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RESUMEN

El humo de tabaco causa diferentes patologias que dependen del
numero de cigarrillos gque se consumen Yy la duracion de 1la
exposicidn al humo del tabaco. Los productos de madres fumadoras
nacen con bajo peso y frecuentemente muestran malformaciones
misculo-esqueléticas, aparte de que aumenta el riesgo de muerte
neonatal, se tienen reportes de que las crias hembras tienen
mayor tolerancia que los machos a los efectos del tabacoc. A fin
de determinar alteraciones en productos prenatalmente expuestos
al humo de tabaco en distintos periodos de su desarrollo se
utilizaron 20 ratas Sprague-Dawley divididas en cuatro grupos de
5 animales; un control y tres experimentales: expuestos toda la
gestacion (El1), del dia 8 al 21 (E2) o del 15 a 21 (E3). Se
utilizd wuna cé&mara rectangular de 40 1t de capacidad en cuyo
interior se incineraron 1.5 gr de tabaco antes de introducir cada
rata dos veces al dia por 10 min. Al nacimiento, 20 y 60 dias de
edad se regigstrd el peso corporal,. tamafo y peso gonadal de los

productos, asimismo se seleccionaron al azar animales
representativos de cada camada para perfusidon intravascular bajo
condiciones fisioldgicas con una mezcla de
formaldehido/glutaraldehido antes de separar avariaos o

testiculos gque se procesaron histolégicamente para analizar
subjetivamente su citoargquitectucra e identificar alteraciones
atribuibles &1 tratamiento. No se encontraron diferencias en el
numera de crias nacidas control y experimentales, la progénie
expuesta ®] Ultimo tecio gestacional reveld la mayor mortalidad
(18%). A +traves del estudio no s observed un efecto relacionado
con el tiempo total de exposicion al comparar el tamafo y peso
de los productos control y experimentales. Al nacimiento las
hembras control tuvieron el mayor peso de ovarios (FL0.03), sin
gue se identificaran diferencias con las experimentales a los 20
y &0 dias postnatales. El mismo fenomeno se observd en los
machos, sin embargo en estos se identificaron alteraciones
testiculares de diferente severidad; (inmadurez, aplasia,
hipopldsia en algunas estructuras y azZoospermia ocasional)
relacionadas con el tiempo total de x¥posicidn, sin que pueda
definirse su reversibilidad., En la mayoria de las madres se
produjo una adagtacidn que permitio tolerar la presencia de

compuestas toxicos en el aire espirado, sin embargo los
mecanismos ptrotectivas maternas fusraon insuficientes para
permitir el desarrollo testicular npormal, esto indica la

presencia de compuestos tdxicos en 21 humo gque afectaron los
testiculos inmaduros que resultaron particularmente vulnerables.
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INTRODUCCION

El tabaco es uma planta originaria de América, del orden

Tubifloras, familia de las GSolandceas Yy género Nicotiana, miden
de uno a dos metros de' altura, sus hojas lanceoladas tienen
hasta 70 cm de largo y flores en racimo t, despues de tratarse
Se consumen en forma de cigarrillo, cigarros, puros o pipa.

El elemento activa del tabaco gs el alcaloide nicotina,
causa excitacidn, seguida de inhibicidn de las sindpsis en los
ganglios simpadticos vy parasimpaticos. El placer de fumar se debe
en parte a la accidn calmante de la nicatina sobre el sictama
netviosa central (SNC)Y, se absaorbe rdpidamente a través de
todas las mucosas y mas lentamente por inyeccidn subcutdnea o a
traves de la piel intacta.=

La nicotina es un veneno de fuerte toxicidad, la dosis
letal es de S0 mg, sus efectos son comparables & los del acido
cianhidrico. Se calcula gue una persona absorbe de 2.3 a I.5 mg
de nicotina después de fumar un cigarrilla.=

Aproximadamente el 3ZI0% del total de la nicotina en el
humo hace contacto con 1la boca del fumador, la mayor parte de

esta pasa directamente al aire, por  lo que resultan expuestas

. las personas que se encuertran junto  al fumador especialmente
P

en“habitacioﬁes peguedas (fumadares pasivos).=

Mediante &l uso de un monitor personal se ha estimado el

‘.

nivel de . exposicion a la nicotina ambiental gque resulta en

individuos no fumadores en su ambiente habitual, la concentracidn

promadio se calculd en nenos de 45 mg/m=  de. aire en lugares

donde se fuma, como dentro de Carros, catés, tiendas vy
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cantinas, mientras que la cantidad maxima estimada despueés de
un dia de exposicién fué de 3I10 mg, equivalentes a fumar
activamente 0.31 cigarros ordinarios. <«

Un 10% de la nicotina se elimina intacta por via renal y el
resto se degrada fundamentalmente en el higado, en el humo del
tabaco se han identificado wunas S00 sustancias con importancia
téxicolégica, incluyendo 1la nicotina como; monodxido de carbono,
alquitran, arsénico, croma, gases y vapores irritantes.”

