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RESUMEN

Maria Guadalupe Mareno Trevifio Fecha de Graduacidn: Junlo 2002

Universidad Autdnoma de
Nuevo Ledn Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: EFECTO DE LA ADMINISTRACION
TRANSPLACENTARIA DE ALCOHOL
EN EL DESARROLLO DEL PULMON
DE RATA

Namero de paginas: 105 Candidato para el grado de Doctor en
Ciencias con especilaldad en Morfologia

Area de Estudio: Morfologia

Propésita y Métada del Estudio: El abusa del alcohol durante la gestacion acasiona graves

prablemas en la morfogénesis y el desarrollo de los productos; en particular en el
pulmén, hay hipoplasia, con desarrallo alveolar disminuido.
Se utilizaron ratas hembras adultas prefiadas de la cepa Sprague Dawley que recibieron
una dieta liquida de alcohol al 5%, dieta contral isocaldrico y control. Se realizaron
cortes por congelacidn de pulmon que se tineron con las teécnicas de PAS y Hojo
Oleosa. Otros fragmentos, se procesaron para cortes semifinos para su andlisis
histalégica y marfométrice, y finos para estudios de ultraestructura. El propdsito de
este trabajo es caracterizar los cambios morfoldgicos del pulmén ocasionados
por la ingesta alcohal transplacentario, utilizando técnicas histoquimicas,
histoldgicas, morfométricas y ultraestructurales.

Conclusiones y Contribuciones: Con la metodologia planteada fue posible caracterizar los
cambios celulares en el pulmon por efecto del alcohol. Una de las contribuciones fue
evidenciar la presencia de abundantes lipidos en las células intersticiales (Cl) que
indican claramente el retardo en la cltodiferenciaccion de los lipofibroblastos a
fibroblastos por efecto del alcohol. Es importante senalar que estas células no han
sido reportadas en el pulmdn de ratas recién nacidas intoxicadas transplacentariamente
con alcohol al §%. Otro hallazgoe fue |a presencia de células inmaduras, con abundantes
depositos de glucégeno que denaminamags células claras de los alvéolos (CCA), futuras
neumocitos I, lo que Indica el retardo en la maduracién de los neumocitos Il
ocasionados por el alcohol. En los resultados morfométricos, fue posible cuantificar la
disminucién del numero de neumocitos || y el aumento de las CCA o inmaduras
ocasianados por ingesta de alcohol. En el analisis ultraestructural de las Cl y las CCA
presentan caracteristicas de inmadurez. Por lo que podemos congluir que la
administracion transplacentaria de alcohal al 5% altera la citodiferenciacion de las Cl y
retarda la maduracion de los neumacitas Il.

FIRMA DEL DIRECTOR

M.C.P. Dr. Med Norberto Lopez Serna



CAPITULO UNO

INTRODUCCION

1.1 Generalidades

El alcoheclismo es un grave problema sacial y de salud, que
ocasiona de un 15 a 30% de las admisiones en los hospitales
generales?. El manual diagnéstico estadistico de enfermedades
mentales DSMIII-R, define el alcoholismo como una dependencia
patoldgica y compulsiva de la ingesta de alcohol, que se presenta
en ambos sexos sin diferencia de clases sociales®. Actualmente
el DSM-IV incluye ai alcoholismo en [a categoria de
enfermedades causadas por uso de substancias toxicas y lo
clasifica como un sindrome complejo que debe presentar cuando
menos dos sintomas especificos dentro de un periodo de tiempo
de un afio para su carrecta diagndstico .

1.2 Metabolismo del alcohol

El alcahol se absorbe en la mucosa del estdmago, intestino y
colon, su concentracion en los tejidos es proparcional al

1



CAPITULO DOS

MATERIAL Y METODOS.

2.1 Material Biologico

Ratas hembras cepa Sprague-Dawley, adultas jovenes
(aproximadamente dos meses de edad) (Charles River Breeding
Laboratories) del bioterio del Departamento de Embriologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn.

2.2 Equipo
Balanza granataria.
Balanza analitica.
Criastato.
Microscopio Esteroscdpico American Optical modelo 569.
Ultramicrotomo LKB BROMA ULTRATOME ® modeio2088.
Preparador de cuchillas de vidrio LKB modelo 7800 Knife Maker
Fotomicroscopio Carl-Zeiss modelo |,
Microscpic Electronico de Transmision, modela Carl-Zeiss
EM 109 con aceleracion de valtaje de 80 kV.

14



contenido de agua; el 70-80% del metabalismo es realizado en el
higado. El metabolismo hepatico del alcohol es primordialmente
de tipo oxidativo; en una primera fase es convertido a
acetaldehido y acido acético, posteriormente a CO; y agua. Este
proceso es efectuado por accion de tres diferentes sistemas
enzimaticos: el sistema de la alcahol deshidrogenasa (ADH), el

sistema oxidativo microsomal para el etanol (MEQS) y el sistema
de la catalasa®®"8,

El otro 20 al 30% del metabolismo del alcohol ocurre en
érganos como el pulmén y el rifién, por rutas oxidativas y na
oxidativas. En la via oxidativa intervienen la ADH, asi como la
catalasa, peroxidasa y otras oxidasas de funcion mixta®. Las vias
na oxidativas incluyen las enzimas de la sulfotransferasa y
glucoriniltransferasa. Durante la gestacion, el alcohol es
metabolizado en la placenta par vias oxidativas, principalmente

por el sistema de la ADH.

Como parte de las rutas metabdlicas no oxidativas que
ocurren en el pulmon en algunas especies de mamiferos
inferiores como el conejo y la rata, se ha descrito la
participacion de la enzima etilester sintasa de acidos grasos;
esta enzima genera acidos grasos de etilo. el oleato de etilo, el
palmitato de etilo y el estearato de etilo, como productos finales
derivados de su metabolismo, estos derivados podrian alterar la
composicion de los lipidos en las membranas'®!! (Fig.1).



I / 70-80% ADH
Alcohol | Higado | —» Oxidativo MEOS
CATALASA
20-30%
. . —» Oxidativo ADH
——» | Pulmon y Rinon PEROXIDASA
l CATALASA
No Oxidativo
SULFOTRANSFERASA
GLUCORINILTRANSFERASA
v ETILESTER SINTASA DE AC. GRASOS
Placenta Oxidativo —» ADH—» ACETALDEHIDO

Figura 1. Vias metabdlicas del alcohol.

1.3 Exposicion durante la gestacion

El abuso del alcohal durante la gestacidén, ocasiona un
patrén de alteraciones en la morfogénesis y el crecimiento de los
productos'?. Existen reportes de los dafios que genera: en el tubo
neural se presentan diversas manifestaciones como anencefalia,

microcefalia, hidrocefalia, retraso mental y mielomeningocele®.



En otros sistemas produce depresion del sistema
inmune'4'%'¢ vy grados variables de alteraciones en drganos

como rifidn, corazon y pulmén'’,

Mas de dos mil reportes cientificos confirman que el alcohol es
el teratdgeno conocido que mas alteraciones causa en el sistema
nerviosa central. Estas alteraciones pueden ser ocasicnadas
directamente por el alcohol o por sus productos metabdlicos
como el acetaldehido en diferentes tejidos y érganos durante €l

desarrollg®1%.20.21

Hasta |a década de los setenta se prestd seria atencion a la
relacion entre la exposicion prenatal al alcohol y los defectas
que se presentaban en los recien nacidos y en el periodo
postnatal,

En 1973, Jones describid por primera vez el Sindrome
Alcohol Fetal (SAF)®, en el cual los nifios presentaban al
nacimiento una serie de defectos fisicos y mentales cuando las
madres habian ingerido alcohol durante la gestacion. En este
sindrome se incluyen anomalias observadas prenatales y
postnatales: anormalidades del Sistema WNervioso Central
(microcefalia y alteraciones en el cemportamiento como retardo
mental con disminucién del coeficiente intelectual), Disfunciones
craneofaciales (micrognatia), alteraciones en el crecimiento en
peso, talla y musculo-esqueléticas.



De acuerdo a datos estadisticos, se cansidera que si durante
el periode de la gestacion se ingiere alcohol, los productos
padrian presentar en el 6% de los casos SAF. En el humano la
cantidad critica de consumo del alcohel| diario para producir SAF,
es aproximadamente de 3 oz o 100 ml de alcohol absoluto al dia.

Es muy importante puntualizar que para que las
manifestaciones floridas del sindrome se presenten, la ingestién
del alcohol debe ocurrir durante el periodo critico de la gestacion,
que abarca desde la fase de gastrula hasta la organogénesis. En
el humano esto puede ocurrir alrededor de la segunda o tercera
semana de vida intrauterina. Esta cantidad de alcohol podria ser
aportada con 3 a 5 bebidas diarias en el caso del whisky. Pero la
cantidad de bebidas diarias podria variar y ser mayor de acuerdo

al porcentaje o grados de alcohol que contengan®.

