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RESUMEN:

Introduccion. El alcoholismo es una enfermedad crénica incurable que en la
actualidad se ha incrementado entre jovenes y adolescentes, representando un grave
problema de salud para la humanidad. El consumo excesivo de alcohol afecta a casi
todo el organismo incluyendo al sistema inmune, constituyendo ademas una droga
portero que favorece el consumo de otras drogas. Métodos. Se utilizaron 58 ratas
adolescentes de 30 dias de nacidas y del sexo masculino, las cuales fueron divididas
en dos grupos: tratadas durante un mes y durante dos meses. Ambos grupos fueron a
su vez divididos en tres subgrupos: experimental tratado con etanol y vacuna
Heberbiovac-HB; un grupo control positivo tratado con agua y vacuna y un grupo
control negativo al que se le suministré agua y solucion salina en lugar de la vacuna. Al
finalizar la experiencia los animales fueron sometidos a eutanasia obteniéndose cortes
histologicos del bazo, que fueron coloreados con hematoxilina y eosina y estudiados

mediante el sistema morfométrico MADIP. Resultados. Las areas centrales y totales
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de los foliculos de las ratas experimentales fueron similares a los encontrados en las
ratas controles negativas; sin embargo, presentaron volumenes mayores que los
mostrados por los foliculos de las ratas controles positivos. Conclusiones. Es posible
gue en esta etapa del ciclo vital el etanol posea un efecto estimulante sobre este
organo.

Palabras clave: adolescencia, alcoholismo cronico, ratas, caracteristicas

morfométricas, bazo, foliculos linfaticos.

ABSTRACT

Introduction. Alcoholism is an incurable chronic disease that nowadays it has been
increased between young people and adolescents, which turns it into one of the main
medical-social problems facing mankind. Excessive alcohol consumption affects
practically whole body includes immune system and it is a porter drug that allowed
others drugs consumption. Methods. It had used 58 male adolescent 30 days old rats.
They were treated during one or two months. Both groups were divided in three
subgroups: the experimental group were treated with ethanol and Heberbiovac-HB
vaccine; positive control were treated with water and Heberbiovac-HB vaccine and
negative control group received water and saline solution instead of Heberbiovac-HB
vaccine. It was used histological sections and Cuban MADIP morphometric system for
the study. Results. Central and total areas of secondary lymphatic follicles of animals
treated with ethanol and Heberbiovac-HB vaccine were similar to those parameters in
negative control animal, and very larger volume than positive control animals and It was
unexpected result. Conclusions. It possible at that vital period of life ethanol stimulates
this organ.

Key words: Adolescence, chronic alcoholism, rats, morphometry, spleen, lymphatic

follicles



INTRODUCCION

El alcoholismo es una enfermedad crénica incurable que afecta tanto a adultos como a
jovenes y adolescentes. En las ultimas décadas se han realizado estudios que reflejan
los dafios causados por la ingestion incontrolada de etanol, tanto en el hombre como
en animales de experimentacidn. Reportes actuales plantean un incremento en el
nimero de consumidores, asi como en la cantidad de alcohol consumido.'® Asi mismo,
se estima que un elevado numero de bebedores mueren cada afio por causas
relacionadas con el alcohol.®

La adolescencia es una etapa del desarrollo donde las conductas de riesgo son
habituales y se van definiendo la mayor parte de las practicas que determinan las
opciones Yy los estilos de vida del individuo. Los adolescentes consumen alcohol como
estrategia para afrontar el estrés propio de la vida académica y esto suelen hacerlo en
grupo con sus pares y con el deseo de ser aceptado por estos.’

La mayoria de las investigaciones que analizan el alcoholismo durante la adolescencia,

son de caréacter epidemioldgicos, &°

siendo insuficientes los trabajos experimentales en
modelos biolégicos que abordan los efectos de esta droga, en esta etapa del
desarrollo, y que pudieran aportar datos para su mejor comprension y tratamiento.

