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INTRODUCCION

El nacimiento es un evento critico para el pulmén, ya que debe
de estar preparado para admitir aire, mantener la inflacién a
distintos voliimenes de llenado y permitir el intercambio de gases
(Burri y Weibel, 1977). Por lo tanto, los infantes recién nacidos tienen
el riesgo de desarrollar el Sindrome de Dificultad Respiratoria
(SDR) si sus pulmones no estin maduros al nacimiento,
independientemente de la edad gestacional o peso (Gluck y Kulovich,
1973). Aunque la frecuencia y mortalidad aumentan
progresivamente, segiin la edad de gestacion va retrocediendo a
menos de 38 semanas en el humano (Taylor, 1971).

Durante las dltimas dos décadas, se ha acrecentado el interés
por solucionar este problema que atafie a los infantes nacidos
prematuramente y que desarrollan el SDR, cuya causa estd
relacionada directamente con la sintesis y/o secrecién deficiente del
surfactante pulmonar .(Farrell y Avery, 1975), la insuficiencia
cualitativa y cuantitativa de éste en el momento del nacimiento
conduce a la incapacidad mecdnica de mantener la estabilidad del
pulmén y por lo tanto a que exista un buen intercambio gaseoso.

El surfactante de! pulmén, localizado en la interfase aire-
liquido alveolar, existe como una monocapa particularmente rica en
fosfolipidos saturados (Kotas, 1982). Siendo este el tinico material
capaz de mediar la gran discontinuidad de energia existente en la
superficie alveolar (King, 1984) o mas especificamente, que tiene la
capacidad de desarrollar una tensién de superficie baja estable, por
consenso menos que 10 mN/m por area (Georke, 1974).

La produccién del surfactante en el tejido pulmonar del
humano y algunos animales, surge en el ultimo 10-15% de la
gestacion (Kotas, 1982): en el humano a la semana 32 de gestacion
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(Lauweryns, 1970; Kotas, 1979), en el conejo a los 27 dias de gestaciéon
y en la rata a los 20 dias de gestacién (Farrell y Kotas, 1976).

Cerca de dos tercios del contenido total de lipidos en el pulmén
de mamiferos son fosfolipidos, y hay una notable constancia entre las
diferentes especies estudiadas (bovino, pollo, perro, rana, cerdo de
Guinea, humano, ratén, conejo, rata, pavo y tortuga) en el contenido
de dos fosfolipidos principales, la fosfatidilcolina y Ia
fosfatidiletanolamina, que corresponden al 48% y 22%
respectivamente del total de fosfolipidos. Otros fosfolipidos
presentes en apreciables cantidades en el pulmén son la
esfingomielina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol, y en pequeiias
cantidades el fosfatidilglicerol (Sanders, 1982).

En la composicién de 4cidos grasos de la fosfatidilcolina
aislada del pulmén de varias especies (pollo, perro, rana, humano,
mono, ratén, rata, pavo y tortuga), el palmitato es el principal acido
graso y ademds, arriba del 60% de los acidos grasos de la
fosfatidilcolina del pulmén son saturados. Entonces, es ahora bien
aceptado que la 1,2-dipalmitoil-3-sn-fosfatidilcolina (DPPC) es el
componente predominante del surfactante (Sanders, 1982).

Se han dado importantes avances con respecto al diagnéstico y
tratamiento del SDR (Farrell y Avery, 1975) mediante el anélisis del
indice lecitina/esfingomielina (Kay y Hoboins, 1984; Spellacy y col.,
1973) para evaluar la maduracién pulmonar durante la gestacién y
con el advenimiento del descubrimiento por Liggins (1969), quien
encontré que corderos prematuros sobrevivieron cuando se les
administré prenatalmente glucocorticoides.

En consecuencia, una serie de ensayos con hormonas han
demostrado su eficacia para la aceleracién de la madurez fetal:
Ballard y col. (1980) y, Papageorgiou y col. (1981) con betametasona
en humano; Kessler y col. (1982),Veldsquez y Sepiilveda (1982) y,
Torday y Dow (1984) con dexametasona en mono, ratén y rata,
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respectivamente; Torday (1984a) con cortisol en rata; Nielsen y
Torday, 1985 con 178 estradiol y dexametasona en aves. Se sabe que
la forma en que el cortisol acelera la madurez pulmonar, es
estimulando la sintesis de fosfatidil colina disaturada por los
pneumonocitos tipo II a través de la produccién del factor
pneumonocito-fibroblasto por el fibroblasto pulmonar (Torday,
1984b). Este descubrimiento en particular, confirma que la
diferenciacién celular pulmonar estd influenciada por instrucciones
derivadas del mesénquima dependientes de la regulacién hormonal.
Asi el desarrollo inicial del pulmén desde la yema que emerge del
tubo digestivo embrionario y su subsecuente patrén de
ramificaciones, depende de las interacciones entre los elementos
epiteliales y del mesodermo que los sostiene (Strang, 1977), aunque
Zimmerman y col. (1984) encontraron que la membrana basal no es
necesaria para la diferenciacion epitelial celular del pulmén in vitro.

Aunque el pulmén, como un drgano heterogéneo, presenta
varias decenas de tipos celulares, su regién parenquimal contiene
predominantemente 5 tipos celulares y su distribucién relativa ha
sido determinada para el pulmdn de rata adulta por Weibel y Gil
(1977) como se muestra en la tabla 1.

Los pneumonocitos tipo I, células productoras del surfactante
pulmonar, han sido identificados en el feto de humano entre las
semanas 22 y 26 de gestacién, pero parecen ser mas prominentes
entre las semanas 34 y 36 de gestacién (Farrell, 1982). Los principales
marcadores ultraestructurales que caracterizan a este tipo celular
son la presencia de cuerpos multi-laminares osmiofilicos, sitio de
almacen intracelular de los fosfolipidos que componen al
surfactante, ademadas tiene abundantes mitocondrias, reticulo
endoplasmico, poliribosomas y aparato de Golgi, lo cual sugiere la
capacidad de un alto grado de actividad metabdlica (Farrell, 1982).
Los cuerpos multi-laminares aparecen en el feto humano entre las
semanas 18 y 20 de gestacién (Lauweryns, 1970; Kotas, 1979), y en el
ratén, Kauffman (1977b) los observé en el dia 16 de gestacién.
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La administracién de precursores marcados con radioisétopos
como la colina-H3 ha permitido seguir la secuencia de la sintesis de
los fosfolipidos del surfactante observada por microscopia
electrénica, lo cual ha revelado la secuencia tipica de las células
ex6crinas: rapida obtencién de los precursores desde los capilares,
transferencia al reticulo endopldsmico, sintesis de fosfolipidos,
transferencia via aparato de Golgi y proteinas especiales a los
cuerpos multi-laminares osmiofilicos para el empaquetamiento y
secrecién hacia el espacio alveolar (Epstein y Farrell, 1975; Engle,
1982).

Por lo tanto, a los pneumonocitos tipo II se les atribuye una
triada de funciones relacionadas con el surfactante: sintesis, almacen
y secrecién (Farrell, 1982).

Tabla 1. Distribucién de los porcentajes de
células en el pulmén de rata adulta.

CELULAS PORCENTAJES
Preumonocitos tipo I 10
Pneumonocitos tipo I 12
Endoteliales 40
Macréfagos alveolares 5
Células intersticiales 33

La observacion de que el indice de mortalidad debida al SDR en
el periodo neonatal es significativamente més alto en productos
masculinos que en femeninos (Farrell y Avery, 1975; Kauffman,
1977a) atn con la aplicacion de glucocorticoides (Nielsen y Torday,
1985; Torday y col., 1981; Torday, 1984a), llevé al desarrollo de
estudios comparativos entre los sexos en varias especies (humano,
rata, conejo y pollo): determinando el indice de
lecitina/esfingomielina (Naeye y col., 1974; Torday y col., 1981),
estudiando {ndices de presién-volumen pulmonar (Kotas y Avery,
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1980; Truog y col., 1981; Kessler y col., 1982), cuantificando los niveles
de receptores de membrana a hormonas (Dhanireddy y col., 1983;
Khosla y Rooney, 1979; Spellacy y col,, 1973) y por dltimo,
describiendo el desarrollo del pulmén y las interacciones celulares
entre mesénquima y epitelio (Adamson y King 1984a; 1984b), asi como
aislando y cuantificando fosfolipidos de tejido pulmonar (Nielsen y
Torday, 1985; Torday, 1984a y Torday y Dow, 1984), los que
finalmente demostraron la existencia de un dimorfismo sexual
durante el desarrollo del pulmén, particularmente en la tiltima mitad
del desarrollo fetal.

En base a criterios histolégicos y bioquimicos, se ha
demostrado la existencia de un dimorfismo sexual en el desarrollo
del pulmén en‘las siguientes especies:

1. El humano (Dhanireddy y col., 1983; Naeye y col., 1974;
Torday y col., 1981), durante las semanas 25 y 32 de gestacién
(Naeye y col., 1974).

2. La rata (Adamson y King, 1984a y 1984b; Torday, 1984a y
1984b; Torday y Dow, 1984), desde el dia 18 hasta el dia 21 de
gestacion (Adamson y King, 1984a).

3. El conejo, en el dia 27 de gestacién (Kotas y Avery, 1980).

4. El pollo, desde el dia 15 al dia 19 de gestacién (Nielsen y
Torday, 1985).

Para estos casos los pulmones de los fetos hembra se
encuentran en ventaja en el desarrollo, principalmente en los
siguientes 3 puntos que se presentan en orden cronoldgico:

a) Durante el desarrollo fetal hay un disparo de la
proliferacion celular epitelial y endotelial con respecto a las
células mesenquimatosas.

b) La dindmica de la proliferacién celular cesa para empezar la
diferenciacién celular.

c) En la sintesis del surfactante.
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La hembra experimenta estos 3 fenémenos antes que el macho,
a excepcién del pollo, el cual exhibe un patrén contrario al reportado
para los mamiferos, en donde el macho lleva la delantera en el
desarrollo pulmonar (Nielsen y Torday, 1985) prevaleciendo el
dimorfismo sexual.

Se ha tomado en cuenta que la evaluacién morfométrica de la
composicién celular, y citodiferenciacién, asi como del contenido de
cuerpos multi-laminares y fosfolipidos relacionados con el
surfactante, han resultado ser un método idéneo para detectar la
existencia de un probable dimorfismo sexual en las especies, adema4s
el desarrollo del pulmén de ratén es un sistema conveniente para
estudiar estos eventos ya que su cinética celular estd bien definida
(Kauffman, 1975).

La proliferacién epitelial y la diferenciacién celular del pulmén
fetal de ratén se han estudiado con técnicas morfométricas. Por
ejemplo, Kauffman (1977b) encontré una disminucién en la
proliferacién celular a los 18 dias y un ripido crecimiento de células
tipo II entre el dia 17 y 18 en ratones sin tratamiento, también usé
técnicas morfométricas para comparar el volumen de espacios
aéreos en los 1ultimos dias del desarrollo del pulmén fetal de ratén
(Kauffman, 1977a).

Las etapas del desarrollo pulmonar en el ratén estdn bien
definidas (Ten, 1981):

1. Pseudoglandular, representada histolégicamente por
tibulos delineados por epitelio columnar rodeado por
abundante mesénquima (de los 9.5 a los 16.5 dias de
gestacién).

2. Canalicular, con tibulos revestidos de epitelio cuboidal,
haciendo contacto con el sistema capilar (de los 16.5 a los 17.5
dias de gestaci6n).
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3. Saco terminal, con abundantes sacos alveolares revestidos
por epitelio bajo (de los 17.5 dias de gestacién al 50 dia
postnatal.