Actuslmente el numero de fumadores mundiales continua en
aunento y como resultado de la exposicidn croénica se produce
cancer pulmonar, bronquial, enfisema, asma Yy cardiopatias.® La
principal substancia tdéxica del tabaco es la nicotina, de otros
compuestos nocivos no se han comprendido claramente sus efectag.”®

Entre 1los principales indicadores de la evoluciém de un
fumador se encuentran la nicotina, el tiocianato salival y el
monaxido de carbono en @1 aire espiradao.i® 4 pesatrr de gue
existen antagonistas para nicotina que permitirian apoyvar la
retirada del habito de fumar esto no sucede asi, los pacientes
muestran tendencia a fumar nuevamente dentra de los primeros 4

meses, puede resultar de utilidad el uso de gomas de mascar

con nicotina, por ctra parte, cuando se pravoca la retirada
subita no resultan consecusncias adversas.®! Sin embargo al
parecer en el deseao de fumar interviene 1a funcionalidad

mesplimbica y el sistema de monoaminas, =

A partir de la exposicidn aguda de ratas a nicotina o al
humo de  tabaco se produce analgesia, sin  embargo después de
repetir el tratamiento no se produce el mismo efecto por el

desarrollo de tolerancia en muy corto periodo de tiempo, por ctra




parte, el estres que resulta de la inmovilizacion tambien produce
analgeésia y tolerancia aungque en menor grado, lo gue sugiere que
en ambos fendmenos actuan mecanismos comunes, la infarmacion
surgida de estos estudios también sugiere gque existe una etapa
inicial de tolerancia bien diferenciada seguida de dependencia
como consecuencia del consumo prolongado de numerosos
cigarrillos. *=

En los productos de madres gestantes que fuman resultan
diferentes clases de trastornos de severidad wvariable gue
dependen de factores coma la edad, clase social vy cuidadas
perinatales que rtrecibe el feto; por esta trazdn, de los estudios
con la poblacidn humana se obtienen resultados diferentes, esto
no sucede con modelos animales con los que se laogra wun mejor
control de las variables. <

Estd demostrado que las hembras tienen una mayor

tolerancia gue los machos a los efectos de la nicotinea,
histoldgicamente se evidencit gue estos Ultimos sufren severos
trastornos en su capacidad reproductiva, aparte de twastornoa
hematoldgicos indicativos de procesos inflamatorios sistémicaos
manifestados paor un incremento en el numero de linfocitos y/Q
leucocitos ﬁdlimorfonucleares.

E;tos y gtras | Peéultados confirman gue la nicotina
tiene efectos .advergoé,sébfe la fertilidad de animales vy

humanos, contrariamente a.lo gque se habia afirmado anteriarmente.

1E5

Se ha establecido que existe una relacion 2ntre =21 habito
da fumar y la ocurrencia de predez tubirica, entre mayor es el

cansuma de cigarros aumenta tambien el riesgo de ecte
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trastorno, mismo que se reduce cuando las mujeres dejan de
fumar antes de la concépcién, sin que se haya establecido si la
duracion del habito influye sobre lo anterior, al igual que
otras condiciones como la edad en qQue se empezd a fumar, el
numero d; cigarros al dia y otras circunstancias, sin embargo
2std demostrado que esta patologla es otra consecuencia del
cigartro. 1=

Entre las patologias que resultan en productos de madres
fumadoras estan; baJjo peso al nacimiento (en promedio 180 gt
menos que los nifos normales), presentacion anormal durante el
patrto, malformaciones % parto prematuro,*®” ademas de que se
potencian los efectos adversos resultantes por la anestesia
materna. *® Cuando las madres consumen mas de 11 cigarros al dia
puede ocurrir muerte neanatal.®® En estudios experimentales se ha
demostrado que la nicotina provoca reduccidn del desarrollo del

embrivn de conejo "in vitro" en la etapa de blastocisto y de
la sintesis de DNA.=® En altas concentraciones 1la nicotina
produce un efecto embriotorico, sin embargo los niveles
rriticos necesarios para provocar este efecto dificilmente S8
alcanzan aun en fumadores bastante activos.=®e

Mediante estudios con microscopia de luz Y de
ultraestructura se ha demostrado que la nicotina tiene 2fecios

gametotropicos que son dosis dependientes, al parecer los

trastornos que sufren los ovocitos {celulas senuales) pueden

consideratse como una respuesta inespecifica a la presencia de
esta substancia. Estas cé&lulas sufren trastornos 2n la
organizacion de los componentss de membramna y en la 2structura

especifica del complejo sinaptonémico, mientras gQue solamente con
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altas dosis de nicotina se producen alteraciones en las celulas
diploides uvaricaétﬂ‘

De las alteraciones maternas resultantes por la nicotina
5@ han identificado anormalidades de la placenta,®* jsquemia
pPlacentaria con acumulacicon de metabolitos toxicos,®=® wuptura
prematura de membranas, hemorrdgias durante el parto, placenta
préviat desprendimiento retardado de membranas, aborto
espontaneo y muerte perinatal.==

Como consecuencia de la isgquemia placentaria pueden
resultar embolia, muerte cerebral o hemorragias subaracnoideas.
== Junto con la isquemia placentaria se produce constriccion de
Vasos sanguineos uterinos con acumulacién de hidrocarburos
aromaticos & intaoxicacidn por CO0z con hiperplasia secundaria
como respuesta placentaria compensatoria. ==

Los abortos resultan con mas de 10 cigarros diarios,
particularmente cuando se asocia la nicotina con el alcohol vy
atras bebidas alcohdlicas, =4

