32 ay b. Enla
ultraestructura de los tubos epiteliales del grupo de dieta liquida
de alcohol 5%, se observo que estaban revestidos casi en su
totalidad por celulas con abundante citoplasma claro, escasos
organelos y no presentaron cuerpos lamelares, por o que son
muy similares a las CCA, previamente descritas, al parecer estas
células son neumocitos Il inmaduros (Fig. 32 c).
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Figura 31. Micrografias electrénicas de transmisién, donde se observron células intersticiales
que correspondieron a lipofibroblastos: a) Grupo control; b) Grupo control isocalérico y ¢) Grupo

tratado con alcohol al 5%. Los depdsitos osmiofilicos se marcaron con flechas 4,000x.
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Figura 32 Micrografias electronicas de transmision, de tubos epiteliales marcados con una
T, donde se observé en a) y b) neumocitos Il (NIl) cuerpos lamelares (CL) y figuras de
mielina (TM) en la luz del tubo y en la ¢) se observé que los tubos epiteliales en el grupo
tratado con alcohol al 5% presentaron abundantes células claras de los alvéolos (CCA)

marcadas con flechas 4,400x.



CAPITULO CUATRO

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
aceptar la hipdtesis propuesta, ya que se lograron identificar,
los cambios en las caracteristicas de las células del pulmdn
evaluadas por histologia, histoquimica, morfometria vy
ultraestructura utilizando la dosis de alcohol al 5%.

La cantidad de productos por camada (10-14) fue similar en
los tres grupos de estudio, dato que coincide con lo repartado
en la literatura donde se observé que el alcohol no interfiere con

la cantidad de producto por camada®. Al analizar el porcentaje

de productos que nacieron muertos durante el experimento,
observamos que pertengcieron a los cantroles [0 que coincide
con lo reportado por Endo®, sabre la incidencia de muertes en
estos grupos, por lo que podemos interpretar los resultados de
los grupos control como parte del comportamiento bioldgico de

la especie.

64
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La dnica anormalidad macroscdpica externa que observamos
fue ano pequeno, en un producto del grupo de dieta liquida de
alcohol al 5%, por lo que el porcentaje de malformaciones del
experimento fue de 0.37% y concuerda con los resultados de
Weinberg 1985 quién reportdé que en un solo producto del grupo
de dieta de alcohol al 5.5% encontr6 atresia del canal anal, que
correspondio al 0.45% de malformaciones del experimento. El
defecto en la regidon anogenital que observamos en el producto
del grupo tratado con alcohol, nos permite confirmar que aun a

dosis bajas, el alcohol podria causar efectos teratogénicos.

La cuantificacion de los niveles de alcohol en sangre
permitid asegurar que los productos estuvieron expuestos al
alcohol durante toda la gestacién y que los cambios observados
se relacionan con la presencia de dicha substancia. Las
concentraciones en sangre se elevaron paulatinamente durante

la gestacidn, lo que coincide con los reportes Allan 1997.

El hecho de que no observamos diferencias en los
pardmetros de peso total de los productos y la longitud
craneocaudal en los grupos, puede ser debido a que las dietas
que se utilizaron fueron enriquecidas en proteinas para aportar
los requerimientos extra que son necesarios para la gestacion
y la lactancia coincidiendo con los trabajos de William 1989, que
indican que al utilizar dietas enriquecidas con proteinas se
protege a los productos de la disminucion del peso total y talla
ocasionados por el efecto del alcohol.
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La disminucion de los valores del peso himedo del pulmén
del grupo tratado con alcohol coincide con 10 reportado por
Inselman 1985, confirmando que el pulmdn es un drgano
particularmente susceptible al efecto de alcohol

Con nuestros resultados se pude asegurar que a dosis
menores, a fas reportadas en otros estudios, el peso himedo
del puimon, es blanco para el efecto del alcohol.

La histologia de los cortes de congelacion con la falta de
expansion de lgs espacios adreos y la compactacion en general
de loa tabiques nos permiten afirmar que aun a dasis mencores de
alcohol a las reportadas por Zagoru'ke 1990 se presenta la
disminucion del desarrollo alveolar.

Los resultados paositivos con la técnica histoquimica de PAS
gue evidencian los depositos de glucdgeno en el grupo tratado
con alcchol aportaron el primer indicio de retardo en la
maduracion celular, ya que esta reaccidn a la tecnica no debe
observarse cuando las células estan maduras, como se demostrd
en |os grupos control y control isocalorico. En el contexto de la
maduracion celular, el glucdgeno disminuye paulatinamente al
aportar la energia para el ensamble de todos los organelos, en
particular los cuerpos lamelares de los neumacitos tipo Il durante
su maduracion Williams 1993 y Strang 1977.