4. Alveolar, donde se observan bolsas alveolares delineadas
por epitelio cuboidal y plano, apartir del 5o dia postnatal.

Sin embargo, no se han reportado diferencias sexuales durante
el desarrollo del pulmén fetal de ratén, atin y con la importancia que
tiene esta especie al ser utilizada como modelo experimental en el
drea bésica de investigacién, por sus ventajas de tener una rapida
reproductividad, descendencia numerosa y por ser una especie
accesible para cualquier experimento.

Hipdtesis de trabajo

El pulmén del ratén albino Mus musculus presenta dimorfismo
sexual durante la ultima sexta parte del desarrollo gestacional,
manifestindose en la composicién celular relativa, evolucion de la
proliferacién celular, citodiferenciacién y en la concentracién de la
1,2-dipalmitoil-3-sn-fosfatidilcolina y del fosfolipido total.

Objetivos

1. Identificar por microscopia éptica diferencias sexuales en la
composicion celular del parénquima pulmonar y en el contenido de
cuerpos multi-laminares de los pneumonocitos tipo II, a partir del
dia 15 al 18 de gestacién y en los productos recién nacidos (RN).

2. Comparar el contenido pulmonar de la 1,2-dipalmitoil-3-sn-
fosfatidilcolina (principal marcador del surfactante) y del fosfolipido
total entre ambos sexos en los dias 17 y 18 de gestacién y en los
productos RN.

3. Correlacionar los resultados de ambas pruebas:
morfométrica y bioquimica.



MATERIALYMETODOS

Preparacion del material bioldgico

Se detectaron los ratones hembra primerizas (Mus musculus
pertenecientes a la cepa CD-1 Charles River Breeding Laboratories)
en fase de estro por inspeccién genital; se cruzaron durante dos
horas por la manana (10.00-12.00 h) y se trabajé con aquellas
hembras en donde se identificé el tapén vaginal con lo cual se
determind el dia "0" de la gestacion.

Método de sacrificio

Se sacrificaron por dislocacién cervical, ratones hembra con 15,
16, 17 y 18 dias de embarazo. Los fetos se extrajeron por
histerectomia durante las 10.00 y 1a 13.00 h de la fecha de gestacion
esperada, éstos y los productos RN se pesaron de inmediato en una
balanza analitica Mettler AE160®.

En cada diseccién se tomé en cuenta la distribucién de los fetos
en el ttero (cuerno derecho e izquierdo) para detectar la correlacién
con el sexo y peso corporal. Los fetos considerablemente pequefios en
tamafio y peso con respecto al resto de su camada se excluyeron del
estudio.

Cada feto se decapit6 y secciond transversalmente a nivel del
miisculo diafragmatico, éste se removid y los pulmones se extrajeron
en bloque. La limpieza del pulmén se hizo en solucién de Hanks; cada
lI6bulo se disecé del hilio y por ltimo se secé ligeramente con papel
absorbente. El sexo de los productos se determiné por la posicién de
las génadas en el dia 15 de gestacién, por la forma de las gonadas en
los dias 16, 17 y 18 de gestacién y por inspeccién genital en los
productos RN bajo un microscopio estereoscépico Zeiss.

8



Estudio Morfolégico
Obtencién de l1a muestra

De los ratones hembra sacrificados, se seleccionaron sélo
aquellos que alcanzaron a tener un minimo de 3 fetos hembra y 3
fetos macho en su camada, hasta completar al menos 3 camadas por
dia de gestacién.

Procesamiento del tejido pulmonar

De cada feto se extrajo el 16bulo derecho, se lavé y limpi6 con
solucién de Hanks bajo un microscopio estereoscépico, el
procesamiento del tejido se hizo por la técnica de microscopia
electrénica como se explica en seguida:

a) Fijacién en solucién Karnovky-Ito (4 g de formaldehido, 0.04
g de acido picrico y 8 ml de glutaraldehido al 25%, aforada a
100 ml con agua ultrapura) a temperatura ambiente por 1 h.

b) Lavado 3 veces con Buffer de Cacodilatos al 0.1 M por 5 min
cada uno.

c) Postfijacién con Tetraéxido de Osmio acuoso al 2% por 30
min a 4°C.

d) Lavado 3 veces con Buffer de Cacodilatos al 0.1 M por 5 min
cada uno.

e) Estabilizacién con Nitrato de Uranilo alcoholico al 1% por 30
min.

f) Lavado 3 veces con Buffer de Cacodilatos al 0.1 M por 5 min
cada uno.

g) Deshidratacién con concentraciones ascendentes de
Acetona: 30%, 50%, 70% y 90% por 5 min cada uno.

h) Aclaramiento con Acetona al 100%, 3 cambios por 5 min cada
uno.

i) Preinclusién con Acetona-Resina epéxica 1:1 (v/v) por 1 h.
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j) Inclusién en Resina ep6xica pura por 1 h en moldes planos de
pléstico.
k) Polimerizacién de 12a 72 h a 60 °C.

El material utilizado para la técnica de microscopia electrénica
fueron productos de Pelco.

Ultramicrotomia

Una vez alcanzada la dureza ideal de la resina, los bloques de
las piezas-muestra se rebajaron con una navaja bajo un microscopio
estereoscopico hasta formar una piramide. Posteriormente se
llevaron al ultramicrotomo Ultratome V LKB, para la obtencién de
cortes semifinos (0.5 pum de grosor) a 3 niveles distintos de cada
pieza. Se utilizaron cuchillas de vidrio hechas en el Knife-Maker
LKB. Los cortes se montaron en porta objetos y se tifieron con Azul de
Toluidina. En las claves asignadas para cada corte no se revelo el
sexo al cual pertenecian, con lo cual se evité un prejuicio en el
analisis morfomeéirico celular.

Morfometria

Los cortes se observaron en un fotomicroscopio Karl Zeiss con
un ocular reticulado, para el andlisis morfométrico de las células
epiteliales, endoteliales y mesenquimatosas, las que se fueron
sumando en un contador de células mecénico.

Se cuantific6 la composicién celular de 5 campos de cada corte
(siendo un campo la unidad muestral) dando un total de 15 campos
para cada pulmén (Figura 1). Se escogié el primer campo por
conveniencia y los otros 4 seguidos en linea recta hacia la derecha,
quitando asi un sesgo de seleccién. Del total de células en 45 campos
(n=45) correspondientes al muestreo celular de una camada se
obtuvo el valor de la media y el error estindard.



11

La identificacién de células alveolares y cuerpos multi-
laminares se hizo apartir del dia 17 de gestacién hasta el dia del
nacimiento, en un fotomicroscopio Zeiss conectado a un sistema
analizador de imédgenes computarizado Morphon. La morfometria
se llev6 a cabo a un aumento del ocular de 100X, y una amplificacién
final de 125X para las células tipo I y 200X para las tipo II, donde se
detect6 el tiempo de aparicién de los pneumonocitos tipo II y su
porcentaje con respecto al total de pneumonocitos (por cada 5
campos se determiné el porcentaje de pneumonocitos tipo II, dando
sélo un dato por corte, 3 por pulmén y por lo tanto 9 por camada), el
contenido de los cuerpos multi-laminares en los pneumonocitos tipo
IT en 45 campos por camada y el tiempo de aparicién de los mismos.
Los porcentajes de las células alveolares y las cantidades de cuerpos
multi-laminares se expresaron en forma de cifras promedio y error
estandard.

Bioestadistica

Todos los datos obtenidos durante la diseccion (peso del feto,
sexo y su distribucion en el itero), y los datos morfométricos de las
cantidades relativas de cada tipo celular y de cuerpos multi-
laminares en el pulmén, se capturaron en el programa Micro Soft
Excel en una computadora Macintosh IIx (Apple Computer Inc.).

Con el propésito de proporcionar una recta de la edad fetal del
ratén durante su desarrollo sugerida por el peso corporal en gramos,
se obtuvieron intervalos de confianza del 95% (Daniel, 1985) de los
pesos fetales de las camadas disecadas en este trabajo, para cada dia
de gestacion, en el programa Stat Wiew 512 para Macintosh con la
siguiente férmula:

X =t (ES)
donde: _
X= a la media de los pesos fetales
t = al valor de la prueba t de student
ES = al error estandard
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Los datos de las disecciones se sometieron primero a un
andlisis de chi-cuadrada en el programa Stat Wiew para Macintosh
para determinar si el sexo es independiente de la posicién del feto en
el itero; para lo cual se juntaron los datos de todos los dias de
gestacién analizados (n=388 fetos). Posteriormente se compararon
los pesos fetales de un cuerno del ttero contra los pesos fetales del
otro cuerno en un ANOVA de un factor (Stat Wiew) para cada dia de
gestacién (17 y 18) y productos RN. Con el mismo andlisis y en los
mismos dias de gestacién se compararon los pesos de los fetos entre
los sexos.

Los datos morfométricos de los tipos celulares y cuerpos multi-
laminares del pulmén pertenecientes a las repeticiones de cada dia
de gestacién (15, 16, 17 y 18) y productos RN se sometieron a la
prueba de homocedasticidad de Bartlett (Zar, 1984) para decidir si la
somparacién de sus medias debe hacerse en un analisis pardmetrico
0 no paramétrico, posteriormente al ANOVA, un andlisis de
varianza de un factor (camada) sobre la variable medida (tipo
celular), ambos en el programa SPSS para Macintosh. Después de
‘comprobar la homogeneidad de los datos entre las camadas de cada
dia de gestacién, éstas se juntaron en un sélo grupo por variable y
sexo y por ultimo sus medias se compararon estadisticamente entre
el sexo para comprobar la existencia de alguna diferencia
morfoldgica significativa mediante la prueba t de Student no
pareada (sexo y variable) en el programa Stat Wiew. Todas las
pruebas se manejaron con un 95% de confianza.

Las medias de las variables morfoldgicas se graficaron en los
programas Cricket Graph 1.3.1 y Delta Graph 1.5 y el esquema de la
metodologia en el programa Super Paint 3.0, todos para Macintosh.



Figura 1. Esquema que representa el niimero de datos
tomados por camada, donde un campo es la unidad
muestral, por lo tanto n=45 por camada para cada
sexo.

Estudio Bioquimico

Lista de abreviaturas

Tris-HCL Hidrocloruro de Trisma

EDTA Acido tetraacético Etilenodinitrilo
Na2CO3 Carbonato de Sodio

NaOH Hiréxido de Sodio

CuSQO4-5 HO Sulfato de Cobre pentahidratado

13
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Tartrato de Na-K-4 H2O Tartrato de Sodio Potasio tetrahidratado

Tartrato de Cu Tartrato de Cobre

BSA Albiimina de Suero Bovino

0sOyq Tetraéxido de Osmio

CCLsg Tetracloruro de Carbono

KH2PO4 Fosfato de Potasio Monobdsico

(NH4)3 M0o70244 H)O  Molibdato de Amonio tetrahidratado

H2S04 Acido Sulfiirico

AlO3 Oxido de Aluminio

NH4OH Hidréxido de Amonio

BBOT (2,5-Bis-(5’-ter-Butilbenzoxazolil-[2"])
tiofenol)

Todo el material de vidrio utilizado se lavd previamente con
detergente liquido Extrdn de Merck, y después con mezclas de
cloroformo-metanol para evitar residuos de grasa que pudieran
alterar los resultados.