Se ha descrito una entidad similar al SAF denominada
Exposicion Fetal al Alcohol (EFA). En los casos en que la ingesta
del alcohol no ocurrié en el periodo critico, sino en cualquier otro
momento durante la gestacidon. En la EFA no se presentan las
anomalias cranecfaciales que caracterizan al SAF, pero si van a
prevalecer las alteraciones del SNC, manifestandose con gradas
variables de dario, desde la disminucion moderada de la
capacidad intelectual hasta el deterioro intelectual severo ©
retardo mental,

En Estadas Unidos de Norte América uno de cada 750
nacidos vivos presentd el SAF, por o que hay



aproximadamente de 4,000 a 5,000 nifios afectados con este
sindrome cada arfio. Se calcufa que los ninos que presentan
alteraciones causadas por EFA san cerca de 50,000 al afic. Los
investigadores en educacion especial consideran que del 20 a
30% de los nifios que requieren tratamiento de apoyo,
estuvieron expuestos a diversas dosis de alcohol en algun
momento de su desarrollo intrauterino®.

El emplec de modelos animales para conocer los efectos
fetales del alcohol, fue motivado por la serie de consideraciones
éticas de |a experimentacion en humanos y en particular por las

complejas interacciones asociadas con alcoholismo crénico.

Abel en 1980% realizd una exhaustiva revision en la
literatura de estos modelos, para evidenciar los efectos del
alcahal, y resaltdé que la rata y el raton fueron los mas utilizados.
Describid que posiblemente algunas de las manifestaciones
fueron ocasionadas por |as deficiencias nutricionales asociadas
a la ingesta de alcohol. Por este motivo puntualiza que el
reproducir los efectos del alcohol durante la gestacidan invalucra
serios problemas metodolégicos y que para lograr inducir dafo
en los tejidos se debe utilizar dietas liquidas con dosis mayores
a 6 y 7% de alcohol. Esta dosificacidon asegura que la
concentracién sanguinea del alcohal sera de aproximadamente

150 a 350 mg/dl; suficiente para producir dafo a los tejidos.

En 1981, Sulik, Johnston y Webb fueron los primeros en

producir en un modelo animal el sindrome de alcohal fetal en



ratones cepa C57BL/6J, con la aplicacidon de dos dosis de alcohol
al 25% intraperitonealmente durante e€! periodo critico de la
gestacion (desde la fase de gastrula hasta la organogénesis) con
lo que obtuvieron cambios cranecfaciales equiparables a las

modificaciones que presentan los nifios con el SAFY.

En el humano, un nivel equivalente de alcohol en sangre
para producir el sindrome puede ocurrir utilizande 3 0z 6 100 ml
de whisky, con un rango de 3 a 5 bebidas al dia para una mujer
de 60 kg o hasta 10 bebidas de acuerdo al porcentaje de
alcohol que contenga.

1.4 Morfologia del pulmon

Con relacion a las caracteristicas morfologicas @ histologicas
del pulmén, se han descrito mas de 42 tipos celulares
diferentes; pero las células de la region alveolar del pulmdn son:
los neumaocitos 1, neumocito Il, neumocito Il o células en cepillo

en la rata adulta, la célula intersticial, macrofago alveolar y célula
endotelial 2233031 (Fig_2).

La cavidad alvealar esta revestida por un epitelio plano simple
de neumacitos |, que son las células encargadas de formar parte
de la barrera sangre-aire®. Su citoplasma cubre la mayar parte
de l|a superficie alveolar. Los neumocitos I, son células
redondeadas con abundantes organelos como mitocondrias,
reticulo endoplasmico rugoso, aparatc de Golgi y los cuerpos

lamelares (figura 3) que contienen fosfolipidos almacenados y



proteinas que contribuyen a formar parte del sistema del
surfactante. La funcién del neumocito |l es sintetizar, almacenar y
secretar parte del surfactante pulmonar para evitar el colapso de

la cavidad alveolar en el momento de la espiracion®**3®,

Figura 2. Micrografia electronica de transmision de un tabique alveolar. neumocitos | (NI),
neumocito Il (NII), célula intersticial (Cl), célula endotelial (E), eritrocito (ER) y tubos de
mielina (TM) en la luz del alvéolo 3,000x.



Figura 3. Micrografia electrénica de transmision del neumocito Il (NII), nicleo (N)
mitocondrias (M), reticulo endoplasmico rugoso (RER), aparato de Golgi (G) y cuerpos
lamelares (CL). 7,000x.

1.5 Modelos experimentales de los efectos del alcohol en el
pulmén

En 1980, Rasmussen y col. demostraron el efecto
teratogénico del alcohol en ratones recién nacidos cuyas madres
recibieron dieta liquida con 10-20% de alcohol durante toda la
gestacion. En el analisis morfolégico el pulmén de los recién
nacidos presentaba datos de hipoplasia, y con el microscopio
estereoscopico observdé bronquios con la mucosa plegada y

escasas estructuras similares a alvéolos revestidas de epitelio®.
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En 1985, Inselman y col. intoxicaron un grupo de ratones con
una dieta liquida de alcohal al 6% durante toda la gestacion (una
de las dosis mas baja utilizada en los reportes). En los productos
describieron una disminucion del tamafio y peso del pulmon
asociado con una menor cantidad de proteinas, DNA y RNA >

En 1989, Snyder y col. realizaron un estudio donde
administraron dieta liquida con alcohol al 10% a un grupa de
ratas gestantes y en los praductos encontraron disminucion del
peso corporal total y particularmente disminucion del peso
pulmonar®,

En 1989, Zagorul'ka intoxicd un grupo de ratas por via
intraperitoneal con una sola dosis de alcohol al 10% durante el
periodo critico de la gestacidn y reporté disminuciéon del tamario
de los neumocitos tipa Il. En 1990 utilizé una sola dosis de
alcohal al 50% de nuevo por via intraperitoneal y realizd estudios
de microscopia electronica del pulmén, observando que algunas
células tipo Il se observaron mas obscuras que otras, pero el
hallazgo de mayor relevancia fue la presencia en la luz de los
alveolos de wun material electrodense liberado por las
madificaciones que ocasiond el alcohol en las células alveolares,
este material lo considerd de naturaleza protéica®* .

En 1991, O'Gorman y Bannigan reportaron un grupo de
ratones en los que ocasionaron el sindrame de alcohol fetal SAF.
Realizaron el estudio del pulmén con microscopia de luz y
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encontraron bronquiclos de luz estrecha, mucosa bronquial

plegada y un desarrolla sacular disminuido®'.

En 1994, Trevifio y col. utilizaron un modelo de intoxicacidn
por via oral en ratas con dieta liquida de alcohol al 20-30%
durante la gestaciaon y reportaron cambics en las proporciones de
las células alveolares, por o que concluyeron que a esta dosis el
alcohol ocasiona alteracion en la morfogénesis y citodiferencion
del pulmén*2.

1.6 Efectas del alcohol en el pulman humano

En 1981 Johnson S. K*! reporté una serie de estudios
clinicos que indicaban que los nifios con SAF presentaron
aumento en la incidencia de las enfermedades respiratorias.
Diversos autores coinciden en que la exposicidon al alcohol
favorerce los procesos patoldgicos del pulmon*7,

La justificacian del trabajo esta basada en que son escasos
los reportes en modelos experimentales donde se investigan los
efectos del alcohol en la citediferenciacidn del pulmén; per lo que
es necesario caracterizar morfoldgicamente los cambios que
acurren con dosis de alcohol menores a las que producen el
SAF, ya que estos podrian extrapolarse a lo que sucede en los
praductos que desarrollan EFA,
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1.7 Hipdtesis de Trabajo y Objetivos

1.7.1 Hipotesis de Trabajo

La administracion transplacentaria de alcohol al 5% causa
alteraciones en el pulmén de los productos recién nacidos, que
pueden evaluarse por las caracteristicas histoquimicas,
histolégicas, morfométricas y ultraestructurales de las células
del pulmén.

1.7.2 Objetivas especificos

1. Seleccionar un grupo de ratas gestantes y administrarles
dietas liquidas con alcohol al 5% hasta el termino de la gestacion.

2. Contrastar por analisis estadistico los valores de peso total,
longitud craneocaudal y peso himedo del pulmon de ratas recién
nacidas, de ambos sexos, qQue recibieron alcohal

transplacentario, con el control isacalarica y €l control.

3. Evaluar las reacciones histoquimicas del pulmdn de ratas
recién nacidas que recibieron alcohol transplacentario, y

comparar con el control isocalorico y el control.