Los resultados positivos para la técnica histoquimica del rojo

Oleogso fue el segundo parametro para evidenciar el retraso de
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la citodiferenciacion de los lipofibroblasatos, ya que esta
reaccion nos permitié demostrar, sin lugar a duda la naturaleza
lipidica de las inclusiones localizadas en los tabiques
interalveolares. En las células en desarrollo los lipidos neutros
son materiales de reserva que sirven como fuente de energia
para los procesos de diferenciacion terminal lan 1984 y Torday
1984,

Los resultados obtenidos con ambas técnicas histoquimicas,
nos indican retardo en la maduracion y citodiferenciacion por
efecto del alcohol al 5%.

Es importante mencionar que las caracteristicas
morfologicas de los neumocitos | no se vieron madificadas en el
estudio de microscopia de luz en ninguno de los grupas. En
particular en el grupo tratado con alcohol al 5%, este no
ocasiond cambios en la morfologia de las células posiblemente
debido a que los neumacitos | no presentan mitosis, ya que se
diferencian de una poblacion de neumaocitos I maduros
aproximadamente el dia 19 de la gestacidn, si llega a danarse
por efecto de algin tdxico como lo reporta Kauffman 1980,
podrian ser regenerados por [0S neumocitos |l como un

mecanismo que intenta reparar el dafo.

Las modificaciones acasionadas por el alcohol al 5% no
ocurrieron en todas las células, a pesar de que estuvieron
expuestas de igual forma durante toda la gestacion al alcohol;
observamos que se afectan mds algunos neumocitos Il de la
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zona periferica del pulmdn. La maduracion del pulmdn ocurre
del centro hacia fuera y esto puede estar relacionado con las
observaciones. Por l0 que se propone que estas células
presentan grados de susceptibilidad al efecto tdxico del alcohal,
manifestado como diversos grados de respuesta posiblemente
debido a la baja dosis de alcohal que utilizamos.

Otra explicacion del darno selectivo de los neumocitos |,
puede considerarse si analizamos los irabajos de Kauffman
1980, quién realiz0 estudios de cinetica de poblaciones
celulares y reporta que, un porcentaje de neumacitos
maduros permanecieron en fase Gy pudiendo reingresar al ciclo
celular, dividirse y adquirir nuevas propiedades de resistencia a
diversos tdxicos Mikami 1997 y Taraschi 1985.

En los cortes semifinos de los grupos control y contral
isgcalorico se observaron escasas CCA, al parecer éstas son
células que coinciden por sus caracteristicas marfoldgicas con las
celulas inmaduras descritas por Ten Have 1981, estan mezcladas
entre los neumocitos | y Il maduros. La abundancia de estas
células, en el grupo tratado con alcohol al 5% parece
corresponder a neumnocitos |l en proceso de maduracién terminal
con la persistencia del glucdgeno. Estos resultados nos permiten
interpretar que el alcohal al 5% liega a retrasar la maduracion
terminal de las CCA hacia neumocito Il maduro.

El alcohol al 5% claramente ocasiond el retraso en (a
utilizacion de los lipidos en las células intersticiales de los
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tabiques alveolares, con lo que se demostré el retraso en la
citodiferenciacion del lipofibroblasto a fibroblasto ya que al
momento del nacimiento estas células no deben encontrarse en
el intersticio Tarday 1995 y McGrowan 1997.

Por lo que los datos morfoldgicos indicaron que el alcohol al
5% gcasiond en los Nil, como en las CCA, el retraso de procesos
necesarios para su maduracion final,

Las diferencias observadas en el analisis morfométrico en la
cantidad de perfiles de neumacitos tipo Il en 1a region central del
pulmdén en los grupgs, no fueron estadisticamente significativas y
concuerda con el comportamiento normal de esta zona cuyo
desarrollo centrifugo es reportado por Burri 1992. Aunque no
encontramos reportes de estudios con las condiciones que
utlizamos en este trabajo, donde se realicen andlisis
morfométricos de ambas zonas del pulmdn para poder contrastar
nuestros resultados, consideramos que el aumento en los perfiles
de las células con caracteristicas inmaduras de acuerdo a los
trabajos de Bertalanffy 1999, como son las células claras de los
alvéolos e intersticiales representan una clara evidencia de
inmadurez celular. Estos hallazgos encontrados solamente en el
grupo tratado con aicohol al 5% sugieren el efecto toxica del
alcohal en la maduracion y citodiferenciacion celular.

