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INTRODUCCION

£1 sindrome de sufrimiento respiratorio del recién
nacido (SSR), continda siendo la principal causa de enfer
medad y muerte en infantes prematuros, a pesar del progre
so en su prevencidon y tratamiento (Gluck y Kulovich, 1973;
Shields y Resnick, 1979; Kerepesi y Aranyi, 1985).

La dexametasona, entre otros glucocorticoides, se em
plea terapéuticamente para prevenir el SSR, administrinde
la a 1la madre con riesgo de parto prematuro.

Con @)1 uso de los glucocorticoides para acelerar la
produccidn de surfactante antenatal, el riesgo de presen-
tacidn del SSR ha sido reducido significativamente (Bishop,
1981). Sin embargo, el papel farmacoldgico de l1os gluco-
corticoides sobre las diferentes etapas del desarrollo
pulmonar atn no se encuentra totalmente caracterizado -
(Honig et al,1984), especialmente en cuanto a 1o que se
refiere al componente mesenquimatoso, del que derivan las
fibras del tejide conectivo, ya que los estudios hasta la
fecha se han enfocado sobre el epitelio alveolar, a pesar
de que las fibras coldgenas y eldsticas tienen un papel
clave en el desarrollo alveolar pulmonar (Amy et al,1977;
Loos1i y Potter, 1959). Las fibras cold@genas estabilizan
y controlan el crecimiento del epitelio en el pulmdn en
desarrollo (Wessells, 1970), y las fibras eldsticas regu-
lan la luz alveolar al evitar el movimiento libre de par-
tes de las paredes alveolares (Emery, 1970).

Tomando en cuenta que el efecto de los glucocorticoi
des sobre el pulmon en desarrollo, cuando son empleados
para prevenir el SSR, alln no se encuentra completamente
caracterizado, y que la administraci6n de esteroides so-
bre 1as proteinas constituyentes de las fibras del tejido
conectivo, coldgena y elastina, produce resultados varia-
bles en tejidos antenatales y neonatales, consideramos ne



cesario realizar este trabajo, en el que se determind por
métodos morfométricos y quimico-cuantitativos el efecto de
}a dexametasona sobre las fibras del tejido conectivo pul-
monar, duranie el desarrollo fetal del ratdén albino.



ANTECEDENTES

E1 desarrollo del pulmdn en el ratdn puede ser divi-
dido en periodos de acuerdo a un criterio histoldgico:
Periodo pseudoglandular desde el dia 9.5 al dia 16.6; -
Canalicular desde el dia 16.6 al dfa 17.4; Saco terminal
desde el dia 17.4 hasta el dia 5 postnatal; Alveolar a
partir del dia 5 postnatal (Ten Have-Opbroek, 1981).

E1 factor etioldgico primario predisponente al desa-
rrollo del sindrome de sufrimiento respiratorio es la in-
madurez pulmonar (Smith et al, 1979), mds especificamente
la falta de surfactante, originada por una bhiosintesis y
secrecion deficientes debido a la inmadurez de las células
epiteliales alveolares tipo II (Gluck et al, 1971). Para
acelerar la maduracidn pulmonar se emplean glucocorticoi-
des. Su uso se inicid cuanda Liggins (1968), encontrd que
corderos prematuros fueron inesperadamente viables, sin
sindrome de sufrimiento respiratorio, después de la admi-
nistracién prenatal de dexametasona, y sugirid que esto
podria ser el resultado de la aparicidn acelerada de sur-
factante, Esto fue comprobado por De Lemos y colaborado-
res (1970), quienes administraron cortisol a fetos de cor
deros y observaron una maduracidon pulmonar aumentada, es-
timada por medidas de mecanica pulmonar y actividad del
extracto de la superficie pulmonar. Estudios posteriores
en conejas {(Kotas y Avery, 1971), monos (De Lemos y Mc
Laughlin, 1973), y humanos (Liggins y Howie, 1972), hicie
ron evidente que los glucocorticoides podrian acelerar
significativamente la maduracidn pulmonar con respecto a
la sintesis y secrecidon del surfactante.

Posteriormente, fue reportado que la administracidn
transplacentaria de dexametasona aceleraba la morfogénesis
y la citodiferenciacidén del epitelio alveolar en el pulmdn
fetal del ratén (Veldzquez y Sepilveda, 1982).



Otro estudio reporta que la administracifn de dexame
tasona & ratas macho adultas origind un aumento en la can
tidad de fosfolipidos de los cuerpos lamelares del pulmén,
sin mostrar efecto sobre otros compartimientos intracelu-
lares del epitelio alveolar, ni en otros &rganos, como hi
gado y rifion (Young y Silbajoris, 1986).

Por otra parte, la tasa de mortalidad debida al sfn-
drome de sufrimiento respiratorio en el periodo neonatal
es significativamente mds alta en los varones que en las
mujeres (Farrel y Avery, 1975), ésto es probablemente de-
bido a la menor produccidén de surfactante pulmonar por
los primeros, ya gue hay significativamente menos fosfati
dilcolina asociada a surfactante en el fluido amnidtico
de éstos que de hembras durante el Gl1timo trimestre de
gestacidn humana (Torday et al, 1981). Ademds, se ha re-
portado que entre la semana 25 y 32 de gestacidn humana,
los pulmones de fetos de mujeres son mds maduros que los
de varones, €sto con base a un criterio histoldgico (Naeye
et al, 1974), De igual manera Kotas y Avery (1980), obser
vando la apariencia histoldgica del pulmén de fetos machos
de conejo, encontraron que el drgano muestra paredes de
tejido md&s gruesas y menos uniformidad en su expansién,
en comparacidbn con las hembras.

