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INTRODUCCION.

Epidemiologia:

El alcoholismo es un problema mundial del cual casi -
ningln pais escapa, independientemente de su regimen politi_ -
co, nivel econdmico, religién, etcétera. Las cifras tanto del
ndmero de alcohdlicos como de alcohol ingerido per capita por
aflo demuestran la gran importancia que reviste esta enferme_-
dad en el terreno econdmico, social y de la salud. Por ejem_-
plo en 1975 en Inglaterra y Gales existfan 11 sujetos alcohd
licos por cada 1000 habitantes. Por otro lado, en Canad4 se -
observé una elevacién de 16 a 23 alcohélicos por mil habitan_
tes en un lapso de 7 afios (Hore, 1976), mientras que en los -
Estados Unidos de América se calculaba que en 1981 existfan -
5.75 millones de alcohdélicos (Blume, 1981). Con respecto a la
cantidad de alcohol puro ingerido por persona, los datos son-
también alarmantes: en 1973 se calculaba en 22.4 litros por -
adulto ingeridos en un afio en Francia, de 19 litros en Portu-
gal, 17.1 en Espafia e Italia, 9.1 en Gran Bretafia y de 8.5 en
Estados Unidos de América (Laudenbach y Laufer, 1976). En Fran
cia originaron una erogacién de 10 mil millones de francos pa
ra el gobierno.

En México las cifras también son importantes, ya que-
se consideraba que nuestro pais ocupaba, al menos hasta 1976,
el segundo lugar de consumo de alcohol en Latinoamérica. Ese-
afio se calculé que los mexicanos gastaban anualmente 6 829 --
188 000 pesos en bebidas alcohdlicas. Los datos de la Direc_-
cién de Salud Mental en relacibén al afio de 1975 establecian -
que por cada mil habitantes 59.18 sufrian de alcoholismo en -
cualesquiera de sus formas. El consumo por persona fué de 31-
litros al afio; consumiéndose aproximadamente 1 200 millones -
de litros de cerveza, alrededor de 44 millones de litros de -
derivados de la cafia, 44 millones de litros de derivados del



agave, 110 millones de litros de derivados de la uva y 48 mi
llones de litros de pulque; 1o que da un total aproximado de
1 530 millones de litros de bebidas alcohdélicas ingeridas en
un afio (Guerra, 1977).

Definicién:

Muchos y variados nombres han recibido quienes beben
alcohol [alcohdblico, adicto al alcohol, bebedor problema, --
persona alcohol-dependiente, etcétera), sin embargo la mis u
tilizada es alcohdlico. Para definir cuando se debe conside_
rar a un sujeto como alcohblico los diferentes autores han u
tilizado varios parémetros: la cantidad-frecuencia de la in-
gesta, signos de dependencia psicolégica, presencia de sig -
nos fisicos de abstinencia, dafio mental o fisico, y otros --
mids. Sin embargo, podemos mencionar que las definiciones de-
alcohblico giran alrededor de dos grandes corrientes: 1) el-
élcohélico es aquella persona que sufre dafio por beber; y 2)
en donde se define al alcohbélico en términos de dependencia-
[adiccibén] sea ésta psicolégica, fisica o ambas (Hore, 1976,
Schneider, 1976, Schuckit, 1979). La Organizacién Mundial de
la Salud propone la siguiente definicién: "un alcohblico es-
aquel que bebe excesivamente cuya dependencia sobre el alco-
hol ha 1legado a un grado tal que muestra un notable distur-
bio mental o interferencia con su salud corporal y mental, -
con sus relaciones personales o su economia; o quien muestra
los signos prodrémicos de semejante desarrollo, ellos por lo
tanto requieren tratamiento'. Todas las definiciones coinci-
den en sefialar que el sujeto alcohélico presenta alteracio_-
nes en su salud fisica como mental, causadas directamente --
por el alcohol o alguno de sus metabolitos. El alcohélico es

un enfermo.

Metabolismo y Efectos Metabd4licos:

Del total de etanol absorbido a nivel del tubo diges



tivo, Gnicamente del 2 al 10% es eliminado a través de rifio_-
nes o pulmones, el resto es metabolizado principalmente en el
higado (Lieber, 1980, Lamboeuf, et al, 1981). La principal --
via del metabolismo del alcohol en el higado es a través de -
la deshidrogenasa alcohélica. Esta enzima condiciona la pérdi
da de hidrégeno del etanol y su subsecuente oxidacién hacia -
acetaldehido. Cada uno de estos dos productos metabblicos, hi
drégeno y acetaldehido, son directamente responsables de una-
variedad de alteraciones metabdlicas.

El hidrégeno resultante de la oxidacién del etanol se
une al dinucledtido adenina nicotinamida [NAD] provocando una
elevacién en la concentracién de dinucleétido adenina nicoti-
namida hidrogenado [NADH], alterando consecuentemente la rela
cién NAD/NADH. Este desequilibrio, causado en el estado redox
causado por el aumento de hidrogeniones, ha sido propuesto co
mo responsable de un nimero de anormalidades: hiperlactacide-
mia, hiperuricemia[relacionada con el agravamiento o precipi-
tacién de los ataques de gota por etanol], hipoglicemia, y de
presién de la oxidacién de los 4cidos grasos, entre otros. La
iltima alteracién metabbélica provoca que los 4cidos grasos se
depositen en el hfigado pudiéndose desarrollar un higado graso
alcohb6lico (Lieber, 1980, Lundquist, 1975).

El otro producto de la oxidacién del etanol es el a_-
cetaldehido. Este metabolito, via la deshidrogenasa de aldehi
do, es oxidado. Este proceso también provoca un aumento de --
NADH contribuyendo a agravar las alteraciones anteriormente -
mencionadas. Por otro lado al acetaldehido se le atribuye: a)
numerosos efectos neurotdxicos, b) que afecta la sintesis de-
proteinas del miocardio, c) inhibicién de la fosforilacién o-
xidativa (Lundquist, 1975, Lieber, 1980).
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Efectos Estructurales, Funcionales y Bioquimicos so_-
bre el sitema nervioso:

Estos metabolitos, producidos a nivel hepitico, no so
lamente alteran este Organo sino que repercuten en toda la e-
conomia corporal, destacando por sus alcances, las alteracio-
nes causadas en el sistema nervioso. Estos cambios se obser_-
van tanto en el aspecto morfoldgico, como en el bioquimico y-

funcional.

En el caso del sistema nervioso central podemos men_-
cionar los siguientes cambios morfolbégicos: alteraciones en -
el cuerpo calloso (Ironside, et al, 1967), alteraciones en la
corteza cerebelosa (Lynch, 1960), alteraciones en ¢l soma, in
cremento en la poblacién glial, fragmentacién y dilatacién de
las dendritas (Riley y Walker, 1978, Machado-Salas, et al, --
1979). En el bioquimico, disminucién del flujo sanguineo cere
bral y del consumo de oxigeno (Hemmingsen y Barry, 1979), aci
dosis del 1iquido cerebroespinal (Carlen, et al, 1980), dismi
nucién en el recambio de proteinas cerebrales y en los nive -
les de AMP ciclico; y una reduccién en los neurotransmisores-
norepinefrina, dopamina y acetilcolina (Kalant, 1975). Sobre-
la fisiologfa neuronal también actfia el etanol provocando cam
bios en la conductancia iénica, inactivacién del canal del so
dio, inhibicién de la (Na+K)-ATPasa, alteracién de las funcio
nes de las neuronas moduladoras inhibitorias y excitatorias,-
entre otras (Kalant y Woo, 1981). Estas alteraciones estructu
rales, bioquimicas y funcionales pudieran estar relacionadas-
con los cambios en el estado de 4nimo, hipnosis e hipotermia,
que como caracteristica principal presenta un sujeto cuando -
ingiere bebidas embriagantes (Abel y York, 1979, Persson, et-
al, 1980, Murphy y Lipton, 1983).

Otra complicacién a nivel clinico de la ingesta de al
cohol, es la aparicién de sindromes ncuropsiquidtricos. Estos



sindromes se refieren a una variedad de disfunciones cerebra-
les que pueden ser observadas tanto durante etanolizacién agu
da [intoxicacibn aguda, abstinencia, delirium tremens], como-
en los sindromes cerebrales crénicos: sindrome de Wernicke- -
Korsakoff, sindrome de Marchiafava-Bignami, mielinolisis cen-
tral pdéntica. Signos caracteristicos de estos sfndromes inclu
yen varios grados de pérdida de la memoria, ataxia, neuropa_-
tias, deficiencias generalizadas en la funcién mental y alte-
raciones en el encefalograma (Ironside, et al, 1961, Zilm, --
1980). También el alcohol virtualmente afecta todos los compo
nentes del sistema neuroendécrino (Cicero, 1980).

Con respecto al sistema nervioso periférico, la alte-
racién mas evidente causada por el alcoholismo crénico son --
las polineuropatias alcohélicas. Estas pueden ser motoras o -
sensoriales, teniendo un comienzo brusco o gradual. Las mani-
festaciones sensoriales generalmente preceden a las motoras.-
Los sintomas sensitivos frecuentemente se acompafian de dolor
y se manifiestan por falta de sensibilidad o sensacién de que
madura. Algunas veces se observa par4lisis, especialmente de-
las partes distales del miembro inferior. Los cambios patolé-
gicos consisten en desmielinizacién segmentaria de Gombault.-
Esta degeneracién segmentaria se caracteriza por pérdida de -
la continuidad de la mielina en algunos segmentos de la fibra
nerviosa, sin que esta pierda su integridad estructural, aun-
que exista pérdida pasajera de la funcién del axén. Los cam_-
bios quimicos en la vaina de mielina, demostrables por técni-
cas histolégicas especiales, aparecen entre los 8 - 10 dias -
después de la agresién inicial y probablemente estén relacio-
nados con formacién de ésteres de colesterol. Estas grasas --
neutras son removidas lentamente por macrb6fagos y por las mis
mas células de Schwann. Al desintegrarse la mielina, es inge-
rida bor macré6fagos y si los factores locales son adecuados,-
ocurre remielinizacién (Robbins, 1975, Chason, 1977, Dart y -
Howard, 1981). Por ofra parte, el alcoholismo provoca una dis
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minucibén en la velocidad de conduccidn asi como cambios cuan-
titativos y cualitativos en la acomodacién de dichas fibras -
nerviosas periféricas (Quevedo, et al, 1980).