Método de obtencion de las muestras

Los grupos se formaron por camadas, se trabajaron con no
menos de 5 grupos en cada dia de gestacion (17 y 18) y en los RN; se
empezd con el dia 17 de gestacion tomando en cuenta que la
produccién del surfactante del humano y algunos animales se inicia
en el ultimo 10-15% de la gestaciéon, segin Kotas (1982). Se
registraron la edad gestacional de los fetos, peso corporal, sexo y
peso de los pulmones hiimedos en bloque de cada grupo
experimental. Los pulmones de los productos pertenecientes a cada
camada se separaron por sexo y se congelaron en nitrégeno liquido,
posteriormente se trabajaron en el mismo tiempo y en las mismas
condiciones. Un resumen de la metodologia se muestra
esquematizado en la figura 2.
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DETERMINACION HOMOGENEIZACGON
DE PROTEINAS = J

EXTRACCION DE FOSFOLIPIDOS

v l

AISLAMIENTO DE DFPC

= CROMATOGRAMA

\J

DETERMINACION DE FOSFORO INORCANICO

Figura 2. Representacion esquemadtica de la metodologia
empleada para el estudio bioquimico.

Homogeneizacién del tejido pulmonar

Los pulmones congelados pertenecientes a los grupos de cada
edad gestacional se homogeneizaron (Homogeneizador Bellco)
empleando un pistilo de teflén en una solucién de sacarosa 0.25M,
tris-HCL 10mM y EDTA 1mM a un pH de 7.4 (8.6 g de sacarosa, 29.2
mg de EDTA y 1 ml de solucién TRIS 1M, todos de Sigma, aforado a
100 ml con agua ultrapura) a una velocidad de 9 rpm por 3 min. El
homogenado se filtré a través de una gasa y se aforé a 2 ml (si la
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cantidad homogeneizada era aproximada a 200 mg de tejido
hiimedo) 6 a 5 ml (si la cantidad homogeneizada era aproximada a
los 500 mg de tejido hiimedo) con solucién de sacarosa. El volumen
total se separé en porciones de 0.5 ml 6 1 ml a tubos Eppendorf y
éstos se congelaron a -8°C.

Andlisis cuantitativo de proteinas

La determinacién de proteinas del homogenado pulmonar se
realizé por el método de Lowry y col. (1951) como sigue:

Preparacion de soluciones

a) Solucién A: 10 g de NayCO3 se disolvieron en 50 ml de

NaOH 1N (20 g NaOH aforados a 500 ml con agua
ultrapura) y se aforaron a 500 ml con agua ultrapura.

b) Solucién B: 5g CuSO4-5 H2O se disolvieron en agua
ultrapura y se aforaron a 100mi.

c) Solucién C: 10 g de tartrato de Na-K-4 H>O se disolvieron
en agua ultrapura y se aforaron a 100 ml.

d) Solucién D (preparado el dia de la determinacién): 1 ml de
solucién B se mezcl6é con 1 ml de solucién C y 8 ml de agua
destilada.

€) Solucién E o solucién de tartrato de Cu: 50 ml de la solucién
A se mezclaron con 1 ml de la solucién D.

f) Reactivo fenélico de Folin-Ciocalteu: se trabajé con una
dilucién de 1:1 con agua ultrapura (5ml:5ml).

g) La solucién estindard fue BSA preparada a una
concentracién de 200 ug/ml (10 mg de albiimina se aforé a 50
ml con agua ultrapura).

Procedimiento

Alicuotas de 25 pl del homogenado diluido 1:3 (v/v, 100 pl de
homogenado y 300 pl de agua ultrapura) se colocaron en tubos de
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ensayo de 5 ml, se agregaron 475 pl de agua ultrapura y 2.5 ml de la
solucién E, se mezclaron durante 20 s y se dejaron reposar durante 10
min. Transcurridos los 10 min se agregaron 250 ul del reactivo
fenélico de Folin-Ciocalteu, se agitaron y se dejaron a temperatura
ambiente durante 30 min, después se efectuaron las lecturas contra el
blanco (agua ultrapura) a 750 nm en un espectrofotdmetro de doble
haz Beckman (Acta Clll). Cada determinacién se efectué por
triplicado.

El contenido de proteinas se determiné con la curva de
calibracién usando como estindard una solucién de BSA (tabla 2).

Andlisis cuantitativo de fosfolipidos
Preparacién de $oluciones

El OsO4 se prepard a una concentracion de 6 mg/ml de CCly,
(Productos Quimicos de Monterrey S. A.) previamente destilado y se
almacené en la oscuridad a 4 °C.

La solucién estdndard de la DPPC (Sigma) se prepard a una
concentracién de 1 mg/ml de cloroformo-metanol (Productos
Quimicos Monterrey, S.A.) 1:1 (v/v) y se almacené en la oscuridad a
4 °C.

El estandard de fésforo se obtuvo comercialmente de Sigma, o
bien se preparé de KH2PO4 (Merck) a una concentracién de 8 pg de
fésforo/ml (se pesaron 87.9 mg de KH2PO4 en 250 ml de agua
ultrapura y 10 ml de esta solucién se aforaron a 100 ml con agua
ultrapura).

El Fiske 1 se prepar6 con 2.2 gr de (NHy)3z Mo07024 4 H20
(Mallinckrodt) y 20 ml de H2SO4 (Productos Quimicos de Monterrey,
S. A) aforado a 1 Lt con agua ultrapura. El Fiske 2 se obtuvo
comercialmente de Sigma (Fiske & Subbarow Reducer), compuesto
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por 1-Amino-2 Naftol-4 Acido Sulfiirico, Bisulfito de Sodio y Sulfito
de Sodio Anhidro.

Tabla 2. Esquema seguido para la curva de calibracién de

proteinas.
. pl reactivo
:ﬁgﬁa ul l-ll agua ml solucién fendlico de
P estandard E Folin-Ciocalteu
0 0 500 25 250
5 25 470 25 250
10 50 450 2.5 250
25 125 370 25 250
50 250 250 25 250
75 375 125 25 250
100 500 0 2.5 250
Muestras 0 475 2.5 250

Extraccién de Fosfolipidos

Alicuotas de 0.5 ml 6 1 ml del homogenado (por triplicado para
cada experimento) se procesaron para la extraccién de fosfolipidos
por el método de Bligh y Dyer (1959) utilizando cloroformo-metanol
1.25 ml:2.5ml (v/v), las muestras se mezclaron por 20 s en un vértex,
y posteriormente se les agregaron 1 ml de cloroformo y 1 ml de agua
ultrapura y nuevamente se mezclaron por 20 s. Se separé la fase
orgdnica por centrifugacién (3000 rpm por 10 min a 4°C, en una
centrifuga CRU-500, DAMON/IEC DIVISION) y se filtré a tubos de
ensayo de 8 ml con filtros predoblados de filtracién rdpida libres de
grasas (Aldrich). Se hizo una nueva extraccién a la fase acuosa. El
extracto organico se llevé a sequedad bajo corriente de nitrégeno y
posteriormente se llevé a un volumen de 1ml con mezclas de
cloroformo-metanol 1:1 (v/v).
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La purificacién de la DPPC se llev6 a cabo por el método de
Mason y col. (1976). Se tomé una alicuota de 600 ul de cada extracto
de fosfolipidos en tubos de 10 ml y se llevaron a sequedad bajo
corriente de nitrégeno, los fosfolipidos insaturados del extracto se
reaccionaron con 300 pl de CCl4 que contiene 1.8 mg de OsO4, por 15
min o hasta que se observé un color obscuro, posteriormente las
muestras se llevaron a sequedad bajo corriente de nitrégeno. Los
residuos se disolvieron en una cantidad minima de cloroformo-
metanol 20:1 (v/v) y se depositaron en el frente de una microcolumna
(pipeta Pasteur de 8 ml) rellena de 0.8 g de Al2O3, la altimina neutra
de Merck se activé previamente por 1 ha 110 °C.

Los lipidos neutros que no se fijaron al OsO4 se eluyeron
primero con 10 ml de una mezcla de cloroformo-metanol 20:1 (v/v) y
la DPPC se eluyé posteriormente con 5 ml de una mezcla de
cloroformo-metanol-NH4OH 7M (Productos Quimicos de
Monterrey, S. A.) 70:30:2 ml (v/v). Los fosfolipidos insaturados
atrapados por el OsO4 se observaron en una franja negra en la parte
superior de la columna.

Para determinar la validez de éste método se prepararon
cantidades conocidas del estindard de la DPPC por triplicado (0.25,
2, 2.15,3.30 y 4.00 pg, cantidades verificadas en el espectrofotometro
de doble haz Beckman, Acta Clll a una longitud de onda de 770 nm) y
se pasaron por columnas de aliimina para conocer el grado de
recuperacién del fosfolipido al someterse a esta.técnica.

Las cantidades de la DPPC recuperadas de las columnas tanto
de las muestras como del estindard de la DPPC se secaron bajo
corriente de Nitrégeno y se llevaron a 1ml con una mezcla de
cloroformo-metanol 1:1 (v/v), para determinar f6sforo total.



Medicién indirecta de fosfolipidos

La determinacién de fésforo inorgénico se llev6 a cabo por el
método de Barttlet (1958). Se tomaron alicuotas de 300 ul del
extracto de fosfolipidos de las muestras y del estindard de la DPPC
pasados por las columnas de aliimina asi como 100 pl del extracto de
fosfolipidos (todos por triplicado); se secaron bajo corrientes de
nitrégeno y se digirieron con 500 pl de 4cido percldrico (Sigma) en un
bafio de arena a 180°C por 1 h o hasta que se aclaré por completo la
muestra.

El contenido de fésforo inorganico se determind con la curva
de calibracién usando una solucién estindard de fésforo. Una vez
que las muestras estuvieron digeridas junto con los estandares, se
sometieron al esquema como se explica en la tabla 3. Las muestras y
los estdndares se agitaron por 20 s en un vértex y se colocaron en
bafio Maria por 15 min tapados sin presién con canicas o embudos
cerrados.

Las absorbancias de las muestras y estdndares se leyeron
contra el blanco (agua ultrapura) a temperatura ambiente en el

espectrofotémetro de doble haz a una longitud de onda de 770 nm.

Tabla 3. Esquema seguido para la curva de calibracion de fésforo.

fgsgfgfo ul wlagua W HCLO4 mlFiske1 pl Fiske 2
estdndard
0 0 1000 500 5 200
0.25 31 969 500 5 200
0.5 63 937 500 5 200
1 125 875 500 5 200
2 250 750 500 5 200
4 500 500 500 5 200
8 1000 0 500 5 200
Muestras 0 1000 500 5 200
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Andlisis cualitativo de fosfolipidos

La identidad de los fosfolipidos se evalué por cromatografia en
capa fina. Se aplicaron vollimenes de 5, 20 y 100 ul de los estindares
de fosfolipidos (lecitina/esfingomielina de Sigma y DPPC, ambos
preparados a 1 mg/ml), de los extractos de fosfolipidos de pulmén y
de la DPPC purificada de estos extractos, respectivamente, con
capilares minicaps de 5ul (Hirschmann Labor Glas) en cromatofolios
de aluminio recubiertos de gel de silice G con un grosor de 0.2 mm.
Los cromatofolios se eluyeron en sistemas cerrados. El sistema de
solventes fue cloroformo-metanol con BBOT (Aldrich)-4cido acético
glacial (Sigma)-agua 25:12.5:3.5:1.5 (v/v).