Se ha podido demostrar que los fetos del sexo masculiro

resultan mas afectados que las hembras, ocasionalmentez el consumo

de tabaco puede producir mal formaciaones congeénitas como
misculo-esqueléticas y hendiduras otrales, =4 Tambien resultan
numerasas consecuencias adversas en los productos de madres

fumadoras pasivas.=®4 -~

A pesar de gue no  se han realirado suficientes trabajos
aute permitan comprender las alteraciones en madres gestantes en

estudios con animales se ha establecido que el metabolito

isotiocianato resultante del humo del tabaco se deposita en




los productos pravocando toxicidad cuando se alcanzan altas ddsis
11

Cuando se daRa el S.N.C. fetal como resultado de las
alteraciones en el intercambio gaseaso transplacentaria, vy los
efectos toxicos que provocan diversas compuestos presentes en el
tabaco se lesionan tambien las glandulas de regulacidn
éndécrina, entre estas la hipdfisis, por lo que e manifiestan
distintas anormalidades funcionales en los demds organos gue
estan regulados paor ésta.=e

A diferencia de las glandulas neurocenddcrinas que tienen
una impaortante influencia desde la vida prenatal vy durante
toda la vida del individuo, las gonadas desarrcllan sus
funciones mucha tiempo despuss  del nacimiento, a2ntre lasg
principales =2std la produccicn de gametos para la reproduccién
de la especie y hormonas que permiten el desarrallo de los
caractéres sexuales secundarios.=7

Las actividades gonadales estan  reguladas por  las

gonadotrofinas del ldébulo anterior de la hipofisis, esta glandula
desempesa un importante papel en las procesos reptroductivos, al
mismo tiempa, las hormonas producidas en 1los organos genitales
establecen un mecanismo de retroalimentacian sobre la
actividad hipofisiaria mediante el cual estimulan o inhiben la
liberacidn de npeurosecrecianes seqin la concentracitn sérica de

hormonas sexuales. =7

El I14bulo anterior de la hipofisis estd en estrecha
relacidn funcional con el hipotalamo, donde se& sncuentran los
principales centros requladores - del metabolismo y de 1la

reproduccion. A su vez, el hipotdlamo estd en conexion con el




tdalamo y de esta forma establece relacidn con los organcos de los
sentidos vy la corteza cerebral. For esta razon los fendmenas
sexuales pueden estimularse o inhibirse a través de la
percepcion externoceptiva o la actividad cerebral.=®

Los principales drganos de reproduccion en el macho san
las testiculos, de la actividad sactretoria de tres glandulas;
vesiculas seminales, prostata y glandulas bulbo-uretrales resulta
un vehiculo liquido para las células csexuales. Un sistema de
conductas, 1 epididimo, los conductos esperméaticos y la uretra,
transportan la mezcla dev células sexuales y de secrecion
exdcrina gue constituye el semen., El pene brinda 1a forma de
introducir el semen al tracto reproductor de la hembra,=e

La actividad funcional glandular femenina difiere
fundamentalmente de la masculina, despugés de 1la pubertad la
funcidn ovular es periddica, por lo que la hembra solo puede
fecundarse en ciertos momentos bién determinados.

Tambien hay una gran diferencia en los fenomenos de
multiplicacidn de los gametos, en los testiculos las
espermatogtnias se dividen sin cesar durante toda la vida
sexual del individuo para originar nuevos espermatozoides. En
las hembras, por el contratrio solo maduran algunos de los miles
de foliculos b}imordfales'pvesentes en el ovario al nacimiento y
el resto sufren atresia.

‘El ovario entra en _actividad en la pubertad hbajo la
intluencia de las donadotrofinas del labulo anterior de la
hipafisis, desde este momenta el ovario desencadena fendmenos

iclicas de maduracidn folicular que afectan las . demas



estructuras genitales (oviductos, uterao, vaginal) y al resto del
organismo.=*

Durante el periodo embrionario de multiplicacién las
gonias experimentan varias mitosis y dan lugar a espermatogonias
Y ovogonias gque posteriormente se transforman en espermatocitos
u ovocitos que después de la pubertad se convertiran en los

gametos maduros destinados a la reproduccidon. o

En el presente trabajo se determinaron algunas de las
alteraciones gonadales gque resultan en productos machos vy
hembras de madres previamente expuestas a la inhalacidn de

humo de tabaco en distintas etapas de la gestacidn, para también
identificar la vulnerabilidad de los fetos segun su sexo y el
grado de desarrollo intrauterinn, con el proposito de aumentar
la informacidn que permita comprender la fisiopatologia gue se
realizd en productos humanos por el hdbito de las madres de

fumar en esiceso.




FLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA

Existen algunos reportes sobre los distintos efectos gue
resultan en productos de madres wpuestas a la inhalacion de

humo de tabaco, sin embargo no estdn completamente comprendidos

los mecanismos fisiopatoldgicos de produccion de lecidn. Se
sabe que la nicotina y la hipoxia son los principales
agentes nocivos que afectan los fetos, ademéas de otros

compuestos guimicos presentes en 21l humo y gque al acumularse en
los tejidos maternos o fetales pueden ocasiocnar distintos
trastornos glandulares del 8.N.C. y de los darganos gque estan
regulados por este, por lo que en el presente estudioco =se
analizaran los efectos sobre el desarrollo gonadal y corporal de
crias prenatalmente expuestas al humo de tabaco durante distintos

periodos de su desarrollo prenatal.
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JUSTIFICACION

Debido al aumento cregiente de fumadores activos, entre
los gque estdn incluidas madres gestantes, vy por la falta de
regulaciones sanitarias arientadas a disminuir el tabaguismo en
Nuestra sociedad, resulta necesario aumentar la informacion
disponible sobre las alteraciones que resultan en productos de
hembras géstantes fumadoras mediante el establecimiento de
modelos animales, vya que existen reportes contradictarios de
numergsas patologlas gonadales vy del E.N.C. de severidad
variable gque dependen principalmente de numerosas variables como
duracién de la exposicidn, edad de la madre, nivel gducacional e

ingreso econdmico entre otros.