La alteracion mas importante del grupo tratada can alcohol al

5% se observo en la zona periférica, donde la marcada



T0

disminucion de los neumocitos || maduros es compensada por
un aumento en las celulas claras de los alveolos, que
posiblemente correspondan a células que van a diferenciarse a
neumocitos |l maduros. Los resultados morfométricos
demuestran que €l retardo en la maduracién de los neumaocitos
Il por efecto del alcohol al 5% es mas evidente en la zona
periférica del pulmon.

En el grupo tratado con aicohol al 5% se abservg que en la
zona periférica del puimon existia un aumento significativo de
las células intersticiales, las cuales par su morfolagia
corresponden a lipofibroblastos. Estas células casi no deben de
observarse al nacimiento en la rata a los 21 o 22 dias de
gestacién, debido a que pierden paulatinamente los lipidos
Nunez 1995. La abundancia de los perfiles de estas células
marca el retraso en la citodiferenciacidn ocasionada por el

alcohol.

Salo el grupe tratado con alcohol al §% presentd aumento de
las estructuras tubulares revestidas de ceélulas claras de los
alvéolos en la zona periférica del pulmon, que indica retraso en el
proceso de alveolizacidon y concuerda con los trabajos de
Singletary 1992, quien utiizando e! indice de marcaje radicactivo
reportd aumento de los tubos epiteliales y retraso en la
alveolizacion con dosis de aicohol al 3% en la glandula mamaria
durante el utimo periodo de gestacion.
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El aumento en el ndmero de los tubos epiteliales no llegd a
gcasionar signos respiratorios, posiblemente porque los alvéolos
existentes mantienen la funcionalidad del pulmon. La maduracidn
final de estos tubos posiblemente se realice por el proceso
habitual de alveolizacién en ¢l periodo postnatal como lo explica
Burri 1992,

No podemos asegurar que esta dosis de alcohol no fue
suficiente para producir signos de insuficiencia respiratgria en las
ratas recién nacidas como (cianosis, tiros intercostales, aleteo
nasal etc.) ya que no se investigaron estos eventos debido a que
inmediatamente después de nacer se anestesiaran con éter y se
sacrificaron. El monitoreo de estos datos nos podria ayudar a
explicar porque a bajas dosis de alcohol, como la del 5% o
menores para ocasionar SAF, no se acompafan de signos
clinicos de dano respiratorio. De tai manera que si conserva una
proporcion de células que puedan ser resistentes a los tdxicos
coma lo reportd Kaufman 1980, posiblemente estas le permitan al

pulmén mantener su funcicnalidad.

Esta dosis de alcohol fue suficiente para ocasionar
alteraciones en la maduracion y en la citodiferenciacion del
pulmén, esta claro que existen suficientes células neumocitos |l
maduras en la zona central del pulmdn para compensar el
retardo en la maduracidon de algunas células de la zona
periférica. Por lo que las diferencias que observamos en la
morfometria, sustenta los resultados morfolégicos y podemos
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interpretarlos como un esfuerzo del pulmon para ser funcional al

momento del nacimiento.

Si bien no realizamos ningun tipo de marcaje molecular para
evidenciar la ontogenia del neumocito ll, los hallazgos de las
caracteristicas ultraestructurales en todos los grupos, nos
mostraron que los neumocitos |, presentan diferentes estadios
de maduracion, que en el grupo tratado con alcohol al 5% se ve

particularmente retrasada.

Las diferencias morfoldgicas en los resultados
ultraestructurales suguieren la existencia de subpablaciones de
neumocitos ll. que podria apoyarse con los hallazgos de Preers
1990, quien identificd con estudios biogquimicos dos
poblaciones de neumaocitos tipa |l fisiolégicamente diferentes en

pulmén de rata.

La caracteristicas uitraestructurales de los neumocitos Il en
porceso de maduracion fue en grados varables, y son
evidenciadas por un citoplasma con apariencia clara, el cual

indica los sitios donde se acumuld el glucégeno en las células.

La naturaleza de estas inclusiones citoplasmaéticas habia
sido determinada previamente con la técnica histoquimica de
PAS.

En el resto del citoplasma se observé el pobre desarrollo de

los organelos. El aumento de las CCA can estas caracteristicas
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permite asegurar que el alcohol al 5% ocasiona retardo en la
maduracion de éstas células hacia NIl.