4. Comparar las caracteristicas histologicas, en cortes
semifincs del pulmén en ratas recién nacidas que recibieran

alcohol transplacentario con el control isocalorica y el control.
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9. Caracterizar el grado de maduracién pulmonar, por un
analisis morfométrico con microscopia de luz, en ratas recién

nacidas que recibieron alcohol transplacentario y comparar con el
control isocalorico y el control.

6. Evaluar los cambios ultraestructurales que ocurren en los
neumocitos Il y fibroblastos de pulmones de ratas recién nacidas
que recibieron alcohal transplacentario, asi como en el control
isacalorico y el control.
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Autoclave Market Forge Sterilmatic modelo SMT-E.

Sistema Milipore desionizador y purificador de agua mili-Q, con
cartuchos de intercambio idnico, de carbdn y filtros de ésteres de
celulosa (poro 0.22 pm) biologicamente inertes.

2.3 Reactivos

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron productos

quimicos (cloroformo y acetona) grado analitico MERCK ®

Los reactivos, material de cristaleria utilizado para la
preparacion de las dietas y para la diseccion fueron preparados
bajo estrictas normas de esterilidad. Las dietas® fueron
reconstituidas y cambiadas diariamente a las 8:30 a.m. para
evitar variaciones; para contabilizar el consumo de las dietas
liguidas se utilizaron tubos alimentadcres graduados que
permitieron registrar el consuma diario de liquide sin probabilidad
de perdida por evaporacion, en un reservorio diferente se colocd
el agua.

El material y colorantes utilizados para la técnica de cortes por
congelacidn como el entellan, portaobjetos, glicerol gelatina,
balsamo de Canadd, cubreobjetos, hematoxilina de Harris,
eosina, rojo olecso y PAS fueron de la casa Sigma Chemical

Caompany ®
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Los reactivos utilizados para la técnica de microscopia
electranica fueron: glutaraldehido 25%, paraformaldehido, acido
picrico, tetradxido de asmio, nitrate de uranilo, cacodilato de
sodio, resinas epoxicas, colorante de azul de toluidina, acetato de
uranilo, citrato de plomo, y materiales como moldes de inclusién,
rejillas de cobre que se obtuvieron de Electron Microscopy

Science © ; la cuchilla de diamante y las barras de vidric para

preparar las cuchillas se obtuvieron de Pelco International ® Los

rallos de pelicula para el microscopio electrénico de transmision
fueron de la marca Agfa-Geevaert AG. El papel para la impresion

de las micrografias en blanca y negro fue de la marca Eastman

Kodak Company ®
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2.4 Métodos

2.4.1 Grupos experimentales

Se utilizaron 267 ratas recién nacidas de ambos sexos de la
cepa Sprague-Dawley.

Se seleccionaron 23 ratas hembras de 250 gr de peso
promedio, se verificé la fase de estro por frotis vaginal® y
posteriormente se aparearon con la técnica monogamica durante
un periodo corto de 2 h*. Se identificé la aparicién del tapén
vaginal de moco, con lo que se determiné el dia "0" de la
gestacion®’, se aislaron en jaulas individuales para iniciar el
tratamiento respectivo, manteniendo la temperatura controlada
ente 22 y 24°C; con ciclos de luz oscuridad de 12 h;
respectivamente. Se dividieron en 3 grupos que recibieron las
siguientes dietas durante toda la gestacion (Tabla ).

TABLA |
Grupos experimentales
Dieta Ratas gestantes Ratas recién nacidas
Liquida con alcohol alta en 9 115
proteinas para la gestacion,
LD 82 con alcohol al 5%. *
Liquida con dextrin maltosa 6 76
alta en proteinas para la
gestacién, LD'82°
Croquetas de  purina 8 76

Ratchow.

* El alcohol aportd 36% de las calorias.
® La dextrin maftosa aporté 36% de calorias control isocdlorico.
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En los tres grupos gestaron en promedio de 10 a 14 productos

por camada.
2.4.2 Caracteristicas de las dietas

Las dietas fueron balanceadas en su aporte calérico y

suplementadas con vitaminas y minerales, dietas producidas y
distribuidas comercialmente por Bio-Serv ®. seleccionadas de los

trabajos de Lieber y Decarli . La dieta liquida alta en proteinas

contiene el 100% de las calorias, con una composicion de:

Proteinas 25%
Grasas 12%
Carbohidratos 63%

2.4.3 Metodo de sacrificio de las ratas

Al término de la gestacion, a los 21 dias aproximadamente,
nacieron los productos por parto naormal. Inmediatamente
después se realizd su identificacion, con el registro del numero
de la rata madre y secuencia de nacimiento en la camada,
sexc, peso total y longitud craneocaudal. Ya identificadas,
fueron anestesiadas con éter etilico®™ y mediante una incision
toracoabdominal, se obtuvieron los bloques cardiopulmanares,
se separaron los pulmones del corazén, y se registrd el peso

himedo de los pulmones.

La figura 4 muestra un diagrama que representa la
estrategia experimental de este trabajo.



Figura 4. Resumen de la secuencia en la estrategia experimental.
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2.4.4 Obtencion de sangre para determinar ¢l nivel de
alcohol

En las ratas que recibieron dieta liquida de alcohol al 5%, se
tomaron muestras de sangre periférica por puncion de la vena
dorsal de la cola®™, los dias 7, 14 y 21 de la gestacion y se
determiné la cantidad de alcohol por Cromatografia de Gases™
en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

2.4.5 Analisis estadistico de las mediciones corporales

Se realizo la prueba t-Student®

para comparar los valores
promedio del peso total, longitud craneocaudal y peso hlmedo
de pulmdn de ratas recién nacidas que recibieron alcohol

transplacentario en comparacion a los controles,
2.4.6 Microscopia de cortes por congelacion

Posterior a |a diseccion se tomd el pulmdn izquierdo para el
estudio morfoldgico. El iobulo inferior, se montd con Entellan
para congelarlo, posteriormente en el cridstate se realizaron
cortes de Sum de grosor. Se tifieron con las técnicas de
Hematoxilina-Eosina®®, la reaccién histoquimica de Rojo
Oleoso™, para la demostracién de lipidos y |a reaccién del acido
peryédico de Schiff*® (PAS) para la demostracidn de glucégeno;
se obtuvieraon los registros fotograficos de todas las tinciones

con Fotomicroscopio Zeiss.
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2.4.7 Inclusion en resinas epoxicas para microscopia de luz

Del pulmén izquierdo los fragmentos del Iébulo superior se
fiiaron en solucién de Karnovsky-ito™, posteriormente se {avaron
y se llevo a cabo la postfijacion con tetradxido de osmio acuoso al
2%. Se hizo una tincién en bloque con nitrato de uranilo al 1% y
posteriormente una deshidratacidén gradual con diferentes
concentraciones de acetona hasta la inclusibn en resinas
epoxicas™. Se obtuvieron en el ultramicrotomo cortes semifinos y
se colorearon con la técnica de azul de toluidina®, se observaron
a microscopla de luz y se obtuvo un registro fotografico.

2.4.8 Analisis Morfomaétrico

Para evaluar morfolégicamente la maduracion del pulmon en
cortes semifinos incluidos en resinas y tefiidos con azul de
toluidina se observaron en un micrascopio Carl Zeiss a 1,250
aumentes, se contaron el numero de periles celulares
correspondientes a las células claras de los alveolos (CCA),
células intersticiales (Cl) y neumaocitos Il (NIl) contenidos en 100
alvéolos (Fig. 5). Se contabilizaron los perfiles de las celulas en
la zona central y periférica del iobulillo pulmonar para cada
condicién experimental. Ademas se registraron la cantidad de
perfiles de (os tubos epiteliales en las mismas éreas. En el
analisis morfométrico cada valor presentada en las tablas
representa el promedio de 30 conteos realizados por duplicado,
estos fueron sometidos a una contrastacion estadistica con la
prueba de t-Student con sus controles.



Figura 5. ANALISIS MORFOMETRICO: Pulmén de rata recién nacida que muestra los
diferentes tipos de perfiles celulares que se contaron, neumacito Il (NIl), célula intersticial
(Cl) y las células claras de los alvéolos (CCA). Fotomicrografia de luz, inclusién en
resinas epéxicas, corte semifino tefiido con azul de toluidina 126x.

2.4.9 Microscopia electrénica

Se obtuvieron cortes finos con un ultramicrotomo LKB Broma
Ultratome® modelo 2088, posteriormente fueron montados en
rejillas de cobre y contrastados con acetato de uranilo y nitrato
de plomo con la técnica de Vewable and Coggeshal™™® y
observados con el Microscopio Electrénico de Transmisién Carl-

Zeiss EM-109.
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2.4.10 Anilisis Ultraestructural

Se llevd a cabo la evaluacian ultraestructural de las células
de la region alveoclar de todos los grupos procediendo a realizar
una comparacion de los hallazgas morfoldgicos abservados.