Las fibras coldgenas tienen un papel clave en el de-
sarrollo alveolar pulmonar (Amy et al, 1977; Loosli y
Potter, 1959). Se ha demostrado su importancia en la mor-
fogénesis destruyendo o distorsionando selectivamente su
patrén de crecimiento (Alescio, 1973; Wessells y Cohen,
1968), y se ha observado que en el pulmdén en desarrollo
el crecimiento del epitelio es estabilizado y controlado
por estas fibras, las cuales crean una barrera para la
formacidn de ramificaciones, excepto en puntos especiales
en donde esta barrera es interrumpida permitiendo al epi-
telio crecer y ramificarse (Wessells, 1970). De manera



similar, Yas fibras eldsticas se encuentran en sitios en
donde €1 alveolo va a dividirse en subunidades, y parecen
evitar el movimiento 1ibre de partes de las paredes alveo
lares de modo que regulan la luz alveolar (Emery, 1970).

Al nacimiento, en el pulmdén de mamiferos, las fibras
de coldgena son detectadas en el intersticio, mientras el
tejido eldstico no esta todavia formado en cantidades apre
ciables (Burri y Weibel, 1977).

Johnson y colaboradores (1978), sugirieron que los
volumenes pulmonares fetales aumentados encontrados en el
mono rhesus, después de la administracién de betametasona,
podrian ser debidos a alteraciones en el tejido conectivo,

Observaciones clinicas sugieren que los glucocorti-
coides pueden afectar profundamente al metabolismo de los
componentes del tejido conectivo, como coldgena, elastina,
glucosaminoglicanos y fibronectina (Cutroneo et al, 1881;
Oikarinen et al, 1986).

La dexametasona disminuye la tncorporacidn de proli-
na-H3 en coldgena de diversos tejidos adultos (Cutroneo
et al, 1981). Hay reportes en hepatocitos de rata en cul-
tivo (Guzelian et al, 1984), y en células de la malla tra
becular del ojo humano (Hernindez et al, 1985). Ademds se
ha encontrado que disminuye la cantidad de RNA mensajero
para coligena x1(I) (Jefferson et al, 1985). Sin embargo,
se ha reportado que 1a coldgena tipo IV es incrementada
por 1a dexametasona en células de fibrosarcoma humano
(Oikarinen et al,1986), y en epitelio mamario de rata
(Salomon et al, 1981).

E1 andlisis de 1os efectos de los glucocorticoides
sobre la produccidn de coldgena en fibroblastos de piel
humana en cultivo, ha mostrado que bajo condiciones de
incubacidn similares, l1a sintesis de coldgena es inhibida
en cultivos de fibroblastos de piel adulta, peroc usualmen
te estimulada en cultivos de fibrohlastes fetales (Booth



et al, 1982). Se ha encontrado que la hidrocortisona y otros
disminuyen 1a produccifn de coldgena en fibroblastos de piel
humana adulta (Priestley, 1978; Russell et al, 1978; Mc Coy
et al, 1980). Sin embargo, se ha reportado que la hidrocor-
tisona, prednisolona y el succinato de hidrocortisona oca-
sionan aumento en 1a biosintesis de col&gena en fibroblastos
de piel de embrién humano (Harvey et al, 1984; Doherty y
Saarni, 1976; Saarni y Tammi, 1973).

Oikarinen y colaboradores (1984), reportaron que la
dexametasona ocasiond una reduccifn en los niveles de RNA
mensajero para colégena tipo I, en fibroblastos de temddn
de embrién de pollo de 17 dfias.

Al aislar poli/somas de dermis de rata recién nacida
tratadas previamente con diacetato de triamcinolona (un glu-
cocorticoide), se observéd una disminucién en la incorpora-
cién de prolina-H3 en coligena,comparada con la incorpora-
cifn del mismo aminodcido en otras proteinas, indicande una
disminucidn selectiva en la sintesis de coldgena (Mc Nelis
y Cutroneo, 1978). Este mismo glucocorticoide inhibid 1la
sintesis de coldgena tipo I y tipo III en 1a piel y en el
pulmén de rata (Shull y Cutroneo, 1983},

Verbruggen y Abe (1982), encontraron que la sintesis de
colagena tipo III disminuye, pero que la produccién de cold-
gena tipo I permanece sin alterarse por efecto de otros glu-
cocorticoides (dexametasona y corticosterona), en fibroblas-
tos dérmicos de dos cepas de ratdén de 1 a 3 dias de nacidos.

La administracidn de dexametasona ocasiond una disminu-
cién en la cantidad de RNA mensajero de col&gena x1(I) y co-
ldgena ¢2(1) en piel de pollos recién nacidos, y en cultivo
de fibroblastos de piel y pulmén origind una disminucién en
la sfntesis de colédgena y en la cantidad de RNA mensajero
para coldgenao1(I) y coldgena ex2(1) (Sterling et al, 1983).