La presencia de las abundantes CCA corresponden a células
en un proceso muy temprano de maduracion hacia Neumaocito |l

El alcohol a una dosis de §% provoco el retardo de Ila
utilizacion de! glucdgeno por las células CCA, y en algunos
neumacitos !l aunque no alterd la morfologia de los arganelos,
si ocasiond un pobre desarrollo de los cuerpos lamelares, el
aparato de Golgi, RER y las mitocondrias; no alterd la
morfologia de los organelos. Estos resultados difieren a los
reportados por otros autores como Sylslak 1994, quién encontrd
alargamiento en las mitocandrias de los miocitos cardiacas de
rata adulta tratada con una dosis 5.5% de alcohol en dieta
liquida. Ruela 1994, reportdé aumento en el volumen del
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico rugoso de las
heuronas de los nucleos supradpticos utilizando una dieta
liquida. La discrepancia con nuestros resultados, se puede
explicar considerando que utilizamos una dieta liquida de
alcohol enriquecida con proteinas, que permite observar
claramente el efecto del alcohoal sin la interferencia que puede
ocasionar una dieta no suplementada como indica William1989
ya que si bien los organelos fueron poco desarrollados, su
morfologia coincide con las caracteristicas que presentan los
organelos de ceélulas inmaduras, Las discrepancias podrian
obedecer tambien, al hecho de que son tipos celulares
diferentes.
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El retraso en la citadiferenciacion por efecto del aleohol al
5% se observd en las células intersticiales, ya que
ultraestructuralmente  se  pueden  identificar  como
lipotibroblastos, la naturaleza det material osmiofilico de estas
celulas, habia sido previamente demostrado con la técnica
histoquimica del rojo oieoso. La presencia de estas células se
puede explicar con base a los trabajos de Torday 1995, quien
reporta que estos lipidos sirven de materia prima de reserva,
para que por contiguidad al neumocito ll, éste los capta y pueda
sintetizar eficientemente el surfactante, en un fenomeno de
regulacion hormonal que permite la maduracion pulmonar, por
lo que para el dia 21 o 22 dias de la gestacion los
lipofibroblastos no deben encontrarse en el intersticio.

Es importante enfatizar que la presencia de los
lipofibroblastos del tabique interalveolar evidenciados par la
técnica histoquimica en el modelo de dieta liquida con alcahal
al 5%, es un dato que ng se ha encontrado hasta este

momento en [a literatura,

El evidente aumento de los tubos revestidos de epitelio en la
periferia del pulmodn, concuerda can los trabajas de Villarg 1989,
quién reporto el aumento de los tubos epiteliales y disminucion
de los alvéolos mamarios en ratas intoxicadas con alcohol
durante la gestacion ya que a pesar de no ser el mismo tejido,
puede ser comparable a nuestros resultados, si consideramos
que a pesar de ser un tejido adufto, el epitelio mamario
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presento los procesos de proliferacion y diferenciacion que por
efecto del alcohol se encontraron retardados.

Por lo tanto la dosis de alcohol al 5% es suficiente para

retrasar el proceso de la alveolizacidon en la periferia del
pulmon.



CAPITULOQ CINCO

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

5.1 Conclusiones

1. El alcahol a una dosis de 5% ocasiona disminucidn del
peso humedo del pulmdn en ratas recién nacidas que recibieron
alcohol transplacentario durante toda la gestacion .

2. La dieta liquida de alcohol al 5%, produce inmadurez de
los neumocitos |l ocasionando que permanezcan coma (as
CCA, células con abundantes depdésitos de glucdgeno en el
citoplasma evidenciados por la técnica PAS en los pulmones
de ratas recien nacidas que recibieron alcohol transplacentario

durante toda la gestacion .
3. Por efecto del alcohol al 5% se produce retardo en la

citodiferenciacion de los lipofibroblastos a fibroblastos,
demostrada por la naturaleza lipidica de los depdsitos positivos
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al colorante rojo oleoso y confirmado ultraestructuralmente en
los pulmones de ratas recién nacidas que recibieron alcohol
transplacentario durante toda la gestacion .

4. El alcohol al 5% ocasiona retardo en la alveolizacion del
pulmén caracterizado por la presencia de los tubos epiteliales
en los pulmones de ratas recién nacidas que recibieron alcohol
transplacentario durante toda la gestacion .

5.2 Perspectivas

Con la finalidad de complementar los resultados
morfolégicos y obtener mayor informacion  del
comportamiento celular bajo el efecto del alcohol a esta dosis
se propone la realizacion de:

1. Valorar las caracteristicas bioquimicas del surfactante
en los grupos de alcohol a las dosis y bajo el esquema
experimental estudiado en éste trabajo en comparacién a los
controles.