CAPITULO TRES

RESULTADOS

3.1 Distribucian de los grupos de trabajo

La cantidad total de ratas recién nacidas con las que se
trabajo fue de 267, provenientes de 23 camadas. Cada camada
presentd de 10 a14 productos en promedio en los tres grupos.

Para obtener el porcentaje de dbitos y de anormalidades
externas de los recién nacidos del experimento, se agregaran a
los 267 nacidos vivos 2 productos que nacieron muertos
obteniendo 269 productos camo el 100%; un &bitc se presentd
en el grupo control y uno en el grupo de dieta liquida con
alcohol al 5% correspondiendo al 0.74% del total de los
productos. Con relacién a las anormalidades externas sélo un
praducto presenté ano pequerio y pertenecia al grupo tratado
can alcohol por lo que la incidencia de anormalidades externas
en la poblacién estudiada fue de 0.37% Tabla .
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TABLAII

Distribucion de los grupos de tabajo

Dieta Ratas Rec Obitos Total Anormalidades
nacidas Externas
Control ) 76 1 77 0
Isocalérico. 6 76 0 76 0
Alcohol 9 115 1 116 s
5%
23 camadas 267 2* 269

* 0.74% de los productos nacieron muertos
** 0.37% La frecuencia de anormalidades en toda la poblacién de estudio

3.2 Niveles de alcohol en sangre

Los valores de los niveles de alcohol en sangre fueron
cuantificados por cromatografia de gases. Las muestras se
tomaron del grupo que recibié dieta liquida con alcohol al 5%,
y se evaluaron los niveles a los 7, 14 y 21 dias de gestacion,
los valores fueron en promedio de 50.37, 58.25 y 77.87 mg/dl
respectivamente (Tabla Ill).

TABLA IlI

Valores de nivel de alcohol en sangre (mg/dl) durante la gestacion

detectados por cromatografia de gases

16.79

7 n=5 5037 +
14 n=5 58256 + 18.59
21 n=5 77.87 = 8.06
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3.3 Mediciones de peso total, longitud craneocaudal y peso
humedo del pulmén de ratas recién nacidas

3.3.1 Promedio de Peso Total

En las pruebas estadisticas de los valores del peso total
corporal ninguno de los grupos mostré diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) entre los sexos de los
recién nacidos, esto permitié tomarlos como un solo grupo y
compararlos solo con las diferentes dietas (Fig. 6).

p>0.05

Figura 6. Promedio del peso total en gramos de las ratas recién nacidas donde se
comparé el grupo control; grupo control isocalérico y grupo de dieta liquida de
alcohol al 5%, n=(76-115) con una p>0.05.
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3.3.2 Promedio de la longitud craneocaudal

En ninguno de los grupos los valores de la longitud
craneocaudal se observd diferencia estadisticamente

significativa (p>0.05) entre el grupo tratado con alcohol en
comparacion a los controles (Fig. 7).

45 - p > 0.05

ECONTROL
EC.ISO
BOH

MILIMETROS
&

Figura 7. Promedio de la longitud craneocaudal en milimetros de las ratas recién
nacidas donde se comparé el grupo control, grupo control isocalérico y grupo de
dieta liquida de alcohol al 5%, n=(76-115) con una p>0.05.

3.3.3 Promedio del peso hiimedo del puimén

En el grupo de dieta liquida de alcohol al 5% los valores
promedio del peso humedo de pulmén, presentaron una
disminucién estadisticamente significativa (p<0.05) respecto a
los grupos controles al analizarlos con la prueba de t de Student



los valores promedio fueron los siguientes: En el grupo tratado
con alcohol se presenté 0.062 g de tejido humedo en
comparacion a los valores de 0.107 g y 0.090 g de los controles
absoluto e isocalérico respectivamente (Tabla IV, Fig.8).

TABLA IV
Promedio de peso humedo del pulmon de ratas recien nacidas
Grupos Media (g) + D. S.
Control 0.107 + 0.01
Control isocalérico 0.090 + 0.25
Alcohol al 5% 0.062 + 0.06
0.14
! 0.12 A
| 0.1 -
8 0.08 -
[+ 4 |
1] 0.06
0.04 -
0.02 -
0 il

Figura 8. Valores promedio del peso humedo de pulmoén donde se comparé el grupo
control, control isocalérico con el grupo de dieta liquida de alcohol al 5% que presenta
diferencia estadistica marcada con una estrella. n=(76-115) y p< 0.05.




29

3.4 Analisis morfolégico a microscopia de luz

3.4.1 Cortes teflidaos con Hematoxilina y Eosina

£n los cortes tefidos con hematoxilina y easina los controles
presentaron cavidades alveolares normales amplias y los
tabiques alveolares bien delimitados y delgados (figura 9 ay b),
mientras que en el grupo tratado con alcohol al 5%, se
observaran cambios caracterizados por disminucion de los
espacios aéreos, ocasionada por el engrosamiento de los
tabiques alveclares (Fig. 9¢).

3.4.2 Histoquimica no enzimatica con la Técnica de PAS

En los cortes de pulmén de ratas recién nacidas de los
grupos cantrol y control isocalorico la reaccion con |a tecnica de
PAS en el citoplasma celular fué negativa (figura 10 a y b),
mientras que la reaccion en el grupo tratado con alcohol al $%
fue evidente, manifestada por la tincidon rosa magenta intenso en
las celulas de los tabiques alveolares engrosados, la que indica

la presencia de depdsitos de glucdgeno en las células (Fig.10c).

3.4.3 Histoquimica no enzimatica con la Técnica de Rojo
Oleoso

En los cortes tefiidos con ia técnica de Rojo Oleoso de los
controles absclute y control isocaldrico, se observaron algunas
células aisladas positivas a la reaccién, que mostraron un calor
rojo intensa (figura 11a y b). En contraste en el grupo de dieta
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con alcohol al 5%, los abundantes depésitos de color rojo intenso
en las células de los tabiques indican la interaccién del colorante
Rojo Oleoso con grasas neutras (Fig. 11c).

Figura 9. PuMndemamdénmdda.a)Gmpocatutb)anomdbocebmo.Seobeervé
absespadosahaohmdisbndidos(mamadosoonhbhA)ychdelgados
(marcados con la letra T) en comparacién al c) Grupo tratado con alcohol al 5%, con tabiques
alveolares engrosados (flecha) y alvéolos reducidos. Fotomicrografia de luz de cortes de
congelacién 7pm tefidos con Hematoxilina y Eosina 360.8x.
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Figura 10. Pulmén de rata recién nacida. a) Grupo control; b) Grupo control isocalérico. Se
observé en los tabiques (marcados con la letra T) a las células negativas a la reaccién del PAS
y los espacios alveolares se encontraron distendidos (marcados con la letra A); en
comparacién con el ¢) Grupo tratado con alcohol al 5%, presenté los tabiques alveolares
engrosadosypositivosalareacc!éndePAS,unaooloradénmgenta(marcadoconuna
flecha). Fotomicrografia de luz de cortes de congelacion 7pm tefidos. 360.8x.
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Figura 11. Puknénderatareciénnaddaa)ampooomrd;b)Gmpoomtmlisocabﬁoo.Se
observé a hsescasasyaishdascéhhsposiﬁvasahmacdéndelﬂo}oObosoenbstablmes
alveolares (marcados con la letra T) y alvéolos distendidos (marcados con la letra A) en
comparacién al grupo c) tratado con aicohol al 5% donde los tabiques alveolares engrosados
que mostraron abundantes depésitos de color rojo intenso que evidencié la positividad al
colorante Rojo Oleoso (marcado con una fiecha). Fotomicrografia de luz, de cortes de
congelacién 7pm tefidos con Rojo Oleoso 360.8x.
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3.5 Andlisis de la histologia del pulmén

En los grupos control y control isocalérico (figuras 12 y 13), los
cortes de pulmén tefiidos con azul de toluidina presentaron
histologia normal, caracterizada por una estructura reticular formada
por delgados tabiques alveolares que limitan los espacios aéreos
distendidos, alvéolos (figuras 12 y 13 a, b). En la imagen del grupo
tratado con alcohol al 5% es evidente la disminucion del patrén
reticular normal, ya que observamos la compactacion general del
pulmén, con el marcado engrosamiento de los tabiques alveolares,
aparentemente a expensas de un aumento celular y la evidente
disminucién de los espacios aéreos (Fig. 12y 13 c).

Figura 12. Pulmén de rata recién nacida: a) Grupo control; b) Grupo control isocal6rico,
dondeseobsuvédpeﬁénreﬂwhrmmﬂddpumonenoompamdmsc)Gmpowmdo
con alcohol al 5% con una compactacién generalizada del puimén. Cortes incluidos en
resinas, epdxicas, tefiidos con azul de toluidina 12.5x.