La presencia del agente cromogénico BBOT permitié la
visualizacién por fluorescencia de los fosfolipidos en los
cromatofolios a una longitud de onda de 254 nm en un
transiluminador de luz ultravioleta (Hoefer Scientific Instrument) y
se determinaron sus Rf (relacién que existe entre la distancia de
corrimiento de los compuestos y el corrimiento del frente del solvente
desde el punto donde se colocé la muestra). Los cromatofolios
posteriormente se expusieron a un segundo agente cromogénico
-vapores de yodo (Sigma)- para la verificacién de la pureza de la
DPPC aislada de los extractos de fosfolipidos, ya que por ser una
molécula saturada no debe de reaccionar con el yodo, por lo tanto si
la pureza es efectiva no deben de revelarse las manchas que se
observaron por fluorescencia.

Bioestadistica

Las rectas de calibracién se calcularon por el método de
minimos cuadrados en el programa Lotus Symphony 2.0 para IBM.
En el mismo programa se evaluaron los cdlculos siguientes: Las
cantidades de proteinas y f6sforo de las muestras utilizando los
datos proporcionados por las rectas de calibracién por medio de la
férmula:
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y = a+bx
donde:

y = al valor de la absorbancia de la muestra

a = al intercepto o el origen de la recta

b = a la pendiente de la recta

x = a la cantidad de proteina o fésforo de la muestra desconocida

las concentraciones de las mismas por medio de las férmulas:

x *vh X *vh *ve x ¥ vh * ve * vDPPC
P =———— FT= FDPPC =
th * ah * fd th * gh * ae * 31 th * ah * ae * aDPPC * 31
donde:
P =concentracién de proteinas (mg prot/g ah =alicuota tomada de
tej humedo) _ homogenado
FT =concentracién de fésforo total (umol fd =factor de dilusién
FT/g tej hiimedo) ve =volumen de aforacién del
FDPPC =concentracién de fésforo de la extracto
DPPC(umol FDPPC/g tej hiimedo) ae =alicuota del extracto
x =cantidad de proteina o de fésforo de la 31 =peso del fosforo
muestra vDPPC =volumen de aforacién
vh =volumen de aforacién del de la DPPC purificada
homogenado aDPPC =alicuota de la DPPC
th =gramos de tejido homogeneizado purificada

y los calculos estadisticos de media, desviacion estindard de la

media, error estindard de la media y coeficiente de variacién de la
media.

Las concentraciones se trabajaron en mg de proteina/g de
tejido hiimedo, umoles de fosfolipido total/g de tejido hiimedo y
pmoles de DPPC/g de tejido htimedo. La concentracién de proteinas
de los pulmones y los pesos fetales se sometieron a un andlisis de
regresion miiltiple en el programa SPSS para Macintosh para
verificar alguna correlacién entre las dos variables durante los
ultimos dos dias de gestacién y en productos RN. Finalmente se
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trabajaron 4 variables de concentraciones: pmol de fosfolipido
total /g de tejido hiimedo, pmol de fosfolipido total/mg de proteina,
umol de DPPC/g de tejido hiimedo y pmol de DPPC/mg de proteina.

Para verificar la homogeneidad de cada una de las 4 variables
en los grupos repetitivos dentro de cada dia gestacional y para cada
sexo, se realizé un anélisis de varianza de un factor (grupo) sobre la
concentracién de fosfolipidos en cada variable (SPSS para
Macintosh). Como los grupos no fueron homogeneos en sus datos
(ver resultados), se realizaron dos andlisis de regresién multiple
(Systat 5.0), primero para probar la hipétesis nula: B=0 en cada
grupo repetitivo, después para probar si los valores de las
concentraciones (variable dependiente, Y) se veian afectados por sus
respectivos pesos fetales (variable independiente, X). Una vez hechas
las regresiones muiltiples cuyos resultados indicaron que hay
correlacién entre los valores de las concentraciones de fosfolipidos y
los pesos fetales y que por lo tanto podiamos confiar en el anélisis de
regresion, los datos se emplearon en un analisis de covarianza para
el ajuste de medias (variable dependiente) afectadas por los pesos
fetales (variable independiente) seguin Steel and Torrey (1988), en el
programa Systat 5.0.

Los datos ajustados de las 4 variables se sometieron a la
prueba de Bartlett para la homogeneidad de varianzas (Systat 5.0)
para cada dia de gestacién, variable y sexo (prueba necesaria para
decidir si la comparacion de sus medias debe hacerse en un anélisis
paramétrico o no paramétrico). Por 1ltimo, para la comparacién de
las medias y sus desviaciones estindard entre los sexos, se
realizaron 2 ANOVA, uno de dos factores (sexo y dia) sobre los
valores ajustados en las 4 variables y otro de un factor (sexo) sobre
los valores ajustados de las 4 variables, ambos en el programa Stat
View 512 para Macintosh.

Las medias de las 4 variables se graficaron en los programas ya
mencionados.



RESULTADOS

Los intervalos del 95% de confianza correspondientes a los
pesos de los fetos en gramos (sin considerar el sexo), para cada dia
de gestacioén, estdn representados en la figura 3 y sus datos
respectivos en la tabla 4.

Peso, sexo y distribucién de los fetos en el ttero

El anidlisis de Chi cuadrada demostr6 una completa
independencia del sexo del feto con la disposicién de éste en el titero
(p=0.54). Sin embargo, tanto fetos hembra como machos presentaron
porcentajes de presencia ligeramente mayores en el cuerno izquierdo
que los presentes del mismo sexo en el cuerno derecho (figura 4a),
esto es del total de hembras en el ttero el 56% estaban en el cuerno
izquierdo y del total de machos en el ttero el 53% estaban en el
cuerno izquierdo (tabla 5); siempre los fetos macho en mayor
cantidad en ambos cuernos del 1itero, el 55% en el cuerno derecho y el
52% en el cuerno izquierdo (tabla 6). Esto hace un total de fetos del
8% mayor (hembras y machos) en el cuerno izquierdo del ttero que en
el cuerno derecho (figura 4b).

Los pesos fetales (sin considerar e} sexo) resultaron iguales en
ambos cuernos del dtero en los tltimos dos dias de gestacién y en los
productos RN, los valores de “p” obtenidos en el ANOVA fueron:
0.054, 0.210 y 0.834 en los dias 17, 18 y productos RN,
respectivamente.

De los tiltimos dos dias de gestacién (17 y 18) y en los productos
RN sélo en el dia 18 los pesos de los fetos en el ttero fueron
significativamente diferentes entre los sexos, presentando los fetos
macho un peso promedio més alto de 1.294 g + 0.011 (ES) que los
fetos hembra 1.241 g + 0.012 (ES) con un valor de p< 0.01 (tabla 7 y
figura 5).

24
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Tabla 4. Intervalos de confianza de los pesos fetales de ratén para
cada dia de gestacion.

S

DIAS DE XztIC n ES % CV
GESTACION en gramos
15 0.38910.015 29 0.008 2.06
16 0.67510.021 43 0.011 1.63
17 0.93110.017 218 0.008 0.86
18 1.269+0.017 193 0.008 1.01
RN 1.506+0.027 192 0.014 0.93
n= nimero de fetos, ES= error estandard y CV= coeficiente de variacién
de la media.
1.67
1.4-
é 1.21
= 4
s 1.07
§ 0.8
% -
e 0.6
0.4-
0.2 L T

14 15 16 17 18 19
Dias de gestacién
Figura 3. Intervalos de confianza de los pesos
fetales de ratén para cada dia de
gestacién, con un coeficiente de
variacién de la media menor al 5%. El
dia 19 corresponde a productos RN.
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Tabla 5. Porcentaje del sexo de los fetos de ratén en

el 1tero.
CUERNO CUERNO
VARIABLES DERECHO IZQUIERDO
Hembras 43.96% 56.04%
Machos 47.09% 52.91%
Total de fetos 45.62% 54.38%

n=388 fetos totales.

Tabla 6. Porcentaje de los fetos de ratén en el ttero.

CUERNO CUERNQO TOTAL DE
VARIABLES  DERRCHO — [ZQUIERDO ~ FETOS EN EL
UTERO
Hembras 45.2% 48.34% 46.91%
Machos 54.8% 51.66% 53.09%

n=388 fetos totales.
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Tabla 7. Comparacién de los pesos fetales de ratéon en desarrollo
entre el sexo.

Dias de 150;\ ?"'Esa"“ n % CV p
gestadion :
HEMBRAS MACHOS  HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
17 092240011 0.939+0.013 105 13 1.19 138 0.310
18 1.241:0.012 1.294+0.011 89 104 097 0.85 0.002
RN  1.479+0.024 1.530:+0.015 89 103 1.62 0.98 0.068

"X = media, ES= error estindard, n= nuimero de datos, CV= coeficiente de

variacién de la media. Los valores de “p” coresponden al ANOVA de un
factor.
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Figura 5. Pesos de los fetos en los tltimos dos dfas de
gestacién y en productos RN con un coeficiente de
variacién de la media menor al 5%. El dia 19
corresponde a productos RN.
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Evaluacion Morfométrica

Las pruebas de Bartlett y ANOVA en los datos de los conteos
celulares presentaron valores de “p” mayores a 0.05, indicando que
las varianzas de las medias entre las repeticiones (camadas) y en
cada dfa de gestacion son iguales, con lo cual se di6 apoyo al uso de
los anélisis paramétricos (ANOVA y t de Student) y a la igualdad de
los grupos repetitivos en cada dia de gestacién respectivamente,
para poder ser comparados con la prueba t de Student entre los
SeX0s.

Las proporciones de las medias de los 3 tipos celulares por dia
para ambos sexos se describen en la tabla 8, en donde las células
mesenquimatosas se mantienen en mayores porcentajes durante
todos los dias de gestacién analizados, le siguen las células
epiteliales y en una proporcién considerablemente menor las células
endoteliales.

Tabla 8. Proporciones celulares en el pulmén de ratén en desarrollo.

Dias de HEMBRAS MACHOS
gestacién

Epitelio  Endotelio Mesénquima Epitelio  Endotelio Mesénquima

15 36% 6% 58% 36% 6% 59%
16 11% 7% 52% 38% 6% 57%
17 36% 9% 54% 35% 7% 58%
18 23% 9% 63% 26% 12% 62%
RN 37% 12% 51% 32% 1% 57%

Las proporciones se obtuvieron de las medias de células, ver tabla 9.
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Dia 15 de gestacidén

La masa pulmonar consiste de un sistema tubular ramificado,
delineado por epitelio alto aparentemente pseudoestratificado
(etapa pseudoglandular), y pequefios tubos semicerrados revestidos
de epitelio cibico con su citoplasma cargado de grdnulos de
glucégeno. Las estructuras tubulares se encontraron rodeadas por
abundantes células del mesénquima como se observa en la figura 6.
La apariencia histolégica fue la misma para los pulmones de ambos
sexos, como se demostré con la morfometria de la composicién
celular, donde no hubo diferencias significativas entre los pulmones
de ambos sexos (tabla 9 y figuras 7 y 8).

Figura 6. Corte histolégico del pulmén fetal de ratén hembra de 15
dias de gestacion. Las flechas indican los tubos de epitelio
cubico aparentemente pseudoestratificado rodeados por las
células del mesénquima. 40X.
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Dia 16 de gestacién

Se observaron abundantes vasos sanguineos en el mesénquima
(figura 9); los tubos de epitelio ctibico atin con depésitos de glucégeno
se encontraron con una luz estrecha (etapa canalicular) y
aparentemente fueron méis abundantes en pulmones de hembras que
de machos. Los resultados morfométricos mostraron evidencia de la
cantidad superior de tubos en la hembra, presentando sus pulmones
una media mas alta de células epiteliales por campo que los
pulmones de machos con un valor de p<0.05 (tabla 9 y figuras 7 y 8).
El indice epitelio/mesénquima también se vié afectado por las
diferencias en la cantidad de células epiteliales entre el origen sexual
de los pulmones como se observa en la figura 8.