HIFOTESIS

La inhalacion de huino de tabaco por madres gestantes
produce anaxia y acumulacidn tisular de sustancias téxicas que

afectan el desarrollo gonadal de los productas.



ORJETIVO GENERAL.

Determinar las alteraciones del desarrolleo corporal y en la
citoarquitectura gonadal de crias de ratas expuestas a la
inhalacidn de humo de tabaco a partir de distintas etapas de 1la

gestacidn.

OBJETIVOS FPARTICULARES

1 Detetminar las variaciones semanales en 21 peso caorporal de
madres gestantes durante la exposicidn al humo de cigarro y los
pasibles efectos sobre el numero de crias al parto.

2 Registrar la longitud craneo-caudal, peso corporal y peso
de las gdnadas de las crias control y experimentales al
nacimiento v a los 20 y 60 dias de vida postnatal.

3 Analizar las diferentes clases de trastornos celulares en
gdnadas sobre los productos como resultado de la exposicidn al

humo de tabaco en distintos periodos gestacionales.

4 Fealizar un estudio histologico descriptivo en ovarios vy

testiculos de animales recién nacidos control y experimentales

y a los 20 y 60 dias de edad.
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MATERIALES Y METODOS.

Fara el presente trabajo se utilizaron 20 ratas adul tas

Sprague—Dawley del segundo parto alojadas an jaulas
individuales y mantenidas bajo condiciones de bioterio con

temperatura v humedad controladas en ciclos de 12 horas iuz—12
horas oscuridad, alimentadas a libre accesa con agua y Chow-
Furing.

Mediante citologla exfaliativa vaginal se determind la etapa
de proestro, en esta Aetapa ze aparearon 3 ratas con un macho
durante una noche vy determinar el primer dia de prefer mediante
la identificacidn de espermatoroides en un frotis vaginal. Con
las hembras gestantes se formaron cuatro grupos de 9 ratas cada
uwna, y se registrd semanalmente el peso individual desde el
primer dia gestacional hasta el parto.

Los animales del ptimer grupo (E1) experimental fueraon
expuestos durante toda la gestacién por 10 min 2 veces al dia con
intérvalo de 8 horas en una .atmdsfera saturada con humo
proveniente de 1.3 gr de tabaco. Fara lo anterior se utilizaron
Cigarros sin filtro con contenido normal de alguitran vy de menor
precio, debido a que estan compuestos por  tabaco que recibid =1
menor tratamiento. para reducir la concentracidn de compuestas

tonicos.
El ﬁegundol érupo'coﬁsistié ‘de ratas que se expusieron del
dia 8 al 21 (EZ23 gestacional (a partir del seqgundo tercio de la

gEwtaciom) bajo las mismas condiciones descritas. Fara 21 tercer

grupo 1os S animales fueron expuestos al humo de cigarra a partir

del wltimo tercioc de la gestacion (EZ? (15 a 21 dias). Las
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ratas restantes fueron las control (C) intactas que no se
Mmanipularan a través del estudio.

La exposicion se realizd en una camara hermeética con paredes
de cristal de 8 mm de espesor con 20 cm de alto, 20 cm de
ancho y 39 cm de largo, en la parte superior de las daos paredes
laterales se dejd un orificio circular de ventilacion que se
éerrd durante la incineracion del tabaco para saturar el
ambiente, y se mantuvieron abiertos cuando se introdujeron
simultaneamente dos ratas para la exposicion.

Al momento del parto se determind el numero de productos
nacidos vives o muertos de las hembras control Yy experimentales vy
S& registra el peso individual de las crias en una balanza
granataria para pequefas especies, para luega en forma aleatoria
ajustar las camadas a 8 crias por rata. De 1los productos
recien nacidos de cada rata se separaron 2 machos y 2 hembras
que  fueron sometidos a perfusidn intracardiaca, para luego
mediante diseccidn fina se separaron las gonadas y registrar su
peso (ovarios y testiculos respectivamente). La diferenciacion
sexual de las crias se realizd con un aparato de
transiluminacidn gque permite distinguir la arteria testicular.

Fara la perfusion se anestesiarcon los animales con eter y una
vez que se fijaron com cinta adhesiva a una base de madera se

hizo toracotomia amplia para exponer el corazon € introducier en

2l ventriculo izguierdo una aguija corta biselada No. 23 para
inmediatamente después hacer pasar una solucidn  lavadora
Ringer—trebs con procaina al 0.1% v heparina (1,000 U, I.71) &

i7eC, pH 7.3, 0.1 My 280 Mosm/l bajo una presion de 130 om de

agua por 2 min, seguida de una solucidn Fijadora de
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glutaraldehldo al 2.5% y " formaldehido al 1% amartiguados . en
solucion de fcsfatbs 0.1 M pH 7.3 y S8% Mosm/1 por 8 min. Después
de la perfusion se postfijaron los tejidas por una noche .a 420
en la misma solucidn fijadora.=:

Cuando los productos control y experimentales alcanzaron
20 dias de edad se hizo perfusion a dos machos y hembras de cada
rata, por lo que solo gquedaron 4 productos por madre que
fueron destetados al dia 21 postnatal para posteriormente
perfundirse a los 60 dias bajo las mismas condiciones descritas.