Las alteraciones causadas por el alcohol no sélo se -
limitan al sujeto que lo ingiere sino que también puede alcan
zar a su descendencia. En la mujer se ha demostrado que el al
coholismo crénico afecta la funcidén sexual a nivel hipotilamo
-hipéfisis principalmente durante el periodo reproductivo (--
Hughes, et al, 1980); por otro lado se reportd que una histo-
ria de alcoholismo materno puede disminuir el peso fetal, in-
dependientemente del uso del alcohol durante el embarazo (Lit
tle, et al, 1980), a parte de la presencia de malformaciones-
congénitas en la descendencia de madres alcohdlicas denomina-
do ”Sindrome de Feto Alcoholizado" (Jones, et al, 1973, Stol-
tenburg-Didinger y Sphor, 1983, Wisniewski, et al, 1983). Es-
fe sindrome es causado por un efecto teratogénico directo del
etanol (Chernoff, 1980).

Etanol y Cavidad Oral:

Enfocando la enfermedad a nivel odontolégico los pro-
blemas causados por el alcoholismo también son amplios y des-
graciadamente se les da poca importancia a nivel curricular.-
Las cifras estadisticas demuestran que el estudio de las alte
raciones provocadas por el alcoholismo sobre las estructuras-
bucales, asi como las manifestaciones bucales de las altera_-
ciones sistémicas de esta enfermedad, merecen se les de una -
mayor importancia. En 1978 se calculd que a nivel clinico pri
vado, por lo menos uno de cada cinco pacientes hombres y una-
de cada diez pacientes mujeres eran alcohblicos (Schuckit, --
1979). Por otro lado, tenemos que de cada 1000 nacimientos, -
1 a 2 de los productos son afectados por el sindrome del feto
alcoholizado (Olegard, et al, 1979). La importancia de este -
dataq para el odontélogo de préactica general, radica en el he-



cho de que los principales signos del sindrome del feto alco-
holizado son malformaciones craneofaciales: microcefalia, ---
frente angosta, hipo e hipertelorismo, acortamiento horizon_-
tal de las fisuras palpebrales, nariz corta, labio superior -
grande, filtrum ausente, borde vermellon delgado, microdoncia
y béveda palatina alta (Sulik y Johnston, 1983), las que le -
permiten identificar y diagnosticar tempranamente a los suje-
tos con este sindrome, e iniciar el tratamiento adecuado.

Los pacientes alcohblicos generalmente consultan al -
dentista para efectuarse extracciones de emergencia, razén --
por lo que este tipo de pacientes presenta una pérdida tres -
veces mayor de piezas permanentes que los pacientes no-alcoh$
licos con la consiguiente necesidad de elaborar prétesis para
rehabilitar al sujeto, lo cual finalmente origina una eroga_-
cién econbémica mayor (Dunkley y Carson, 1968). A parte de que
experiencia clinica indirecta establece que estos sujetos pre
sentan una mayor cantidad de traumatismos en el 4rea maxilofa
cial debidos a accidentes automovilisticos o de otra indole,
y/o rifias, que las personas que no son alcohbélicas. Seglin Sch
neider, (1976) la mejor manera de ayudar al alcohélico es man
teniendo su integridad bucodental.

Los sujetos alcohélicos presentan una amplia gama de-
cambios en estructuras orales. Se han descrito la presencia -
de depbsitos de célculos sobre la superficie dental, periodon
titis crénica avanzada y generalizada, con tejidos gingivales
inflamados, y pérdida del puntilleo, papilas achatadas y bol-
sas periodontales profundas. Aunque se discute que estas alte
raciones sean causadas por la mala higiene oral que caracteri-
za al alcohbélica, que por un efecto directo del alcohol (Lara
to, 1972, Schuckit, 1979). La mucosa del paladar y de la zona
yugal presenta un color rojizo a café amarillenta debido al -
depbsito de pigmentos biliares, tipico de una fase alcohblica



avanzada (Larato, 1972).

Las glandulas salivales, especialmente la parétida, -
presentan un aumento de volGmen bilateral, simétrico, general
mente asintomdtico. E1 cuadro histopatoldgico consiste en una
disminucién de los grdnulos de secrecién, asociado probable -
mente a una disminucidn del RNA, con un consiguiente aumento-
de los mucopolisacdridos. Los nlicleos son desplazados hacia -
la porcién basal de la célula, teniendo como consecuencia que
la imagen histoldégica de la parétida [glandula serosal, cam_-
bie a glidndula mucosa. Por otro lado, el ph salival de estos-
sujetos es 4cido [5.5 a 6], relacionindose esta disminucién -
de ph con un aumento de céries cervical (Laudenbach, 1976, --
Schuckit, 1979).

La relacién existente entre céncer del tracto alimen-
tario y alcohol ha sido bien establecida (Szpirglas, 1976, --
Lieber, 1980). El riesgo de que se instale un chncer bucal -
en un sujeto cuando éste bebe pero no fuma es de 1.25; cuando
fuma pero no toma es de 1.5; pero cuando es alcohblico y ade-
mi4s fuma es 6 veces mayor que cuando este sujeto no toma ni -
fuma (S]}pirglas, 1976). Esta relacién sinergista alcohol-taba
co con respecto a la carcinogénesis de la orofaringe, laringe
y eséfago se basa, probablemente, en el incremento de la acti
vacién pulmonar de procarcinogénicos contenidos en el humo --
del tabaco por parte del alcohol, los cuales al ser activados
por los microsomas adquieren caracteristicas mutagénicas (Sa-
to, et al, 1977, Wynder, et al, 1977, Tuyns, 1979).

Otras alteraciones orofaciales relacionadas con el e-
tilismo son: rinofima, padecimiento caracterizado por una de-
formacién cutédnea de la nariz causada por hipertrofia de las -
glidndulas seblceas (Soubiran y Guilbert, 1976) y adenolipoma-
tosis, que se caracteriza por la presencia de tumefacciones -



lipomatosas difusas, diseminadas particularmente en la regién
cervical, que exclusivamente-afecta a los hombres entre los -
treinta y cuarenta afios de edad (Vaillant y Couly, 1976).

Los sujetos que presentan cualesquiera de estas alte-
raciones requieren de un tratamiento obviamente multidiscipli
nario. El1 tratamiento de las alteraciones orofaciales muchas-
veces requerird de cirugia, por lo que debemos tener en mente
que el alcohdlico presenta alteraciones hemostiticas causadas
por el dafio hepdtico. De tal manera, que ante un paciente al-
cohblico que requiera un tratamiento de este tipo se recomien
da que el cirujano maxilofacial se apoye en las siguientes --
pruebas de laboratorio de una manera rutinaria: nGmero de pla
quetas, tiempo de sangrado, tiempo de Quick, exploracién del-
complejo protrombinico, medida de la tasa de fibrinégenq, es-
tudios de fibrinolisis y la produccién de degradacién del fi-
brindégeno, como lo sugirieron Wautier y Caen, en 1976.

La.lengua del alcohélico no esta exenta de presentar-
cambios tanto estructurales como funcionales. A nivel clinico
puede presentar atrofia del dorso, color rojo y fisuras (Lara
to, 1972, Schuckit, 1979). A nivel fisiolégico algunos experi
mentos realizados en gatos y ratas han demostrado que las fi-
bras nerviosas linguales trigeminales presentan alteraciones-
en la conduccibén, secundaria a la aplicacién local de alco_--
hol. Sin embargo un dato interesante de mencionar es el hecho
de que las fibras gustativas de la cuerda del timpano respon-
dieron de una manera menor que las trigeminales (Hellekant, -
1965a, 1965b, 1965c).

La lengua es indudablemente una de las primeras es_ --
tructuras en ponerse en contacto con el etanol, cuando éste -
es ingerido. Mistretta, en 1971, demostrd que el etanol es u-
na de las pocas substancias quimicas que puede penetrar el e-
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pitelio lingual. A pesar de que el epitelio lingual presenta-
esta caracteristica de permeabilidad, no existen fundamentos-
morfoldgicos ni fisiolégicos para asegurar que el etanol pro-
voca un impulso gustativo propio, que estuviera de alguna ma-
nera relacionado con la preferencia que presentan algunos su-
jetos por bebidas alcohélicas. Aln més, se ha reportado que -
los sujetos no son capaces de discriminar entre bebidas alco-
hélicas y no-alcohdlicas (Connors, et al, 1978). A pesar de -
este hecho se ha reportado una disminucién en la agudeza gus-
tativa tanto en pacientes con alteraciones provocadas por al-
coholismo crénico [sindrome de Wernicke-Korsakoff, cirrosis -
hep4tica alcohblica, hepatitis alcohélica] (Burch, et al, ---
1978, Jones, et al, 1978), como en pacientes alcohdlicos cré-
nicos (Smith, 1972, Swinson, 1973). En el caso de los pacien-
tes con sindrome de Wernicke-Korsakoff se propone que la hipo
geusia es causada por el dafio taldmico que presentan estos su
jetos, mientras que en el caso de los pacientes con cirrosis-
hepitica alcohbélica, no se pudo explicar este fenémeno. Sin -
embargo en ninguno de los estudios citados se mencionan las -
caracteristicas morfolégicas que guardan las yemas gustativas
linguales de estos sujetos.