Se han realizado trabajos en condiciones experimentales con modelos animales para
evaluar los efectos toxicos del etanol sobre algunos érganos.***® Sin embargo, estos
no abordan los efectos sobre el bazo que juega un importante papel en la respuesta
inmune, siendo un 6rgano efector de la misma. Determinar los efectos que este toxico
provoca sobre dicho O6rgano seria de incalculable valor para comprender el
comportamiento de esta droga psicoactiva sobre el sistema inmune, en particular en la

adolescencia.

En la literatura revisada se encontraron pocos datos que aborden el efecto del alcohol
sobre los organos del sistema inmune. Por tales razones el presente trabajo tuvo como
objetivo determinar las variaciones que la ingestion crénica de etanol produce sobre las
areas centrales y totales de los foliculos linfaticos del bazo en ratas adolescentes

inoculadas con la vacuna Heberbiovac-HB.



METODOS

Se emplearon 58 ratas albinas machos de 30 dias de nacidas. El experimento se
disefi6 para dos tiempos, un mes y dos meses de tratamiento y cada uno de los grupos
se subdividi6 en tres subgrupos: uno experimental al que se le administré etanol
mediante canula intraesofagica y se inmunizd con la vacuna Heberbiovac-HB (EV) y
dos controles, uno negativo al se le suministr6 agua y se le inoculé solucién salina
(ASS), esto ultimo en lugar de la vacuna Yy otro subgrupo como control positivo al que
se le administré6 agua y se inmunizé con la vacuna Heberbiovac-HB (AV). Se utilizé
etanol al 40% diluido en agua, a razon de 3 gramos por kg de peso corporal, en una
dosis Unica diaria, por via oral con canula intraesofagica.'* A las ratas no tratadas con
etanol se les administr6 agua empleando la misma dosis, horario y procedimiento. La
vacuna se administré por via intramuscular, en el cuadriceps derecho del animal a la

dosis 0.1 ml.

Tabla 1. Esquema de inmunizacion

Esquema de Inmunizacion

Dias de nacido 30 dias 37 dias | 51dias 65 dias
Dias de tratamiento 0 7 21 36
Dosis 1ra 2da 3ra refuerzo

Al concluir el experimento los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico.
Se extrajo el bazo, se tomaron fragmentos de cinco milimetros y se fijaron en formol al
12 % tamponado. Luego fueron deshidratados en alcoholes crecientes, aclarados con
xilol y procesados por el método de la parafina. Se obtuvieron cortes histologicos de
cuatro micras con micrétomo vertical marca Spencer. Para el estudio morfométrico se
digitalizaron las imagenes y se realizaron mediciones sobre ellas utilizando el sistema
cubano MADIP.*>



En todos los animales del experimento se estudiaron los foliculos linfaticos secundarios
seleccionados al azar, para lo cual se desenfocaba el microscopio se movia la lamina y
se volvia a enfocar para continuar la mediciobn en la nueva &rea seleccionada. Se
analizaron las variables morfométricas; areas centrales (AC) y areas totales (AT) de los
foliculos. Para determinar cada una de ellas se tomé como referencia el seno marginal
presente en estas estructuras. Las mediciones se realizaron contorneando
manualmente, sobre imagenes digitalizadas con el objetivo 10x. Se midieron tres
foliculos por cada animal.

El analisis de los datos se realizd, a partir de los ficheros con los resultados de las
mediciones que se exportaron a una tabla de Microsoft Excel y esta a su vez al paquete
estadistico SPSS. Como primer procedimiento se realiz6 un analisis de varianza
multivariado (MANOVA) para ver el efecto de las variables: grupo y tiempo sobre las
variables del estudio. EI MANOVA mostré el estadistico (la A de Wilks con su
correspondiente significacion) para cada efecto grupo, tiempo, asi como grupo tiempo y
para las variables dependientes en su conjunto. Luego se realizé un ANOVA para cada
una de las variables que arroja tres estadisticos (uno correspondiente a cada variable
dependiente). Luego en el SPSS en el cual se realizaron las pruebas a posteriori,
cuando el efecto grupo fue significativo, para ver cuéles eran los grupos que diferian
entre si. Se realizaron comparaciones binarias dos a dos entre los diferentes grupos

para todas las variables del estudio.

