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$Qué se sabe del tema que trata este estudio? $Qué aporta este estudio a lo ya conocido?

El estado nutricional materno antes y durante la gestacion es fun- Estos resultados resaltan la influencia que tiene el consumo de azi-
damental para el crecimiento fetal y peso del recién nacido. Sin car en la dieta materna sobre el desarrollo y madurez pulmonar del
embargo, ain no existe informacién que relacionan el desarrollo neonato. Mds especificamente, sobre las fibras eldsticas y colageno

pulmonar fetal por consumo de sacarosa. importantes para alveolarizacion y la funcién pulmonar.
Resumen Palabras clave:

Dieta Hipercaldrica;

Las afecciones respiratorias son el motivo mas comtin de ingreso a la unidad neonatal tanto de recién [, 11adurez Pulmonar:
b

nacidos a término como en prematuros. Los desequilibrios nutricionales durante la gestacion reper-

Rata;
cuten en la maduracién y capacidad funcional de 6rganos. Objetivo: Describir la histomorfologia  poién Nacido:
.y, . . 4 . . ’ 4 . . >
pulmonar de rata recién nacida por ingesta materna de azicar mediante microscopia dptica. Material Sacarosa

y Método: Se utilizaron 20 ratas wistar hembras de 4 semanas de edad divididas en grupo control y
experimental con sacarosa antes y durante el embarazo. En la semana 15 las hembras se aparearon
con machos durante la noche. Registramos peso corporal y pulmonar de los recién nacidos. Los
pulmones se tifieron con hematoxilina y eosina, tricromico de Masson, dcido periédico de Schiff y
Verhoeffe. Resultados: Los recién nacidos del grupo experimental, fueron de menor peso corporal
y pulmonar (6,980 + 0,493* g; 0,164 * 0,022% g; * p < 0,05) que del grupo control (7,854 + 0,497 g;
0,189 £ 0,005 g). Los pulmones del grupo experimental mostraron alteraciones estructurales en el
parénquima pulmonar, asi como cambios en depésitos de glucégeno, fibras de coldgeno y elastina
comparado con el control. Conclusién: En el presente estudio demostramos que, las alteraciones
en el crecimiento y desarrollo pulmonar del recién nacido estan asociadas con la ingesta materna de
sacarosa.
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Abstract Keywords:
Hypercaloric Diet;
Respiratory conditions are the most common reason for admission to the neonatal unit for both ~ Lung Immaturity;
term and premature newborns. It is known that nutritional imbalances during pregnancy affect the ~ Rat;

maturation and functional capacity of organs. Objective: to describe the pulmonary histomorpholo- ~ Newborn;

gy of newborn rats due to maternal sugar intake by light microscopy. Material and Method: Twenty ~ Sucrose
4-week-old female Wistar rats divided into control and experimental groups with sucrose before and

during pregnancy were used. At week 15, the females mated with males overnight. We recorded va-

lues from the body and lung weight of the newborns. The lungs were stained using Hematoxylin and

Eosin, Masson’s trichrome, Periodic acid-Schiff, and Verhoeff. Results: Newborns from the experi-

mental group presented significantly lower body and lung weight (6.980 + 0.493* g, 0.164 + 0.022* g;

*p < 0,05) compared with controls (7.854 + 0.497 g, 0.189 £ 0.005 g). The lungs of the experimental

group showed structural alterations in the lung parenchyma, as well as changes in glycogen deposits,

collagen fibers, and elastin compared with the control group. Conclusion: Alterations in newborn

lung growth and development are associated with maternal sucrose intake. It is important to re-

member that interventions on the maternal diet have beneficial effects for both the mother and the

newborn.

