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RESUMEN

Se pretende determinar los efectos protectores sobre el timo de ratas adolescente
con sindrome fetal alcohdlico experimental, para lo cual se utilizaron 24 ratas
Wistar adolescentes y gestantes divididas en 4 grupos: A) tratadas con etanol, B)
tratadas con etanol y acido fdlico, C) tratadas solo con acido félico y D) grupo no
tratado. El tratamiento se extendié durante toda la gestacion hasta el parto. Se
tomaron 2 crias por cada madre. A las crias se les practico la eutanasia a los 35
dias de vida posnatal. Se extrajo el timo y se obtuvieron cortes de 4 micrometros y
se colorearon con H/E. Se utilizo el programa digital para morfometria Image Tool.
Se midieron las areas de la corteza y médula del timo, asi como la relacion entre
ambas variables. Se realizd ANOVA de 2 vias. El area de la corteza del timo fue
significativamente menor en el grupo tratado con etanol en relacion con el resto de
los grupos. Los hijos de las madres tratadas con acido félico mostraron los valores
mayores en el area de la corteza, y el grupo tratado con etanol y acido félico
mostré un patrén muy similar al control. Se concluyd que el etanol provoca cambios
histopatolégicos evaluados como atrofia de la corteza del timo y que el acido félico
suministrado a la madre durante la gestacion tiene efecto protector sobre esta
anomalia.

Palabras clave: sindrome alcohdlico fetal, morfometria, timo, alcoholismo,
adolescencia.
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ABSTRACT

The study is intended to determine the protective effects of folic acid on the thymus
of adolescent rats with experimental fetal alcohol syndrome. To this end, 24
adolescent and pregnant Wistar rats were used, which were divided in 4 groups: A)
treated with ethanol, B) treated with ethanol and folic acid, C) treated only with
folic acid, and D) not treated. Treatment extended throughout the entire gestation
period until delivery. Two offspring were chosen from each mother. The offspring
were euthanized at 35 days of postnatal life. The thymus was extracted and 4-
micrometer cutouts were obtained, which were colored with H/E. The digital
program Image Tool was used for morphometry. Measurements were taken of
areas of the thymic cortex and medulla, and the relationship between the two
variables was determined. A two-way ANOVA was performed. The thymic cortex
area was significantly smaller in the group treated with ethanol than in the other
groups. Offspring of mothers treated with folic acid showed the highest cortex area
values, and the group treated with ethanol and folic acid exhibited a pattern very
similar to the control group. It was concluded that ethanol brings about
histopathological changes evaluated as thymic cortex atrophy, and that the folic
acid administered to mothers during gestation has a protective effect over this
abnormality.

Key words: fetal alcohol syndrome, morphometry, thymus, alcoholism,
adolescence.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha incrementando el consumo excesivo de etanol entre
adolescentes del sexo femenino. Con ello han aumentado las complicaciones
biopsicosociales asociadas, como es el sindrome alcohdlico fetal (SAF).! Los nifios
con SAF presentan, ademas de las manifestaciones al nivel del sistema nervioso
central (SNC) ampliamente estudiadas,’? un incremento en la susceptibilidad a
enfermedades infecciosas.?

Las caracteristicas histoldgicas de los componentes del sistema inmune en el alcoholismo
han sido poco estudiadas.? Por otra parte, tampoco se reportan trabajos que aborden
esta problematica en la descendencia de madres adolescentes, que ingieran el
toxico durante la gestacion.

Los efectos del etanol sobre el sistema inmune son dificiles de determinar en los
alcohdlicos, debido a la presencia de enfermedades concurrentes asociadas en
muchos de los casos.? No obstante, los efectos de esta droga sobre este sistema se
vinculan con enfermedades autoinmunes e inmunodeficiencia.>*

Se ha planteado que los hijos de madres que ingieren etanol durante la gestacion
presentan depresidn del sistema inmune que persiste en la vida adulta.'® Estudios
experimentales muestran que se afectan los procesos de seleccidn de los linfocitos
T en el timo, con disminucion del nimero de los clones CD4* y CD8" en sangre
periférica y se ha sefialado que estos efectos son mas marcados en el sexo
femenino.®® Estudios experimentales muestran que las interferencias en este
proceso inhiben el desarrollo normal del érgano.’
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Por otra parte, se ha planteado que el alcoholismo es capaz de producir déficit de
folatos, lo cual es doblemente preocupante en una adolescente embarazada, debido
a sus mayores requerimientos de acido félico debido a la edad y al embarazo. Los
efectos del consumo excesivo de etanol sobre la ingesta, absorcién, metabolismo y
utilizacion de los folatos han realzado la importancia de esta relacion
patogénica.l®!!