Dia 17 de gestacién

Los tubos de epitelio clibico tuvieron una luz més amplia,
originando que el epitelio se extendiera mds libremente sobre su
membrana basal (en la figura 10 se representa la diferencia
observada entre el pulmén de ambos sexos). Los capilares
establecieron conexién con el epitelio ctibico, el cual en la mayoria de
los casos ya ha mostrado citodiferenciacion inicidndose la formacién
de cuerpos multi-laminares. En cuanto a la morfometria, se encontré
que la poblacién de células mesenquimatosas por campo fue més alta
en pulmones de fetos macho que de hembras. Una diferencia muy
marcada fue evidente en el contenido celular de cuerpos multi-
laminares en el citoplasma de los pneumonocitos tipo I, conteniendo
los pulmones de hembras una cantidad maés alta con respecto a los
pulmones de machos (tablas 9 y 10, y figuras 7, 8 y 11). Los pulmones
de los fetos hembra también tuvieron porcentajes mas altos de
pneumonocitos tipo II que los machos, pero estas diferencias no
fueron significativas debido a que las varianzas en ambos sexos
fueron casi iguales.
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Tabla 9. Diferencias en la composicién celular del pulmén de ratén
en desarrollo entre el sexo.

Epitelio Endotelio Mesénquinma Indice EM Poeamn. 11
Dias de

Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macdw Hembra Macho

15 2UHID 2nH1n 205 e 200  J[OBL 08RO 072N
GH G0 79 ) e ed) 06153 B

16 SAH0B 26K » AJROM 472404 DA RIHIY oy BB ¢
G2 Qa0 65 GB 7.2 ) a1l 7] @an

17 OIS 947 0 NDHD LHS 0 D0BIB RIHIM ¢ 9L 0MOM  T7A05 HIHOA
an cH «0 6®) 608 7] e (65 Lo T

18 20E BV 7BHBS GMHED » HOEHL1 2AHB ¢ MEB Q00 AN AXHIN ¢
(V) e “e @B an @sh “« a59 (18] (18K

RN 233064 110305 AW|HLS  IBHHDE TR2HO07 20u09{ * 1UIHK0 CGEHEB PIHD OERLYT
19 a1 0628 (G.) G40 a%) (0 (0B e 415

Los valores corresponden a la X 1 ES de células con n=135 para todos los dias,
con excepcién del dia 16 con n=180; n=18 para pneumonocitos tipo Il en el dia
17 y en RN; n=36 en ¢l dia 18. El ntimero en los paréntesis es el coeficiente de
variacion de la media.

* Los pulmones de las hembras son significativamente diferentes a los
pulmones de los machos, p<0.05 segiin la prueba t de Student.

Dia 18 de gestacién

La formacién de sacos fue evidente y los pneumonocitos tipo I 'y
11 se observaron bien diferenciados. También se observé con claridad
la barrera sangre-aire y la abundancia de las figuras mielinicas en
los espacios aéreos (figura 12). En el andlisis morfométrico
persistieron las diferencias sexuales en la cantidad de mesénquima,
aunque esta vez los pulmones de las hembras tuvieron un marcado
disparo en la cantidad de células mesenquimatosas observadas por
campo con respecto a los pulmones de los fetos macho, los que se
mantuvieron de una manera estable como en el dia anterior. Los
cuerpos multi-laminares en el citoplasma de los pneumonocitos tipo
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Il pertenecientes a los pulmones de hembras permanecieron en
cantidades superiores con respecto a los pulmones de machos, pero
en los pulmones de ambos sexos se encontré6 una baja en la
concentracién citoplasmaética de estos organelos en comparacién con
el dia anterior. Los pulmones de los fetos de hembras presentaron
una X mds alta de endotelio por campo y de porcentaje de
pneumonocitos tipo II que los pulmones de machos (tablas 9 y 10, y
figuras 7, 8 y 11).

Recién nacidos

Los septos de tejido pulmonar son delgados (figura 13), pero
adn asi se encontraron alternando con gruesos, sobre todo en los
pulmones de fetos macho. Los pulmones presentaron conductos que
se ramifican y terminan en sdculos. La mayoria de la superficie de
intercambio de gas se encontr6 cubierta por pneumonocitos tipo I
(planos con largas extensiones citoplasmaticas) y en menor niimero
por pneumonocitos tipo II. En el recuento celular atn persistié la
diferencia en la cantidad de células mesenquimatosas por campo
entre el sexo de los fetos, aunque los pulmones de ambos sexos
declinaron en la cantidad de estas células con respecto a los dias
anteriores, sobrepasando los pulmones de hembras a un nivel mds
bajo que los de machos (tablas 9 y 10, y figuras 7, 8 y 11).

Un resumen de las diferencias encontradas en la composicién
celular y cuerpos multi-laminares esta representado en la tabla 18.
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Figura 9. Corte histolégico de pulmén fetal de ratén macho de 16
dias de gestacién. Las flechas indican los vasos sanguineos en
el parénquima pulmonar. 25X.

Tabla 10. Cuerpos multi-laminares en el pulmén de ratén en
desarrollo.

Dias de Cuerpos Multi-Laminares

gestacion  Hembras Machos
17 143.52+6.85 109.72+5.84
(4.77) (5.32)
18 101.56+6.13  83.98+4.69
(6.03) (5.58)
RN 37941241  38.80+2.27
(6.35) (5.85)

Los valores corresponden a la X * ES con n=90 para los dias 17 y
18 y n=135 para RN. El nimero en los paréntesis es el coeficiente
de variacién de la media.

*Los pulmones de las hembras son significativamente diferentes
a los pulmones de los machos, p<0.05 segiin la prueba t de
Student.
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gura 10. Cortes histologicos de pulmon fetal de ratén hembra

(arriba) y macho (abajo) de 17 dias de gestacién. En el
pulmoén de hembra se observa mayor cantidad de espacios
aéreos y mas grandes que en el de macho. 25X.

36



37

2 160
e 140 ?
5120 <
= 100 o

IR :
e

3¢
e

B

-,,.u
Sl

o
R

CUERPOS LA
e3338
R

Fototetelelels
R

B

&

PORCENTAJE DE_CELULAS

XSO

. HEMBRAS
- MACHOS

18 s HEMBRAS

DIAS DE GESTACION 19 MACHOS

f—
=]

Figura 11. Pneumonaocitos tipo Il y cuerpos multi-laminares durante
el desarrollo del pulmén fetal de ratén. El dia 19
corresponde a productos RN.

L 3 Mg

4 s - M

Figura 12. Corte histolégico de pulmén fetal de ratén macho de 18 dias
de gestacion. A) saculos aéreos, B) pneumonocitos tipo I, C)
pneumoncocitos tipo II y D)Figuras mielinicas. 100X.
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nacido. Las flechas indican los septos de tejido pulmonar
adelgazados. 25X.

Evaluacién Bioquimica

Proteinas

Una grifica de las cantidades conocidas de albumina y sus
absorbancias (figura 14) representa la media de las rectas de
calibracién (n=11, y CV de la media <5%) realizadas en la medicién
de proteinas de los homogenados de tejido pulmonar con un valor
medio de R2=0.996.

La concentracién de proteinas (mg de proteina/g de tejido
himedo) durante los Gltimos 3 dias de gestacion, en ambos sexos,
estan representados en la figura 15 y sus datos correspondientes en
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la tabla 11. En el andlisis de regresién miuiiltiple no se encontré
correlacién entre la concentracién de proteinas del pulmén fetal y el
peso de los fetos-en los tltimos dos dias de gestacién y en RN tanto
para hembras (p=0.33) como para machos (p=0.34), por lo que no hay
un efecto del peso fetal sobre su cantidad de proteinas en el pulmén
durante los tltimos dos dias de gestacién y en RN.

0.4-

y = 0.047554 + 0.0043653x R = 0.996

Absorbancia

0-0 b - | } . | bl L}
0 20 40 60 80

pg de proteina

Figura 14. Gréafica promedio de las rectas de calibracién (n=11)
empleadas para el cdlculo de la concentracién de
proteinas cuyo coeficiente de variacién de la media fue
menor al 5%.



Tabla 11. Concentracién de proteinas en el pulmén de ratén
durante los ultimos dos dias de gestacién y en RN.

mg proteina/g tej. hiimedo

gzﬁcs;‘ XES " i
HEMBRAS MACHOS  HEMBRAS MACHOS  HEMBRAS MACHOS
17 8443058  8.63:0.30 6 11 6.90 3.54
18 7926074  7.94+0.99 5 5 9.35 1254
RN 10054068 8.06:0.63 5 é 6.77 7.86

X = media, ES= error estiAndard, n= nimero de camadas, CV= coeficiente de
variacidon de la media.

CONCENTRACION DE PROTEINAS

HEMBRAS
18

DIAS DE GESTACION 19

MACHOS

Figuréa 15. Concentracién de proteinas en ambos sexos durante los
ultimos dos dias de gestacién. El dia 19 corresponde a
productos RN.
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Fosfolipidos

Evaluacién cualitativa

Los valores de los Rf de los fosfolipido extraidos y de la DPPC
purificada observados por fluorescencia correspondieron a los
valores de los Rf de los estdndares lecitina y DPPC (0.61 y 0.52
respectivamente). El estindard de la DPPC y la DPPC purificada de
los extractos de fosfolipidos no se revelaron con el segundo agente
cromogénico (yodo) a diferencia de la fosfatidil colina y otros
fosfolipidos los cuales se observaron con yodo, lo cual reafirma la
pureza de la DPPC.

Evaluacidén cuantitativa

La gréfica de las cantidades de fésforo y sus absorbancias
(figura 16) representa una media de las rectas de calibracién
realizadas (n=8 y CV de la media<5%) en la medicién de fésforo
inorgdnico de las muestras de fosfolipido pulmonar, con un valor
promedio de R2=0.999.

La tabla 12 presenta los porcentajes de recuperacién de fosforo
de 5 cantidades de estindard de la DPPC cromatografiadas en
alimina, cuyo porcentaje de recuperacién fue en promedio 95+2.14
(X+ ES) y coeficiente de variacién de la media de 2.26%.

Los valores de los grupos repetitivos en cada una de las cuatro
variables determinadas (umol de fosfolipido total/g de tejido
himedo, pmol de fosfolipido total/mg de proteina, pmol de DPPC/g
de tejido hiimedo y pmol de DPPC/mg de proteina) dentro de cada
dia gestacional fueron rechazados como grupos homogéneos por el
ANOVA de un factor, obteniéndose valores de p<0.01. 5in embargo,
se encontrd una alta correlacién en el anilisis de regresién muiltiple
entre los valores de las concentraciones de fosfolipidos y el peso de
los fetos respectivos para los dos dias de gestacién analizados y en
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RN (R2>0.96), como se observa en la tabla 13 rechazéndose la
Hipétesis nula (Ho): B=0 entre los dos dias de gestacién y en RN (B1,
B2 y B3) y para cada variable a un 99% de confianza con valores de
p<0.01, lo cual indic6é que las concentraciones de fosfolipidos y el
peso de los fetos estdn relacionados linealmente. Todos los valores
de las concentraciones de fosfolipidos (variable dependiente) se
vieron afectados por su peso fetal correspondiente (la variable
independiente) segiin otro andlisis de regresién miiltiple cuya Ho
dice que los valores de Y no son afectados por los valores de X donde
se obtuvieron valores de p<0.01. Por lo tanto, las medias de los datos
de cada grupo repetitivo fueron ajustados con el andlisis de
covarianza (un ejemplo de las medias de los grupos pertenecientes a
dos variables ajustadas estd en la tabla 14). Los datos ajustados
tuvieron varianzas homogéneas segiin la prueba de Bartlett a un

95% de confianza.