Eichner y Rasenbloom (1979), inyectaron hidrocortisona
a embriones de pollo, 24 horas mds tarde aislaron aortas y



las incubaron con g]icﬁna-H3, observando que existia una
disminucidn en la sintesis de coldgena y un aumento en la
sfntesis de elastina.

Un incremento en 1a produccidn de elastina en Ffibro-
blastos del ligamento de Ta nuca de bovino fetal fue repor-
tado al incubarlos con dexametasona, se observé que la es~-
timulacidn era dependiente de las condiciones del cultivo
(Mecham et al, 1981). Posteriormente, Mecham y colaborado-
res (1984), encontraron los mismos resultados reportando
ademfs que la dexametasona, y otros glucocorticoides, no
inducen la sintesis de elastina en células indiferenciadas,
las cuales no estdn expresando activamente el fenotipo de
elastina.

La coldgena puede ser identificada por microscopia de
campo claro con técnicas especiales de coloracibn, con el
uso del método de Van Gieson con fucsina dcida (Sheehan y
Hrapchak, 1980)., Empleando microscopia de polarizacidn, y
tifiendo con Rojo Sirio, se puede identificar especificamen-
te 1a coldgena (Sweat et al, 1964).

Las fibras eldsticas y las fibras de elaunina es posi-
ble identificarlas por la técnica de Resorcina-fucsina, sin
embargo no es posible identificar fibrag de oxytaldn indivi
duales (Bock y Stockinger, 1934).

E1 procesamiento de un tejido con la técnica histolé-
gica no tiene efecto sobre la cantidad de hidroxiprolina o
de proteinas, y se pueden emplear cortes para determinar
estos pardmetros por métodos espectrofotfmetricos {Schwartz
et al, 1985). Esto permite emplear el mismo material utili-
zado en un estudio morfoldgico.

La hidroxiprolina es un marcador analftico conveniente
para coldgena, ya que este aminodcido se encuentra Gnicamen
te en cantidades significativas en otra protefina estructu-
ral,l1a dlastina (Goldberg y Rabinovitch, 1983), la cual es
el componente principal de las fibras eldsticas. La coldge-



na contiene aproximadamente un 10% de hidroxiprolina (Bradley
et al, 1974), y la elastina un 1% (John y Thomas, 1872).

Tomando en cuenta que el grado de afectacidn de los
glucocorticoides, empleados para prevenir el SSR, aln no se
encuentra totalmente caracterizado, y observarddo bos resul-
tados variables que se reportan del efecto de los glucécor-
ticoides sobre las proteinas constituyentes de las fibras
del tejido conectivo en tejidos fetales y neonatales, es
que se propuso la siguiente hipdtesis:

“La administracibn transplacentaria de dexametasona a
fetos del ratdén albino, altera l1a cantidad de fibras del
tejido conectivo del pulmdén en desarrollo”,

En base a 1a hip6tesis anterior se plantearon 10s si-
guientes objetivos:

a) Detectar alteraciones en 1a cantidad de fibras del
tejido conectivo pulmonar originadas por la administracifn
de dexametasona durante el desarrollo fetal por métodos mor
fométricos,

b) Detectar tvariaciones en la cantidad de colagena du-
rante la morfogénesis pulmonar, causadas por un glucocorti-
coide administrado por via placentaria, por métodos quimi-
co-cuantitativos.

c) Correlacionar 10s resultados de los dos objetivos
anteriores, variaciones en la cantidad de coldgena, con va-
riaciones en la cantidad de fibras coldgenas.

d) Contribuir a la caracterizacidn de los efectos indu
cidos por la administracidon de glucocorticoides sobre el
pulmbn en desarrollo cuando se desea acelerar su maduracifn,



MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 64 ratonas albinas (Mus musculus) de 1la
cepa CD-1 (Charles River Breeding Laboratories), las que se
colocaron con los machos durante dos horas. La identifica-
cibn del tapdn vaginal indicé el dfa 0 de la gestacibn. Las
hembras prefiadas recibieron fosfato sSdico de dexametasona
a una dosis diaria de 1 mg/Kg de peso corporal (Kauffman,
1975), por vfa intramuscular a partir del dfa 14 y hasta el
dfa 18 de gestacidn. Hembras grdvidas control no recibieron
ningin tratamiento.

Las ratonas fueron sacrificadas por dislocacidn cervi-
cal cada 24 horas. Se obtuvieron los fetos a partir del dfa
15 de gestacién hasta el dia del parto (dfa 19). Se utiliza
ron neonatos de 1, 2 y 3 difas. Fetos y neonatos se pesaron
y se les midié 1a longitud cré&neo-rabadilla, para comprobar
su edad gestacional. Se obtuvieron los pulmones por disec-
cidn bajo microscopio estereoscépico, se identificd el sexo

y fueron separados en pulmones-macho y pulmones-hembra.

Los pulmones obtenidos se fijaron en formaldehido al
10%. La deshidratacidn se 1levo a cabo en alcohol etilico y
se incluyeron en parafina,

Andlisis Morfométrico.

Cortes de 5 micras de espesor fueron obtenidos con un
microtomo de tipo Minot, tifiéndose con las técnicas de Van
Gieson (Sheehan y Hrapchack, 1980), y de Rojo Sirio (Junqueira
et al, 1978) para las fibras coldgenas, y con la técnica de
Resorcina~fucsina (Putt, 1972) para las fibras eldsticas.