Los folatos tienen 2 efectos fisioldgicos principales: en primer lugar constituyen
cofactores de las enzimas que sintetizan ADN y ARN, y en segundo lugar, son
necesarios para la conversién de la homocisteina en metionina.'? Estos gobiernan el
metabolismo de las células vy la sintesis de proteinas, por lo tanto, son vitales
durante el crecimiento.!® El cido félico, por su accién antioxidante, podria tener
efectos protectores contra los dafios del etanol en el SAF.'? Por esta razén cabria
esperar que la suplementacidn con acido fdlico a las gestantes, sea un recurso
adecuado para minimizar o contrarrestar los efectos del etanol sobre el timo de la
progenie.

Por todo lo antes planteado, en el presente trabajo se pretendié determinar los
posibles efectos protectores del acido félico sobre las caracteristicas morfométricas
del timo de ratas adolescentes provenientes de madres a las que se les suministré
etanol durante la gestacion.

METODOS

Se realizd un estudio prospectivo y descriptivo, donde se utilizaron las crias de ratas
albinas adolescentes. Se utilizaron 48 ratas, 24 de cada sexo, escogidas al azar
mediante una tabla de nimeros aleatorios.

Las 24 hembras tenian entre 58 y 72 dias de nacidas, con un peso promedio entre
180 y 200 gramos. Los machos, eran adultos con un peso de 200 a 270 g. A hembras
y machos se les suministré agua y dieta ratonina ad libitum. Cada rata hembra fue
apareada con un macho diferente. Se les determind el primer dia de la gestacion
mediante smear vaginal.

Con las ratas gestantes se conformaron 4 grupos al azar utilizando una tabla de
numeros aleatorios (A, B, C y D). Cada grupo quedo constituido por 6 ratas madres, a
las que se les aplicé el tratamiento desde el tercer dia posterior al apareamiento
hasta el parto. La via de administracion para todos los grupos, fue oral, a través de
una canula intraesofégica.'?

A las ratas del grupo A se les suministré agua en la misma dosis, hora y mediante
el mismo procedimiento que al resto de los grupos. Al grupo B se le suministro
acido félico diluido en agua a razén de 400 pg/kg de peso corporal por dia.'* Las
ratas del grupo C recibieron tratamiento con etanol al 40 % a razon de 5 g/kg de
peso corporal.'® Al grupo D, se le suministré etanol y acido félico en las mismas
concentraciones y dosis que los 2 grupos anteriores.

Las ratas madres se pesaron una vez por semana en una balanza marca Yamamoto
LM-3200. Con los valores obtenidos se calculd la cantidad de etanol y acido félico a
suministrar durante la semana siguiente, y se marcaron y colocaron en cajas individuales.

El tratamiento se suspendié después del parto. Las crias se mantuvieron junto a sus
madres hasta el destete, efectuado a los 21 dias de nacidas. De cada grupo se tomaron
2 crias por madre para un total de 12 animales por grupo, 6 hembras y 6 machos,
que se escogieron al azar mediante una tabla de nimeros aleatorios. Las crias se
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mantuvieron en cajas multiples, separadas por sexo y de acuerdo con el grupo al que
pertenecieron las madres. Recibieron solo agua y dieta ratonina ad libitum. Las
condiciones ambientales e higiénicas fueron adecuadas y similares para todos los grupos.