Figura 13. Pulmén de rata recién nacida: a) Grupo control; b) Grupo control isocalérico donde se
observé el patrén reticular normal del pulmén en contraparte con el c¢) Grupo tratado con
alooholals%quemuesvéhcompactaciéngonemlzadaddpuinon(mmdaconmnﬂad\a).
Cortes incluidos en resinas epéxicas, tefidos con azul de toluidina 25.6x.
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3.5.1 Neumocitos |

En los grupos control, control isocalérico y alcohol al 5%, se
observaron a los neumocitos | revistiendo la mayor parte de la
pared alveolar; éstas son células planas con nucleo eliptico central
aplanado y escaso citoplasma que no mostraron cambios en sus
caracteristicas celulares en ninguno de los tres grupos (Fig. 14).

Figura 14, Pulmén de rata recién nacida del grupo control donde se observan neumocitos | (NI)
marcados con una flecha. Estos presentaron la misma morfologia en todos los grupos.
Fotomicrografia de luz de cortes incluidos en resinas epbxicas, tefidos con azul de toluidina
75x.
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3.5.2 Neumocitos |l

Los neumacitos || maduros en los grupos control y control
isocalérico son células redondeadas que revisten parte de la pared,
presentan abundantes cuerpos lamelares en su citoplasma, esto
permitié identificar las células inequivocamente a microscopia de
luz (figura 15 a y b). En el grupo tratado con alcohol las
caracteristicas morfolégicas del neumocito Il no se alteraron, pero
se observo una menor cantidad de ellos en |os tabiques (Fig.15 c).

3.5.3 Células Claras de los Alvéolos

Mezcladas entre los neumacitos | y ll, se observé la presencia
de celulas cilindricas altas de citoplasma aciddfilo palido y nucleo
eliptico rechazado al tercio basal, siguenda el eje mayor de la
célula y se les llamo células claras de los alvéolos (CCA). En los
grupos control y control isocaldrico estas celulas se observaron en
menor cantidad (figura 16 a y b), mientras que en el grupo tratadg
con alcohol al 5% se presentaron con las mismas caracteristicas
marfolégicas que en los controles solo que en este grupo fueron

mas abundantes en las alvéolos (Fig. 16 ¢).
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Figura 15. Puimén de rata recién nacida. a) Grupo control; b) Grupo control isocalorico y
c¢) Grupo tratado con alcohol 5% en todos los grupos se observé a los neumocitos Il (NII).
Fotomicrografia de luz cortes incluidos en resinas epoxicas, tefidos con azul de toluidina 75x.
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Figura 16. Pulmén de rata recién nacida. a) Grupo control; b) Grupo control isocaldrico y
¢) Grupo tratado con alcohol 5%, en todos los grupos se observo a las células claras de los
alvéolos (CCA). Fotomicrografia de luz cortes incluidos en resinas epoxicas, tefidos con azul
de toluidina 75x.
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3.5.4 Células Intersticiales

Enlos grupos contrel y control isacalérico, se encontré en el
intersticio de los tabiques alveolares células de tipo fibroblasto
con nucleo irregular heterocromatico y escaso citoplasma (figura
17 a y b). En comparacién al control, en el grupo tratade con
alcohol al 5%, en estas células se demostré la presencia de
abundantes gotas de un material de aspecto obscuro, donde se
deposité el osmio lo que indicd la naturaleza lipidica de este
material, con lo que se confirmd que carrespondian a las Células
intersticiales Cl demostradas previamente con el rojo oleoso (Fig.
17c).

3.8 Tubaos epiteliales

En el grupo tratado con dieta liquida con alcohol al 5% Se
cbserva en |la zona periférica del pulmdn, abundantes estructuras
de apartencia tubular revestidas de epitelio simple, que fueron
escasos en los controles. Estos tubos epiteliales, presentaron
células cilindricas altas, de abundante citoplasma acidéfilo palido y
nucleo eliptico rechazado al tercio basal, siguiendo el eje mayor de
la célula, de apariencia muy similar a las CCA previamente
descritas (Fig. 18).



Figura 17. Pulmén de rata recién nacida de la regién alveolar. a) Grupo control; b) Grupo
control isocalérico. Se observé en las Cl on escasas inclusiones osmiofilicas, en
contraste al ¢) Grupo tratado con alcohol 5% los depositos fueron muy abundantes
marcados por las flechas. Cortes semifinos incluidos en resinas epéxicas, tefidos con
azul de toluidina 75x.
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Figura 18. Pulmén de rata recién nacida tratado con alcohol 5%. Se observé en la region
alveolar de la zona periférica abundantes tubos epiteliales (TE). Cortes semifinos incluidos en
resinas epdéxicas, tefidos con azul de toluidina 75x.
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3.7 Andlisis morfométrico

Para evaluar la maduracion del pulmén con base a la
identificacion marfologica de las células se realizd un analisis
morfométrico a microscopia de luz del I6bulo superior del pulmén
izquierdo de rata recién nacida. Contabilizamos los perfiles de las
células neumocitos Il, células claras de los alvéolos y células
intersticiales contenidas en 100 alvéolos de las zonas central y
periférica del puimdn. Se lievd a cabo la comparacion estadistica
entre ambos sexos con la prueba de t de Student (p>0.05) y al no
mostrar diferencia significativa entre ellos, se tomaron los valores
comao un solo grupo y se compard con las distintas modalidades de
dietas.

3.7.1 Anadlisis morfométrica de la zona central del pulmén en
los grupos control, control Isocalorico y de dieta liquida de
alcohol al 5%

Se analizo el numero de perfiles de las celulas NIl, CCA y Cl
contenidos en cien alvéolos en la zona central del pulmon. La
cantidad de los NIl entre los grupos no mostrd diferencias
estadisticamente significativa (p>0.05). En cambio el valor que
presentaron las CCA para el grupo tratado con alcohol al 5%
evidencido un aumento estadisticamente significativo en
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comparacion a los controles con la prueba de t de Student
(p<0.05). De igual forma el nimero de las Cl en el grupo tratado
con alcohol al 5% presentdé un aumento significativo en
comparacion a los controles con la prueba de t de Student
(p<0.05) (Fig.19) tabla Ill, apéndice A.
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Figura 19. Promedio de perfiles de neumocitos Il (NIl), células claras de los alvéolos
(CCA) y células intersticiales (CI) por cien alvéolos en la zona central del pulmén, donde
se comparé el grupo control y control isocalorico con el grupo de dieta liquida con aicohol
al 5% mostrando con una estrella donde existieron diferencias estadisticamente

significativas (p< 0.05).



3.7.2 Anélisis morfométrico de la zona periférica del puimdn
en los grupos control, control Isocaldrico y de dieta liquida de
alcohol al 5%

Se analizd el nimearg de perfiles de NI, CCA y Cl contenidos
en cien alvéolos en la zona periférica del pulman caon la prueba
de t de Student. En esta zona, los valores promedios de los NIl
del grupa tratado con alcohol al 5% mostraron, en comparacion
a los controles una marcada disminucidn estadisticamente
significativa con una (p<0.05). Mientras las CCA del grupo
tratado con alcohol al 5% presentaron un aumento
estadisticamente significativo en comparaciéon a los controles
(p<0.05). De igual forma el nimero de las Cl en el grupo tratado
con alcohol al 9% evidencié un aumento estadisticamente
significativo (p<0.05) en comparaciéon a los controles (Fig.20)
tabla IV, apéndice A.
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PERFILES DE CELULAS /100 ALVEOLOS

Figura 20. Promedio de perfiles de neumocitos Il (NIl), células claras de los alvéolos (CCA)
y células intersticiales (Cl) por cien alvéolos en la zona periférica del pulmén. Se compard
a los grupos control y control isocalérico con el grupo de dieta liquida con alcohol al 5%,
se marca con estrellas las diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).



3.8 Analisis morfométrico de los tubos epiteliales

Inicialmente y al igual que en los otros conteos del analisis se
hizo la comparacidn entre los tubos epiteliales para cada sexo
con la prueba de t de Student y coma no se presentd diferencia
estadisticamente significativa entre ellas (p<0.05) se tomaron los
valares como un solo grupa y se pracedio a compararlos solo con
los grupos que recibieron los distintos tipos de dieta de igual
forma con la prueba de t de Student.

3.8.1 Analisis marfométrico en la zona central del pulmoén

Al realizar la observacion microscopica de la zona central del
pulmdn no se encantraron perfiles de los tubos epiteliales en
ninguna de lgs grupos control, contrgl isocalorico y dieta liquida
de alcohol al 5% (Fig.21).