Introducciéon

Las enfermedades respiratorias son las principa-
les causas de morbilidad y mortalidad en los recién
nacidos'. Por lo que, en las tltimas décadas el interés
ha aumentado considerablemente sobre las diferentes
formas en que el medio ambiente puede influir en la
salud de los nifos®. En particular, evidencias demues-
tran el impacto que provocan las exposiciones am-
bientales sobre el crecimiento y funcién pulmonar’.
Recordemos que, el desarrollo pulmonar es un proce-
so de multiples etapas sostenido por eventos bioqui-
micos, mecdnicos y anatémicos que abarcan todas las
edades gestacionales®. Es importante mencionar que,
el pulmén tiene un potencial limitado para recupe-
rarse de las agresiones prenatales y presentar conse-
cuencias a largo plazo®. Dado lo anterior, evidencias
establecen que el ambiente adverso como la pobre
nutricién materna desencadena cambios estructura-
les y funcionales en diferentes 6rganos del feto, y en
particular el pulmén es susceptible a este estimulo’.
En tales circunstancias, el feto trata de adaptarse a
cambios en su fisiologia y metabolismo en respuesta
a microambientes adversos con limitado o exagerado
aporte de nutrientes y oxigeno®. En concreto, el con-
sumo de alimentos ricos en azucares antes y durante
el embarazo aumenta el riesgo de padecer diabetes
gestacional, preeclampsia® y parto prematuro'. Asi-
mismo, se afirma que la dieta materna rica en grasa
provoca insuficiencia placentaria, restricciéon en el
crecimiento fetal e inhibicién en el desarrollo pul-
monar'!. El objetivo de este trabajo fue describir los
cambios morfolégicos en pulmén del recién nacido
de madres con ingesta de aztcar.

Material y Método

El estudio se realiz6 en ratas wistar albino proce-
dentes del Bioterio del Instituto Nacional de Enfer-
medades Respiratorias. Los animales fueron mante-
nidos en condiciones convencionales de temperatura,
humedad y ciclos de luz/ oscuridad de (12/12 h), con
libre acceso a agua potable y dieta comercial (Harlan
Tekland Global 18%). Los animales fueron maneja-
dos de acuerdo a las especificaciones técnicas para el
cuidado y uso de animales de laboratorio de la Nor-
ma Oficial Mexicana'? y la Guide for Care and Use of
Laboratory Animals. U.S. Eighth Edition. The Guide
NRS, 2011". Se utilizaron 20 ratas wistar albino hem-
bras cuyo peso aproximado oscil6 entre 65-80 gy 12
machos adultos-jovenes de la misma estirpe y proce-
dencia que se utilizaron para el apareamiento. Des-
pués de una semana de aclimatacién las hembras se
asignaron al azar a un grupo control que tuvo acceso
ad libitum a dieta comercial para ratas de laboratorio
+ agua potable (n = 10). Y un grupo experimental, el
cual tuvo acceso ad libitum a dieta comercial + die-
ta alta en sacarosa (solucién de sacarosa al 30%, 30
gramos de sacarosa disuelta en 100 mililitros de agua
potable como unica bebida) (n = 10). Las hembras
permanecieron con esta dieta antes del apareamiento
y durante la gestaciéon. Después de 15 semanas con
sus respectivas dietas, las hembras de ambos grupos
fueron colocadas a razén de dos hembras por ma-
cho durante toda la noche para el apareamiento. El
dia siguiente se verific6 presencia de espermatozoi-
des mediante frotis vaginal y fue definido como dia
cero de gestacion. En el dia 22 de gestacion las madres
se mantuvieron en ayuno y se registré peso corpo-
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ral (balanza de precision digital Ohaus Pioneer Plus
PA4101). Después del parto los recién nacidos fueron
pesados en una balanza de precisién (Denver instru-
ment MXX-123, Denver Instrument 5 Orville). De los
recién nacidos, 9 de cada grupo fueron seleccionados
al azar y se les practicé eutanasia por decapitacion.
Los pulmones fueron extraidos, pesados y fijados por
inmersién de formalina amortiguada al 10%. Des-
pués de 48 horas de fijacion, se realizaron nueve cor-
tes de entre 5-7 um de grosor (micrétomo rotatorio
HistoStat Reichert) para cada muestra pulmonar y se
llevaron a cabo las diferentes tinciones histolégicas.
Para evaluar la morfologia del parénquima pulmonar
se utiliz6 la tincién con hematoxilina y eosina (H-E),
el acido peryddico de Schiff (PAS) para la deteccion
de glucégeno por intensidad de color, la tricrémica
de Masson para andlisis de coldgeno y para la visua-
lizacién de elastina se utiliz6 la tincién de Verhoeff.