0.5
y =0.049815 + 0.092843x R 2 = 0.999

0.4 4

0.3 5

absorbancia
o
[ =]

0.11

0-0 ] = | | L ’ L ) L L B !
0 1 2 3 4 5
umol fosforo
Figura 16. Media de las rectas de calibracién (n=8) empleadas para
el célculo de la concentracién de fésforo inorgéanico cuyo
coeficiente de variacion de la media fue menor al 5%.

o4
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Tabla 12. Evaluacién del método de Masén con estandard de DPPC.

Fésforo Fésforo Porcentaje de
depositado en pg recuperadodela recuperacién
columna en ug

0.25 0.24 96%
2.07 1.86 90%
2.14 2.11 99%
3.30 3.30 100%
4.00 3.60* 90%

*corresponde a la media de 2 datos 6 2 columnas, las otras
cantidades son de un dato de una columna.

-
2

Tabla 13. Valores de correlacién entre concentraciones de

fosfolipidos y pesos fetales de las cuatro variables
analizadas.

VARIABLES HEMBRAS MACHOS

n P R2 n p R2
wmol FLT/g ¢ 0,000 0997 21 0.000 0.988
tej. himedo
umol FLT/g 40 000 0976 21  0.000 0.986
proteina
pmol DPPC/g 10 g 000 0991 18  0.000 0.980
tej. hiimedo
kmol DPPC/g 16 ¢ 000 0960 18  0.000 0.979
proteina

Los valores de "p"corresponden a un anélisis de regresion miiltiple

donde Ho: B=0 en los altimos dos dias de gestacién analizados y en
productos RN.
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Tabla 14. Valores de medias ajustados con el anélisis de covarianza.

Dias de HEMBRAS MACHOS
gestacién
FL#:golpm ajustado  pppt g prop“ustado nru/::?m: sudtado DPPC/mg!E sjusiado
1.56 1.45 0.19 0.25 1.14 1.10 0.15 0.20
1.50 1.28 0.20 0.16 1.08 0.99 0.16 0.14
0.97 1.14 0.09 0.09 1.11 0.90 0.15 0.09
1.28 1.34 9.21 0.19 1.08 1.00 0.16 0.14
1.47 1.49 0.29 0.28 0.95 1.20 0.22 0.25
17 1.25 1.32 0.18 0.18 1.05 1.02 0.18 0.15
0.92 1.06
1.17 1.04
1.08 1.02
1.03 1.06 0.12 0.17
0.72 0.89 0.10 0.08
2.12 1.70 0.56 0.43 1.42 1.456 0.35 0.35
2.06 1.61 0.45 0.39 1.71 1.36 0.33 0.29
18 1.33 1.59 0.32 0.37 1.39 1.32 0.31 0.27
1.38 1.74 0.38 0.46 1.32 1.46 0.32 0.34
1.45 1.69 0.37 0.43 1.11 1.36 0.22 0.29
2.55 2.03 G.85 0.60 - 2.36 1.99 0.71 0.60
2.21 2.22 0.71 0.71 2.17 1.97 0.66 0.59
RN 1.85 2.14 0.57 0.66 2.07 2.04 0.60 0.63
1.76 1.83 0.43 .50 1.96 2.04 0.66 0.63
1.81 1.95 0.47 0.56 1.31 1.84 0.34 0.52

Cada dato corresponde a la media de un grupo experimental.

. En la tabla 15 se muestra el porcentaje de DPPC presente en el
total de fosfolipidos, aislado en cada dia de gestacion analizado y
para ambos sexos.

Las diferencias tanto de la concentracién de fosfolipido total
como de la DPPC (en las cuatro variables) en los dos dias analizados
y RN fueron significativas de un dia de gestacién a otro con valores
de p<0.01, segiin el anélisis de varianza y sin considerar el sexo (sus
datos estdn en la tabla 16 y figura 17).

El anélisis de varianza para saber el efecto de los factores sexo
y dia sobre las concentraciones de fosfolipidos indicé que hay
diferencias significativas entre los valores ajustados de las cuatro
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variables, tanto entre los sexos como en los dos dias de gestacion
analizados y en RN (p<0.05). Sin embargo, el ANOVA de un sélo
factor indicé valores més especificos: en el dia 17 las concentraciones
de pmol de DPPC/g de tejido hiimedo y umol de DPPC/mg de
proteinas son iguales entre hembras y machos, pero las
concentraciones de umol de fosfolipido total/g de tejido hiimedo y
pmol de fosfolipido total /mg de proteinas son diferentes entre los
sexos, presentando las hembras concentraciones mas altas que los
machos (p<0.01). Durante el dia 18 de gestacién las concentraciones
de las cuatro variables fueron significativamente diferentes entre los
sexos (p<0.01), manteniendo los fetos hembra las concentraciones
mads altas. Por tdltimo en los RN las diferencias de concentraciones de
fosfolipidos se presentaron solamente en dos variables: umol de
fosfolipido total/g de tejido hiimedo y pmol de DPPC/g de tejido
himedo (p<0.01) donde atin prevalecieron las concentraciones méas
altas en los fetos hembra (tabla 17 y figura 18).

Un resumen de las diferencias sexuales encontradas en la
concentracién de fosfolipidos en el pulmén de ratén durante el
dltimo cuarto de su gestacion estd representado en la tabla 18.

Tabla 15. Porcentaje de DPPC presente en el total de fosfolipidos del
pulmén fetal de ratén.

Dias de HEMBRAS MACHOS

gestacién n pmol FLT‘Img jmol DPPC/mg % - umol FLT/mg umol DPPC/mg %
prot prot prot prot

17 6 1.3410.05 0.1940.02 14.50 11 1.02+0.03 0.16+0.02* 14.86
18 5 1.6740.03 0.42£0.04 2490 5 1.3910.03 0.31+£0.01 22.13

RN 5 2.0410.07 0.6110.08 29.67 5 1.97%0.03 0.59+0.02 30.06

Los valores son la X t ES de las repeticiones (n) que se hicieron en cada dia de
gestacion. * n=8.
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Tabla 16. Concentracién de fosfolipidos en el pulmén de ratén en los
ultimos dos dias de gestacién y en RN.

Dias de pmol FLT/g pmol pmol DPPC/g pmol
gestacién 0 de tej. himedo FLT/mg prot de tej. hdmedo DPPC/mg prot

17 17 9.714+0.288 1.13510.044 14 1.44310.148 0.1721+0.016
(2.96) (3.91) (10.28) (9.63)

18 10 11.766+0.360 1.529+0.050 10 2.83140.158 0.36210.021
(3.06) (3.29) (5.57) (3.30)

RN 10 17.719+0.841 2.00510.038 10 5.256+0.289 0.60010.020
4.75) (1.88) (5.50) (3.32)

Los valores de las conceniraciones son la X + ES sin considerar el sexo de
los fetos. El niimero én el paréntesis es el CV de la media.

Tabla 17. Diferencias sexuales en la concentracién de fosfolipidos del

pulmén fetal de raton.
\ umol de FLT/g de umol DPPC/g de pumol DPPC/mg
Dias de " gz} nimedo wmol FLT/mgprot = i himedo ~ prot
gestacion

Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho Hembra Macho

17 1093038 9EH02 * 134006 1024008 *

180277 136017 0194008 Q1I0®
© an © ay ® & & @®
18 1275018 1078H05 * 16408 13Bi0M * 3200015 246H114 * (042H0R2 031H0@ *
i) 8] © ® (&) &) 6) &)

RN  2013+043 15314031 * 201007 1974004 5914036 460+017 * 0614004 0FH+0@
o) 9]

O 5 &) O (&) (&)
Los valores son la X + ES de las repeticiones (n) que se hicieron en cada dia de
gestacion. * Los pulmones de las hembras son significativamente diferentes a
los pulimones de los machos, p<0.01 segiin el ANOVA.




umol/g tej. himedo

pmol/mg proteina

Figura 17. Concentracién de fosfolipidos en el pulmén de fetos (sin
considerar el sexo) en los tiltimos dos dias de gestaci6n. El
dia 19 corresponde a productos RN.
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Figura 18. Diferencias sexuales en la concentracién de fosfolipido total
*p<0.01 {(arriba) y de la DPPC (abajo) en el pulmén fetal de raton.
El dia 19 corresponde a productos RN.
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Tabla 18. Diferencias morfolégicas y bioquimicas atribuibles al
sexo durante el desarrolio del pulmén fetal de ratén.

VARIABLES DIAS DE GESTACION
15 16 17 18 RN

Epitelio .

Endotelio .
Mesénquima . . )
Indice E/M .

Preumonocitos tipo 11 .

Cuerpos multi-laminares . .

hmol Fosfolipido Total /g de tejhimedo

L2 L L4
umol Fosfolipido Total /mg de proteinas * *
umol DPPC/g de tej.hdmedo * *
_umol DPPC/mg de proteinas ¥

*Diferencia signif-icativa entre los sexos, con un valor de p<0.0§.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Estos resultados permiten confirmar la hipétesis propuesta,
por lo que, existe un dimorfismo relacionado con el sexo en la tltima
sexta parte del desarrollo del pulmén fetal del ratén albino, primero
en la estructura histolégica del pulmén y después en el contenido
fosfolipidico, en donde el aumento de la concentracién de la DPPC
estd correlacionado con el aumento de la sintesis y secrecién de los
cuerpos multi-laminares.

Peso, sexo y distribucién de los fetos en el tGtero

Se proporciona una gréifica de los pesos fetales y sus rangos de
confiabilidad correspondientes a los tltimos 5 dias de gestacién, sin
embargo aunque existan curvas muy exactas para la determinacién
de la edad basdndose en el peso fetal o embrionario, no resuelven el
problema que hay cuando es necesario rechazar una camada de fetos
que no cayeron dentro del rango de confianza de la edad esperada,
por lo tanto, es preferible que se lleven a cabo ajustes de los datos
cuando son numéricos, como fue el caso de este trabajo donde se
encontrd una correlacién de las variables medidas (concentracién de
fosfolipidos) y el peso fetal de los ratones.

Aungque el sexo del feto fue estadisticamente independiente de
su distribucion en el ttero, se encontré un 12% mas de hembras y un
6% mas de machos en el cuerno izquierdo que en el derecho, ademads
hubo mayor produccién de machos que de hembras en ambos cuernos
con un total del 6% por arriba de las hembras.

Las diferencias significativas de pesos fetales entre los sexos

encontradas en e] dia 18 de gestacién fueron de un 2% maés altas para
el macho, algo menor al reportado por Watanabe y Endo (1988) y
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Endo y Watanabe (1988) para la misma especie, cuya diferencia es de
5a 6% mas alto para el macho a término.

Morfologia

El porcentaje mds alto en la distribucién celular del
parénquima pulmonar en desarrollo corresponde a las células
mesenquimatosas, cuyo porcentaje varié de 51 a 63 y cuya
proporcion tiende a bajar al final de la gestacion debido en parte al
aumento proporcional de las células endoteliales, que van de 6 a 12%
en la etapa canalicular del desarrollo pulmonar que ocurre entre los
16 y 18 dias de gestacion (Ten, 1981).