A los 35 dias de vida posnatal se les practicé la eutanasia. Las ratas se anestesiaron
con pentobarbital sédico por via intraperitoneal, en dosis de 40 mg/kg de peso
corporal. Se utilizé la perfusion intracardiaca como via de fijacién, empleando
formalina al 12 %. Una vez muertos los animales, se extrajo el timo que fue lavado
en solucion salina al 0,9 %.

Para el estudio morfométrico se tomaron fragmentos de 1 cm? y se fijaron en formalina
neutra tamponada al 12 %. Los fragmentos se procesaron por el método de la parafina.
Se obtuvieron cortes de 4 micrémetros en un micrétomo vertical marca Spencer.
Las Laminas fueron coloreadas con hematoxilina y eosina (H/E) y se observaron en
un microscopio CETI. Por cada grupo se midieron 50 lobulillos timicos, en los que se
determind: area de la corteza, area de la médula y la relacion entre ambas. La
digitalizacién de las imagenes se efectu6 en un microscopio CETI, con objetivo 4x,
tubo de proyeccion y una cadmara digital modelo Kodak DC 48 000 zoom acoplada al
microscopio. En el analisis se utiliz6 el sistema UTHSCA Image Tool 3 (IT3).%°

RESULTADOS

Las crias sometidas a los efectos del etanol presentaron los valores menores de la
variable area cortical estadisticamente significativa en relacién con el resto de los
grupos (P< 0,05). Las crias de las madres tratadas con acido félico (B) mostraron
los valores mayores en el area de la corteza (AC), y las crias del grupo tratado con
etanol y acido félico (D), mostraron un patrén muy similar al control (tablas 1y 2).

Tabla 1. Estadistica descriptiva de la variable AC del timo, segln grupos de tratamiento

Area AgQua &, folico alcohol alcohol + A, folico
M L0 50 50 50
hd 56,1996 56,2399 65,1220 65,1270
Cort
nres 5 0,29066 0,24590 0,2027% 0,24355
a

M: namero de mediciones; ¥ media; 5 deswviacion estandar,

Tabla 2. Efectos de las variables alcohol, acido falico e interaccion alcohol +acido falico sobre

la corteza del timo

Yalores de F y P 4. Falico alcohol alcohol + A, folico
F 0,001 5,464 1,065
Corteza
p 0,973 0,0z0 0,203
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Los valores de areas medulares (AM) mayores correspondieron al grupo tratado con
etanol, con una diferencia significativa en relacion con el resto de los grupos (P< 0,05)

(tablas 3y 4).

Tabla 3. Estadistica descriptiva de la variable AM del timo, segdn grupos de tratamiento

Area Agua &, folico Alcohol Alcohol + A, falico
M 5o 5o to 5o
it 5,3402 5,4038 5,5315 5,4515
Medula
=] 0,44200 0,23715 0,432455 0,22821

M: ndamero de mediciones; % media; 5 desviacidon estandar.

Tabla 4. Efectos de las variables alcohol, acido falico v su interaccian

{alcohol + acido folico) sobre la medula del timo

Walores de F oy P A, falico alcohol | Alcohol + AL falico
F 1,873 3,600 2,373
Medula
P 0,173 0,050 0,125

El valor de la relacién entre las areas de la corteza y la médula (AC/AM) fue la
menor en el grupo descendiente de madres tratadas con etanol. Con una diferencia
muy significativa (P< 0,001). El mayor valor de la media para esta variable,
correspondié al grupo tratado con acido félico (grupo B), que también mostré
diferencias significativas (P< 0,05). El resto de los grupos (A y D) presentaron
valores intermedios entre los grupos antes mencionados (tablas 5 y 6). En todos los
casos se observo interaccion entre los efectos de la variables etanol y acido félico

(tabla 6).