Una vez postfijados 1los tejidos se lavaron mediante

cambios de 1% min con amortiguador de fosfataos ©.1 M v  se
deshidrataron en series crecientes de etanal Y mazclas de
etanol/xilol para iuego incluirse en paratfina orientados on
sentido longitudinal para obtener cortes de S fm de espesor en
un aicratoma  eanual Américan Optical SL/20. El matewial se LiAD
con hematoxilina~sosina para ohtener fotomicrografias =«n un
Fotomicroscopio Zeiss Fomi-III con pelicula Flus~x—~Fan de I35 mm
y ASA 125 en las gue se hizo; a) identificacidn de las estirpes
celulares gonadales, bh) andlisis de la densidad numérica,

arreglo y distribucion de las distintas poblaciones, ¢! aspecto

celular individual, aespecialmente los indicios de maduracion,
d) identificacidn de posibles alteraciones de la poblacibdn
celular residente normal © - la presencia de alteraciones

tisulares @) definicion de la intensidad del dafo y su extensién.,
- e El pesd ‘de  las hembras durante la gestacidn y los
parametros morfométericos como; bajo peso al nacimisnto, leongitud

cranec—caudal y peso de gonadas de las crias se analizaren
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mediante el método estadistico de varianza aleatorizado con un

nivel de significancia de 0.05%.3=




DISERD EXPERIMENTAI

20 hembras adultas Sprague-Dawley

ETAPA PRENATAL / ’ \ \

3 ratas intactas 3 ratas expuestas 3 ratas swpuestas 3 ratas expuestas
{control} toda la gestacidn 2dn. tercio gest. (ltimo tercio gest.

E U

ETARA POSTNATH.\ ; : /

Determinacién de Parametros Somatométricos

¥

Perfusifn con sol. glutaraldehide al 2.5%

y fornaldehido amortiguade en fosfato 0,1
: pH 7.3, dos hemhras y dos macchos al naci-
miento, 20 y 40 dias de edad.

~ Y

Deshidratacidn, inclusidn en parafina y
cartes en micratoma de testicules y ovarios.

¥

Tincién de cortes histolégicos

Hematoxilina-Eosina ' Observatién al microscopio
mrm—m———— v : ’ de cortes histolégicos.

N,

— - - Analisis estadistico de los
datos obtenides.




RESULTADOS
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Durante el estudio no se produjo adiccién al humo debido a

que siempre se observd cierta resistencia de las ratas a ingresar

a la cémara, a lo largo del

manipulacion repetida.

experimento esta se redujo por la

Efectos de  la exposicion prenatal activa al humo de tabaco sobre

las madres v la progénie.

Mo hubo diferencias en
diferentes arupos control
expuestas =21 ultimo tercio

mortalidad (18.86%), en la

fué de 11.76%, =n el grupo

el nimero de crias nacidas de los

y experimentales. En las crilas

de la gestacion se produjo la mayor
progenie expuesta toda la gestacién

expuesto a partir del segunda tercic

presentd 21 menor porcentaje de mortalidad (Cuadro 1). En tadas

las crias experimentales muertas se observd bajo peso corporal y

severo retardo en el desarrollo intrauterino.

H E M E R a 5.

Fardmetros somatométrices.

Al nacimiento las crias
partir del segundo tercio de
corporal que no difirid de

sobrepasd 21 de las control

provenientes de ratas expuestas a
la gestacidn tuvieron el mayor peso
las expuestas el ultimo tercic

(F<0.053). A las 20 dias de edad ol

grupo expuesto el dltima tercio alcanzd el mayor peso que fua

significativamente diferente

a los demds grupos experimentales ¥

control gque no difirieron entre si (F<D,09).,

A los &0 dias de edad el

mayor peso corporal correspondid al

grupo expuesta  toda la gestacion gue fu@ superior al peso de las

demds crias experimentales y control, (F<0.05) (Cuadra 3).
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Al parecer no se manifestd ningun  efecto sobre el peéo
corporal atribuiblél al tiempo total de exposicidn prenatal al
humo de tabaco.

Tamario.

Al nacimiento y 20 dlias de edad no hubo diferencias
significativas entre los grupos experimentales y CDHtPDl; a los
60 dias de edad 1la mayor longitud craneo—caudal correspondid &
las crias control, gque difirid de la progenie expuesta toda la
gestacion y la del dltimo tercio sin que se manifestara ninguna
relacidn dosis-respuesta.

Feso de ovarios.
Al nacimiento =21 grupo control presentd el mayor peso de

los ovatrios (FLZQ.0%). A los 20 y &0 dias no hubo diferencias

significativas entre la progénie control y experimental N

(Cuadro 3).

M A c H 8] S.

Feso corpotal.
Al nacimiento, las crias de madres expuestas los dias 8-Z1

gestacionales revelaron un peso significativamente mavor gue los

demds grupos experimentales y semejante al control (F

A los 20 dias de edad el mayDE peso se encontrd  en 1a

progeénie expuesta en el dltimo tercio gestacional que sobrepasd a

los demas qPUpDS.(P{Q;QSY.A A los 6bLU dias no hubo dJdiferencias
significativas entre los diferentes grupos, (Cuadro Z).

Tamano. -
Al nacimiento no hubo diferencias significativas en la

longitud craneo—-caudal de la progénie control vy eusperimental

(PO, G5 .



A los 20 dilas de edad las crias expuastas el ultimo tercio
de la gestacidn tuvieron el mayor tamafdo, significativamente
ditferente al de las crias expuestas toda la gestacidn. A los &0
dias de edad el mayor tamado cotrespondid a la progénie control
(F0.0%), (Cuadro 2).

Feso testicular.