Las laminillas tefiidas por Van Gieson y por Resorcina-
fucsina fueron analizadas con el microscopio de campo claro,
y las tefiidas por Rojo Sirio con el microscopio de polari-.
zacidn,

Para el anélisis morfométrico se empled el método de
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muestreo de puntos.
Debido a l1a heterogeneidad en la distribucidn de las

fibras col&genas en pulmones de fetos de 15 y 16 dfas, y a
que las fibras eldsticas aiin no aparecen en fetos de esta
edad, los pulmones de &stos no fueron analizados por el mé-
todo de muestreo de puntos.

La estimacidn cuantitativa se realizd en productos des
de los 17 dfas de gestacifn hasta 3 dfas postparto, y se em
ple6d un ocular con una rejilla de 121 puntos. En cada lami-
nilla, se muestrearon 5 & & campos no consecutivos, evitan-
do bronquios y vasos de grueso calibre, y la pleura. Se
cuantificaron 1os puntos que coincidieron con las fibras y
se trabajd con las medias aritméticas del total de campos,
las cuales fueron confrontadas en el andlisis estadistico.

Todos 1os muestreos fueron repetidos por 1o menos tres
veces en pulmones de fetos o neonatos de ratonas diferentes,
tanto en ratonas tratadas como en ratonas control,

La amplificacidn total empleada para hacer las cuanti-
ficaciones fue de 320X en las laminillas tefiidas por Van
Gieson y por Resorcina-fucsina, y de 256X en el caso de las

tefijdas con Rojo Sirio.

Andlisis Bioquimico.

La concentracifn de coldgena fue calculada determinan-
do la concentracién de hidroxiprolina (Huszar, 1980), en
cortes de pulmones incluidos en parafina (Schwartz et al,
1985), utilizdndose 1os mismos pulmones empleados para el
estudio morfométrico.

- Los cortes fueron colocados en tubos de vidrio y des-
parafinados., Se agregaron 265 «l de NaQOH 4M y se colo
caron a 120°C por 30 mintuos. Del hidrolizado se toma-
ron 15 gl para determinar protefnas, a los 250 g1 res
tantes se les ajustd el pH a 6 con dcido citrico 1.4 N
y se agregd 1.25 ml de cloramina T. Despué&s de 20 mi-



11

nutos se agregaron 1.25 ml del reactivo aldehido-ac.
perclérico. Se mezcld y se incubd por 20 minutos a
70°C. Se determinéd 1a absorbancia a 550 nm en un es-
pectrofotémetro Turner. Las lecturas de absorbancia
de los cortes se compararon con lecturas de concentra
ciones conocidas de hidroxiprolina, que se utilizaron
como estandar,.

Se cuantificé la cantidad de proteTnas por la reac-

cidn con ninhidrina (Hirs, 1967), como referencia para ex-
presar la cantidad de hidroxiprolina por cantidad de pro-
tefna,

Se tomaron 15 &1 de los tubos anteriores, después de
la hidrdlisis alcalina, y se les agregaron 235 x] de
NaOH 4M. Se colocaron a 120°C por una hora 30 minutos
mis. Se neutralizd el pH con dcido acético glacial.
Se agregaron 190 &l del reactivo de ninhidrina. Se -
agitaraoan y se colocaron en autoclave por 15 minuvtos.
Se les agregd 5.5 ml de etanol al 50%. Se agitd y se
centrifugd. En el sobrenadante se determinf la absor-
bancia a 570 nm en un espectrofotdmetro Turner. Las
lecturas de absorbancia de los cortes se compararon
con lecturas de concentracianes conocidas de albimina
sérica bovina, que se utilizaron camo estandar.

An&lisis Estadfstico.

Se emplearon analisis de varianza y prueba "t" de

Student para determinar si se encontraban diferencias esta
disticamente significativas en la cantidad de coldgena ¥y
en la cantidad de fibras entre 1os pulmones tratados con
dexametasona en comparacidén con pulmones sin tratamiento.
Se realizd un andlisis de correlacidn para determinar si
la cantidad de coldgena y la cantidad de fibras coldgenas
después del tratamiento con dexametasona estaban correla-
cionadas.



RESULTADOS

ESTUDIO MORFOMETRICO.

Los pulmones de fetos y neonatos tratados con el glu-
cocorticoide, con base en la apariencia histolégica, mos-
traron un desarrollo mds avanzado, en comparacidén con 10sS
pulmones control, Esto fue mds notable en pulmones de fe-
tos de 16 dfas, en los cuales los tratados con dexametaso
na se encontraron en la etapa canalicular (fig. 1), mien-
tras Tos pulmones sin tratamiento se encontraron en la -
etapa pseudoglandular de 1a morfogénesis pulmonar (fig. 2).

La apariencia microsgdpica de 1os pulmones de neona-
tos de 3 dfas controles y tratados fue muy semejante (figs.
3 y4), se encontraron en la etapa de saco terminal del de
sarrpllo pulmonar.

Debido a 1a hetrogeneidad en la distribucibén de 1as
fibras coldgenas en los pulmones de fetos de 15 y 16 dias,
éstos no fueron analizados por el método de muestreo de
puntos. Las fibras se encontraron Unicamente alrededor de
los tubulos epiteliales y en 12 pleura. Los pulmones de
fetos tratados con dexametasona mostraron mayor cantidad
de tidbulos epiteljales (figs. 5 y 6), y por lo tanto mayor
cantidad de fibras coldgenas.