En los dias 15 y 16 de gestacién hubo un aumento en el
porcentaje de las células epiteliales, donde se evidencia el
crecimiento acelerado epitelial con respecto a los otros dos tipos
celulares, y como también es reportado por Kauffman (1977b), hubo
un descenso significativo hacia el dia 18 que coincide con el estado de
diferenciacién a pneumonocitos tipo I y II que inicia a finales del dia
16 hasta el dia 18 de gestacién. Es en esta etapa donde las células
mesenquimatosas alcanzan sus valores proporcionales mas altos del
62% y 63% machos y hembras, respectivamente. Farrell (1982)
identific6 Pneumonocitos tipo II en el humano poco después de la
mitad de su gestacién (56%) y Lauweryns (1970) y Kotas (1979) los
cuerpos multi-laminares poco antes de la mitad de gestacién (46%),
sin embargo en el ratén, (como se encontrd en este trabajo) tanto los
pneumonocitos tipo Il como los cuerpos multi-laminares se empiezan
a observar entre el dia 16 y 17 de gestacién, esto es en el 85% de
desarrollo o en el dltimo séptimo de su gestacién.,

Sin embargo, los valores proporcionales encontrados en este
trabajo, atn en el dia del nacimiento del ratén no coinciden con los
reportados para el pulmén de rata adulta (Weibel y Gil, 1977) en
donde las células endoteliales representaron el porcentaje mas alto
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con respecto a los demés tipos celulares, lo cual indica que después
del nacimiento seguirdn ocurriendo cambios en la proporcién celular
del parénquima pulmonar del ratén.

Dimorfismo sexual

- La diferencia en la madurez del pulmén entre el sexo empieza
con el disparo del crecimiento celular epitelial por parte de la hembra
en el dia 16 de gestacién, con una mayor cantidad de estas células y
por consiguiente una histologia con mayor cantidad de tubos
revestidos de epitelio; segiin Adamson y King (1984b) esto indica una
temprana ramificacién y formacién de pequeiios sdculos que més
tarde se desarrollan en alvedlos y, ademds se conoce que hay
hormonas involucradas para estimular la diferenciacién mads
rapidamente en la hembra, y que retardan la diferenciacién en el
macho (Adamson y King 1984b).

Para los siguientes dias de gestacion hasta el dia del
nacimiento la cantidad de células epiteliales de la hembra esta en la
misma proporcién que la del pulmén de macho, lo cual indica que en
un momento previo al dia 17, después del disparo del crecimiento
epitelial de la hembra, el pulmén de macho también experimenta el
mismo fenémeno y vuelve a bajar para el dia 17 de gestacién.

Lo mismo podria suceder con las células endoteliales, ya que
desde el dia 17 de gestacién la hembra empieza a desarrollar su
sistema de conduccién sanguineo, pero no es sino hasta el dia 18 de
gestacion que estas diferencias entre el sexo son significativas. El
pulmoén del macho también experimenta un disparo en el crecimiento
celular endotelial del dia 17 de gestacién al 18, pero no alcanza los
niveles celulares del pulmén de Ja hembra.

El comportamiento del mesénquima resulté mas complicado:
en el dia 17 de gestacién la hembra presenté una baja en el nimero
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de células comparado con el pulmén del macho, lo cual
probablemente indica un estado latente de divisién celular, que se
vuelve a disparar en el dia 18, superando significativamente el
numero de células del pulmén del macho y nuevamente en el dia del
nacimiento el pulmén de la hembra presenta una decaida en el
numero de células alin més dréstico, quedando por debajo del nivel
medio celular del mesénquima del pulmén del macho. Este fenémeno
apenas se empieza a observar en el pulmén del macho para el dia del
nacimiento, en donde también baja el mimero de células en forma
dréastica.

La diferenciacién de las células epiteliales la experimenta de
igual forma primero la hembra desde el dia 17, pero es
estadisticamente significativa hasta el dia 18. La disminucién en el
porcentaje de pneumonocitos tipo II hacia el dia del parto se debe al
incremento proporcional de los pneumonocitos tipo I, 1o cual apoya
la teoria del origen de los pneumonocitos tipo I por los
pneumonocitos tipo II (Kauffman, 1980).

La cantidad de cuerpos multi-laminares en el citoplasma de los
pneumonocitos tipo I también disminuyé en los productos RN, lo
cual segiin se observé va correlacionado con el aumento de figuras
mielinicas en los espacios alveolares (indicadores de la secrecién del
surfactante). Es conveniente hacer estos estudios tomando en cuenta
los dias medios de gestacién (15.5, 16.5, 17.5 y 18.5), ya que muchos
eventos que no se lograron observar pudieron haber ocurrido entre
el tiempo que no se analizé y, entonces se podria explicar el
comportamiento celular que se observa en el pulmén de hembras y no
en el de machos.

La sintesis del surfactante en el ratén (demostrado por los
cuerpos multi-laminares intracelulares y las figuras mielinicas en el
pulmoén) empieza a desarrollarse aproximadamente en el dltimo 13%
del desarrollo gestacional, lo cual coincide con la sintesis del
surfactante en el humano (Kotas, 1982) y otros animales que inicia en
el altimo 10-15% de la gestacién.
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El dimorfismo sexual morfolégico en el ratén empieza en el
iltimo 16% de la gestacién, cuando estd terminando la etapa
pseudoglandular. En la rata empieza en el iltimo 14% de la
gestacién (Adamson y King, 1984a; 1984b; Torday, 1984a; Torday y
Dow, 1984), también durante la etapa pseudoglandular. Pero en el
humano empieza en el 1iltimo 26% de la gestacién (Dhanireddy y col.,
1983; Naeye y col., 1974; Torday y Dow, 1984), aunque en este nivel el
desarrollo pulmonar se encuentra en la etapa sacular.

Bioquimica

La cromatografia en capa fina mostré la eficacia de la
extraccién por el método de Bligh y Dyer (1959), logrando identificar
fosfatidilcolina, esfingomielina, colesterol y otros fosfolipidos. El
método de Mason resulté éptimo para separar la DPPC de los
demds fosfolipidos, como se demostr6 en la cromatografia en capa
fina al ser observadas manchas fluorescentes con BBOT a luz
ultravioleta, cuyos Rf correspondieron al Rf del estindard de la
DPPC. Esta pureza fue demostrada al exponer el mismo
cromatofolio con un segundo agente cromogénico (vapores de yodo)
donde no se revelaron las manchas correspondientes a la DPPC que
si habian fluorescido con BBOT debido a que el yodo solo reacciona
con dobles enlaces y la DPPC es saturada.

Dimorfismo sexual

El porcentaje correspondiente a la DPPC del total de
fosfolipidos en el pulmén fue aumentando con el tiempo, de 14.5% en
el dia 17 a 30% en los RN, y fue en el dia 18 de gestacién donde la
hembra presenté un nivel de casi el 3% mads alto de DPPC que los
machos. Estas proporciones entre los sexos se nivelaron en el dia del
parto, presentando ambos sexos un 30% de contenido de DPPC en el
total de fosfolipidos. Lo anterior soporta el reporte de Sanders (1982)
donde menciona que el 60% de fosfatidilcolina (constituyendo de
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fosfatidilcolina el 48% del total de fosfolipidos) es 1,2-dipalmitoil-3-
sn-fosfatidilcolina, y que corresponde a un 29% de DPPC del total de
fosfolipidos.

La diferencia de concentraciones de fosfolipido total y DPPC de
un dia a otro es muy significativa, lo que indica que en un dia hay una
extensa sintesis de fosfolipidos y también de DPPC que es superior al
dia anterior.

Aunque las concentraciones de fosfolipidos fueron
significativamente mayores en la hembra desde el dia 17 de
gestacién, parece que la DPPC la empiezan a sintetizar en una forma
proporcional entre los sexos y es hacia el dia 18 cuando la hembra
ejerce un disparo en la sintesis de DPPC sobrepasando las
concentraciones contenidas en los pulmones de los machos,
volviéndose a nivelar ambos sexos en el dia del parto.

Nuevamente es demostrado ahora con anilisis bioquimicos que
la sintesis del surfactante en el pulmoén de rat6n empieza entre el dia
16 y 17 de gestacion, es decir entre el 1iltimo 11-16% de su desarrollo
gestacional.

En conclusién el dimorfismo sexual inicia en el dia 16 de
gestacion y termina en el dia del parto, siendo mas marcado en el dia
18 de gestacién, en donde la hembra se ve favorecida en la
organogénesis en los siguientes puntos:

-Nimero de células epiteliales superior al macho en el dia 16 de
gestacion.

-Niimero de células endoteliales superior al macho en el dia 18
de gestacién.

-Maduracién de pneumonocitos tipo Il en mayor proporcion que
el macho en el dia 18 de gestacién.

-Mayor cantidad de cuerpos multi-laminares que el macho en
los dias 17 y 18 de gestacion.
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-Mayor cantidad de fosfolipido que el macho en los dias 17 y 18
de gestacién y en los productos RN.

-Mayor cantidad de 1,2-dipalmitoil-3-sn-fosfatidilcolina que el
macho en el dia 18 de gestacién y en los productos RN.

Es la primera evidencia de una diferencia morfolégica y
bioquimica relacionada con el sexo durante el desarrollo normal del
pulmoén fetal de ratén. La desventaja encontrada en el macho de esta
especie coincide con lo reportado para otras especies. Esto se
correlaciona con las observaciones realizadas en el humano, donde
los productos masculinos tienen una incidencia del Sindrome de
Dificultad Respiratoria superior al de 1os productos femeninos.

Perspectivas

Este dimorfismo sexual en el desarrollo del pulmdn en el ratén,
debe tenerse en cuenta en el disefio de los experimentos donde es
utilizado como modelo, ya que los efectos observados en la hembra
son diferentes a los observados en el macho por el dimorfismo en el
desarrollo de sus pulmones.



RESUMEN

El surfactante pulmonar es de gran importancia para
mantener la estabilidad del pulmén en la respiracién. Su
insuficiencia cualitativa y cuantitativa en el momento del
nacimiento, conduce a la incapacidad mecédnica para mantener la
estabilidad pulmonar, un buen intercambio gaseoso y por
consiguiente a la aparicién del Sindrome de Dificultad Respiratoria
(SDR), cuyo riesgo de presentacién aumenta inversamente con la
madurez gestacional del pulmén, y la incidencia més alta se d4
cuando el nacimiento ocurre entre las semanas 31 y 37 de la
gestacién. El indice de mortalidad debida al SDR del recién nacido es
significativamente mds alto en productos masculinos que en
femeninos, atin con el tratamiento con glucocorticoides empleados
para acelerar el desarrollo pulmonar.

En el presente trabajo se realizaron estudios morfométrico y
bioquimico, comparativos del desarrollo del pulmén fetal de ratén de
diferentes sexos durante la iltima sexta parte de su gestacién. En el
estudio morfométrico se evalué la composicién celular, la evolucién
de la proliferacién celular y la citodiferenciacién. En el estudio
bioquimico se determiné la c¢oncentraciébn de la
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, principal componente del
surfactante pulmonar) asi como del contenido en el pulmén de
fosfolipido total, y proteinas. El tejido pulmonar fetal de ratén albino
(cepa CD-1) se procesd por la técnica de microscopia electrénica
para el estudio morfométrico (15-18 dias de gestacion y en productos
RN), en el cual se tomaron como indices de diferenciacién: el
porcentaje de pneumonocitos tipo 2, la cantidad de cuerpos multi-
laminares, células epiteliales, endoteliales y mesenquimatosas. En el
estudio bioquimico se determiné la cantidad de proteinas al
homogenado del tejido pulmonar segin Lowry y col. (1951). Los
fosfolipidos se extrajeron selectivamente (Bligh y Dyer, 1959) y la
DPPC se aislé de manera cuantitativa (Mason y col., 1976). La
pureza del fosfolipido aislado se verificé mediante cromatografia en
capa fina. La concentracién de fosfolipido total y de la DPPC se
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determiné midiendo fésforo por el método de Bartlett (1958). Los
resultados se sometieron a andlisis estadisticos.