Los nueve cortes de tejido pulmonar fueron ana-
lizados mediante microscopia de luz para su evalua-
cién morfoldgica y se compararon los hallazgos del
grupo experimental contra el grupo control. El andlisis
de imégenes fue realizado por el mismo investigador
de forma ciega y eligié cinco campos al azar para fo-
tografia. Las imdgenes fueron digitalizadas utilizando
una cdmara digital Hitachi KP-D580 de alta resolucién
montada en un microscopio Zeiss Axioskop equi-
pado con objetivos de 2x/0.10, 10x/0.52, 40x/0.65 y
100x/1.25 aceite de inmersion.

Anilisis estadistico

Se realizé estadistica descriptiva para variables
cuantitativas (peso corporal y pulmonar): media arit-
mética, como medida de tendencia central y desviacién
estandar de la media, como medida de dispersién. Los
resultados se expresaron como media = DS. Posterior-
mente, para el analisis estadistico se utiliz6 el programa
SPSS versién 21. En lo que respecta a la estadistica infe-
rencial, se utilizé la prueba “t” Student no pareada para
comparar las variables cuantitativas paramétricas entre
los 2 grupos. El nivel de significancia se estableci6 con
un valor (p < 0,05).

Resultados

El peso corporal y pulmonar de las crias cuyas ma-
dres fueron sometidas a ingesta de sacarosa se muestra
en la tabla 1.

El desarrollo pulmonar de mamiferos tiene eta-
pas bien definidas que describen cronolégicamente
los cambios morfolégicos desde su etapa embrionaria
hasta alcanzar su madurez'*. De acuerdo con lo ante-
rior, en las muestras de pulmoén del grupo control te-
nidas con H-E se evidencié arquitectura normal con
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presencia de alve6los, bronquiolos terminales y ductos
alveolares que finalizan en sacos alveolares. El tejido
mesenquimatoso circundante se condensa para formar
septos primarios que contienen células en su intersti-
cio. Ademads de observar multiples crestas secundarias
que se alargan para dar origen a los alvéolos primitivos
(figura 1A). En cuanto a la morfologia pulmonar del
grupo experimental, se observé estructura pulmonar
colapsada, ensanchamiento y alargamiento masivo de
espacio aéreo, lo que resulta en reduccién del tejido
mesenquimatoso. Sin embargo, atin presenta engro-
samiento de pared alveolar, asi como espacios aéreos
irregulares y pequenos (figura 1B). Por otro lado, la
reaccién de PAS demostré menor contenido de glucé-
geno pulmonar, con espacios aéreos dilatados y pared
alveolar delgada alineada por epitelio mds diferencia-
do en el grupo control (figura 2A). Mientras que, los
depdsitos de glucégeno en el grupo experimental se
observaron con mayor intensidad en células de la pa-
red alveolar en pulmones del recién nacido (figura 2B).
Referente a la evaluacion del coldgeno importante para
mantener la estructura pulmonar, el grupo control
muestra deposicién normal en el intersticio alveolar y
en el parénquima pulmonar (figura 3A). Entre tanto,
para el grupo experimental mostré una mayor acu-
mulacién sobre la arteria y el parénquima pulmonar
(figura 3B).

Por otra parte, las fibras de elastina en el pulmén
del grupo control se localizaron principalmente en el
vértice de las crestas secundarias y en la mesénquima
que rodea las vias respiratorias distales en desarrollo
antes de la alveolarizaciéon (figura 4A). En contraste
con el pulmén del grupo experimental, que exhibe ex-
presién reducida de fibras de elastina y se limité a la
mesénquima que rodea las vias respiratorias distales
(figura 4B).