Al pacimiento las productos cantrol revelaron el mayor peso
(0. 00846 gry  que difirid significativamente de todos los Grupos
experimentales, a las 20 y 60 dias no se identificaran

diferencias (F<0.05), (Cuadro 2).

3
I



Andlisis histoldgico descriptivo.

Se estudiaron ovarios y testiculos en diferentes plancs de
corte en las tres edades postnatales.
TESTICULOS.

Se analizaron las siguientes estructuras; epitelio
gevminativo, tejido conectivo intersticial, tubulos, células de
Leydig, espermatogdnias, células de Sertoli vy espermatoroides,
(Fig. 1).

Al nacimiento vy 20 dias de edad no se encontre epitslio
germinativo activo en ninguna de las muestras 2xaminadas, a los
60 dias s2 encontraron celulas germinales en todas las
laminillas control examinadas, en la progénie expuesta toda la
gestacidn se obszervd reduccidn (Cuadro 4, (Fig. 2 vy Zal.

El tejido conectivo intersticial wmostrd un  arreglo mnenos

compacto en todas las muestras experimentales examinadaz al

nacimierto y 20 dias de edad, resul taron afectados un  mavor

nuamero de los productos prenatalmente expusstos toda la gestacidn
y del dia 8 a 21, {Cuadrao 4y, Fig.3). & los &0 dias =ze
conservaron las diferencias descritas entre las crias control W

experimentalaes,

Al nacimiento la progénie 2xpuesta toda la gectacion reveld

Yy @n menagr

grado se. afectaron los otros grupos esperimentales. A los 20

dias de edad

observd una cantidad reducida de tabulos srn el

it

gFipo expuesto  ftoda la gestacidn Y meEnDsE sa@vera en las criacs

expusstas  desde el primer tercioc. No se afectaron 1

]
0
gl
7
]
a
[~
n
o
Q
b

il

altimo tercio gestacional. A los & dias solaments

w8 obszervd un desarreglo celular tubular  2n la prog#nie expussta




i
el

toda la gestacidn, sin que hubiera diferencias en =1 rnamero de
tubulos entre los demas Qrupos experimentales y el control,
(Cuadro 4), (Fig. 3).

Células de Leydig:; al nacimiento se encontro una menor

cantidad en la progeénie expuesta del dia 1-21 gestacional, los
demds grupos experimentales se afectaron en menor grado, a los 20
dias se repitid el mizmo fenodmeno, solo que en el grupo [-71 se
abservo  indiferenciacion celular. A los &0 dias todos los
animales experimentales revelaron una menor cantidad de estas
celulas, resultando mas afectados los praductos expuestos toda la
agestacion, (Cuadro 4),7(Fig. 3.

C#lulas de Ssrtolis a través del estlddio no se identificaron

difersncias en la apariencia Y ndmero de ceélulas de Sertoli
sontrol vy experimentaies, (Cuadro 4y, iFig. 4.

Espermatogédnias; al nacimiento no hubo diferencias en la

cantidad de espermatogdnias control Y experimentales, a los 7O Y
50 dias solamente un animal del grupo expuesto toda la gestacidn
reveld disminucidn numérica, (Fig. Sar.

Esparmatoroides inmadurcs; s dgbservaron claramente

diferenciados en los tejidos de animales contral de &0 dias de

edad, tuvieron completamente ausentec en todas las muestras de

crlas expusstas  toda la gestacion., (Fig. &), en las que se

observaron espermatogdnias. Se encontraron espermatogdnias en
mernor cantidad en la mayoria de los  tejidos de  productos
expuestos del dia 8 a 21 2l dltimo tercie gestacional, =1
aspacto de dgtos revelod nmadures respecto a los controles,

{Cuadro 43 .



2
roapie

No se observarcon diferencias en el arreglo del ovario de las

crias control y experimentales en las diferentes sdades.



Cuadro

TAMARD TE NACIMIENTOS Y PORCENTAJE DE MORTALIDAD

{NUMERD [E [RIAS [TAMARD FROMEDIO
H NACIDAS {DE LA CAMADA :

MMERG DE CRIAS ! A DE

HACIDAS MUERTAS MORTAL IDAD
¢ CONTROL ¢ 45 : 9 { 3 : 6,23
; e 45 { 9 / ] t .75
.: g2 a3 : 10.6 H 1 i .85
«: £ 43 H 8.6 : 10 : 18.84

El= Bestazién completa E2= Segundo tercio gest.

E3= Ultino fercio gest.



Cuadro 2

Pardmetros somatométricos de crias machos,

i 01 HI i P 60

GRUPOSIR ¢t X D.E. GV (i b X DLE. CVGn i X DE. CV.D

i iC 1281 5,72 abt 0,85 15,10 MI1337.17 b 47,17 19.29 [10:134,21 a 16,12 754 1
iPeso ¢ BT 1300 5,44 b % 0,58 10.72 114129.37 b #7.05  24.00 {3 1178.%0 a t 8.84 4.93 !
icarparal. | . HE HE :
itgry UOE2 3 6B at 0,67 10071 11712981 B 35,73 19.28 19 14913 a £ 740 11691
H i ot L HE }
i iOE3 2B 569 b 2077 13.68 11 0 49.31 a #8,13 14,49 13 1145.40 3 142,89 .39 !
; V0B AT 0 643 NN 15 9ab .57 10.0 360 a2 1,33 4.44
iLongitud ! H I HE H
icranep ¢ Bl (300 407 2 £ 0,35 5.81 113114.9b .48 9.9 13132160 t1.60 4,99
icaudal. ! . . HE H
Hcm) B2 3206007 82037 924 1THS6 b .54 9.8 (R IN0I0D 11,05 6.09 )
H |OES 2B 435 at0dd 7.07 HO 12,78 3 .83 103 {3129.96b 4,03 1L7