Justificacién y Objetivo:

En base a lo anteriormente expuesto, 12) Considerando
el alto {ndice de alcoholismo que existe en nuestro pafs; 22)
Alentados por la falta de datos acerca de la imigen morfolégi
ca de las yemas gustativas de sujetos alcohbélicos; y 39) Tra-
tando de contribuir a aumentar el interés por el estudio de -
las lesiones orofaciales del alcohbélico; hemos considerado im
portante el estudiar el aspecto que guardan los receptores --
gustativos linguales de ratas alcoholizadas crbénicamente en -
forma experimental, para tratar de dilucidar si el aumento de
umbral gustativo ésté asociado a alteraciones morfolégicas en

el receptor; ya que de la reunién de datos que aumenten el co
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nocimiento de los efectos del alcohol sobre los diferentes 63
ganos, podremos comprender mejor el fenémeno de alcoholismo y
eventualmente llegar a establecer un adecuado tratamiento y -

tratar de prevenir o en su defecto rehabilitar sus efectos no
civos.
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MATERIAL Y METODOS.

Para el presente estudio se examinaron muestras de la
punta de la lengua provenientes de 17 ratas hembras de la ce-
pa Wistar. Dichos animales fueron obtenidos a los 64 dias de-
nacidos a través del bioterio de la Facultad de Medicina, U.-
N.A.M. Se formaron dos grupos:

Grupo A: Grupo Experimental. Compuesto por 12 ratas.-
Estos animales fueron sometidos a un perfodo de alcoholiza --
cién, con una duracién de 30 dias. En este perfiodo la ingesta
de iiquidos con etanol a diferentes concentraciones se incre-
mento gradualmente de la siguiente manera:

Dia 1 al dia 8: periodo de ambientacidén del bioterio.

Dia 9 al 15: alcoholizacién al 2.5%.

Dfa 16 al 22: alcoholizacibén al 5%.

Dia 23 al 30: alcoholizacibén al 7.5%.

Posterior a este periodo de alcoholizacién se les dié
como tinica fuente de ingesta de liquidos etanol al 10% duran-
te un periodo de 11 a 13 meses, la ingesta de etanol fue sin-
restricciones. Tales animales estuvieron sometidos a las con-
diciones estandar de bioterio; temperatura ambiente, con un -
ciclo luz-obscuridad 12-12 horas, y alimentadas con purina --
"chow'" para laboratorio ad libitum.

Grupo B: Grupo Control. Formado por 5 ratas. A este

grupo se les dié de beber agua corriente sin restricciones, a
limentindose con purina 'chow" para laboratorio y sometidas a
las mismas condiciones de bioterio que el grupo experimental.

La cantidad de liquido ingerido se determiné diaria -
mente en ambos grupos y los anjmales fueron pesados cada ter-

cer dia.
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Después del tiempo previsto [11-13 meses], los anima-
les de los dos grupos fueron sacrificados. Previa administra-
cién, por via intraperitoneal, de pentobarbital sédico [Anes-
tesal], en una dosis de 35 mg. por kg. de peso, los animales-
fueron perfundidos intraventricularmente con solucién salina-
al 0.9% y posteriormente con formol buffer. Despuéds se proce-
dié a realizar la autopsia del animal, extrayéndole la lengua
en su totalidad y sumergiéndola inmediatamente en la misma so
lucién fijadora [formol buffer]. Después de este periodo de -
postfijacién [7 dias como minimo] se tomdé una muestra de apro
ximadamente un centimetro de longitud de la punta de la len -
gua, que abarcé todo el espesor y anchura de la misma. Tal --
muestra se dividié en dos partes: una mitad se incluyd en pa-
rafina para ser cortada en un microtomo de deslizamiento y te
fiirse con las técnicas histolégicas: tricrémica de Gallego y-
Bielschowsky (Luna, 1973). La otra mitad fué cortada en un mi
crotomo de congelacién, para ser tefiida con la técnica de Nau
ta-Gygax (Nauta y Gygax, 1954) [Ver apéndice I].

®

Los dos tipos de muestras [parafina y congelacién] se
orientaron para ser cortadas en una forma paralela al eje lon
gitudinal de las papilas fungiformes conservando la perpendi-
cularidad de estas papilas con respecto a la superficie oral.
Las muestras se cortaron con un espesor de 6 micras.

Analisis Morfolébgico:

El andlisis morfoldgico de la citoarquitectura de las
yemas gustativas linguales de la rata se efectud bajo el mi_-
croscopio de luz, tomidndose en cuenta el criterio clésico de-
diferenciar a este nivel, dos tipos de células en el receptor
gustativo: células sustentaculares [fusiformes, de nlicleo re-
dondo u ovoide, hipocrbémico) y células gustativas las cuales-
son fusiformes, con una prolongacidén citopldsmica hacia la re
gién del poro gustativo, dando lugar a microvellosidades. Es-
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te tipo de células [gustativas] presentan un nﬁcleo fusiforme
e hipercromitico (Ham, 1975, Provenza, 1964, Beidler y Samll-
man, 1965).

Las yemas gustativas examinadas con el microscopio de
luz fueron seleccionadas de acuerdo al siguiente criterio: de
bian observarse integramente desde la regibén basal hasta la -
regién del poro gustativo. En caso de no cumplir con este cri
terio, los receptores gustativos se excluyeron del anélisis -
morfolégico con el fin de evitar que la orientacién del corte
pudiera influir en la interpretacién de los hallazgos.

Los par4metros que se estudiaron fueron los siguien_ -
tes: forma e integridad de la yema gustativa; morfologia de -
las células sustentaculares y gustativas; forma del nfcleo de
las mismas células; caracteristicas morfolbgicas y presencia-
o ausencia de las prolongaciones citoplasmiticas en la regién
del poro gustativo; integridad y aspecto de las fibras nervio
sas tanto perigemulares como intragemulares; aspecto del epi-
telio circundante al complejo neurosensorial y dimensién, for
ma y aspecto de la papila que contenfa la yema estudiada.

Estas observaciones fueron realizadas en un fotomi_--
croscopio Reichert y en un fotomicroscopio Zeiss, fotografiin
dose los campos mis representativos en pelicula ektachrome --
asa 64 para diapositivas en color, y en pelicula para impre_-
siones en blanco y negro tri x pan film asa 125.

!

El estudio cualitativo fué complementado con un anili
sis estadistico de las observaciones realizadas. Para tal fin
en los dos grupos de animales se cuantificaron las veces de a
paricién de cualquier cambio en los parimetros morfolégicos -
anteriormenete mencionados para obtener, de tal manera, el --
porcentaje de yemas gustatiVas con alghn cambio morfolégico -
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y el porcentaje de aparicién de cada uno de los parémetros. -
Los datos asi obtenidos fueron comparados estadisticamente --
por la prueba 2 (Downie y Heath, 1973) [Ver apéndice 1I].

Anilisis Cuantitativo:

En los dos grupos se realizaron conteos del némero de
yemas gustativas, asi como del nGmero de células sustentacula
res y gustativas en cada una de las yemas gustativas. Estos -
datos se obtuvieron a través de un contador manual de célu_--
las. De los datos asi recopilados se obtuvieron las medias a-
ritméticas de células gustativas por animal, de células sus_-
tentaculares por animal; media aritmética del némero de célu-
las gustativas por yema gustativa, células sustentaculares --
por yema gustativa; y media aritmética de yemas gustativas en
cada animal. Se obtuvo la desviacidén estandar y el error es_-
tandar de cada uno de los datos evaluados, tanto en el grupo-
experimental como en el grupo control. Para el anédlisis esta-
distico de los resultados, se utilizé la prueba "t" de stu --
dent (Downie y Heath, 1973) [Ver apéndice II].

El manejo de los animales, sacrificio de los mismos;-
obtencién y tincién de las muestras; y observacién de lamini-
llas, fue realizado en las instalaciones, con el equipo y con
la colaboracién de los integrantes del Laboratorio de Neuro -
morfologia [fundado y dirigido por el Dr. Jesls P. Machado-Sa
las] del Departamento de Anatomia, Facultad de Medicina, U.N.
A.M. El anélisis estadistico de los resultados cuantitativos-
y cualitativos, fue realizado bajo la asesoria del Dr. José -
Sosa Martinez, profesor de Postgrado, Facultad de Odontologia
y en colaboracién con el Departamento de Cémputo de la Facul-
tad de Medicina, U.N.A.M.
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RESULTADOS.

Observaciones Morfolbgicas. Grupo Control:

En el grupo control las yemas gustativas se encontra-
ron en su localizacién normal, dentro de las papilas fungifor
mes [porcién cupular de la papila], ocupando la totalidad del
espesor del epitelio [figura 1-A, 1-B, 1-D]. Nunca se identi-
ficaron en la porcidén columnar. El niémero de estructuras gus-
tativas por papila generalmente fue de uno; ocasionalmente se
identificaron dos receptores gustativos en la misma papila. -
La forma de la estructura gemular fue también la habitual: en
forma de barril con dos constricciones, una a nivel apical y-
otra a nivel basal, siendo la apical la mis acentuada. Estas-
constricciones se unfan por un perfil uniforme y convexo, co-
mo se demuestra en la figura 1-A, 1-B, 1-C, 1-D. La regién --
del poro gustativo fué reconocida a nivel del estrato querati
nizado del epitelio [figuras 1-B, 1-C].

Celularidad:

En este estudio, realizado a nivel de microscopia de-
luz, se identificaron dos tipos de células: sustentaculares y
gustativas. Estos dos tipos de células intragemulares presen-
tan una disposicién perpendicular con respecto a la superfi -
cie oral.