2. Cuantificar los componentes del surfactante en los
grupos de alcohol a las dosis y bajo el esquema experimental

estudiado en éste trabajo en comparacién a los controles.
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5.3 Contribuciones

1.La disminucion del nimero de neumocitos |l y la presencia
de células inmaduras como las CCA fueron fuertes indicativos,
suficientes para aseverar que una dieta de alcohol al 5%
ocasiona retraso en el proceso de maduracion del puimén de
ratas recién nacidas que recibieron alcohal transplacentario
durante toda la gestacion.

2. La presencia de los abundantes depdsitos de lipidos en
los fibroblastos evidencian el retraso en la citodiferenciacion del
pulmdn, que se produce por efecto de la dieta de alcohol al 5%
en ratas recién nacidas que recibieran alcohol transplacentario
durante toda la gestacion. Esta es una aportacion relevante del
trabajo ya que este dato no se ha reportado en la literatura.

3. El aumento en el nimero de los tubos epiteliales
evidencia la disminucién de la maduracidn pulmonar que se
produce por efecto de la dieta de alcohol al 5% en ratas recién
nacidas que recibieran alcohol transplacentario durante toda la

gestacion.
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APENDICE A

TABLAS
TABLAI
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Promedio de peso total de ratas recién nacidas

Grupos Mediag + D. S,

Contral 55 + 0.49

Contrel isocaldrico 55 £ 035

Alcohol al 5% 53 + 0.81
TABLAII

Promedio de longitud craneocaudal de ratas recién nacidas

Grupos Mediamm 1 D.S.

Contral 437 + 29

Cantral isocaldrico 427 + 19

Alcohal al 5% 430 + 24
TABLAII

Valores promedio del namero de perfiles celulares por
100 alveolos en la zona central del pulmon de ratas

recién nacidas

NIl CcCa Cl
MED + DS MED + DS MED + DS
Control 450 + 24 8 + 20 178 + 20
Control 447 + 30 10 + 26 174 + 21
Isocalérice
Alcohal 5% 406 + 45 65 + 21 316 + 39




TABLA IV

Valores promedio del numero de perfiles celulares por 100
alvéolos en la zona peritérica del pulmén de ratas recién

nacidas
NIl CCA Cl
MED + DS MED + DS MED + DS
Control 340 1 25 4 + 1 279 i+ 20
Contral 32 + 29 10 + 3 315 + 18
Isqcaldrico
Alcohal 5% 140 + 10 206 + 25 508 + 38
TABLA YV

Valores promedio del nimero de perfiles de tubos en 100
alvéolos del pulmdn de ratas recién nacidas

CENTRAL PERFERICA |
MED MED + DS
Control a 8.5 + 0.7
Control |socaldrico 0 10.8 + 1.4
Alcohol al 5% Q 44 + 1.4




APENDICE B

Preparacion del material bioldgico y dietas.

Lista de material y reactivos.

Ratas Sprague-Dawiey (Charles River Breeding Labaratories).
Jaulas de policarbonato con rejilla de acero inoxidabie.

Dietas liquidas distribuidas por Bio-Serv:

a) Liquida alta en proteinas para la gestacion, LD'82 con

alcohol al 5%.

b) Liquida alta en proteinas para la gestacion, LD 82 control

isocaldrico con dextrin maltosa.
Dieta con croquetas de purina Ratchow.
Tubos alimentadores graduados.
Biberones para agua.
Viruta.

Papel de estraza.

Cinta testigo.

Autoclave.

Tubos recolectores de sangre.
Jeringas.

Agujas.

Cloroformo MERCK™
Camaras para anestesia.
Equipo de diseccion.
Portaobjetos.

Cristaleria para la preparacion de la dieta.
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Procedimiento para la preparacion de las dietas.

Toda la cristaleria para la preparacion de las dietas, asi como
los recipientes para la administraciéon fueron lavados con extran y
enjuagados en tres ocasiones con agua destilada, posteriormente
se esterilizaron. Se prepararon las dietas diariamente, ya que
estan en polvo y se procedid a reconstituilas con agua
esterilizada.

Administracion de las dietas

Se utilizaron  tubos alimentadores graduados para la
administracién del alcohol en la dieta liquida. Esto permitid
registrar el consumo diario de la dieta. En un reservorio diferente,
se colocd agua y se registré de igual manera la ingesta. La dieta

se cambid diariamente a una misma hora (8:30 am).

Procedimiento de toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre periférica, por puncién de la
vena dorsal de la cola, de 5 ratas gestantes del grupo con dieta
liquida de alcohol al 5%. Las muestras se obtuvieron a los 7,14,21
dias de Ja gestacion siempre a las 9:00 am, éstas se colectaron
en tubos especiales, se ftransportaron al Departamento
Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UANL donde se
analizaron los niveles de alcohol en sangre por cromatografia de
gases.