No se observaron fibras eldsticas en pulmones de fe-
tos de 15 dias. Estas empezaron a aparecer en pulmones de
fetos control de 16 dfas (fig. 7), mientras en los anima-
les tratados de la misma edad, mds desarrollados en su mor
fogénesis pulmonar, habfa mayor cantidad.

E1 andlisis morfométrico sobre las fdbras coldgenas y
eldsticas, se realizd en pulmones de fetos de 17 y¥il18 dias,
recién nacidos, y en neonatos de 1, 2 y 3 difas. La tabla I
muestra 1os resultados del efecto del tratamiento con dexa
metasona sobre las fibras coldgenas y eldsticas, en cada
uno de los dias tratados.

12



Fig.

Fig.

Pulmén de feto de rat6n de 16 dias de
desarrollo tratado con dexametasona, en
la etapa canalicular de la morfogénesis
pulmonar, a) epitelio; b) mesénquima;
c) fibras coldgenas. Rojo Sirio. 169X

Pulmén de feto de ratén conmtrol de 16
dias de desarrollo, en la etapa pseudo-
glandular de 1a morfogénesis pulmonar.

a) epitelio; b) mesénquima. Van Gieson.
200X.






Fig. 3. Pulmén de neonato de ratén de 3 dias
tratado con dexametasona en la etapa de saco
terminal de la morfogénesis pulmonar.
Resorcina-fucsina. 160X

Fig. 4. Pulmén de neonato de ratdn control de
3 dias en la etapa de saco terminal de la
morfogénesis pulmonar. Resorcina-fucsina. 160X






Fig. 5. Pulmén de feto de ratén de 15 dfas tratado

con dexametasona en la etapa pseudoglandular de la
morfogénesis pulmonar., a) fibras coldgenas; b) epitelio
c) mesénquima. Rojo Sirio. 400X.

Fig. 6., Pulmén de feto de ratdn control de 15 dias

en la etapa pseudoglandular de la morfogénesis pulmonar.
a) fibras coligenas; b) epitelio; c¢) mesénquima.

Rojo Sirio. 190X.






Fig. 7. Pulmén de feto de ratén control de 16 dias
en la etapa pseudoglandular de l1a morfogénesis
pulmonar. a) fibras eldsticas; b) epitelio;

c) mesénquima. Resorcina-fucsina. 860X






Tabla I.

Efecto de 1a dexametasona sobre las fibras del
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tejido conectivo del pulmén en desarrollo. Fibras colédge-
nas tefiidas por Rojo Siric (RS) y por Van Gieson {(VG), y
fibras eTdsticas tefiidas por Resorcina-fucsina (RF).

DIA CONTROL p TRATADO
RS= 23,02042.13%(8)** £0.05 25.479+1,57(8)
17 VG= 18.1114#1.27(6)  <0.05 20.222+1.35(6)
= RF= 13.938+1.17(8)  <0.05 16.063+1.56(8)
<
S RS= 26.433+1.65(6) NS*¥*27,233+1,65(6)
& 18 V6= 21.067+0.88(6) NS  21.800+0.76(6)
RF= 16.200+1.15(6)  <0.05 17.900+0.97(6)
x RS= 27.500+¢1.37(6) NS 28.400+1.12(6)
i 19 V6= 22.833+0.95(6) NS 23.333+0.64(6)
& RF= 18.567+40.56(6)  40.05 19.633+0.76(6)
RS= 30.700+0.89(6) NS 31.000+1.52(6)
1 VG= 24.533+0,88(6) NS 24.667+1.00(6)
RF=21.33341.03(6)  <0.05 22.600+0.42(6)
= RS= 31.033+1.61(6) NS~ 31.300+0.91(6)
= : k
< 2 VG= 24.733+1,44(6) NS  25.100+0.94(6)
0 RF= 25.033+1.09(6) NS  25.867+0.98(6)
v :
[~8
RS= 31.20040.48(6) NS 31.900+0.89(6)
3 V6= 25.533+0.26(6) NS  26.100+42.92(6)
RF= 26.556+1.51(6) NS  27.194+0.85(6)

*= Media + desviacidn estandar de puntos que

coincidieron con fibras.

**= 1, se muestrearon 3 6 4 camadas diferentes,

1 pulmdbn-macho y 1 pulmén-hembra en cada camada.

***= Dijferencia no significativa,

kRkFTk=

Recién nacidos.
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ESTUDIO BIOQUIMICO,

En esta fase se analizaron cortes de pulmones de fetos
de 15, 16, 17 y 18 dias, recién nacidos, y neonatos de 1,
2 y 3 dfas. Se determind 1a concentracidn de hidroxiprolina,
como una medida de la coldgena, y la concentracifn de pro-
tefnas, como referencia para expresar la cantidad de cold-
gena por miligramo de proteina. Los resultados del trata-
miento con dexametasona sobre la cantidad de coldgena del
pulmén son mostrados en la tabla Il y en la fiqura 8.

Tabla II. Efecto de la dexametasona sobre la cantidad de
coldgena en 1 pulmbn en desarrollo.