Discusion

Los trastornos respiratorios son la causa mds fre-
cuente de ingreso en la sala neonatal de cuidados in-
tensivos tanto en el recién nacido a término como en el
prematuro®. Por lo que, durante el desarrollo pulmo-

Tabla 1. Peso corporal y pulmonar de los recién
nacidos

Peso pulmon (g)
0,189 + 0,005
0,164 + 0,022*

Peso corporal (g)
7,854 + 0,497
6,980 + 0,493*

Grupos

Control

Experimental

Los valores se expresan como media + DS, *p < 0,05 com-
parado con grupo | control, n = 9.
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Figura 1. A: Fotomicrografia de seccion de tejido pulmonar del grupo control. Alvedlo (A), saco alveolar (SA), Bronquiolo terminal (BT), Bronquiolo
(B), Ducto Alveolar (DA), mesénquima (m), crestas secundarias (cabeza de flecha) y pared alveolar delgada (flecha). Tincion H-E 10x. B: Fotomicrogra-
fia de seccion de tejido pulmonar del grupo experimental. Estructura pulmonar compacta, pared alveolar engrosada (cabeza de flecha), mesénquima
(m), ensanchamiento y alargamiento de espacio aéreo (asterisco). Tincion H-E 10x.

=
‘J‘L

Figura 2. A: Fotomicrografia de seccion de tejido pulmonar del grupo control. Se observa glucégeno normal en parénquima pulmonar (flechas).
Tincion PAS 40x. B: Fotomicrografia de seccion de tejido pulmonar del grupo experimental. Incremento de glucdgeno en células epiteliales (flechas).

Tincién PAS 40x.

nar prenatal la nutricién materna tiene un papel clave
en la alteracion de los mecanismos de crecimiento pul-
monar', A pesar de ello, existe poca informacién que
relacionan el desarrollo pulmonar del recién nacido
con el consumo materno de sacarosa.

En el presente estudio, demostramos que el desa-
rrollo anormal del pulmén estd asociado a la ingesta
materna de sacarosa. En este sentido, notamos un me-
nor peso corporal promedio de los recién nacidos del
grupo experimental comparado con los recién nacidos
del grupo control, consistente con estudios previos'’.

Asimismo, resultados experimentales asocian la inges-
ta materna de carbohidratos con el tamano fetal y pla-
centario’®. Por otra parte, se sabe que la desnutricién
materna provoca desregulacion de transportadores de
glucosa placentarios. En consecuencia, la disponibili-
dad de nutrientes fetales se limita y el crecimiento es
afectado’. Es importante enfatizar que, el deficiente
crecimiento fetal y bajo peso al nacimiento se asocian
con un mayor riesgo de intolerancia a la glucosa, dia-
betes tipo 2, sindrome metabdlico y enfermedad car-
diovascular en la vida adulta®. También es relevante
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Figura 3. A: Fotomicrografia de seccion de tejido pulmonar del grupo control. Deposicion normal de coldgeno en parénquima pulmonar (flecha).
Tincién Tricromica Masson 40x. B: Fotomicrografia de seccién de tejido pulmonar del grupo experimental. Acumulacion anormal de colageno, en
parénquima y arteria pulmonar (flechas). Tincion Tricrémica Masson 40x..

Figura 4. A: Fotomicrografia de seccion de tejido pulmonar del grupo control. Existe una organizacion de elastina en los tabiques alveolares se-
cundarios (flechas). Tincion Verhoeffe 20x. B: Fotomicrografia de seccién de tejido pulmonar del grupo experimental. Evidente desorganizacion y
deposito anormal de elastina en el intersticio pulmonar (flechas). Tincion Verhoeffe 20x.
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mencionar que, se observd menor peso pulmonar del
grupo experimental comparado con el grupo control.
Lo que sugiere, la posible pérdida de estimulos al cre-
cimiento y diferenciacién pulmonar durante el desa-
rrollo prenatal y postnatal temprano. En particular, la
restriccion caldrica durante el periodo de hiperplasia
celular produce alteracién del crecimiento pulmonar.
El cual se manifiesta por una menor cantidad de células
en algunos 6rganos durante el periodo neonatal®'.
Con respecto a la evaluacién morfolégica pul-
monar de los recién nacidos del grupo experimental,