En la figura 1-C se observa que las células sustenta-
culares son de forma redondeada u oval, con citoplasma claro.
En su porcién apical emiten una prolongacidén citoplésmica que
se dirige, con una trayectoria uniforme, hacia la regién del-
poro gustativo donde protruyen [figura 1-C]. La porcidén basal
de la célula esta separada del tejido subyacente por medio de
una membrana basal. Su nlGcleo es redondo u oval, hipocrémico,
y se localiza generalmente a nivel del tercio basal de la ye-
ma. Estas células fueron mis numerosas que las células senso-



17

riales y se ubicaron en el centro de la yema.

Las células gustativas ocuparon principalmente la re-
gién periférica de la yema. Este tipo celular es fusiforme --
con un citoplasma obscuro y un nficleo también fusiforme e hi-
percromdtico que se localiza a nivel del tercio medio de la -
yema. Al igual que las células sustentaculares, las sensoria-
les muestran una prolongacibén citoplasmitica que converge sin
distorsibén hacia la regibn del poro gustativo, donde protru_-
ye [figura 1-C].

Inervacidbn:

Se analizaron también las caracteristicas morfoldgi -
cas de la inervacién de las yemas gustativas. Por la base de-
la papila fungiforme ingresan elementos neurovasculares [figu
ras 1-A, 1-B, 1-D, 6-A] que ocupan gereralmente la totalidad-
del espesor del corion de la papila primaria, midiendo este -
paquete 24.52 [t 6.9] micras como promedio de didmetro trans-
versal a nivel de la base de la papila primaria [figura 7-A].
Las fibras nerviosas durante su trayectoria hacia la regién -
cupular de la papila fungiforme, proporciona pequefios ramos -
que se dirigen hacia las capas basales del epitelio. En la zo
na cercana a la base de la yema gustativa, el haz nervioso se
abre para rodear al complejo neurosensorial penetrando en é1-
algunas fibras [fibras nerviosas intragemulares], mientras --
que otras se distribuyen en su alrededor [fibras perigemula_ -
res] [figura 6-A]}. Las técnicas de impregnaciébn argéntica nos
permitieron conocer que estas fibras nerviosas, tanto del ---
tronco principal como las perigemulares e intragemulares, pre
sentan una silueta regular y simétrica.

Epitelio Circundante:

El epitelio circundante de la yema gustativa mostrd -
una disposicién normal, con una estratificacién celular deli-
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Caracteristicas morfoldégicas de las yemas gustati-

vas del grupo control.

Se observa que las yemas gustativas (yg) se encuen
tran localizadas en la porcibén cupular de la papi-
la fungiforme. Las flechas limitan los elementos -
neurovasculares en la papila primaria. (e) epite -
lio.

Técnica de Gallego, x100.

Se muestra una yema gustativa (yg) con su forma de
barril clésica. El1 poro gustativo (pg) se ubica a-
nivel del estrato queratinizado del epitelio (e).-
Las flechas limitan los elementos neurovasculares-
de la papila primaria.

Técnica de Gallego, x400.

Un acercamiento de la yema gustativa de la figura-
B, donde se puede identificar a las células susten
taculares (cs); células gustativas(cg). Obsérvese-
que las prolongaciones citopldsmicas (pc) de las -
células gemulares no presentan distorsiones. La re
gién del poro gustativo (pg) se puede observar cla
ramente.

Técnica de Gallego, x1000.

Esta figura ejemplifica que las yemas gustativas -
(yg) de este grupo control se ubicaron en la por_-
cién cupular de la papila. (e) indica el epitelio-
que muestra una buena estratificacibén. Las flechas
limitan los elementos neurovasculares de la papila
primaria.

Técnica de Gallego, x400.
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mitada. El estrato queratinizado de este epitelio no presenté
signos de hiperqueratosis. Estas imégenes estuvieron presen -
tes en el total de las muestras.

Estas caracterfsticas de normalidad en la citoarqui_-
tectura e inervacién de las yemas gustativas, estuvieron pre-
sentes en el 93% de las yemas observadas; el resto presenté -
algunas variantes morfoldgicas de estas imigenes [figura 2].

Grupo Experimental:

La ubicacién de las yemas gustativas del grupo experi
mental dentro de la papila fungiforme fué similar a la del --
grupo control [porcién cupular de la papila], tal y como se -
observa en las figuras 3-A, 3-B, 3-C. Pero a diferencia del -
grupo control, un alto porcentaje [74.8%] de estos receptores
gustativos provenientes de ratas alcoholizadas, mostraron cam
bios morfolégicos. La silueta de la yema gustativa [en forma-
de barril] en 1la mayoria de los casos [89.77%] estuvo conser-
vada, sin embargo ocasionalmente se identificaron alteracio_-
nes de este perfil, apreciéndose yemas gustativas con cons_--
tricciones a nivel del tercio medio [figura 3-D] y en otras o
casiones la distorsién hizo perder la convexidad apareciendo-
entonces yemas gustativas en forma piramidai [figura 3-E].

Celularidad:

La celularidad también mostré cambios en las lenguas-
de ratas etanolizadas. En el 71.65% de las yemas gustativas -
del grupo experimental se observé una pérdida del ordenamien-
to citoarquitectbénico intragemular, caracterizado por una imi
gen en donde se observan células sustentaculares y gustativas
a cualesquier nivel de la yema, y con los nlicleos en ubica --
cién variada a nivel intracelular [figura 4-A].
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Continuacién de la figura 2.

Con microvellosidades alteradas. G= Con axones alterados. H= -
Con forma alterada.
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Caracteristicas morfolégicas de las yemas gustati-
vas del grupo experimental.

Esta micrografia muestra que las yemas gustativas-
(yg) de este grupo también se localizan a nivel de
la porcién cupular de la papila. Las flechas sefia-
lan los componentes neurovasculares de la papila -
primaria. (e) epitelio.

Técnica de Nauta-Gygax, x100.

La yema gustativa (yg) de este caso también se ubi
cé en la regibén cupular de la papila. Obsérvese --
que los elementos neurovasculares (limitados por -
flechas) presentan una disposicién compacta. (e) e
pitelio.

Técnica de Bielschowsky, x100.

(yg) yema gustativa en la porcién cupular de la pa
pila. Las flechas limitan los elementos neurovascu
lares de la papila primaria.

Técnica de Bielschowsky, x100.

Esta figura ejemplifica una yema gustativa (yg) --
del grupo experimental con alteracibén en su forma.
Nétese que ha perdido su perfil uniforme.

Técnica de Nauta-Gygax, x400.

Otro ejemplo de pérdida de la forma normal del re-
ceptor gustativo del grupo experimental. (yg) sefia
la una yema gustativa que perdié sus convexidades-
normales. Se observa una yema gustativa en forma -
piramidal.

Técnica de Nauta-Gygax, x640.
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Los ntcleos de las células sustentaculares muestran -
un aumento de voldmen variable, perdiendo su posicién basal -
intracelular algunas veces, y ubicindose entonces en diversos
niveles de la yema gustativa [figuras 4-B, 4-E]. Su prolonga-
cién citopldsmica presenta sinuosidades durante su trayecto_ -
ria hacia la regién del poro gustativo. En numerosas ocasio_-
nes se observé que estas prolongaciones no alcanzaron el poro
gustativo [figura 4-C]. En general, la célula sustentacular -
perdid su disposicién central en la yema.

Las células sensoriales mostraron un nlcleo hipercro-
midtico con inclusiones picnéticas [figura 4-E]. Estos nficleos
normalmente fusiformes, mostraron una silueta alterada, pre_-
sentando un contorno no uniforme, como los mostrados en las -
figuras 4-C, 4-D, 4-E. Los nlcleos de las células sensoriales
se ubicaron en diversas posiciones dentro de la yema. Su pro-
longacidn citoplasmitica muestra distorsiones en su trayecto-
ria hacia la regién apical del receptor gustativo. Como se ob
servé en las células de sostén, en varias ocasiones estas mi-
crovellosidades no protruyeron en el poro gustativo [figura -
4-D].

Inervacidn:

El aspecto morfoldgico de las fibras nerviosas del --
grupo experimental presenta de igual manera cambios. El paque
te neurovascular que ingresa en el tejido de la base de la pa
pila estd también alterado en el grupo experimental. La mayo-
ria de las veces, ya no ocupa la totalidad de ésta. Los ele_-
mentos constituyentes de este paquete muestran una disposi_--
cibén compacta, dando una imigen de pérdida de vollmen del mis
mo, como se observa en las figuras 6-B y 6-C. Esta imigen mor
foldgica es corroborada por las mediciones hechas a nivel ba-

sal de la papila, del didmetro transversal de los elementos -
neurovasculares. El promedio en este grupo fue 20.48 [t6.9] -
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Caracteristicas morfolégicas de las yemas gustati-
vas del grupo experimental.

Esta figura muestra una yema gustativa (yg) que ha
perdido su ordenamiento citoarquitecténico intrage
mular. (e) epitelio. (q) queratina.

Técnica de Gallego, x400.

Esta imagen sirve para ilustrar que los nficleos de
las células sustentaculares (cs) de este grupo eta
nolizado presentan un aumento de volfimen. (pg) po-
ro gustativo, (&) epitelio.

Técnica de Nauta-Gygax, x640.

Yema gustativa del grupo experimental a mayor au_-
mento en donde se puede observar que los nlcleos -
de las células gustativas (cg) presentan un perfil
alterado e inclusiones picnéticas. pc sefiala una -
prolongacién citopldsmica que muestra una trayecto
ria sinuosa hacia la regién del poro gustativo ---
(pg). (e) epitelio.

Técnica de Bielschowsky, x1000.

Micrografia que muestra una yema gustativa del gru
po experimental en donde se puede identificar pro-
longaciones citopldsmicas (pc) sinuosas. cg sefiala
nicleos de células gustativas picnéticos. (pg) po-
ro gustativo.