DIA CONTROL P TRATADO

15 14.193t1.37*(6)** NS*x** 15.515f1.00(6)

= 16 15.418+0.79(6) €0.05  16.923+0.95(6)
i 17  17.513+1.66(6) <0.05  19.634+0.86(6)
S 18 19.845+1.39(6) NS 20.372+1.65(6)
= 19 19.949+1.15(6) NS 21.567+1.69(6)
o1 20.637+1.59(6) NS 21.699+1.15(6)
% 2 21.390+1.19(6) NS 22.065+1.40(6)
G 3 22.357+1.21(6) NS 22.658+1.54(6)
2
*= Media + desviacidn estandar en microgramos de

coldgena por miligramo de preteina.

*%= Pylmanes analizados, se wmuestrearon 3 camadas
diferentes, 1 pulmén-macho y 1 pulmén-hembra por
cada camada.

*x**= Diferencia no significativa,
®z Recién nacidos,



25T
247
23 4

227

201' 41 -,
/!‘* /
1971 o /

18 4

—— CONTROL O
a===- CONTROL @
—.— TRATADO O”
—.=.=TRATADO §

PpzMOIBO0

\

17 ¢

Ag/mg
prot.

A a3 '] ]
Hs 16 17 18 19

DIAS

Ll
N &4
w

Fig. 8. Coldgena de pulmones de fetos y neonatos,
machos y hembras, con Yy sin tratamiento con dexametasona.

T



24

29

28&.

r= 0,937
y= 2.16X - 16.82
ne 12

BpEZMEBPCOO APIE-T

251

R

19/ 20 21 22 23
COLAGENA («g/mg de protefna)

Fig. 9. correlacidn entre 1la proteina coldgena y las

fibras coldgenas en pulmones tratados con dexametasona.

(P 0.001; 0.75€ps$0.99).

*=z puntos que coincidieron con fibras, en el estudio
morfométrico de pulmanes tefidos con Rajo Sirio.



DISCUSTON Y CONCLUSIONES

En este estudio se encontré que la administracidén trang
placentaria de dexametasona a fetos de ratén durante su de-
sarrollo origind aumento en las fibras col&igenas y eldstiz
cas del pulmén. E) analisis mostrd que las fibras coldgenas
se incrementaron en pulmonpes de fetos de 16 y 17 dias. Las
fibras eldsticas se encontraron aumentadas en pulmones de
fetos de 16, 17 y 18 dias, en recién nacidos, y en neonatos
de un dia, por lo que se confirma la hipftesis propuesta.

No se han reportado trabajos que analicen el efecto
de 1o0s glucocorticoides sobre las fibras del tejido conec-
tiveo en tejidos fetales o neonatales. Sin embargo, hay re-
portes del efecto de éstos sobre las principales protefnas
componentes (coldgena y elastina), aunque se han reportado
resultados variables dependiendo de 1a especie & del gluco
corticoide empleado, En embriones de pollo la hidrocorti-
sona y la dexametasona disminuyen la cantidad de colédgena
(Eichner y Rosenbloom, 1979; Oikarinen et al, 1984), pero
en piel de embridén humano la hidrocortisona y la predniso-
lona la incrementan (Harvey et al, 1974; Doherty y Saarni,
1976; Saarni y Tammi, 1978). En neonatos la dexametasona y
el diacetato de triamcinolona disminuyen la coldgena tipo
I en piel y pulmén de pollos y ratas (Shull y Cutroneo,
1983; Sterling et al, 1983), pero en dermis de ratén la
dexametasona y la cortisona no alteran la cantidad de co-
ldgena tipo I (Verbruggen y Abe, 1982). En este trabajo se
analizé el efecto de la dexametascna sobre la coldgena, se
observd que &sta se encontraba incrementada en fetos tra-
tados con e1 glucocorticoide.

Se ha reportado que 1o0s glucocorticoides aumentan Jla
cantidad de elastina, principal componente de las fibras
eldsticas, en tejido embrionario (Eichner y Rosenblioom,
1979; Mecham et al, 1981; Mecham et al, 1984), por lo que

25
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se ha sugerido un papel potencial de regulacibn por parte
de Tos glucocorticoides en la elastogénesis durante el de
sarrollo. Los hallazgos de este trabajo mostraron que la
dexametasona incrementf la cantidad de fibras eldsticas de
manera significativa, probablemente Tos glucocorticoides
sean factores que determinen o modulen la sintesis de elas
tina durante la morfogénesis del pulmén.

Se determind el efecto de 1a dexametasona sobre las
fibras del tejido conectivo en pulmones de 10s neonatos,
se encontrd que las alteraciones parecen ser transitorias,
ya que la apariencia histoldgica de l1os pulmones de negna-
tos de 2 y 3 dias ¢con y sin tratamiento con dexametasona
es muy semejante, y en &stos 1os resultados del estudio
morfométrico-bioquimico mostraron que no hay diferencia
significativa en 1a cantidad de fibras coldgenas y elasti-
cas, ni en la cantidad de coldgena.

Se ha reportado que los pulmones de fetos hembra de
conejos y humanos muestran una mayor maduracibfn histold-
gica en comparacidén con pulmones de fetos machos (Naeye
et aly, 1974; Kotas y Avery, 1980). En este estudio no se
encontré diferencia en la cantidad de fibras del tejido
conectivo, ni en la cantidad de coldagena, con respecto al
sex0, ni por efecto del tratamiento con el glucocorticoide.
En pulmones de fetos de ratdn no se han reportado diferen-
cias histoldgicas con respecto al sexo, posiblemente no se
presenten 0 quiza los métodos bioquimico-morfométricos em-
pleados en este estudio no sean lo suficientemente sensi-
bles para detectar diferencias en la cantidad de fibras o
de coldgena entre los sexos.