Consideraciones éticas

Los animales fueron tratados segun normas el reglamento del Bienestar Animal de la
institucién. La aplicacion del tratamiento y demas procederes cont6 con la debida
esterilizacion de los materiales empleados y fue realizado por un personal adiestrado
en la manipulacion de los animales, donde se garantizé el menor sufrimiento para los

mismos. La eutanasia estéa incluida en la definicion de términos del reglamento.



RESULTADOS

Al realizar el andlisis comparativo de las areas totales de los foliculos en los diferentes
grupos de animales de un mes se observo que las areas de los tratados con etanol y
vacuna fueron superiores a los tratados con agua y vacuna (control positivo) y similares

al grupo tratado con agua y solucion salina (control negativo) (p<0.05).

Las areas centrales tuvieron un comportamiento diferente. Al realizar el analisis de las
medias entre los tres grupos se comprobaron diferencias significativas entre los tres
grupos (p<0.05). Sin embargo, el efecto tiempo solo mostré diferencias significativas

para el area total.

Por otra parte, la interaccion grupo/tiempo no mostré diferencias significativas para
ninguna de las areas. Como el efecto grupo resulté significativo en ambas variables, se
analizo el mismo de forma independiente para cada tiempo mediante la A de Wilks. Al
aplicar este método se encontr6 que no hubo diferencias significativas al mes de

tratamiento.

Por lo tanto, los valores significativos obtenidos fueron a expensas de los resultados a
los dos meses de tratamiento. A su vez, al hacer este analisis en cada una de las areas
estudiadas se comprobd6 que las mismas presentaron diferencias significativas en este
tiempo (p<0.05). En las comparaciones multiples realizadas de forma binaria entre los
diferentes grupos, se encontré que cada una de las variables tiene un comportamiento
diferente. Al comparar los grupos agua y solucion salina con el tratado con agua y
vacuna, se comprobdé que el area total de los foliculos muestra diferencias
significativas. Lo mismo sucedi6 al comparar el grupo agua y vacuna con el de etanol y

vacuna.

Al realizar la comparacion entre el grupo etanol y vacuna con el grupo de agua y
solucion salina no se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, cuando se
realizaron las comparaciones con respecto a la variable area central del foliculo, los

grupos que mostraron diferencias significativas difieren con respecto a lo encontrado en
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el area total. En este caso solo mostraron diferencias significativas los grupos tratados

con agua y vacuna con respecto al tratado con etanol y vacuna.

Tabla 1. Estadisticas de los foliculos linfaticos en p? x 10° seglin grupo y tiempo de

tratamiento.

AGUA Y SOLUCION | AGUA Y | ETANOL Y VACUNA
SALINA VACUNA
GRUPO/
AT AC AT AC AT AT
TIEMPO
1 MES N=11 N=09 N=09
x=96.8 | x=61.0 x=49.3 | X=43.6 | x=107.6* X=65.0*
S=101.3 | 5=32.3 S=24.3 | S=53.9 | S=90.7 S=30.7
2 MESES N=09 N=10 N=10
x=135.6 | X=53.5 Xx=59.3 | X=39.9 | x=165.9* X=72.9*
S=55.4 | S=25.6 S=51.5 | S=23.4 | S=27.3 S=22.9

Leyenda: AT:area total del foliculo; AC: area central del foliculo, x:media, S:desviacion estandar

1 MES 2 MESES

GRUPO | ) =.879 p=.513 A =.454 A=.000 *

AT F=1.455 | p=.252 F= p=.000 *
14.153

A.C F=1.017 | p=.376 F=4.773 | p=.017*

Tabla 2. Analisis del comportamiento de los efectos grupo, tiempo e interaccién grupo

tiempo.