¢ 05 00084 20,007 33,00 | 510.0226a 10,0226 10.83 | 412,303 ¥0.209% 9.12
t Peso de . HE H

ttesticulos!i £l ¢ 50 G.00%4b £0.000 14,36 1 510.1898a #0.0478 25,44 & 81 2.5 10,1328 5.6
Polar) P sl Vo :
i VB2 15 0.0033b 10,000 12,42 1 S10.0237a 10,0237 13.66 1 b 2,782 #0.6304 22,47
! } Pl - ot H {
! VOE3 1S90 0.0034b 40,003 17.94 1 5i0.1903a #.1903 13.39 § 3 2682 0.4872 18,17 !

C= Cantrol Ei= Gestacidn compieta E2= Desde segundo tercio gest, E3= Ultimo tercio gest.
n= Nimero de muesiras

Comparacitin con 13 prucha de Duncan para determin ar diferencias entre

grupos a partir del andlisis de'varianza completamente aleatoris, las

letras (s} y (b} repressntan difersncias. estadisticamente significatives

entre los grupas cnntrul y experimentales a wn nivel-de significancia

Fa0.08, . -



Cusdro 3

Parémetros somatométricos de crias hembras,

i} I & ¢S b E D A [}

{ 0t i i 20 H i &0

BRUPDS: n ¢ X D.e. CW.tddim } X DE. CVvin ¢ X D.E. LV

{ 0B IS1IBLEOTY 78 19 (28,270 27,05 24,083 126,65 b* .72 2.9
1] i [} i 1 ' ] 1

{Pesg PEL 20049506 0.73 15,0 411 128,70 b 29016 31,97 1 6 (144,83 at 9,36 b.db
icorporal. | P H ' H H

tgr) POEZ 210 46,04 2120.58 9.4 1112800 b $5.86 20,92 1 3 197.52 b #3367  18.2
i VB 1241 5.4 ab 2077 7.0 011 14440 a 210,73 24016 1 9 M40 atle 2 1LD
{ ! t-—=t oo =i

{ {0 ogsl 2060 7.8 19 460 £1.08 T390 Z ZLSS5at (.53 4.
fLlongitud | I : H H !

icranec ¢ El 121 0 5.99 03B A4 111 M3.31 0t LAY 10,64 1 6 i31.43 0 103 3.7
{caudaf. | HE i H H |

Hem) POE2 20 F A2 £0.33 0 57 11 U002 B8 13 2975 abt .34 4.46
H H I { ! H H

t VOET 1241628 £ 035 S6 V11 11665 1B i) 9 130.3bb 120 195
H P00 151 0.0039 20,0028 68,00 9 ¢ 0.1268 10,0219 17.27 ¢ 3 10.3951a $0.0753 19.05
i Peso de | H ! H i !

{ovaries | E1 131 0.002%0 10,0005 21,18 1§ 10.1374a #0.0299 20.76 1 7 10,3489a +0.1085 31.09
HE {10 B HE - H : : !

: POE2 150 0.00i8b $0.0001 5,29 15 i10.14702 20,0166 {1.29 | & 10.2942a #0.0538 2114
H ¢ BT U5 1 0.00210 10.0012; 43.008 3 10.1337a 10,0343 29.6 1 3 10,1238a #0.0851 26.28
C = Control Ef= Gestacidén completa  E2= Desde sequndo tercio gest. £3= Ultino tercio gest.

n= Himero de muestras

Comparacitn ton a prusba de Duncan para determinar diferencias entre los grupos
a partir del sndlisis de varianza completanente aleatorio, las letras (a y (b)
representan diferencias estadisticamente signiticativas entre los grupos control
y exparinentales a ua nivel de significancia de F{0.03.



Cuadro 4

Alteraciones por la exposicién prenatal al humo de tshaco en 1a organizacién celular

testicular,

Estructuras

examinadas

H AL NACIMIENTD i

iEpitedio  ITej. Conect. ITubulos iCelulas de iCélulas de Ser-iEsperma~ (Esperma- |

GRUFGS  igerminativo {Intersticial | iLeydig (canti~ itoli (cantidad itogonias itozoides
t{cantidad) | {{cantidad) idad y aspecto) iy aspectol. i (cantidad) | (cantidad} |

H iiNo existe iCompacto y  |Numerosos tAbundantes v {fbundantes y  Mumerosas iNo existen |
ICONTRGL  {ipor inma-  !denso ! \diferenciadas  !diferenciadas | ipor inma- |
b Vidurez (5/3) | {545) H (5/3) H (5/5) ! {3/ ! (5/5% {durez (5/5):
o1 8 (53 iEstasp y {Escasos H (3/5} g G739 ! Eszasas ! {3741
: H idisperso (3/5}4 (375 H H HE S Vi) B ;
HI -3 :: (3/9}  iEscaso y ioderados H (549} ! (5/3) PEm e
i i idisperso (3/5}! 4/3 } H i ! H
I o B R 74 H {3/3) ‘Hoderados } (§/5} H {55} R b7 I R 1ot
{ i H H (4/5) H H H i i
¢ 20 DIAS 0 £0AD i
i H Campacta v  iNumerosos ihbundantes y {Abundantes y  !Abundantes! {S/S) |
ICINTROL 51 (5/9) idenso (5/3) | (5/5) idiferenciadas idiferenciadas ¢ (5/5) ¢ H
H H ! { (3/3} H (575} H ! H