Técnica de Gallego, x1000.

En esta yema gustativa del grupo experimental pode
mos observar cambios niicleares en las células gus-
tativas (cg), estos nlicleos se observan picnéticos
y han perdido su perfil uniforme. Los nicleos de -
las células de sostén (cs) estin aumentados de vo-
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Continuacién de la figura 4-E.

lGmen, (a) seflala axones intragemulares con dila;
taciones. (pg) regibén del poro gustativo.
Técnica de Bielschowsky, x1000.
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micras, sensiblemente menor al grupo control. Esta diferencia
de didmetros fue estadisticamente significativa [cuadro I]. A
pesar de que la tendencia general en este grupo fué de una --
disminucién en el didmetro transversal [figura 7-B], se pudie
ron identificar de igual manera estructuras con un didmetro -
mayor que la mayoria de ellos. En general no hubo una medida-
prevalente en este grupo, por el contrario se observbé una ---
gran disparidad en las mediciones [rango 5-40 micras].

En algunas muestras fue posible identificar signos -
de degeneracién axébénica, tanto en las Tibras nerviosas de la
papila primaria como en las fibras perigemulares. Estas fi --
bras presentaron dilataciones y constricciones de tamafio y lo
calizacibén variable, sefialadas en las figuras 5-A, 5-C. De i-
gual manera las figuras 5-B, 5-C muestran fibras nerviosas in
tragemulares con alteraciones morfoldgicas, identific4dndose -
constricciones y dilataciones en su trayectoria.

Epitelio Circundante:

Con respecto al epitelio circundante perigemular, se
observaron diferentes grados de atrofia de éste en 9 de los -
12 animales alcoholizados [75%]. La imidgen més comin fué la -
disminucién del espesor total del epitelio [figuras 3-A, 3-B,
4-B, 4-C]. En un caso se identificaron alteraciones epitelia-
les mis acentfiadas y en este caso se observd pérdida de la es
tratificacién, edema intracelular y desorden de la capa basal
[figura 4-D]. Aunque en este caso en particular se identifica
ron figuras mitéticas, éstas en ninguna instancia fueron anor
males.

Anilisis Estadistico de los Resultados Morfolégicos:

Los cambios morfoldgicos anteriormente descritos, --

tantq del grupo control como del experimental, se cuantifica-
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CUADRO T.

COMPARACION DEL DIAMETRO TRANSVERSAL DEL PAQUETE NEUROVASCU_-

LAR. ALCOHOLIZADAS vs. CONTROLES.

GRUPO. TOTAL DE X DEL DIAMETRO RANGO. E.E.X
MEDICIONES. EN MICRAS.

CONTROL. 55 24.52 10-40 0.94

n=5. [d.e. + 6.985]

EXPERI-

MENTAL. 134 20.48 5-40 0.59

n= 12. [d.e. + 6.945]

p £ 0.5

n= NUMERO DE ANIMALES. x= PROMEDIO. d.e.= DESVIACION ESTAN_ --
DAR. E.E.x= ERROR ESTANDAR DEL PROMEDIO.
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Caracteristicas morfolégicas de la inervacidén de -
las yemas gustativas y del epitelio circundante --

del grupo experimental.

ap seflala axones perigemulares con trayectoria si-
nuosa y dilataciones. (yg) yema gustativa.
Técnica de Nauta-Gygax, x400.

Otro ejemplo de alteraciones en la inervacién de -
las yemas gustativas del grupo experimental. ai se
flala axones intragemulares que presentan dilatacio
nes, mientras que rodean a un niicleo de célula sus
tentacular (cs) que presenta un gran aqunto de vo
ldmen y ha perdido su posicién basal intragemular.
Técnica de Nauta-Gygax, x1000.

Esta micrografia sirve para ejemplificar que tanto
los axones perigemulares (ap) como intragemulares-
(ai) muestran alteraciones. Obsérvese que las pun-
tas de las flechas sefialan dilataciones que presen
tan estas fibras nerviosas.

Técnica de Bielschowsky, x1000.

Muestra de epitelio de una lengua proveniente del-
grupo experimental, donde las flechas obscuras in-
dican zonas con pérdida de la cohesividad y desor-
den del estrato basal. Las flechas claras sefialan-
zonas en donde se observa edema intracelular del -
estrato espinoso.

Técnica de Gallego, x100.
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ron y analizaron estadisticamente. Los resultados obtenidos -
del conteo se muestran en la figura 2, donde se observa que -
en el srupo experimental la alteracién morfélégica de mayor -
frecuencia es la pérdida del érden celular [71.65%]. En érden
decreciente, en este mismo grupo alcoholizado encontramos que
los cambios nucleares ocupan el segundo lugar en incidencia -
[63.77%], seguidos de modificaciones en las trayectorias de -
las prolongaciones citopldsmicas encontradas en el 62.20% de-
las yemas gustativas del grupo experimental. Las alteraciones
en la inervacidn de las yemas gustativas se observaron en el-
35.43% del total de yemas aralizadas, sin embargo este nlmero
no representa el total de las laminillas, ya que por las ca -
racteristicas de las fibras nerviosas sélo es posible obser_-
varlas en tinciones argénticas. El1 porcentaje de aparicién de
las variantes morfolégicas del grupo control también se nues -
tran en la figura 2.

Se compararon las diferencias existentes entre los --
porcentajes del grupo control y del grupo experimental, para-
cada uno de los pardmetros morfolbégicos establecidos por me_ -
dio de pruebas de significancia estadistica [xz], encontrindo
se los siguientes resultados:

1) En el grupo experimental de las 127 yemas gustati-
vas analizadas, 95 mostraron alteraciones morfoldgicas [74.8%]
mientras que en el grupo control de las 55 observadas, Gnica_-
mente 4 mostraron variaciones morfolégicas [7%]. El resultado
estadistico mostrd diferencias significativas [p<0.0001] [ta
bla I].

2) En el caso de las variaciones en la forma, el 10.2%
de las yemas gustativas de los animales etanolizados mostra_-
ron alguna variante, en cambio ninguna [0%] de las yemas gus-

tativas del grupo control mostrd cambios. Siendo estadistic=z-
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Continuacién de la figura 6-B.

C)-

presenta desorden de sus elementos celulares.
Técnica de Gallego, x400.

Papila fungiforme del grupo experimental. Se puede
observar que los elementos neurovasculares (limita
dos por flechas) de la papila estin disminuidos en
su didmetro, ademids de presentar una trayectoria -
sinuosa hacia la regién cupular. La capa basal del
epitelio de la papila se muestra desorganizado. La
yema gustativa (yg) de esta papila del grupo expe-
rimental presenta una pérdida total del érden cito
arquitecténico intragemular. Si se compara esta fi
gura del grupo alcoholizado, con la figura A) pro-
veniente del grupo control se hacen evidentes los-
cambios morfolébgicos presentes en las papilas fun-
giformes del grupo experimental,.

Técnica de Bielschowsky, x400.



40
14 CONTROL 35 EXPERIMENTAL
"
lil i2 0 30
o w
o 2
O 10 O 25
o o
8 124
s a
8 $ 20
8 .
o lg |5
@
g o g
x o
S w
z 3
2 2 5
MICRAS im.
$-9 10-14 19+ 19 29-24 295-29 30-34 3539 40 -44 l $~-9 0-i4 1S =19 20-24 295-29 30-34 33.39 4&0-4a4

Figura 7.- Comparacién de los componentes neurovasculares [didmetro transversal].

Por grupo experimental y control.

Se demuestra que en el grupo control la mayoria de los didmetros midieron-
entre 20-34 micras. En cambio el grupo experimental muestra una tendencia-
de disminucién de este di&dmetro, la mayoria de los diidmetros midieron en_-

tre 10-24 micras.
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mente significativa la diferencia entre estos dos porcentajes
[p< 0.01] [tabla II.]

3) El1 porcentaje de yemas gustativas con alteraciones
en las prolongaciones citoplasmiticas es de 62.20% en el gru-
po experimenfal. En el grupo control, Gnicamente tres yemas -
[5.45%) presentaron modificaciones. El andlisis estadistico -
también fue significativo: p 0.001 [tabla III]. .

4) En la tabla IV se muestran las diferencias existen
tes entre los dos grupos en el pardmetro de alteraciones en -
las fibras nerviosas. En el grupo alcoholizado, del total de-
yemas cuantificadas el 35.43% mostrd cambios en este rubro. -
Por otra parte, nunca se identificaron cambios en los axones-
del grupo control. De tal manera el resultado estadistico fue
de p 0.001.

5) Con respecto a los cambios nucleares el porcentaje
de incidencia en el grupo experimental fué de 63.77%, y en el
grupo control de 5.45%. Con una significancia estadistica de-
p£ 0.001 [tabla V].

6) La pérdida del érden celular [tabla VI] se identi-
ficd en 91 de las 127 yemas gustativas del grupo experimental
[71.65%] y en 4 de las 55 del grupo control [7%] [p 0.001].

Observaciones Cuantitativas;:

Las cuantificaciones realizadas en el grupo control y
en el experimental, tanto de yemas gustativas como de células
intragemulares [sustentaculares y gustativas], arrojaron los-
siguientes resultados:

Yemas gustativas: El ndmero de yemas gustativas cuan-
tificadas en el grupo experimental fué de 154, con un prome_-
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TABLA 1.

YEMAS GUSTATIVAS CON ALTERACIONES MORFOLOGICAS EN EL GRUPO
EXPERIMENTAL Y CONTROL.

GRUPO. NORMALES. CON ALTERACIONES TOTALES
MORFOLOGICAS.

EXPERI- 32 95 127

MENTAL .

CONTROL. 51 4 55

TOTALES. 83 99 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1.

x%= 60 p¢ 0.001.
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TABLA II.