3.8.2 Analisis morfomeétrico en la zona periférica del
pulmén de los grupos control, control isocalérico y grupo
tratado con alcohol 5%

Al contabilizar los perfiles de los tubos epiteliales de grupo
tratado con alcohol al $% se encontrd un aumento en el nimero
de perfiles, estadisticamente significativo al compararlo con los
grupos contral y control isccaldrico utilizando la prueba de t de
Student. (p<0.05) ( Fig. 21) Tabla V en apéndice A .
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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 comparé 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 compar6 a los valores promedio del nimero de los perfiles celulares
contenidos en 100 alvéolos en la zona central y periférica del pulmén neumocitos 11 (NI),
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 |l

En todos los grupos los neumocitos |l presentaron

diferencias en la electrodensidad de su citoplasma debido al

Figura 23. Micrografia electrénica de transmision donde los neumocitos Il (NIl) 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 control 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 ay b).
En el grupo tratado con alcohol al 5%, algunos las
neumocitos Il presentaron diferentes grados de
electrodensidad  evidenciado por grandes zonas
electrolicidas en el citoplasma, que carrespondian a los
espacios que ocupaban los depdsitos 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 pequefios y escasos. (Fig. 24
c). Las células claras de los alveolos descritas previamente a
microscopia de luz, se localizaron tanto en los alvéolos como
en los tubos epiteliales y correspondiercn a neumocitos ||
inmaduros,

3.9.1.1 Organelos de los Neumaocitos Il

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

se realizd ia revisidn de los principales organelos y se observé
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que se encontraron presentes e integros en todos los grupos,

solo que en el grupo de alcohol en comparaciéon con los

controles presentaron menor desarrollo (Fig. 25¢).

Figura 24. Micrografias electrénicas de transmision 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 depositos de glucégeno se

marcaron conuna Gy con flechas, el nucleo con una 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

glucdgeno 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 neumocites I, en el grupo tratado con alcohal
al 5%, se conservaron integros pero fueron pequerios 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 regién perinuclear y mostréd
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 tamafo y poco desarrdllo sacular a diferencia de los
controles (Fig. 27 ¢).

3.9.1.1.3 Reticulo endoplasmico rugoso

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

cisternas con pocas ribosomas (Fig.27 ¢).
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Figura 26. Micrografias electronicas de transmision de neumocitos |l de los: a) Grupos
control, b) Grupos control isocaldricos y ¢) Grupos con dieta liguida 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 observo 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 i los: a) Grupos
Figura 28. Micrografias electronicas de transmision de los neumocitos Il en )

i i | 5% donde se
control; b) Grupos control isocalérico y ¢) Grupos con dieta liquida de alcohol al 5%

na flecha las cisternas
observo el reticulo endoplasmico rugoso marcado como RER y con u

12,000x.
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3.9.1.1.4 Mitocondrias

En el grupo control absoluto e isocalérico se observo las
mitocondrias con crestas abundantes, gruesas Yy bien
desarrolladas (figura 29 a y b), en el grupo de alcohol las
mitocondrias en general fueron de menor tamafio (Fig. 22 c).
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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
observaran las celulas claras de los alvéolos descritas
previamente a microscopia de luz, estas células se localizaron
tanto en los alvéalos 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, que indicd los sitios
donde se localizaba el glucégeno, por l0 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 glucogeno
mostrado previamente, que resultd positiva.



Figura 30 Micrografia electrénica de transmision donde se observd una de las Células
Claras de los Alvéolos Las zonas del citoplasma menos densas corresponden al sitio
donde se depositaba el glucégeno G (se indica con fiechas) 7.400x.
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3.9.3 Células Intersticiales

El intersticio de los tabiques alvealares de los grupos controles
y control isocaldrico se observd a presencia de Cl que mostraron
caracteristicas de ceélulas de tipo fibroblaste 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
depdsitos de un material osmiofilico de naturaleza lipidica,
desprovisto de membrana, por lo que puedieron ser reconocidas
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 figura32ayb. Enla
ultraestructura de los tubos epileliales del grupo de dieta liquida
de alcohal 5%, se observa que estaban revestidos casi en su
totalidad por celulas con abundante citoplasma claro, escasos
organelos y no presentaran cuerpes lamelares, por o que son
muy similares a las CCA, previamente descritas, al parecer estas
células son neumocites Il inmaduros (Fig. 32 c).



62

Figura 31. Micrografias electrénicas de transmision, 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 electrénicas 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 CUATRQ

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 par camada (10-14) fue similar en
los tres grupos de estudio, dato que coincide con la reportado
en la literatura donde se observd que el alcohol no interfiere con

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

de productos que nacieron muertos durante el experimento,
observamos que pertenecieron a los cantroles lo que coincide
con lo reportada por Enda®, 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 uUnica anormalidad macroscopica 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 reporté que en un solo producto del grupo
de dieta de alcohol al 5.5% encontré atresia del canal anal, que
correspondié 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 gestacion y que los cambios observados
se relacionan con la presencia de dicha substancia. Las
concentraciones en sangre se elevaron paulatinamente durante
la gestacion, lo que coincide con los reportes Allan 1997.

El hecho de que no observamos diferencias en los
parametros 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 1o reportado por
Inselman 1985, confirmando que el pulmdn es un Grgano
particularmente susceptible al efecto de alcohol

Con nuestros resultados se pude asegurar que a dosis
menores, a las reportadas en otros estudios, el peso humedo
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 dosis menores de
alcohol a las reportadas por Zagorulke 1990 se presenta la
disminucion del desarrollo alveclar.

Los resultados paositivos con la técnica histoquimica de PAS
que evidencian 10s depositos de glucégena en el grupo tratado
con alcohol aportaron el primer indicio de retardo en la
maduracion celular, ya que esta reaccion a la técnica no debe
observarse cuando las células estan maduras, como se demostro
en los 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 I durante
su maduracion Williams 1993 y Strang 1977.

Los resultadas positivos para la técnica histoquimica del rojo
Oleoso fue el segundo parametro para evidenciar el retraso de
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la citodiferenciacién 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 pracesos de diferenciacidon terminal [an 1984 y Torday
1984,

Los resultados obtenidos con ambas técnicas histoquimicas,
nos indican retardo en la maduracion y citodiferenciacion por
efecto del alcohel 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 grupg tratado con alcohal al 5%, este no
ocasiond cambios en (a2 morfglogia de las células pasiblemente
debido a que los neumacitos | no presentan mitosis, ya que se
diferencian de una poblacion de neumocitos |l maduros
aproximadamente el dia 19 de la gestacion, si llega a danarse
por efecto de algun tdxico como lo reporta Kauffman 1980,
podrian ser regenerados por los neumocitos || como un
mecanismo que intenta reparar el dario.

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 gestacian al alcahaol;
observamos que se afectan mds algunos neumocitos Il de la
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zona periférica del pulmon. La maduracion del pulmén ocurre
del centro hacia fuera y esto puede estar relacionado con las
observaciones. Por lo que se propone que estas células
presentan grados de susceptibilidad al efecto téxico del alcohal,
manifestado como diversos grados de respuesta posiblemente
debido a la baja dosis de alcohol que utilizamos.

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

En los cortes semifinos de los grupos control y control
isocalorico se observargn escasas CCA, al parecer éstas son
células que coinciden por sus caracteristicas morfolégicas 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 alcohal al 5% parece
corresponder a neunocitos |l en proceso de maduracion terminal
con la persistencia del glucdgeno. Estos resultados nos permiten
interpretar que el alcohol al 5% liega a retrasar la maduracion
terminal de las CCA hacia neumocito Il maduro.

El alcohol al 5% claramente ocasiond el retraso en la
utilizacion de los lipidos en las ceiulas intersticiales de los
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tabiques alveolares, con lo que se demostrd 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% ocasionag en los NI, 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 Ia region central del
pulmdn en los grupos, 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 analisis
marfométricos de ambas zonas del pulmdn para poder contrastar
nuestros resultados, consideramos que el aumento en los perfiles
de las celulas con caracteristicas inmaduras de acuerdo a los
trabajos de Bertalanffy 1999, como son las células ¢laras de los
aivéolos e intersticiales representan una clara evidencia de
inmadurez celular. Estos hallazgos encontrados solamente en el
grupo tratado con alcoho! al 5% sugieren el efecto toxico del
alcohal en la maduracion y citodiferenciacion celular.

La alteracion mas importante del grupo tratada can alcahol al
5% se observo en la zona periférica, donde la marcada
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disminucion de los neumocitos Il maduros es compensada por
un aumento en las celulas claras de los alveéolos, que
posiblemente correspandan a células que van a diferenciarse a
neumocitos |l maduros. Los resultados morfomeétricos
demuestran que el retardo en & maduracion de los neumacitos
Il por efecto del alcohol al 5% es mas evidente en la zona
periférica del pulmon.