Esta ampliamente reconocido que la exposicion de te-
jidos animales a fijadores, agentes deshidratantes, etc.,
que son comunmente empleados en l1a preparacidn para examen
microscdpico, causan ciertas alteraciones fisicas y quimi-
cas y grados variantes de distorsidn de los tejidos. EI
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pulmén, quiza mas que cualquier otro 6rgano, esté sujeto

a estas influencias desfavorables, particularmente en eta
pas postnatales ya que este 8rgano tiende a colapsarse
cuando es removido del cuerpo, por 10 que cuando se reali-
zan estudios morfométricos es necesario considerar estos
factores. En el presente trabajo se traty de obtener 1la
mayor uniformidad en el manejo técnico de tejidos trata-
dos y controles (mismo fijador, tiempo de fijacibén, méto-
do de fijacidn, etc.), ademds de una gran cantidad de re-
peticiones en 1os muestreos morfométricos.

Ultraestructuralmente se observa que las fibras elds
ticas maduras estan constituidas de un componente amorfo,
la elastina, y de un componente microfibrilar. Dentro de
la elastogénesis se reconocen tres etapas: Las fibras de
oxytaldn que estan compuestas unicamente del componente
microfibrilar; las fibras de elaunina, que ya contienen
elastina, pero en menor cantidad que el componente micro-
fibrilar; y las fibras eldsticas maduras, que su princi-
pal componente es la elastina. E1 método de Resorcina-fuc
sina empleado en el presente estudio, permite identificar
las fibras de elunina y las fibras eldsticas (Bock y ---
Stockinger, 1984).

Para determinar alteraciones en la sintesis de cold-
gena se emplea principalmente prolina marcada radioactiva
mente, que es incorporada en la cadena alfa de 1d molécu-
la de tropocoldgena y es hidroxilada, formadndose hidroxi-
prolina,. Este aminodcido se encuentra Gnicamente en canti
dades significativas en la coldgena y en menores cantida-
des en 1a elastina. En el presente trabajo se cuantificéd
1a hidroxiprolina para determinar alteraciones en la can-
tidad de coldgena. Esto se realizo en 1os mismos pulmones,
incluidos en parafina, empleados en el estudio morfoldgi-
co, Los resultados encontrados en este Gltimo sobre las
fibras coldgenas, y en el estudio bioquimico sobre la hi-
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droxiprolina mostraron una muy buena correlacibn.

La elastina parace ser sintetizada por células mesen
quimdticas en el pulmén en desarrollo (Rucker y Dubick,
1984). Las fibras elasticas aparecen en las zonas bronquia
les primitivas en la parte final de la etapa pseudoglandu
lar de 1a morfogéneis pulmonar, en fetos de rata (Collet
y Das Biens, 1974), de carnero (Fukuda et al, 1983), y de
humano (Loosli y Potter, 1959). En este estudio se encon-
traron fibras elasticas en pulmones de fetos de ratén de
16 dfas de gestacidon (etapa pseudoglandular), alrededor
de los bronquios primitivos.

En la etapa pseudoglandular temprana las fibrillas
de coldgena forman una capa gruesa alrededor de la zona
bronquiolar primitiva, que en etapas posteriores se adel-
gaza (Fukuda et al, 1983). En este trabajo se analizaron
pulmenes de fetos desde los 15 dias de gestacidn, y se en
contraron fibras de coldgena alrededor de los tibules epi
teliales.

Una caracteristica prominente en el desarrollo tem-
prano del pulmdn es la gran cantidad de ramificaciones que
se llevan a cabo de las yemas pulmonares primitivas y que
eventualmente resultan en la formacién del &rbol bronquial
y alveolos. Esta serie de ramificaciones ocurre por inte-
racciones epitelio-mesénquima y por modulacién de las fi-
bras del tejido conectivo. La administracidn de glucocorti
coides al feto acelera la diferenciacidn epitelial y del
mesodermo en el pulmdn, a expensas de una disminucién o de
tencién en la proliferacidn celular (Strang, 1977). En el
ratén se ha reportado que la dexametasona acelera la mor-
fogénesis pulmonar y la citodiferenciacidn del epitelio
alveolar (Veldzquez y Sepidlveda, 1982). En este estudio se
encontrd un desarrollo pulmonar mas avanzado en feios tra-
tados con dexametasona, Y un incremento en la cantidad de
fibras coldgenas y eldsticas. La aceleracidn en 1a morfo-
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génesis del pulmdn y en diferenciacidn de las c€lulas mesen
qimiticas quizd sea la explicacidn al incremento en las fi
bras del tejido conective. Sin embargo, ésto no explicaria
porque las fibras coldgenas, en este estudio, solo se in-
ceementaron-en pulmones de fetos de 16 y 17 dias, mientras
las fibras eldsticas se encontraron incrementadas desde el
dfa 16 prenatal! hasta el dia 1 postnatal. Probablemente el
efecto observado en las fibras eldsticas sea ocasionado por
un verdadero incremento en la sintesis de éstas, mientras
en el caso de las fibras coldgenas el efecto encontrado sea
debido a 1a aceleracidén en la morfogénesis del pulmén. Se-
rdn necesarias investigaciones posteriores para determinar
1a relacidn entre 1os glucocorticoides y la produccién de
fibras del tejido conectivo, y asi poder confirmar estas
aseveraciones, .