YEMAS GUSTATIVAS CON FORMA ALTERADA EN EL GRUPO EXPERIMEN
TAL Y CONTROL.

GRUPO. NORMALES. CON TFORMA TOTALES.
ALTERADA.

EXPERI- 114 13 127

MENTAL.

CONTROL. 55 0 55

TOTALES. 169 13 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1.

x%= 6.089 p<o0.01.
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TABLA III.

YEMAS GUSTATIVAS CON MICROVELLOSIDADES ALTERADAS EN EL GRU
PO EXPERIMENTAL Y CONTROCL.

GRUPO. NORMALES. CON MICROVELLOSI- TOTALES.
DADES ALTERADAS.

EXPERI-

MENTAL . 48 79 127
CONTROL. 52 3 55
TOTALES. 100 82 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1

x?= 50.01 p<0.001
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TABLA 1V,

YEMAS GUSTATIVAS CON AXONES ALTERADOS EN EL GRUPO EXPERI -
MENTAL Y CONTROL

GRUPO. NORMALES. CON AXONES TOTALES.
ALTERADOS.

EXPERI -

MENTAL . 82 45 127

CONTROL. 55 0 55

TOTALES. 137 45 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1

x%= 25.94 < 0.001
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TABLA V.

YEMAS GUSTATIVAS CON NUCLEOS ALTERADOS EN EL GRUPO EXPERI-
MENTAL Y CONTROL.

GRUPO. NORMALES. CON NUCLEOS TOTALES.
ALTERADOS.

EXPERI-

MENTAL . 46 81 127

CONTROL. 52 3 55

TOTALES. 98 84 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1

x%= 52.55 p<0.001



TABLA VI,

YEMAS GUSTATIVAS CON DESORDEN INTRAGEMULAR EN EL GRUPO EX-

PERIMENTAL Y CONTROL.

GRUPO. NORMALES. ! CON DESORDEN TOTALES.
INTRAGEMULAR.

EXPERI -

MENTAL . 36 91 127

CONTROL. 51 4 55

TOTALES. 87 95 182

GRADOS DE LIBERTAD: 1

x%= 56.95 p<0.001
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dio de 12.8 T 10.615 yemas gustativas por fragmento, conside-
rando que el promedio de cortes realizados en dichos fragmen-
tos fué de 75. En tanto que en el grupo control se identifica
ron 79. El promedio de este grupo control fué 15.8 ¥ §.927, e
xistiendo una diferencia minima entre los dos promedios, la -
cual cuando es analizada con pruebas de estadfstica se de_--

muestra que no es significativa [p>» 0.5] [cuadro II].

Células gustativas: Se cuantificaron 592 células gus-
tativas en el grupo experimental, de tal manera que el prome-
dio de células gustativas en cada receptor del grupo experi -
mental es:de3.844 T 2.244. En el grupo control se identifica-

ron 302 células de este tipo, dando un promedio de 3.882 I ..

1.189, por lo que se observa en el cuadro III no existe ningu
na diferencia estadisticamente significativa entre ellas [p -

0.5].

Células sustentaculares: [Cuadro IV] El promedio de -
células sustentaculares en yemas gustativas del grupo experi-
mental es de 5.064, con una desviacién estandar de * 3.056, -
mientras que el promedio del grupo control es de 5.886 con u-
na desviacién estandar de ¥ 2.511. El resultado de la compara
cién estadistica fue de p>0.1. Lo que quiere decir que la di
ferencia entre los dos prohedios no es estadisticamente signi
ficativa.
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CUADRO II

COMPARACION DEL NUMERO DE YEMAS GUSTATIVAS EN CADA GRUPO
ALCOHOLIZADAS vs. CONTROLES.

GRUPO. TOTAL DE X DE YEMAS  RANGO. E.E.X.
YEN'AS GUSTATIVAS. GUSTATIVAS.

EXPERI-
MENTAL. 154 12.8 2-39  3.064
n= 12 [d.e.%10.6]

CONTROL.

_ 79 15.8 3-26  3.992
n= 5 + :

[d.e. 8.9]

p>»0.5

n= NUMERO DE ANIMALES. Xx= PROMEDIO. d.e.= DESVIACION ESTAN
DAR. E.E.x= ERROR ESTANDAR DEL PROMEDIO.
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CUADRO ITI.

COMPARACION DEL PROMEDIO DE CELULAS GUSTATIVAS EN YEMAS GUSTA

TIVAS. " ALCOHOLIZADAS VS. CONTROLES.
GRUPO. TOTAL DE CELULAS X CELULAS RANGO E.E.X.
GUSTATIVAS. GUSTATIVAS.
EXPERI -
MENTAL. 592 3.84 0-9 0.179
= 154. [d.e. ¥ 2.2
CONTROL. 302 3.88 1-10 0.204
n= 79 +
[d.e. ¥ 1.1]
p>0.5

n= NUMERO DE YEMAS GUSTATIVAS PARA ESTA CUANTIFICACION. Xx= -
PROMEDIO. d.e.= DESVIACION ESTANDAR. E.E.x.= ERROR ESTANDAR
DEL PROMEDIO.
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CUADRO 1IV.

COMPARACION DEL PROMEDIO DE CELULAS DE SOSTEN EN YEMAS GUSTA-

TIVAS. ALCOHOLIZADAS vs. CONTROLES.

GRUPO TOTAL CELULAS X CELULAS RANGO  E.E.X.
. SUSTENTACULARES.  SUSTENTACULARES.

EXPERI-

MENTAL 780 5.064 0-18  0.246

n= 154 [d.e. T 3.0]

CONTROL. 465 5.886 1-11  0.282

n= 79 [d.e. ¥ 2.5]

p>0.5

i
n= NUMERO DE YEMAS GUSTATIVAS TOMADAS PARA ESTA CUANTIFICA --
CION. Xx= PROMEDIO. d.e.= DESVIACION ESTANDAR. E.E.x= ERROR

ESTANDAR DEL PROMEDIO.
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DISCUSION. .

En este estudio se identificaron cambios morfolégicos
en las yemas gustativas de las papilas fungiformes de la len-
gua de la rata, experimental y cronicamente etanolizada. Los-
principales cambios observados fueron: pérdida del ordenamien
to celular intragemular, cambios nucleares [aumento de vold -
men de los nGcleos de las células sustentaculares, pérdida de
la silueta de los nlcleos de las células gustativas con inclu
siones picnéticas], dilataciones y constricciones de los axo-
nes perigemulares e intragemulares, disminucién del difmetro-
transversal de los elementos neurovasculares de la papila, y-
atrofia del epitelio circundante del complejo neurosensorial.

Las yemas gustativas son estructuras neuroepiteliales
ampliamente distribuidas dentro de la mucosa de la cavidad o-
ral. Estos receptores se han identificado en las papilas lin-
guales [fungiformes, foliadas, valladas], paladar duro y blan
do, pilares del istmo de las fauces, carincula sublingual y -
zona retromolar (Provenza, 1964, Ham, 1975, Padykula, 1975, -
Gonzdlez, 1979, Iida, et al, 1983). En este trabajo nosotros-
estudiamos la morfologia de las yemas gustativas de las papi-
las fungiformes de la punta de la lengua de la rata, encog_--
tridndolas ubicadas en esta papila en particular, en la por --
cién cupular de ella, no importando el grupo [experimental o-
control]. Este dato concuerda con la localizacién previamente
reportada por Provenza (1964), Ham (1975), Padykula (1975), -
Arvidson (1979).

El nGmero de yemas gustativas en este tipo de anima_-
les de experimentacién [ratas] no ha sido reportado, no te --
niendo punto de referencia para comparar nuestros resultados-
con otros autores. Sin embargq si se ha reportado en humanos-
quienes presentan un promedio de 1.8 yemas gustativas por pa-
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pila fungiforme, variando el nlimero de yemas por papila de 1-
15 (Arvidson, 1979, Arvidson y Friberg, 1980). En primates --
del viejo mundo [mono cynomalgus].:se encontrd un nlmero mayor
de yemas por papila en este tipo de mamiferos: promedio de --
7.2 yemas (Arvidson, et al, 1981). En nuestro estudio nunca -

se encontraron mis de dos yemas en una sola papila.

El presente reporte fue realizado a nivel de microsco
pia de luz, donde se identificaron como componentes de la ye-
ma gustativa dos tipos de células: sustentaculares y gustati-
vas; tal y como hacen Provenza (1964), lieidler y Smallman (19
65), Ham (1975) y Padykula (1975). Sin embargo a nivel ultra-
estructural Takeda y Hoshino (1975), describen tres tipos de-
células gemulares: tipo I, células obscuras, caracterizadas -
por ser fusiformes, con un niicleo hipercromitico y por la pre
sencia de grdnulos redondos densos; tipo II, célula clara que
contiene numerosas vesiculas, reticulo endopldsmico liso, as{
como un nicleo ovoide; y tipo III de nlcleo de forma interme-
dia, conteniendo en su citoplasma basal vesiculas de ndcleo -
denso y masas de vesiculas claras, presentando en esta zona -
contactos con fibras nerviosas muy semejantes a sinapasis. Es
tos autores concluyeron que las células obscuras y las célu_-
las claras son secretoras, y las células intermedias son sen-
soriales debido a la presencia de sinapsis. Como se puede ob-
servar estas imdgenes no concuerdan con las reportadas aqui,-
ya que nosotros consideramos a la célula clara como de sostén
y las obscuras como sensoriales. Sin embargo hay que recordar
que ha pesar de que la morfologia de las yemas gustativas y -
su celularidad han sido ampliamente estudiadas (Murray y Mu -
rray, 1960, Murray y Murray, 1967, Sangiacomo, 1970, Storch y
Welsch, 1970, Paran, 1975, Takeda, 1976, Arvidson, et al, 19-
81) no existe un consenso general respecto a los diferentes -
tipos celulares de la yema y su funcién dentro de ella. Este-
problema se hace mis complejo g partir del reporte realizado



50

por Beidler y Smallman en 1965, quienes demuestran que los di
ferentes tipos celulares de la yema gustativa corresponden a-
una misma célula en diferentes estadios de vida, que depen_--
diendo de la induccién nerviosa experimentan una morfodiferen
ciacibén. Los estudios previamente mencionados fueron realiza-
dos en diferentes especies y tal vez a ello se deban las dife

rencias existentes en celularidad.