En el grupo tratado con alcohol al 5% se cbservo que en la
zona peritérica del pulmdn existia un aumento significativo de
las células intersticiales, las cuales par su moarfolagia
corresponden a lipofibroblastos. Estas células casi no deben de
observarse al nacimiento en la rata a los 21 o 22 dias de
gestacion, debido a que pierden paulatinamente los lipidos
Nunez 1995. La abundancia de los perfiles de estas ceélulas
marca el retraso en la citodiferenciacion ocasionada por el

alcohol.

Salo el grupo tratado con alcohol al §% presentd aumento de
las estructuras tubulares revestidas de células claras de los
alvéolos en la zona periférica del pulmon, que indica retraso en el
proceso de alveolizacidn y concuerda con los trabajos de
Singletary 1992, quien utilizando el indice de marcaje radioactivo
reportd aumento de los tubos epiteliales y retraso en la
alveolizacion con dasis de aicohol al 3% en fa glandula mamaria
durante el uttimo periodo de gestacion.
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El aumento en el nimero de los tubos epiteliales no llegé a
ocasionar signos respiratorios, posiblemente porque los alvéolos
existentes mantienen la funcionalidad del pulmon. La maduracidn
final de estos tubos posiblemente se readlice por el proceso
habitual de alveolizacion en ¢l periodo postnatal coma lo explica
Burri 1992,

No podemos asegurar que esta dosis de alcohol no fue
suficiente para producir signos de insuficiencia respiratoria en las
ratas recién nacidas como (cianosis, tiros intercostales, aleteo
nasal etc.) ya que no se investigaron éstos eventos debide a que
inmediatamente después de nacer se anestesiaron con éter y se
sacrificaron. El monitoreo de estos datos nos podria ayudar a
explicar porque a bajas dosis de akohol, como la del $% o
menores para ocasionar SAF, no se acomparan de Signos
clinicos de dano respiratorio. De tal manera que si conserva una
proporcion de células que puedan ser resistentes a los toxicos
cama lo reportd Kaufman 1980, posiblemente estas le pemmitan al
pulmén mantener su funcicnalidad.

Esta dosis de alcohol fue suficiente para ocasionar
alteraciones en la maduracidon y en la citodiferenciacién del
pulmon, esta claro que existen suficientes células neumocitos |l
maduras en la zona central del pulmdn para compensar el
retardo en la maduracion de algunas células de la zona
periférica. Por lo que las diferencias que observamos en la
morfometria, sustenta los rasultados morfolégicos y podemos
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interpretarios 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
mastraron que los neumocitos |l, 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 subpoblaciones de
neumocitos ll. que podria apoyarse con los hallazgos de Preers
1990, quien identificd con estudios bioquimicos dos
poblaciones de neumacitos tipa |l fisiolégicamente diferentes en
pulman de rata.

La caracteristicas uitraestructurales de los neumocitos i en
porceso de maduracion fue en grados vanables, y son
evidenciados por un citoplasma con apariencia clara, el cual
indica los sitios donde se acumulé el glucdégeno en las celulas.

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

En el resto del citoplasma se observo el pobre desarrollo de
los organelos. E} aumento de las CCA con estas caracteristicas
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permite asegurar que el alcohal al 5% ocasiona retardo en la
maduracién de éstas células hacia NIl.

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

El alcohol a una dosis de §% provoca el retardo de la
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 Sylstak 1994, quién encontrd
alargamiento en las mitocandrias de los miocitos cardiacos de
rata adulta tratada con una dosis 5.5% de alcohol en dista
liquida. Ruela 1994, reportd aumento en el volumen del
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico rugoso de las
neuronas 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 permile observar
claramente el efecto del alcohal 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 c¢on las caracteristicas que presentan los
organelos de células inmaduras, Las discrepancias podrian
obedecer tambien, al hecho de que son tipos celulares
diferentes.
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E! retraso en la citodiferenciacidn por efecto del alcohol al
5% se observd en las células intersticiales, ya que
ultraestructuralmente  se  pueden  identificar  como
lipofibroblastos, la naturaleza det material osmiofitico de estas
células, habia sido previamente demostrado con la técnica
histoquimica del rojo oleoso. La presencia de estas células se
puede explicar con base a lgs trabajos de Torday 1995, quien
reporta que estos lipidos sirven de materia prima de reserva,
para que par contiguidad al neumocito |l, 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 0 22 dias de la gestacion los
lipofibroblastos no deben encontrarse en el intersticic.

Es importante enfatizar que la presencia de los
lipofibroblastos del tabique interalveolar evidenciades paor la
técnica histoquimica en el modelo de dieta liquida con alcohal
al 5%, es un dato que no se ha encontrado hasta este
momento en [a fiteratura,

El evidente aumento de los tubos revestidos de epitelia en la
periferia del pulmon, concuerda con los trabajos de Villaro 1989,
quién reportd el aumenta 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 nuestres resultados, si consideramos
que a pesar de ser un tejido adulto, el epitelio mamario
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presentd los procesos de proliferacion y diferenciacién 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 alveolizacion en la periferia del
pulmon.



CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES

5.1 Conclusiones

1. El alcohol a una dosis de 5% ocasiona disminucian del
peso himeda del pulmon 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 como las
CCA, células con abundantes depésitos de glucogeno en el
citoplasma evidenciados por la técnica PAS en los pulmones
de ratas recién nacidas que recibieron alcohol transplacentario

duranite toda la gestacion .
3. Por efecto del alcohol al 5% se produce retardo en la
citodiferenciacion de los lipofibroblastos a fibrablastos,

demostrado 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 alveolizacién del
pulmén caracterizado por la presencia de los tubcs 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 comparacion 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 comparacion 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 pulmén de
ratas recién nacidas que recibieron alcohol transplacentario
durante toda la gestacion.

2. La presencia de los abundantes depdésitos de lipidos en
los fibroblastos evidencian el retraso en la citodiferenciacion del
pulman, 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
evidencfa la disminucidn de la maduracién pulmonar que se
produce por efecto de la dieta de alcohol al 5% en ratas recién
nacidas que recibieron 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 + 0. S

Contral 55 » 0.49

Control isocaldrico 55 + 035

Alcohol al 5% 5.3 + 0.81
TABLAI

Promedio de longitud craneocaudal de ratas recién nacidas

Grupas Medamm 1 D.S.

Control 437 + 29

Contral isocaldrica 427 + 1.9

Alcohal al 5% 430 + 24
TABLAI

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

recién nacidas

NIl CCA Cl
MED + DS MEC + DS MED 4+ DS
Contral 450 + 24 8 + 20 178 + 20
Control 447 + 1 10 + 286 174 + 21
Isocalgrico
Alcohal 5% 406 + 45 65 + 2 316 + 35




TABLA IV

Valores promedio del nimero de perfiles celulares por 100
alvéolos en la zona peritérica del pulmon de ratas recién

nacidas
Nil ceAa Cl
MED + DS MED + DS MED + DS
Contral 34 &+ 25 4 + 1 Q79 &+ 20
Contral 32 + 29 10 + 3 a5 & 18
Isgcaldrico
Alcghal 5% 140 + 10 206 + 25 508 + 38
TABLAV

Valores promedio del numero de perfiles de tubos en 100

alvéolos del pulmdn de ratas recién nacidas

CENTRAL PERFERICA |
MED MED + DS
Control Q 8.5 4 Q.7
Control Isocaldrico Q 10.8 * 14
Alcohol al 5% 4] a4 + 1.4




APENDICE B

Preparacidn del material bioldgico y dietas.

Lista de material y reactivos.

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

Dietas liquidas distribuidas por Bio-Serv:

a) Liquida alta en proteinas para la gestacidn, LD'82 can

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.
Aguijas.
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 administracion 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 reconstituirlas con agua
esterilizada.

Administracion de las dietas

Se ufilizaron  tubos alimentadores graduados para la
administracion del alcohol en la dieta liquida. Esto permitio
registrar el consumo diario de la dieta. En un reservorio diferente,
se coloco 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 puncion 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 la 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.
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Métado de sacrificio.

Posterior a la identificacién de las ratas recién nacidas se les
anestesi0 con éter etilico. Mediante wuna incision
toracoabdominal, se obtuvieron los bloques cardiopulmonares,
se separd el corazon de los pulmenes para registrar el peso
hamedo del pulman.

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

Balanza Granataria.
Hojas de bisturi.
Crigstato.

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

Xilol,

Entellan.

Balsamo de Canada.



Rollos fotograficos.
Fotomicroscopio Zeiss.
Aceite de inmersion.
Formaldehido.

Acido Picrico.
Glutaraldehido.

Agua ultrapura.

Acido Cacodilico.
Tetradxido de osmio.
Nitrato de uranilg.
Alcohol metilico.

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 Ependofi.
Agua Tridestilada .