Tabla 5. Estadisticas descriptivas de la variable morfométrica relacion

AC/AM en el timo, segdn grupos de tratamiento

Area Agua &, folico alcohal alcahol + AL folico
N 50 &0 50 50

Relacian >< 1,1600 1,1546 1,1008 1,1349

AC/AM 5 0,5343 0,03756 0,05488 0,03940

M: ndmero de mediciones; ¥ media; 5 desviacidn estandar.
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Areas

Corteza

Medula

Relacian

A/ AM

Al analizar el comportamiento por sexos se aprecié que las ratas machos tratadas
con etanol presentaron las areas corticales con los menores valores, aunque estas

Tabla 6. Andlisis de los efectos de las variables alcohol, acido falico

¥ su interaccion, sobre la relacion AC/AM del timao, v su significacion

Yalores de F y P &, folico alcohol alcohol +4, falico
F £,040 20,332 2,206
Relacian
P 0,015 0,000 0,004
AT AM

Tabla 7. Estadisticas descriptivas por sexos

Agua &, folico Alcohol
M H M H M H

M 25 25 25 25 25 25

# 6,260 6,203 6,202 6,219 6,132 6,143

= 0,379 | 0,2195 | 0,2182 | 0,2740 | 0,2678 0,3221

M 25 25 25 25 25 25

% 5,419 | 5,261 | 5,405 | 5,308 | 5,512 5,551

5 04246 | 0,4022 | 0,2053 | 0,3713 | 4,656 | 0,4085

M 25 25 25 25 25 25

¥ 1,159 | 1,178 | 1,130 | 1,172 | 1,116 1,109

5 0,0515 | 0,558 0,213 0,0433 | 0,0573 0,0520

Alcohol + A, falico

M

25

6,142

0,2695

25

t,430

0,3561

25

1,131

00,0344

M: namero de mediciones; ¥ media; 5 desviacion estandar,

diferencias no fueron significativas. Asimismo, los valores mayores en el AM

correspondieron al grupo tratado con etanol, sin efectos significativos entre los

grupos dentro de este mismo sexo (tablas 7 y 8).

En las hembras, las areas de corteza con los menores valores fueron las del grupo

tratado con etanol, aunque en ninguno de los casos mostraron diferencias

significativas. En cambio, las dreas mas extensas correspondieron con los grupos

que ingirieron acido félico, con independencia de si consumian etanol o no. El

H

25

6,210

0,2147

25

T, 464

0,3040

25

1,136

00,0417
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mayor valor en AM lo presentd el grupo tratado con etanol, con diferencias
estadisticamente significativas (P< 0,05) (tablas 7 y 8).

En las ratas machos, la relacion AC/AM mas alejada de los valores reportados para
el patron normal fue la presentada por los descendientes del grupo tratado con
etanol, con diferencias significativas (P< 0,05) (tablas 7 y 8). En las hembras, los
valores mas alejados del control en la relaciéon C/M fueron los grupos de etanol, y
los de etanol y acido fdlico, con diferencias muy significativas para el grupo de
etanol (P< 0,001). En los machos se presentaron interacciones entre los efectos de
las variable sexo, alcohol y acido fdlico (tabla 8).

Tabla 8. Efectos de las variables sexo, alcohaol, acido folico v su interaccion,

sobre |a corteza, la medula v la relacion C/M, en el timo

Yalores de F y P &, folico Alcohol alcohol + A, falico
M H M H M H
F | o9 | 2,46 2,87 | 0,014 0,532 0,087
Corteza p 0,665 | 0,120 | 0,092 | 0,005 0,004 0,768
F | opooo | 4,05 0,051 | 6,67 0,825 1,60
Medula p | pose | 0087 | oe22 | o011 0,366 0,198
Relacion F | o850 3,35 c,24 16,5 5,83 3,48
AC/AM P |0422 | 0070 | 0,024 | o000 0,018 0,065
DISCUSION

Se observo que la ingestion de etanol por la madre durante la gestacién provocd
cambios en las caracteristicas histologicas del timo en la descendencia, donde se
comprobo una disminucién en el grosor de la corteza a expensas de la poblacion
linfocitaria. Este resultado apoya los planteamientos que sefalan que la exposicion
fetal al alcohol estd asociada con profundas alteraciones en el desarrollo y la
funcion de sistema inmune, tanto en animales como en humanos.>’

La disminucion en la poblacion linfocitaria de la corteza timica en humanos y
animales expuestos al etanol intraltero ha sido reportada por algunos autores,*®
alteraciones que persisten hasta la vida adulta.®!® En la presente investigacion se
pudo constatar que la reduccion del area de la corteza persistia a los 35 dias de
vida posnatal, a pesar de que estas ratas no estuvieron expuestas al etanol
después del nacimiento, lo que concuerda con lo planteado por los autores antes
mencionados, con respecto al SAF.