En nuestro estudio ha pesar de que se observaron célg
las muy alteradas, nunca estas modificaciones morfolbégicas --
fueron tan marcadas como para impedir su ubicacién dentro de-
los dos tipos celulares mencionados con anterioridad. De esta
manera se pudieron cuantificar las células de los dos grupos-
de animales y comparar sus diferencias cuantitativas por me_-
dio del anidlisis estadistico presentado. Estos resultados ---
cuantitativos no mostraron diferencias estadisticamente signi
ficativas [p< 0.5] entre el promedio de yemas gustativas del-
grupo experimental y del grupo control; tomo tampoco hubo di-
ferencias entre los dos grupos cuando se compararon los prome
dios por yema gustativa de células sensoriales y de sostén. U
no de los factores que provoca disminucién del ntimero de ye -
mas gustativas es el envejecimiento, esto en humanos y ratas-
(Arey, et al, 1935, Mochizuki, 1937, Conger y Wells, 1969). -
La edad de nuestros animales al momento del sacrificio fué de
14 a 17 meses, que representa una edad adulta en las ratas. -
Por lo tanto la edad de las ratas no influyd en el nlmero de-
yemas gustativas linguales. Esto sugiere que el etanol admi_ -
nistrado crénicamente no provoca disminucién del néimero de ye
mas gustativas y células gemulares en la rata, por lo menos -
hasta las edades estipuladas.

La disminucién de la agudeza gustativa [hipogeusia],-
as{ como la aparicién de aberraciones gustativas [disgeusias]
son alteraciones que se han relacionado con varias enfermeda-



des sistémicas como son: hepatitis viral, cirrosis hepética,-
hepatitis alcohdlica, pseudohipoparatiroidismo, sindrome de -
Sjogren, diabetes mellitus, insuficiencia adrenal cortical, -
sindrome de Wernicke-Korsakoff, alcoholismo crdénico (Henkin y
Bartter, 1966, Henkin, 1968, Henkin, et al, 1972, Smith, 1972,
Swinson, 1973, Smith, et al, 1976, Bursch, et al, 1978, Jones,
et al, 1978, Hardy, et al, 1981). Adn mis se ha reportado un-
sindrome caracterizado por hipogeusia, disgeusia, hiposmia y-
disosmia, idiop4ticas (Henkin, et al, 1971). Este aumento de-
umbral gustativo ha sido abordado desde varios puntos de vis
ta. A nivel sistémico el hecho de estar presente en padeci_--
mientos hepdticos [hepatitis alcohdlica, hepatitis viral, ci_-
rrosis hepdtica], la hipogeusia se ha asociado a niveles ba_-
jos de zinc circulante, ya que este elemento es indispensable
para una buena percepcidn gustativa (Henkin, et al, 1975, Ge -
liebter, et al, 1981). Postulindose que la alteracidén en el -
metabolismo del zinc sea producto de una falla hepidtica per -
se.

También se ha tratado de asociar estas variaciones en
la agudeza gustativa con cambios a nivel del sistema nervioso
central. En los pacientes con sindrome de Wernicke-Korsakoff-
se ha involucrado a la percepcién gustativa deficiente con el
dafio del ndcleo ventral medial del tdlamo que presentan el --
60% de estos pacientes (Jones, et al, 1978). Este nlcleo se -
ha visto, en diferentes especies, que es el centro de la per-
cepcidén gustativa en el tilamo (Norgren, 1974, Finger, 1978,-
Loullis, et al, 1978, Brozek, et al, 1979, Buresova, et al, -
1979).

Nuestro estudio lo enfocamos a la observacién de la -
morfologia de las yemas gustativas en rstas alcoholizadas cré-
nicamente. Este aspecto no habia sido abordado con profundi_-
dad por los investigadores previamente citados, a pesar de --
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que el érgano donde se encuentran la mayoria de estos recepto
res gustativos es uno de los primeros en entrar en contacto -
con el alcohol cuando se ingiere éste. Los resultados de nues
tro estudio muestran alteraciones importantes en la citoarqui
tectura e inervacidén del receptor gustativo. Estas alteracio-
nes son indicativas de que la primera interaccidén entre recep
tor-substancia sdpida no es efectiva, ya que los cilios de -~
las yemas gustativas de las ratas alcoholizadas no alcanzaron
el poro gustativo, con el consiguiente mal acoplamiento y evo
casibén del impulso, tal y como lo sugiere Scalera y colabora-
dores (1979). Los cambios nucleares morfoldgicos son indicati
vos de un metabolismo intracelular probablemente alterado. Es
tos hallazgos morfoldgicos concuerdan con los pocos reportes-
donde se describen cambios morfolbgicos en relacién a la dis-
minucidén de la agudeza gustativa. Uno fue realizado por Hen -
kin y colaboradores en 1971, en donde se describen a nivel ul
traestructural el aspecto que guardan las yemas gustativas de
pacientes con sindrome de hipogeusia y disgeusia idiopéticas.
Se reportan cambios en la organizacién celular de la vema, ve
siculizaciédn y vacuolizacién de los dos tipos celulares, y --
pérdida general de la organizacién de la regién del poro gus-
tativo con pérdida de las proyecciones celulares. Estos auto-
res no establecieron el significado especifico de estas alte-
raciones en relacidén con la agudeza gustativa. Por otro lado,
hallazgos previamente reportados por nuestro laboratorio (Gai
tan, et al, 1983) describen cambios muy semejantes [desorden-
celular, cambios nucleares, prolongaciones citoplasmiticas --
cortas, desarreglo de la regidén del poro gustativo y profundi
zacién del mismo] en yemas provenientes de sujetos seniles. -
Como se menciond en pirrafos anteriores, el envejecimiento --
también se ha asociado con disminucién de la agudeza gustati-
va (Hermel, et al, 1970, Massler, 1971, Grzegorczky, et al, -
1979).
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IIxisten pocos reportes que describan neuropatiasalco-
hélicas que afecten los nervios craneales. En un caso de neu-
ropatia alcohélica del VIII par, Ylikoski, y colaboradores,-
(1981) reportan cambios degenerativos de la vaina de mielina,
degradacién e irregularidad de sus estratos, desaparicidn del
axén en estas fibras y siendo ocupado su lugar por material -
mielinico desorganizado. En los axones describe disminucién -
de neurofilamentos y microttbulos. Estas alteraciones se mani
festaron clinicamente por pérdida de la audicién y del equili
brio. En el presente reporte decribimos cambios morfoldgicos-
en la inervacién [VII par craneal] de las yemas gustativas de
las ratas sometidas a la ingesta crénica de etanol. Estas fi-
bras nerviosas [intragemulares] se aprecian con tortuosidades
en su trayectoria y signos de degeneracidén axénica como son:-:
dilataciones y constricciones de tamafio y localizacién varia-
ble. Sin embargo nosotros no observamos cambios degenerativos
en la vaina de mielina de estos nervios, por lo que se sugie-
re que estos cambios sean producto de una reaccidn axdnica --
primaria, como ha sido sugerido por Dart y Howard (Dart y How
ard, 1981). '

La descripcién de elementos neurovasculares en el co-
rion de la papila primaria realizada en el presente reporte,-
concuerda en forma general con las descripciones realizadas -
en varios mamiferos por Beckers (Beckers, 1975) y Eisenacher-
(Eisenacher, 1975). En el presente trabajo el grupo experimen
tal mostrd una disminucién del didmetro transversal de los e-
lementos neurovasculares que penetran por la papila primaria.
Esta imidgen sugiere que el flujo axopldsmico de las fibras --
nerviosas pudiera estar alterado. Esta suposicidén adquiere im
portancia por las caracteristicas que el flujo axdénico repre-
senta en relacién a la fisiologia sensorial y motriz. La afir

macidén anterior se basa en varios hechos:
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1) La presencia del flujo axopldsmico es necesaria pa
ra mantener: excitabilidad y conduccién del impulso nervioso,
neurotransmisién, neurotransduccidén, y liberacién de substan-
cias neurotréficas a mlsculos, 6rganos sensoriales y otras cé
lulas (Ochs, 1974, Ochs, 1981, Stromska y Ochs, 1981, Ochs e-
Igbal, 1982).

2) Se ha reportado que el mantenimiento de este flujo
axoplédsmico es indispensable para la conduccién del impulso -
gustativo, cualquier alteracibén en este flujo axdénico traerd-
como consecuencia una alteracién en las respuestas de las fi-
bras gustativas (Hellekant, et al, 1979, Oakley, et al, 1979,
Oakley, et al, 1980, Oakley, et al, 1981).

3) Existe ademis el bien conocidc fendémeno de neuro_ -
trofismo que presentan .las yemas gustativas. Esto es, si a -
la yema se le suprime de su inervacién el complejo neurosenso
rial se atrofiard y eventualmente desapareceri; y viceversa -
cuando se reintegra la inervacidn aparecen nuevamente yemas -
gustativas (Torrey, 1934, Torrey, 1937, Zalewski, 1970, Cheal
y Oakley, 1977).

La interferencia no pareciera ser tan grande como pa-
ra llegar a bloquear completamente el.flujo axdnico y logica-
mente impedir la ‘llegada de la substancia tréfica a la yema,-
si esto hubiera ocurrido, probablemente se hubiese encontrado
una disminucién del nlmero de yemas gustativas en el grupo e-
tanolizado, ya que como se menciond anteriormente la influen-
cia tréfica es vital para mantener la integridad de las yemas
gustativas.