93

Método de sacrificio.

Posterior a la identificacion de las ratas recién nacidas se les
anestesi0 con éter etilico. Mediante una incisidn
toracoabdominal, se obtuvieron los bloques cardiopulmonares,
se separd ¢l corazon de los pulmones para registrar el peso
hamedo del pulman,

Lista de material para los estudios histoquimico, histolégico
morfométrico y ultraestructural

Balanza Granataria.
Hojas de bisturi.
Cridstato.

Acido Peryadico.
Reactivo de Schiff.
Hematoxilina de Harris.
Rojo Oleoso.
Cristaleria para reactivos .
Carbonato de litio.
Portaobjetos.
Cubreobjetos.

Xilol.

Entellan.

Balsamo de Canada.



Rollos fotogréficos.
Fotomicroscopio Zeiss.
Aceite de inmersidn.
Formaldehido.

Acido Picrico.
Glutaraldehido.

Agua ultrapura.

Acido Cacodilico.
Tetradxido de osmio.
Nitrato de uranilo.
Alcohol metilica.

Acetona MERCK

Estufa desparafinizadora.
Pipetas Pasteur.
Microscopio Optico Zeiss K7.
Papel de lentes.

Balanza analitica.

Epon 812.

Capsulas de plastico.
Medio de montaje Tissue Teck.
Gasas.

Ultramicrotomo V LKV.
Knife-Maker.

Barras de vidrio.

Cinta metalica.
Portaobjetos.

Azul de toluidina.



Platina caliente.
Diferenciador.
Rejillas de cobre.
Rejillas de niquel.
Cajas de Petri.
Papel parafilm.
Tubos Ependoff.
Agua Tridestilada .

M.E.T. Zeiss EM. # 109.

Rollos agfa 120.

Papel para impresiones.

Ampliadora.
Revelador dektol.
Fijador.
Dimetilformamida.
Nitrato de Plomo.
Acetato de Uranilo.
Hidroxido de sodio.
Eosina.

Aceite de inmersion.

Solucion Alcohal Acetona.
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APENDICE C

Técnica de Hematoxilina y Eosina para cortes de congelacion

SOLUCIONES

1. Hematoxilina de Harris

Hematoxilina 1.0g
Oxido rojo de mercurio 05g
Sulfato de aluminio 200g
Amanio o potasio 10.0 m|
Alcohol absoluto 10.0ml
Agua destilada 200.0 ml

2. Eosina alcohdlica

Eosina amarillenta 3.0g
Alcohol absoluto 100.0 ml
PROCEDIMIENTO
1. Hidratar
2. Hematoxilina de Harris 1 min
3. Enjuagar
4. Eosina Alcoholica 3% 2 min
5. Deshidratar 3 min
6. Acetona 5 min

7. Xilal 5 min



Técnica del Acido Peryddico de Schiff

SOLUCIONES

1. Solucién A: Acido Peryédico
Acido peryodico 1g
Agua destilada 200 mt

2. Solucién B: Reactivo de Shiff
Fucshina basica 1g
Agua destilada caliente 200 ml
Metabisulfito de potasio 29
Ac. clorhidrico concentrado 1 ml
Carbon activado 2ml

NOTA.-Se filtro antes de usarse y almacend a 4°C

PROCEDIMIENTO

Cartes por congelacidn:

1. Hidratar

2. Solucion A 5 min
3. Reactivo de Shiff 15 min
4. Enjuagar 15 min

5. Hematoxilina de Harri's 5 min

6. Enjuagar
7. Alcohol 5 min
8. Xilol 5 min

9. Montar con balsamo de Ganada
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Técnica del rojo Oleoso.

SOLUCIONES

1. Solucion A: Rojo QOleoso

Rojo Oleoso 29
Alcohol isopropilico 50 ml
Acetona 50 ml

2. Solucion B Alcohol Isapropilico

Alcohol Isapropilico 70 ml
Agua destilada 30ml

3. Solucion C: Carbonato de Litio al 0.05%
Carbonato de Litio 0.05¢g

Agua destilada 100.00 mi

PROCEDIMIENTO

1. Solucién B 1 min

2. Salucion A S min

3. Solucion B hasta que suelte el color rojo
4. Lavar

5. Hematoxilina de Harris 4 min

6. Lavar

7. Virar en la solucion C 2 h

8. Lavar

9

. Montar en glicerol-gelatina.