E1 empleo de un modelo de células mesenquimdticas o
de fibroblastos fetales aislados podria dar mayor informa-
¢idn para la comprensidn del £fecto de los glucocorticoi-
des. Aunque, en~el caso de la coldgena, la experiencia ha
demostrado que 105 glucocorticoides tienen varios niveles
distintos en donde interfieren con la biosintesis o degra-
dacidn de esta proteina (Dikarinen et al, 1986). Se conoce
que en el pulmdn fetal los glucocorticoides entran a las
células pulmonares donde se unen a un receptor citopldsma-
tico. Este complejo glucocorticoide-receptor subsecuente-
mente se une a sitios aceptores nucleares (Shields y Resnik,
1978). Si las células mesenquimdticas o, posteriormente,
los fibroblastos fetales tienen receptores a glucocorti-
coides. éactivard este complejo a los genes de la coldgena
y elastina en estas células?,itendrd diferente accidn so-
bre estos genes?, ia que nivel de 1a biosintesis se efectua
ra la reqgulacidn o modulacidn de los glucocorticoides so-
bre estas fibras?.

No hay duda de que 10S glucocorticoides aceleran la
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madurez pulmonar fetal, reducen la frecuencia de apariciodn
del SSR, y disminuyen el nimero de muertes causadas por
inmadurez pulmonar, por lo que el uso de este tratamiento
parece estar justificado en el momento actual. En relacifn
a las fibras del tejido conectivo, los hallazgos del pre-
sente estudio muestran que los efectos de 10s glucocorti-
coides parecen ser transitorios sobre las fibras coldgenas
y eldsticas, y sobre la proteina colagena, no obstante se-
rd necesario un estudio morfométrico sobre las células y
otras estructuras del pulmén, ademds de estudios fisiold-
gicos, para poder establecer claramente cuales son 10§
efectos a largo plazo del tratamiento fetal com glucocor-
ticoides, si es que se presentan algunos, que afecten el
funcionamiento adecuado del pulmdén en etapas posteriores.



RESUMEN

La dexametasona, entre otros glucocorticoides, se em
plea en terapéutica para prevenir el sindrome de sufri-
miento respiratorio, administridndola a %a madre con ries-
go de parto prematuro. Sin embargo, el papel farmacoldgico
de los glucocorticoides sobre los diferentes aspectos de
la organogénesis pulmonar aidn no se encuentra totalmente
caracterizado.

En este trabajo se determind, por métodos morfométri
co-bioquimicos, el efecto de la dexametasona sobre las fi
bras coldgenas y eldsticas del pulmdn, durante el desarrg
110 fetal del ratdén albino. Se administrdé el glucocorti-
coide a hembras prefiadas a partir del dia 14 y hasta et
dia 18 de gestacidén, Se analizaron pulmones de fetos de
15 a 18 dfas, recién nacidos, y neonatos de 1 a 3 dfas.

Se tineron las fibras coldgenas con l1os métodos de
Van Gieson y con Rojo Sirio (Microscopia de polarizacibn).
Las fibras eldsticas se tiferon por el método de Resorcina
fucsina.

Debido @ 1a heterogeneidad en la distribucidn de las
fibras coldgenas, los pulmones de fetos de 15 y 16 dias
no fue posible analizarlos en el estudio morfométrico,
las fibras solo se encontraron alrededor de 1o0s bronquios
primitivos. Los pulmones de fetos tratados con dexametaso
na mostraron un desarrollo mas avanzado en comparacidn
con pulmones de fetos control, y mayor cantidad de fibras
coldgenas. Las fibras eldsticas empezaron a aparecer en
pulmones de fetos de 16 dias, alrededor de l1o0s bronquios
primitivos,

E1 andlisis morfométrico se 1levd a cabo en pulmones
de fetos de 17 y 18 dias, recién nacidos, y neonatos de 1
a 3 dfas. Se encontrd que en fetos con tratamiento las fi
bras colfgenas estaban incrementadas en pulmones de fetos
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de 17 dias. Las fibras eldsticas se incrementaron en fetos
de 17 y 18 dias, recién nacidos, y neonatos de un dfa. No
se encontraron diferencias por efecto del tratamiento en
la cantidad de fibras coldgenas, ni en 1a cantidad de fi-
brsa eldsticas, con respecto al sexo.

En el estudio bioquimico se determind la cantidad de
hidroxiprolina, como una medida de la coldgena. Se anali-
zaron pulmones de fetos de 15 dias de gestacifn y hasta el
tercer dfa postparto. Se encontrd se hubo un incremento en
la cantidad de coldgena en pulmones de fetos de 16 y 17
dias tratados con el glucocorticoide. No se observaron di-
ferencias por efecto del tratamiento en la cantidad de co-
ldgena entre los sexos.

E1l efecto de 1a dexametasona sobre las fibras parece
ser transitorio, ya que no se encontraron alteraciones en
la cantidad de fibras coldgenas y eldsticas, ni en la can-
tidad de coldgena, en pulmones de neonatos de 2 y 3 dfias.
Ademds, la apariencia histoifgica en los pulmones contro-
les y tratados de estos neonatos fue muy semejante entre
sf.
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