La presencia de cambios epiteliales en el grupo some-
tido a alcoholizacidén crénica, abre nuevas interrogantes acer
ca del origen de los cambios morfoldgicos de la citoarquitec-
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tura de las yemas gustativas del grupo experimental, ya que -
Beidler y Smallman (1965) demuestran que el origen de las cé-
lulas de las yemas gustativas son las epiteliales que rodean-
al receptor gustativo. Este hallazgo hace que surja inmediata
mente la pregunta si es que la atrofia existente en estas cé-
lulas epiteliales pudieran originar a células gemulares con -
un genoma alterado que condicionase variaciones morfolégicas.
Sin embargo el hecho de encontrar animales experimentales con
epitelio normal y sin embargo presentar yemas gustativas con-
cambios morfolégicos (25%), hacen que esta suposicidén no sea-
atractiva.

Nosotros pensamos que la atrofia epitelial sea resul-
tado de la accibn irritante directa del etanol, y aunque pro-
bablemente esta atrofia este relacionada con los cambios mor-
folbgicos de la citoarquitectura gemular, no sea este fenéme;
no uno de los principales factores en favorecer e iniciar di-
chos cambios.

En el presente trabajo se aportan evidencias para a_-
firmar que la ingesta crbénica de etanol a dosis bajas, se aso
cia a evidentes cambios morfolbégicos en la citoarquitectura e
inervacidén de las yemas gustativas linguales de la rata. Esta
afirmacién es sustentada por las observaciones morfolbgicas -
descritas previamente, y por el anélisis estadistico de los -
cambios morfolbgicos reportados aqui. El control de variables
realizadas en ambos grupos de animales reduce al minimo las -
posibilidades de que los hallazgos aqui descritos sean produc
to de otros factores.

Este trabajo, realizado en un modelo de experimenta -
cién animal, ofrece una base morfolbgica para la hipogeusia -
observada en pacientes alcohdlicos (Smith, 1972, Swinson, 19-
73). Ademis, sugiere tener como uno de los principales facto-
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res cambios morfoldgicos en el receptor como en la fibra ner-
viosa [membrana pre y postsinédptica]. Estas alteraciones peri
féricas no excluyen que aparte existan factores centrales que
conlleven a la hipogeusia y/o disgeusia. De tal manera pode_-
mos pensar que la disminucidén de la agudeza gustativa del al-
cohblico probablemente sea un problema de etiopatogenia multi
factorial.
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RESUMEN.

Se ha reportado previamente que los pacientes con pa-
decimientos hepadticos virales, hepatitis alcohdélica, cirrosis
hepatica, sindrome de Wernicke-Korsakoff y alcoholismo créni-
co, presentan hipogeusias y/o disgeusias. Estas alteraciones-
de la agudeza gustativa se han relacionado con un mal funcio-
namiento hepitico per se; a dafio existente en el sistema ner-
vioso central; o bien no pudiéndose explicar la relacidén exis
tente entre alcoholismo crdnico y gusto. Por otro lado, en --
ninguno de estos reportes se menciona el aspecto morfoldgico-
de los receptores gustativos a pesar de que éstos son una de-
las primeras estructuras en ponerse en contacto con el alco -
hol cuando éste es ingerido, y conociendo ademids que esta ---
substancia quimica es capaz de penetrar al epitelio lingual.

Por lo anterior el principal objetivo de este estudio
es describir los cambios morfolégicos producidos por alcoho -

lismo crdénico en las yemas gustativas linguales de la rata.

Para tal fin, se tomaron 12 ratas Wistar hembras de -
64 dias de nacidas [grupo experimental], a las cuales se les-
dié como tnica fuente de liquidos etanol al 10% por un perio-
do de 11 a 13 meses, la ingesta fue sin restricciones; y 5 ra
tas Wistar hembras de la misma edad [grupo control], a las --
cuales se les dié de beber agua corriente. Los dos grupos es-
tuvieron sometidos a las mismas condiciones de bioterio, ali-
mentidndose con purina para laboratorio "chow". Después del --
tiempo previsto, los animales fueron sacrificados perfundién-
dose con formol buffer extrayéndose inmediatamente después la
lengua en su totalidad. Se tomd una muestra de la punta de la
lengua para ser cortada a 6 micras. Las técnicas histolbgicas
utilizadas fueron: tricrémica de Gallego, Nauta-Gygax y Biels
chowsky.
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Reslmen de resultados:

a) Yemas gustativas con desorden celular intragemu --
lar; b) nGcleos de células sustentaculares aumentados de vold
men; c) nlcleos de células gustativas con alteraciones en su-
forma e inclusiones picnéticas; d) prolongaciones citoplésmi-
cas sinuosas no alcanzando el poro gustativo; e) fibras ner_-
viosas intra y perigemulares con dilataciones y constriccio_-
nes, signos de degeneracibn axdnica; y f) atrofia del epite_-
lio circundante.
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CONCLUSIONES,

1).- Dosis bajas de etanol, administrado crdénicamen_-
te, produce cambios morfoldgicos en las yemas gustativas lin-
guales de la rata.

2).- Estos cambios pudieran estar relacionados con me
canismos de hipogeusia y/o disgeusia.

3).- Probablemente las alteraciones de la agudeza gus
tativa que presenta el alcohdlico crdénico sean causadas por -

varios factores .[periféricos, centrales, sistémicos].

4).- Es necesario implementar estudios y/o proyectos-
de investigacién que contemplen el anidlisis de los efectos --
del alcoholismo crdnico sobre estructuras orofaciales. Asi co
mo también, dar mayor importancia a nivel curricular a las --
descripciones y probables tratamientos de estas alteraciones-

- - Vd -
producidas por alcoholismo cronico.
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APENDICE T.

A) Técnica Trocrdémica de Gallego:

Cortes en parafina a 7 micras.

1).- Desparafinar hasta agua destilada.
2).- Fucsina por 10 minutos.

3).- Formol al 1% por 5 minutos.

4).- Lavar en agua destilada. Rapido.
5).- Picrocarmin, unos segundos hasta medio minuto.
6).- Lavar en agua destilada.

7).- Alcohol de 96%, dos cambios.

8).- Alcohol absoluto, dos cambios.
9).- Xyleno, dos cambios.

10).- Montar con resina o bAlsamo.

B) Técnica de Nauta-Gygax:

Cortes congelados entre 15 a 25 micras. Recoger los -

cortes en formol al 10%.

1).- Solucidén de alcohol 15% por 15 minutos.

2).- Lavar en agua destilada.

3).- Solucidén de 4cido fosfomolibdico al 0.5% por u-
na hora.

4},
permanganato de postasio al 0.05% por 4 a 10 minutos.

Sin lavar colocar los cortes en una solucién de

5).- Lavar en agua destilada.

6) .- Decolorar en una solucién de 4cido ox&lico-hi -
droquinona al 1% por 2 minutos.

7).- Lavar bien en agua destilada, 2 a 4 cambios.

8).- Solucidn de nitrato de plata al 1.5% por trein-
ta minutos. Para este punto transferir los cortes indiwidual-

mente,
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9).- Lavar en agua destilada.

10).- Solucién de nitrato de plata amoniacal por un-
minuto.

11).- Solucidén reductora. Los cortes flotardn en la-
superficie de esta solucién y aparecerin de un color café den
tro de un minuto.

12).- Lavar en agua destilada.

13).- Solucién de tiosulfato de sodio al 1% por un -
minuto.

14).- Lavar en agua destilada, 3 cambios.

15).- Deshidratar en alcohol de 95%, alcoholabsoluto
y xyleno, 3 cambios en cada uno.

16).- Montar con badlsamo o resina.

C) Técnica de Bielschowsky.

Cortes en parafina a 6 micras.

1).- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.
2).- Nitrato de platg al 2%, durante 48 horas.

3).- Nitrato de plata amoniacal, por una hora.

4).- Lavar en agua bidestilada.

5).- Reducir en formol al 10%.

6).- Lavar en agua bidestilada.

7).- Virar en cloruro de oro al 1:500, por una hora
8).- Tiosulfato de sodio, durante 5 minutos.

9).- Lavar en agua bidestilada.
10).- Deshidratar en alcoholes graduales, hasta xyle

nro. 2 cambios cada uno.

11).- Montar en resina o balsamo.
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APENDICE II.

A) Obtencidn de p:

Férmula para la desviacibén estandar:

2 x?

doe.= =X
n
d.e.= desviacidn estundar.
x2= (x-i)z
n = nmero de datos.

Férmula de error estandar decl promedio aritmético:

d.e
E.E.w = o™
E X
n
E'E‘E = error estandar del promedio aritmético.
d.e. = desviacibn cstandar.
Vd
n = numero de datos.

Férmula del error estandar de la diferencia entre dos

promedios aritméticos:

(dee.)? (dee.p)?
E-Bx o x, 7 n ¥ n
1 72 1 2
E.E.o _ ¢ = error estandar de la diferencia entre --
1 "2

dos promedios.
d.e.

n

desviacidn estandar.

nimero dec datos.
Férmula para z (&rca relativa)

diferencia entre promedios _ El- X, - 4




rea (A)

z = puntuacibn tipificada a la que corresponde un

por lo tanto p = 2 x (0.5 - A).

B) Obtencidn de x%:

(0 - ¢)°
x2 = C
= Datos observados.
C = Datos calculados.

Férmuia para datos calculados:

Total datos observados.

Datos calculados =

Total de datos.

Férmula para grados de libertad:

Grados de libertad = (F - 1) (C - 1).
F = NOmero de filas.
C = Nfimero de columnas.
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