Técnica de inclusion en resinas epdxicas
SOLUCIONES

1. Fijador de Karnovsky-Ito

Paraformaldehido 409
Acida picrico 0.04 mg
Glutaraldehido al 25% 8.00 ml

que sé aford a 100 ml con agua ultrapura

2. Tetradxido de Osmio 2%
Tetradxido de osmio 2.00g
Agua destilada 100.00 ml

3. Buffer de cacodilatos al 0.1M ph 7.5
Acido cacodilico 01g

Agua destilada 100.0 ml.

4. Nitrato de uranilo alcohdlico al 1%

Nitrato de uranilo 1.00g

Alcohal absoluto 100.00 mi

PROCEDIMIENTO

1. Solucidn de Karnovsky-ito 1.00 h

2. Buffer de cacodilatos 5 min (3 veces )
3. Tetradxido de asmio acuosa al 2% 30 min

4. Lavar con buffer de cacodilatos 5 min (3 veces)

5. Nitrato de uranilo alcohdlico al 1% 30 min
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6. Lavar con buffer de cacadilatos 5 min (3 veces)
7. Acetona 30%, 50%, 70% y 90% § min

8. Se aclararon con acetona al 100% 5 min {3cambias)
9. Acetona-resinas epaxicas 1:1{v/v) 1.00 h

10. Polimeriza a 60°C 12.00- 36.00 h

Ultramicrotomia de cortes semifinos

Una vez que se alcanzd la dureza ideal de Ia resina en el
proceso de polimerizaciéon, los blogues de las piezas se
rebajaron con una navaja, utilizando un microscopio
estereoscopico hasta que se formod una piramide en el extremo
superior del bloque, se utilizaron cuchillas de vidrio preparadas
en el aparato cortador de cuchillas LKB; para la microtomia se
utilizé un ultramicrotomo Ultratome V LKB, y se obtuvieron
cortes semifinos (0.5-1u de grosor). Los cortes se montaron por
calor en partaobjetos y se tineron con azul de toluidina.

Teécnica de azul de toluidina

SQLUCIONES

Azuyl de toluidina 19
Alcohol 96°¢ 200 ml
Agua destilada 80 ml

Ac.acético 1ml
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PROCEDIMIENTO

1. Se adhieren al portaobjetos por calor

2. Sobre la platina caliente se tifen con azul de toluidina 1 min
3. Se seca por calor la gota de colorante

4. Se enjuaga



APENDICE ESTADISTICO

APENDICE D
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Andlisis del peso total, longitud craneocaudal y peso himedo del

pulmén.

PESQ TQTAL

PRUEBADET
AD/OM 0.6599

NO HAY DIFERENCIAS

PESC TOTAL
ADLIBITUM/AQH

PRUEBADE T
AD/OH  0.0659
NO HAY DIFERENCIAS

PRUEBADET
DOM/QH ©.1019
NQ DIFERENCIAS

PESQ TOTAL

LONGITUD CRANEOCALIDAL
PESQ HUMEDQ DEL PULMON

LONGITUD
GRANEQCAUDAL
PRUEBADET
AD/OM  0.479

NO HAY DIFERENCIAS

PRUEBADET
AD/VOH 0113
NQ HAY DIFERENCIAS

PRUEBADET

DM/OH  0.4789
NO HAY DIFERENCIAS

VALORES DE P =0.05

ADOM  ADIOH  OM/OH
0.e598 0.0658 cig19

vl

. 0B5%

04789
02364 00369 EO0

D113 0.4789

0.05

PESQ HUMEDQ
DEL PULMON

PRAUEBADET
AD/DM 0.236

NO HAY DIFERENGIAS

PRUEBA DET
AD/QH 3.9389
S| HAY DIFER 18

PRUEBADET

DM/OH 2E-09= 000000002
S| HAY DIFERENCIA,

VALORES MAYCHES 0.05 MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA

PSP,

SIGNIFICANCIA 0.0%

LOS VALQRES MENCOR O IGUAL A 0.05

MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS
* HAY DIFERENCILA

ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
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Analisis morfometrico de los perfiles de las células contenidas en
100 alvéolos en la zona central del pulmén

CELULA CLARA QE

NEUMOCITQ 1| LOS ALVEQLOS CELULA INTERSTICIAL
PAUEBADET PAUEBADE T PRUEBADET
AD/DM 0.8314 AD/OM 0133 AD/DM 0.083
NO HAY DIFERENCIAS NO HAY DIFERENCIAS NO BHAY DIFERENCIAS
NEUMQGITO W
ADLIBITUM/OH CELULA CLARA DE

LGS ALVEOLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET PRUEBADET PRUEBA ODET
AD/OH  0.0659 AD/CH 0048 ADfOH 5.3692€-05
NG HAY DIFERENCIAS St HAY DIFERENCIAS SLHAY DIFERENCIA