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

Rollos agfa 120.

Papel para impresiones.

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

Aceite de inmersian.

Solucion Alcohol Acetona.
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APENDICE C

Técnica de Hematoxilina y Eosina para cortes de congelacion

SOLUGCIONES

1. Hematoxilina de Harris

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

2. Eosina alcohdlica

Eosina amarillenta 304
Alcohaol absoluto 100.0 mi
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. Xilol 5 min



Técnica del Acido Peryddico de Schiff

SOLUCIONES

1. Solucién A; Acido Peryddico
Acido peryédico 1g
Agua destilada 200 ml

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

NQOTA.-Se filtro antes de usarse y almacend & 4°C

PROCEDIMIENTO

Cortes por congelacian:

1. Hidratar

2. Solucion A 5 min
3. Reactivo de Shift 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 Canada



Técnica del rojo Oleoso.

SOLUCIONES

1. Solucidn A: Rojo Oleoso

Rojo Olecso 29
Alcohol isopropilico 50 ml
Acetona 50 ml

2. Solucidn B Alcohol Isapropilico

Alcohol Isopropilico 70 ml
Agua destilada 30 ml

3. Solucion C: Carbonato de Litio al 0.05%
Carbonato de Litio 005¢g

Agua destilada 100.00 m|

PROCEDIMIENTO

1. Soluciéon B 1 min

2. Salucion A 5 min

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

5. Hematoxilina de Harris 4 min

6. Lavar

7. Virar en la solucion G 2h

8. Lavar

9

. Montar en glicerol-gelatina.
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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 se aforo a 100 ml con agua ultrapura

2. Tetradxido de Osmio 2%
Tetradxido de osmia 2009
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

Alcohol absoluto 100.00 mi

PROCEDIMIENTO

1. Solucidn de Karnovsky-ito 100 h

2. Buffer de cacadilatos 5 min (3 veces )
3. Tetradxido de osmio 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 cacodilatos 5 min (3 veces)
7. Acetona 30%, 50%, 70% y 90% 8 min

8. Se aclararon con acetona al 100% 5 min (3cambics)
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 alcanzé la dursza ideal de la resina en el
praceso de polimerizacion, los bloques de las piezas se
rebajaron con una navaja, utilizando un microscopio
estereoscdpico hasta que se formd 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 (0.5-1¢ de grosor). Los cortes se montaron por
calor en portaobjetos y se tineron con azul de toluidina.

Técnica de azul de toluidina

SOLUCIONES

Azul de toluidina 19
Alcohol 962 200 m|
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 tinen con azul de toluidina 1 min
3. Se seca por calor la gota de colorante

4. Se enjuaga



APENDICE D

APENDICE ESTADISTICO
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Analisis del peso total, longitud craneocaudal y peso himedo del

pulmaén.

PESO TQTAL

PRUEBADE T
AD/OM 0.6599

NQ HAY DIFERENCIAS

PESO TOTAL
ADLIBITUM/QH

FPRUEBADE T
AD/OH  0.0659
NO HAY DIFEAENCIAS

LONGITUD
CRANEQCAUDAL
PRUEBADE T
AD/OM 0479

NQO HAY DIFERENCIAS

PRUEBADE T
AD/OH 0,113
NQ HAY DIFERENCIAS

PESQ HUMEDO
DEL PULMON
PRUEBADET
AD/DM 0236

NO HAY DIFERENGIAS

PRUEBA DET
AD/OH 0.9349
SiHAY QIFER A

PRUEBA DE T PRUEEA OE T PRUEBA DE T
DM/QH 01019
NQ DIFERENCIAS DM/OM  0.4789 DM/OH 2E-09= 000000002
NO HAY DIFERENCIAS S| HAY DIFE Cla
VALQRES DE P =008
ADDM  AD/OH  DM/OH
PESG TOTAL 06598 006s8 01019
LONGITUD CRANEOGAUDAL 04789 0113 Q.4789
PESOHUMEDO OELPULMON 02364 0039 2609
/
N
N 0.05
\
N SIGNIFICANCIA 0.05
0ps% Y
\ 4
t ’ o
LOS VALORES MENOR O IGUAL A 0.08
MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS
*x HAY DIFERENCLA
0 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA

VALORES MAYCHES 0.05 MUESTHAN QUE ENTRE LAS MEDIAS NO HAY DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
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Analisis morfométrico de los perfiles de las células contenidas en

100 alvéolos en la zona central del pulmén

NEUMOCITQ (I

PARJEBAOET
AD/OM 0.8314

NO HAY DIFERENCIAS
NEUMQGITO W
ADUBITUM/OH

PRUEBADE T
AD/OH  0.0659
NO HAY DIFERENCIAS

NEUMQCITO It
PRUEBADE T
DMWQH 0.06

NO DIFERENCIAS

NEUMQOCITO Il
C. CLARA DE LOS ALVEOLOS
CELULA INTERSTICIAL

CELULA CLARA QE
LOS ALVEQLCS

PRUEBAQET
AD/OM 0433

NO HAY DIFERENCIAS

CELULA CLARA DE
LOS ALVEOLOS
PRUEBADET
AD/OH 0048

S HAY DIFEREN

CELULA CLARA
DE LOS ALVEQLOS
PRUEBADET

DW/OH  0.00473
S HAY DIFERENCIAS

VALORES DE P =0.05

ADOM AD/OH DM/OH
0.8314 00658 008
0.1335 0.0048 04736

Q.08 S.36E05 4 .62E-05

CELULA INTERSTICIAL

PRUEBADET
AD/OM 0.063

NO HAY DIFERENCIAS

CELULA INTERSTICIAL
PRUEBA DET
AD/OH §.3692E-05

Y DIE A

CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET

DM/OH 4.628E-05
St DIFERENTH

e ] S
A \§
/ \
\
N SIGNIFICANCIA 0.05
. 0jps% ::
: 4
LOS VALDORES MENCH O IGLAL A 0.05
MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS
HAY DIFERENCIA
* ESTADISTICAMENTE
a SIGNIFICATIVAS

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

CELULA CLARA OE
NEUMOCITO (I LOS ALVEQLOS CEWLA INTERSTICIAL
PRUEBADET PRUEBADE T PRUEBADET
ADAOM 0.0642 ADVDM  Q.3213 AD/DOM 0.07319
NO HAY DIFERENCIAS NQ HAY DIFERENCIAS NO NAY DIFERENCIAS
NEUMOCITO II
ADUBITUMAOH CELULA CLARA DE
LOS ALVEOLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET PAUEBADE T PRUEBA DET
AD/OH 3.7727-ET AD/OH 0.00014 AD/OH 8.3189E-05
& HAY DIFERENCIAS StHAY INFERENCIAS S HAY DIFERENCIA
GELULA CLARA
NEUMOCITO 1| DE L3S ALVEOLOS CELULA INTERSTICIAL
PRUEBADET PRUEBADE T PRUEBADET
DM/OH_6.1099E-QT
S{HAY DIFERENCLA OM/OH___ 0.000448 DM/OH 8.7277E-08
SIHAY DIFERENCLAS S{ HAY DIFERENCILA
VALORES DE P =0.05
AD/OM  AD/OH  DWOM
NEUMOCCITO Il 0.65424 JT7E-O7 6.109E-07

€. GLARA DE LGS ALVEQUGS 032134  0.00014 3.0004461

CELULA INTERSTICIAL 0.07319d 8.31E-D5 8.727E-06
8
N
: SIGNIFICANGIA 0.05
k
. 0P5% N
\ 4
! » VALOAES MENQORES O IGUALES A 0.05
MUESTRAN QUE ENTHE LAS MEDIAS
* HAY DIFERENCIA
0 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS

VALORES MAYORES A 0.05 MUESTRAN QUE ENTRE LAS MEDIAS NO HAY DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVZ
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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 uno Internacional.

1. IXX Congrgso 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 Edo de Mexico 26 Septiembre de 1996.

3. XVII Congreso Nacionl de Investigacion Biomédica de la Facultad
de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon "EFECTQ DE
LA ADMINISTRACION TRANSPLACENTARIAS DEL ETANOL EN
EL DESARACLLO DEL PULMON ” en Monterrey Nuevo Lean 18
Octubre de 1999,

4. XXl Congreso Nacional de Histologia “EFECTQ DE LA
ADMINISTRACION TRANSPLACENTARIAS DEL ETANOL EN LA
MQRFQGENESIS DEL PULMON“"Organizado en 'a Facuftad de
Qdontologia 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
TAANSPLACENTAL ADMINISTRATION OF ETHANOL ON LUNG
QOrganizado por la Universidad Compiutense en Madrid /Espafna 27 de
Noviembre 1998 Publicado en European Journal of Anatomy Val.2
Na.3 pp188, Diciembre 1998.
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