ebitoriaL_qiku

mostraron colapso alveolar, engrosamiento de pared
alveolar y aumento en celularidad. Con relacién a lo
anterior, estudios experimentales indican que la hipe-
rinsulinemia materna provoca retraso en la madura-
cién pulmonar fetal®, deficiencia en la sintesis y secre-
ci6n de surfactante”. Cabe mencionar que, en modelo
experimental y en humanos el consumo de sacarosa
produce resistencia a la insulina®, hiperinsulinemia e
hiperlipidemia®. Por otro lado, la hipertension arterial
secundaria al consumo de azucar estd*® fuertemente
relacionada con el riesgo de padecer pre-eclampsia.
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Como consecuencia, la pre-eclampsia altera el creci-
miento vascular en la unidad materno-fetal y evita el
apropiado desarrollo de vias aéreas del neonato?. Por
lo cual, creemos que los cambios metabdlicos y hor-
monales sufridos por la madre debido al consumo de
sacarosa retarda el desarrollo pulmonar del recién na-
cido.

Otro hallazgo importante, fue la presencia de
glucégeno pulmonar en los recién nacidos del gru-
po experimental. Es conocido que, el glucégeno es la
fuente de energia y su sintesis empieza en la novena
semana de gestacion en el embrién humano. Pero los
niveles declinan suavemente cuando el feto se acerca
a término. Lo que indica, la relacién entre el glucoge-
no pulmonar y su maduracién funcional en el recién
nacido®. Esta claro que, bajo condiciones fisioldgicas
el contenido de glucégeno pulmonar disminuye mien-
tras que en condiciones patoldgicas su presencia se
hace més evidente®. Por lo anterior, suponemos que la
acumulacion de glucdgeno tiene impacto negativo en
la maduracién pulmonar y produccién de surfactante.
Dado que, la degradacién del glucdgeno hasta glucosa
genera las cadenas de glicerol requeridas para la sinte-
sis del surfactante.

Mientras que, con la tincién tricrémica de Masson
se observé aumento en la deposicién de coldgeno pul-
monar en los recién nacidos del grupo experimental.
Resultado relevante ya que, el coldgeno es un compo-
nente de la matriz extracelular pulmonar® y propor-
ciona estabilidad mecdnica durante la funcién fisiol6-
gica del pulmén?. En este caso, el aumento de la depo-
sicién de coldgeno puede conducir a vias respiratorias
rigidas y fibréticas en el pulmén neonatal®. Ademds,
estudios en varios modelos animales han revelado ma-
yor produccién de coldgeno y rigidez pulmonar aso-
ciado con displasia broncopulmonar®. Por lo tanto,
creemos que el Factor de Crecimiento Transformante-
beta (TGF-B) estd implicado en este resultado. Ya que,
es un inductor de la expresion de coldgeno y de varias
enfermedades respiratorias que implican inflamacién
y remodelacién’. Por otro lado, la exposicién materna
a dieta hipercaldrica durante el embarazo impone una
alta ingesta de productos finales de glicacién avanzada
generadas por medio de reacciones no enzimédticas®.
Tales moléculas provocan alveolitis, proliferacién de
fibroblastos, depdsito anormal de coldgeno intersticial
y finalmente fibrosis pulmonar?.

La sintesis de elastina comienza en la etapa pseudo-
glandular y estd asociada con sitios donde las vias res-
piratorias se ramifican durante el desarrollo pulmonar.
Mientras que, aumenta durante los siguientes periodos
del desarrollo fetal y alcanza un pico durante la alveo-
larizacion en la etapa neonatal. También es conocido
que, los compartimentos vasculares, vias respiratorias
conductoras y los alve6los requieren una simetria elds-
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tica para sufrir repetida distensién y retroceso a lo largo
de la vida del pulmén*. En este sentido, nuestros resul-
tados muestran una expresién reducida y deposicién
desorganizada de elastina en pulmén del recién nacido
grupo experimental. Se sabe que, las alteraciones en la
deposiciéon de elastina afectan la alveolarizacién y la
funcién pulmonar. Confirmado, en un modelo de hi-
peroxia en rata posnatal que muestra una expresién de
elastina reducida, rotura de las fibras de elastina y una
detencién de la maduracién pulmonar®®*. Importante
mencionar que, la elastina es un componente vital de
la estructura pulmonar que permite la expansion y el
retroceso del parénquima. Esta fibra eldstica, se depo-
sita principalmente en el vértice de las crestas secunda-
rias durante la alveolarizacién y en la mesénquima que
rodea las vias respiratorias distales antes del desarro-
llo del pulmén. No olvidemos que, la insuficiencia de
elastina afecta el crecimiento de vasos sanguineos aso-
ciados con el crecimiento en los tejidos nuevos o exis-
tentes. Lo que provoca la detencién en el crecimiento
pulmonar y alteracién de la funcién respiratoria®. Por
lo tanto, éstos hallazgos sugieren que la deposicion de
elastina pulmonar del recién nacido se ve comprome-
tida por el consumo materno de sacarosa. Esto impli-
carfa, una reduccién alveolar y retraso en el desarrollo
pulmonar.