CELULA CLARA
NEUMQCITO Il DE LOS ALVEQLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET PRUEBADET PRUEBADET
OM/OH 0.06
NO DIFERENCIAS DM/OH  0.00473 DM/OH 4,628E-05

SLHAY DIF NCIA St DIFERENTY

YALORES DE P =0.05

AJOM  AD/OH  DMW/OH
NEUMOCITO Il 0.3314 00658 008
C. CLARA DE LOS ALVEOLOS  0.1335 0.0048 04736

CELULAINTERSTICIAL 0.0 S.36E-05 4 G2E-05

A \§
/ N
N
'{ SIGNIFICANCIA 0.05
\
. ops% N
LA
N
LOS VALDRES MENOR O IGUAL A 0.05
MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS
HAY DIFERENCIA
* ESTADISTICAMENTE
0 SIGNIFICATIVAS

VALORES MAYORES A 0.05 MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS NG HAY DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS
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Analisis morfométrico de los perfiles de células contenidas en 100
alvéolos en la zona periférica del pulmén.

CELULA CLARA DE
NEUMOCITO I LOS ALVEQLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET PRUEBA DE T PRUEBADE T
AD/DM 00642 AD/DM  0.3213 ADOM  0.07319
NO HAY DIFERENCIAS NO HAY DIFERENCIAS NO NAY DIFERENCIAS
NEUMOCITQ I
ADLIBITUMCOH GCELULA CLARA DE

LOS ALYEOLOS CELULA INTERSTICIAL
PAUEBA DE T PAUEBA DE T PRUEBA DET
AD/OM 37T27ET AD/OH  0.00014 AD/OM 8.3189E-05
£ HAY DIFERENCIAS St MAY DIFERENGIAS S1 HAY OIFERENGIA

CELULA CLARA
NEUMCCITO Il DE LOS ALVEOLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADE T PRUEBA DE T PRUEBA DE T
DM/OH_§.1099E-07
S{HAY DIFERENCLY DM/CH__ 0.000448 DM/OH 8.7277E-08

S HAY DIFERENCIAS S| HAY DIFERENCLA

VALORES DE P =0.05
AD/DM  AD/OH  DM/OH

NEUMOCITO Il 0.65424 A.T7E-07 E.109E-07

C. CLARA DE LOS ALVEGLOS 0.32134  0.00014 0.0004451

CELULA INTERSTICIAL 0073194 8.31EDS B.T2ZTEDG
\
N
: SIGNIFICANGIA 0.05
A
. 0p5% \
y 4
! . VALOHES MENORES O IGUALES A D05
MUESTRAN GUE ENTRE LAS MEDIAS
x HAY DIFERENCIA
0 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS

VALURES MAYOHES A 0.06 MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS NO HAY DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVE
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APENDICE E

Los resultados obtenidos en las diferentes técnicas utilizadas
en este trabajo de tesis doctoral se presentaron en cinco
congresos cuatro y unao Internacional.

1. IXX Congreso Nacional de Histologia “EFECTO
TRANSPACENTARIO DEL ETANOL ESTUDIO HISTOQUIMICO"
México D.F. Octubre de 1994.

2. XX Congreso Nacional de Histologia y la Universidad de
Chapingo “ESTUDIO HISTOQUIMICO DE PULMON DE RATA
RECIEN NACIDAS EXPUESTAS A ETANOL TRANSPACENTARIO *
Montecillo Edeo de Mexico 26 Septiembre de 1996.

3. XVIl Congreso Nacionl de Investigacién Biomédica de la Facultad
de Medicina de ia Universidad Auténoma de Nuevo Leon "EFECTO DE
LA ADMINISTRACION TRANSPLACENTARIAS DEL ETANOL EN
EL DESARROLLO DEL PULMON " en Monterrey Nuevo Ledn 18
Octubre de 1999,

4. XXIII Congreso Nacional de Histalogia “EFECTQO DE LA
ADMINISTRACION TRANSPLACENTARIAS DEL ETANOL EN LA
MORFOGENESIS DEL PULMON"Organizado en la Facultad de
Odontologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn 6 Octubre de
1998.

5. Memorias International Symposium of Morfogenetic and
Genetic Analysis of Vertebrate Development “EFFEC OF
TRANSPLACENTAL ADMINISTRATION OF ETHANOL ON LUNG "
Qrganizado por la Universidad Complutense en Madrid /Espafia 27 de
Noviembre 1998 Publicado en European Journal of Anatomy Vol.2
Na.3 pp188, Diciembre 1998.
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