Los resultados morfométricos mostraron diferencias en la
composicion celular del pulmén a partir de los dias 16 al 18 de
gestacién y en los productos RN. Las diferencias més marcadas se
presentaron el dia 18, en el cual las hembras mostraron mayor
cantidad de células endoteliales, células del mesénquima y
prneumonocitos tipo 2, y estos tiltimos un mayor niimero de cuerpos
multi-laminares en su citoplasma. Los resultados bioquimicos
mostraron concentraciones de la DPPC y de fosfolipido total mas
altas en hembras que en machos en los dias 17 y 18 de gestacion y en
los productos RN. Estos resultados permiten afirmar que existen
diferencias morfolégicas y bioquimicas en el desarrollo del pulmén
fetal de ratén atribuibles al sexo, siendo favorecida la organogénesis
y madurez bioquimica en la hembra.



LITERATURA CITADA

Adamson, I. and G. M. King. 1984a. Sex-related differences in
cellular composition and surfactant synthesis of
developing fetal rat lungs. Am. Rev. Respir. Dis. 129: 130-
134.

1984b. Sex diferences in

development of fetal rat lung. II. quantitative

morphology of ephitelial mesenchymal interactions. Lab.

Invest. 50: 461-468.

Ballard P. L., R. A. Ballard, J. P. Granberg, S. Sniderman, P. D.
Gluckman, S. L. Kaplan and M. M. Grumbach. 1980.
Fetal sex and prenatal bethametasone therapy. J.
Pediatrics. Vol. 97, No. 3, pp. 451-454.

Bartlett G. R. 1958. Phosphorus assay in column chromatography. J.
Biol. Chem. Vol. 234, No. 3 466-468.

Bligh, E. and W. J. Dyer. 1959. A rapid method of lipid extraction and
purification. Can. J. Biochem. Physiol. 37: 911-917.

Burri, P. H. and E. R. Weibel. 1977. Ultrastructure and morphometry
of the developing lung. In: Development of the lung.
Lung biology in health and disease. W. A. Hodson. ed.
Marcel Dekker, Inc., New York. 6:215-268.

Daniel, W.W.1985. Bioestadistica: Base para el andlisis de las
ciencias de la salud. Ed. Limusa. pp. 121-125 y 140-142.

Dhanireddy, R., Y. F. Smith, M. Hamosh, D. K. Mullon, J. W. Scalon
and P. Hamosh. 1983. Respiratory distress syndrome in
the newborn: relationship to serum prolactin, thyroxine,
and sex. Biol. Neonate. 43: 9-15.

59



60

Endo, A. and T. Watanabe. 1988. Interlitter variability in fetal body
weight in mouse offspring from continuous, overnight,
and short-period matings. Teratology. 37: 63-67.

Engle, M. ]J. 1982. Cellular and subcellular sites of lung lipid
metabolism. In: Farrel, P. M. (editor). Lung development:
biological and clinical perspectives. Academic Press. 1:
239-258.

Epstein, M. F., and Farrell, P. M. 1975. The choline incorporation
pathway: Primary mechanism for de novo synthesis in
fetal primate lung. Pediatr. Res. 9: 658.

Farrell, P. M..and M. E. Avery. 1975. Hyaline membrane disease.
Am. Rev. Resp. Dis. 3: 657-688.

Farrell, P. M. and Kotas, R. V. 1976. The prevention of hyaline
membrane disease: New concepts and approaches to
therapy. Adv. Pediatr. 23: 213-269.

Farrell, P. M. 1982. Lung development: biclogical and clinical
perspectives. Academic Press. 1:13-25

Georke, J. 1974. Lung surfactant. Biochim. Biophys. Acta. 334: 241-
261.

Gluck, L. and Kulovich, M. V. 1973. Fetal lung development. pediatr.
Clin. North. Am. 20: 367-379.

Gross, 1. and C. M. Wilson. 1983. Fetal rat lung maturation:
initiation and modulation. J. Appl. Physiol: Environ.
Exercise Physiol. 55 (6): 1725-1732.



61

Kauffman, Shirley L. 1975. Kinetics of pulmonary epithelial
proliferation during prenatal growth of the mouse lung.
Anat. Rec. 183: 393-404.

1977a. Acceleration of canaliculo
development in lungs of fetal mice exposed
transplacentally to dexamethasone. Lab. Invest. 36 (4):
395-401.

1977b. Proliferation, growth, and
differentiation of pulmonary epithelium in fetal mouse
lung exposed transplacentally to dexamethasone. Lab.
Invest. 37 (5): 497-501.

1980. Cell proliferation in the
mammalian lung. Int. Rev. Exp. Pathol. 22: 131-91.

Kay, H. H. and ]. C. Hoboins. 1984. Correlation of amniotic fluid
estrogens with L/S ratios and urinary estriols. ]J. Rep.
Med. 25(4): 222-226.

Kessler, D. L., W. E. Truog, J. H. Murphy, S. Palmer, T. A. Standaert,
D. E. Woodrum, and A. Hodson. 1982. Experimental
hyaline membrane disease in the premature monkey
effects of antenatal dexamethasone. Am. Rev. Respir.
Dis. 126: 62-69.

Khosla S. S. and S. A. Rooney. 1979. Stimulation of fetal lung
surfactant production by administration of 17-estradiol
to the maternal rabbit. Am. J. Obstet. Gynecol. 133: 213-
216.



62

King, R. J. 1984. Isolation and chemical composition of pulmonary
surfactant. In: Robertson, B., Van Golde, L. M. G. and
Batenburg, J. J.(Editors). Pulmonary surfactant. Elsevier
Science Publishers B. V. 1: 1.

Kotas, R. V. 1979. Surface tension forces and liquid balance in the
lung. In "Neonatal pulmonary care" (D. W. Thibeault y
G. A. Gregory, ed.), pp. 35-53. Addison-Weisley, Menlo
Park, California.

Kotas, R. V. 1982. Physiology assessment of lung surfactant. In:
Farrel, P. M. (editor). Lung development: biological and
clinical perspectives. Academic Press. 1: 57-86.

Kotas, R. V. and M. E. Avery. 1980. The influence of sex on fetal
rabbit lung maturation and on the response to
glucocorticoid. Am. Rev. Res. Dis. 121: 377-380.

Lauweryns, J. M. 1970. "Hyaline membrane disease” in newborn
infants. Macroscopic, radiographic, and light and
electron microscopic studies. Hum. Pathol. 1: 175-191.

Liggins, G. C. 1969. Premature delivery of fetal lambs infused with
glucocorticoids. J. Endocr. 45: 515-523.

Lowry, O. H., N. J. Rosebrough, A. L. Farr and R. J. Randall. 1951.
Protein measurement with the folio phenol reagent. J.
Biol. Chem. 193: 265.

Mason, R. J., J. Nellenbogen, and }. A. Clements. 1976. Isolation of
disaturated phosphatidylcolina with osmium tetroxido. J.
Lipid Res. 17: 281-284.



63

Moawad, A. H., L. P. River and Chin Chu Lin. 1985. Estrogen
increases-adrenergic binding in the preterm fetal rabbit
lung. Am. J. Obstet. Gynecol. 151: 514-519.

Naeye, R. L., R. K. Freeman, and W. A. Blanc. 1974. Nutrition, sex
and fetal lung maturation. Pediat. Res. 8: 200-204.

Nielsen H. C. and J. S. Torday. 1985. Sex differences in avian embryo
pulmonary surfactant production: evidence for sex
chromosome involvement. Endocrinology. 117(1): 31-37.

Papageorgion A. N., E. Colle, E. Farri-Kostopoulos and M. M.
Gelfand. 1981. Incidence of respiratoy distress syndrome
following antenatal betamethasone: role of sex, type of
delivery, and prolonged rupture of membranes.
Pediafrics. Vol. 67, No. 5, pp. 614-616.

Sanders, R. L. 1982. The chemical composition of the lung and the
composition of pulmonary surfactant. In: Farrel, P. M.
(editor). Lung development: biological and clinical
perspectives. Academic Press. 1: 179-210.

Snyder, J. M., K. J. Longmuir, J. M. Johnston, and C. R. Mendelson.
1983. Hormonal regulation of the synthesis of lamellar
body phosphatidylglycerol and phosphatidylinositol in
fetal lung tissue. Endocrinology. 112: 1012-1018.

Spellacy, W. N., W. C. Buhi, F. C. Riggall and K. L. Holsinger. 1973.
Human amniotic fluid lecithin/sphingomielin ratio
changes with estrogen or glucocorticoid treatment. Am. J.
Obstet. Gynecol. 115(2): 216-218.

Steel, R. G. y J. H. Torrey. 1988. Bioestadistica. principios y
procedimientos. Segunda edicion. MacGraw-Hill. pp.
392-441.



64

Strang, L. B. 1977. Morphology of lung development. In: Neonatal
respiration physiological and clinical studies. Ed.
Blackwell Scientific Publcations. 1-19.

Taylor, P. M. 1971. Insuficiencia respiratoria en el neonato. En:
Clinicas Obstétricas y Ginecolégicas. Biologia Perinatal.
Interamericana. 763-789.

Ten, Have-Opbroek A. 1981. The development of the lung in
mammals: An analysis of conceps and findings. Am. J.
Anat. 162: 201-219.

Torday, J. S., H. C. Nielsen, M. Fencl and M. E. Avery. 1981. Sex
differences in fetal lung maturation. Am. Rev. Respir.
Dis. 123: 205-208.

Torday, J. S. 1984a. The sex difference in type 1l cell surfactant
synthesis originates in the fibroblast in wvitro.
Experimental Lung Research. 7: 187-194.

. 1984b. Dihydrotestosterone inhibits fibroblast-
pneumocite factor-mediated synthesis of saturated
phosphatidylcolina by fetal rat lung cells. Biochimica et
Biophysica Acta. 835: 23-28.

Torday, J. S. and K. E. Dow. 1984. Synergistic effect of
triiodothyronine and Dexamethasone on male and

female fetal rat lung surfactant synthesis. Dev.
Pharmacol. Ther. 7: 133-139.

Torday, J. 1986. Dihidrotestosterone (DHT) Uncople cell interactions
in developing lung progress in development biology, Part
B. 425-428.



65

Truog, W. E., D. L. Kessler, S. Palmer, ]J. Murphy, D. E. Woodrum
and W. A. Hodson. 1981. Differential effect of sex in
experimental hyaline membrane disease in newborn
monkeys. Am. Rev. Respir. Dis. 124: 435-439.

Veldsquez, B. J. and J. Septilveda. 1982. Influence of transplacental
NA-872 and dexamethasone therapy on fetal and
newborn mouse lung. Respiration. 43: 389-400.

Watanebe, T. and Endo. 1988. Digit development and embryonic
weight in nice: analysis of sex-related time difference and

mating period-related interlitter variability. Teratology.
38: 157-163.

Weibel, E. R., and Gil, J. 1977. Structure-function relationships at the
alveolar level. In "Bioengineering Aspects of the Lung” (J.
B. West, ed.), p. 1. Dekker, New York.

Zar, J. H. 1984. Biostatistical Analysis. Second Edition. Prentice-Hall,
Inc., Englewood Cliffs, N. J. 181-183.

Zimmermann, B., J. Barrach, J. Merker and N. Hinz. 1984. Basement
membrane formation and lung cell differenctiation in
vitro. European ]J. of Cell Biology. 36: 66-73.