En particular, el estudio actual debe considerarse
dentro del contexto de sus limitaciones. Primero, tuvi-
mos una pequena cantidad de recién nacidos en nues-
tro experimento. Aunque cabe sefialar que, es un estu-
dio preliminar que pone a prueba la viabilidad, el equi-
po y los métodos para nuestro disefio de investigacién
a mayor escala. Sin embargo, se podria establecer un
aumento en el nimero de animales para la obtencién
de mayor cantidad de datos y lograr los objetivos de
la investigacién. Invertir en la planificacion y el disefio
experimental, es una garantia de que la informacién
que se obtenga serd suficiente y de calidad. Segundo,
a pesar de las técnicas basicas de tinciones utilizadas
en este trabajo encontramos hallazgos interesantes.
Por lo que, creemos conveniente evaluar la relevancia
de nuestros hallazgos con otras técnicas experimenta-
les. La intencién de nuestro grupo de trabajo, es acer-
carnos a la determinacién del surfactante pulmonar
mediante pruebas moleculares. Ya que, la produccién
adecuada de surfactante pulmonar es importante para
la supervivencia de los recién nacidos. En el pulmén
del recién nacido desarrollado prematuramente, se
cree que la deficiencia de surfactante pulmonar cau-
sa el sindrome de dificultad respiratoria. Sin olvidar,
el estudio de la placenta como 6rgano transitorio que
intercambia una amplia gama de nutrientes, sefiales
endocrinas, citocinas y factores de crecimiento para
asegurar un crecimiento y desarrollo fetal. Ademds, es
nuestro interés determinar la funcionalidad mitocon-
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drial como mecanismo fundamental de falla en la ma-
duracién de los 6rganos en los bebés prematuros. Au-
nado a lo anterior, se pretende implementar el andlisis
de imagen mediante dimension fractal para cuantificar
y caracterizar la matriz extracelular en el pulmén de la
rata recién nacida.

En conclusion, de acuerdo con la histomorfolo-
gia pulmonar demostramos que, las alteraciones en el
crecimiento y desarrollo pulmonar del recién nacido
estdn asociadas con la ingesta materna de sacarosa. En
este sentido sabemos que, la arquitectura pulmonar se
establece en etapa temprana de la vida y el estado nu-
tricional tiene el potencial de inducir alteraciones en la
estructura y funcién pulmonar a lo largo de la vida. No
olvidemos que, la nutricién materna tiene consecuen-
cias importantes en la maduracién pulmonar neonatal
a través de su influencia en el desarrollo placentario y
del crecimiento fetal. Cabe sefialar que, éste modelo
puede ser usado en estudios futuros para explorar el
desarrollo de trastornos respiratorios en la vida tem-
prana y adulta por influencia de azucares. Si bien se
requieren mds investigaciones, consideramos que el
consumo materno de azticares son un peligro para la
salud de los recién nacidos en desarrollo. Por lo que,
es de vital importancia propiciar intervenciones de sa-
lud publica dirigidas a controlar la ingesta excesiva de
bebidas con alta fructosa, harinas y la promocién de
hébitos saludables. Asimismo, se debe poner especial
interés a uno de los grupos mds vulnerables de la po-
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blacién que corresponde a mujeres en etapa reproduc-
tiva y embarazada.
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a las normas éticas del comité de experimentacién hu-
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