AT AC

EFECTOS F p F p
GRUPO 7.919 |0.001* |4.389 |0.017*
TIEMPO 4294 |0.043* |0.081 |0.777

GRUPOI/TIEMPO | 0.454 | 0.638 0.484 0.619

Leyenda: AT Area Total del foliculo; AC Area central del foliculo

DISCUSION

La ingestibn de etanol, aun a dosis moderada, provoc6 cambios en las variables
morfométricas del bazo en los animales tratados por dos meses. Otros investigadores
han sefalado que el abuso en la ingestibn de etanol provoca niveles alterados de
citoquinas en el plasma, como es el caso del factor de necrosis tumoral a, la
interleuquina a y B, las interleuquinas 6, 8, y 12 y en tejidos como el pulmén, higado y
cerebro, asi como cambios en el sistema inmune, como disminucion de la respuesta a
mitdégenos de los linfocitos T y B, disminucién de la inmunidad celular, de las células
naturales asesinas y resistencia a patégenos.'® !’

En otro estudio se ha sefialado que la ingestion de etanol causa disminucién en las
areas corticales del timo''. También se ha reportado disminucién de la actividad
citolitica de las células naturales asesinas de los linfonodos en ratas machos adultas
tratadas con altas dosis de etanol, asi como disminucion en la expresion de perforina y

granzima B."’

Las ratas de la presente investigacion tratadas con etanol y vacuna mostraron, por el
contrario, un aumento en las variables area central y area total de los foliculos, sobre
todo en estas ultimas, lo que puede interpretarse como un incremento del nimero de

linfocitos segun se explicara a continuacion.

En primer lugar, se mantiene un amplio predominio de la pulpa blanca sobre la pulpa
roja. En segundo lugar, los foliculos primarios fueron numerosos. En tercer lugar, los
foliculos secundarios a los dos meses de tratamiento, presentaron areas totales

mayores que los de un mes y numerosos linfocitos agrupados formando infiltrados en la
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pulpa roja. Todo esto evidencia que, en las ratas de la presente investigacion, lejos de
producirse una disminucion de las poblaciones de células linfoides, éstas se mantienen
en numero elevado. Esto puede ser debido a la edad de los animales, dado que las
ratas utilizadas estaban en la etapa de la adolescencia; etapa de plenitud en la funcion
del sistema inmune®’. Es probable que el etanol esté actuando como estimulante y no
como supresor de la respuesta inmune como ha sido planteado por otros
investigadores™! 161820,

El célculo de A de Wilks a los valores de las areas totales y centrales de los tres grupos
permiti6 comprobar que al mes de tratamiento no se produjeron diferencias
significativas entre los grupos en estudio; sin embargo, a los dos meses de tratamiento
si se produjeron diferencias en estas variables; lo cual indica que son tiempo

dependiente, como ha sido reportado para otros 6rganos estudiados, como el rifién®.

Por otra parte, las comparaciones binarias realizadas mostraron que no existieron
diferencias en las areas totales y centrales de los foliculos entre las ratas tratadas con
solucién salina y agua con relacién a las tratadas con etanol y vacuna. En tanto que en
las comparaciones binarias entre las ratas tratadas con etanol y vacuna, con respecto a
las tratadas con agua y vacuna se comprobd que ambas presentaron diferencias
significativas. Este hecho sugiere que, aunque las ratas alcohdlicas responden a la
vacuna, esta respuesta fue diferente a la mostrada por los animales que no ingirieron el
toxico, aspecto este que debe continuar investigandose para obtener respuestas mas
concluyentes. Con la dosis de etanol empleada y el tiempo de tratamiento establecido,
se observan alteraciones morfométricas en el bazo y éstas se corresponden con un

incremento de la actividad del sistema inmune.

CONCLUSIONES
Por lo que se concluye que es posible que en esta etapa del ciclo vital el etanol posea

un efecto estimulante sobre este érgano.
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