En las ratas de nuestra serie proveniente de las madres que ingirieron etanol, la
reduccion de la corteza timica pudiera deberse a que las células corticales mueren
por apoptosis por el efecto tdéxico de este y por incremento de especies reactivas
del oxigeno y la oxidaciéon del etanol formandose acetaldehido, que induce
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peroxidacion lipidica, asi como la formaciéon de un compuesto tdéxico acetaldehido-
proteina, como ha sido planteado por otros autores.!*%1°

Por otra parte, se plantea que en el primer trimestre los trofoblastos humanos
expresan altos niveles de citoquinas cuando son cultivados en presencia de etanol.
Los altos niveles de citoquinas durante la gestacion temprana pudieran ejercer un
efecto adverso en el desarrollo del sistema inmune del feto.?° El etanol produce
ademas inhibicién en la replicacién con disminucién de las mitosis por dafio del
ADN, vy de las proteinas involucradas en su reparacion, en particular por la
presencia de moléculas enddégenas como las especies reactivas del oxigeno,
peroxidacion lipidica y el acetaldehido.!!

Por todo lo antes expuesto, la hipoplasia de la corteza del timo pudiera deberse a
un incremento en la muerte celular por apoptosis, concomitando con una reduccién
en el indice de mitosis en la poblacién linfocitaria (labil), ambos inducidos por el
etanol, como han sugerido otros autores.®?!

En el timo de los animales tratados con etanol y acido félico se comprobd que la
corteza conservaba un grosor similar a los casos controles. Esto habla a favor del
posible efecto protector del acido fdlico sobre el timo en el SAF probablemente
debido a su accidn antioxidante. Estos resultados concuerdan con estudios
bioquimicos de estrés oxidativo, donde se realizan determinaciones enzimaticas de
glutatién reductasa, gamma glutamil transpectidasa, perdxido de hidrégeno, entre
otras, y se observa que los efectos del etanol son mitigados cuando se tratan a
ratas gestadas con etanol y folatos de manera conjunta.!?%2

El acido fdlico tiene funcidon coenzimatica. Participa en reacciones biosintéticas, por
ejemplo la sintesis de nucleétidos, de particular importancia en la sintesis de ADN y
en la divisién celular.'® Es probable que estos efectos combinados del &cido félico,
hayan sido capaces de estimular las mitosis en este tipo celular, y disminuir el
efecto de los productos téxicos derivados del metabolismo del etanol, por su accién
antioxidante, manteniendo estable la poblacion celular de la corteza.

Existen investigaciones que han mostrado diferencias en la respuesta inmune entre
los sexos, pero las razones de esas diferencias alin no estan bien establecidas.?? En
el presente trabajo se observé una disminucién del grosor de la corteza timica en
las hembras con respecto a los machos.

Se ha observado que en ambos sexos la exposicidon al etanol suprime la respuesta
inmunitaria al inducir cambios en las hormonas de estrés y en las sexuales como el
estrdgeno y la testosterona.®?? Sin embargo, las investigaciones en animales
expuestos al etanol intrautero resultan controvertidas. Unas plantean mayor dano
en machos que en hembras.® Otras sefialan que las ratas hembras son menos
capaces de combatir la infeccidn cuando estan bajo la intoxicacién alcohdlica,”®y un
tercer grupo de autores no encuentra diferencias significativas entre ambos sexos.®

Se concluye que la exposicion al etanol de las ratas durante el desarrollo embriofetal,
provoca depresidon del sistema inmune que se manifiesta por atrofia de la corteza
del timo. Este efecto se manifiesta de manera diferente en ambos sexos, por lo que
este sindrome es sexo dependiente para esta variable, y que el tratamiento con
acido félico a la madre que ingiere etanol durante la gestacién, tiene un efecto
protector sobre el desarrollo del timo, minimizando las alteraciones morfométricas
que la ingestion del téxico provoco.
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