HI Ee B N 741 tDispersa ¥ {Escasas iEscasas € { (173} {Escasas ' {3/3F
! R testaso (/S | (3/9) {idiferenc, {39 | HI P10 R i
- ) S N T iDisperso y tModerados } (5/5) ; (3/9) HI ST I 75 B
H i tescasg {2/3) | {4/5 H H H { i
V13- 1 {9480 iDisperso vy ¢ {5/3} ! (345} H (8/5) <43 B B ¥ <Y B
! H fescaso (2/9) | ! H i : :
H &) DIAS B EDAD :
H N {Compacto.y {Arreglo celular (Moderadss v inbundantes v iAbundantesifbundantes |
{CONTROL  iiAbundante  ldenso (2/5) | tdiferenciadas idiferenciadas ¢ (3/&} t  (5/3) 1
! (578 ! " ltwmerosns (5/31 (3/5) t (5/9) i H H
i {1Escaso ‘Disperso'y  iDesarreglo {Estasos par- ! (1/3) VR thusencia
S S B B S V4.1 lescasp "’/“r\ iceiular (3/5)  icialmente di- H H L 057551 B
H o H . iy escasos tterenciadas (3/SH! H t i
] L e | | i 1 1 1] i
H- 0 B R TRY Dispersy vy : i5/5 : {4/5) H {579} {19/ (Modevados
: " tescaso (2/5) : : ! boEs
R S U R \Disparsn ¥ i (515 § {4453 H S5 ¢5/9)  idoderados |
H H tescaso (/5 H H H FE 7453 B




Fig. 1

Fatomicrografia a baja amplificacidn que muestra el arreglo
hizstologico normal de un corte testicular al nacimiento, se
aprecia la distribucidn organizada de grupos de tabulos (Flechal,
asl como abundante tejido conectivo en &1 gue eétan presentes

ceélulas de Leydig indiferenciadas (%} H/E, S44 .

Fig. 2

Crias de 60 dias de edad prenatalimente expuestas toda la
pestacicon. Se observa una reduccion en la peblacidn celular que
compane @1 epitelio germinativo (Cabeza de flecha), Fig. Za,
Amplificacidn de un tdbulo que mnuestra la reduccion en  la
poblacicon celular correspondiente al epitelio germinative (%)

H/E, 212 o, 480 .






Fig., =

Animales recién nacidos expuestos toda la gestacién. Se
apracia urna disminucidn del lumen tubular (%) vy reduccién de la
cantidad normal de tejida conectivo intertubular y las estirpes

celulares presentes en éste (tc) H/E, B94 .

Fig 4.
Control de 60 dias de edad. Alta amplificacién de un tubulo

ninifero donde se observan las células de Sertoli (Flechas) v

2eEpermatozpides  (Cabeza de flecha) en estadlio inicial de

maduracidn H/E, 732 .






Fig,
Moderada amplificacidn de tubulos szeminiferos de dna crla

control de 20 dias de edad gue revela abundant

gepermatogdnias
Cabera de flecha), Fig. Sa Se muestra la cantidad disminuida de
egpermatogonias en  un corte de testiculo de una cria expuesta

toda la gestazicon (Flechal R/E, 4ls&x, 480,

Bremale

axpusstos  toda la gestacian de &0 dias de sdad. Se

observa  la  auwsencia completa de espermatozoides en tdbulos

(Catye de flecha) H/AE, &40 w%.







DISCUSION
Durante la exposicién al humo no se praovocd estres a las
ratas, @#stas mantuvieron un  consumno normal  de alimento y agua,
por 1o que  la manipulacidn na provacd eaefectos adversos
‘adicionales a los del humo como ha sido previamente reportado por
Dtvmﬁ 2studios semejantes,.™ Dentro de la céamara las ratas
sufrian irritacion de las fosas nasales, por lo gue ce frotaban
conﬁfantemente la nariz, asta molestia desaparecid
posteriormente, ia pressncia de los dos orificics laterales de
ventilacian en la camara permitid controlar su ventilacion, va
aque eagularmente se acercaban a aspirar  aire fresco cuando el

fFrume Lg

provocaba malestace.

La resistencia permanente a ingresar a la cdmara indica gue

desarrolld adiccidan  al humo como se ha desorito en otros
modelaos de auvtointoxicaciadn con ratazs.*™

la mortalidad observada en las orias

i

speramentales fue
atribuible al hecho de que la exposician al huma atectd con méas

zeveridad a los productos con menor desarrollo intravterino,

laz crias que murieron manifestaron  as to de inmadures

musculo-esquelética, ndicativa de  gue  pudo haber ogurrido

incapacidad respiratoria  pop ~rello incompleto del centro

resplratorin y/o pulmones, (Cuadeo 13,

il

Los aefectos adversos resultantes por la sxposicidn al humo

b

el tabaco  durantve ditferentes perlodos de la gestacidn no s

manifestaron homogéneamente en toda la progénie posiblements

debido & que  no se  alcanzd la  acunulacién  suficiente  de
ciompuecshos borLoas € La ra axperi tal, 13 raja

e los mecanismoz  adaptativos gue




]

desawrbllaron las madres para tolerar los niveles crecientes de
carboxihemcglabiné‘ circulante 2n sangre, mediante la
estimulacidn de cuerpos carotideos y modificacidn de la pregidn
parcial de gases en alveolos, ademas de aceleracion en las

mecanismos de depuracion hepato-renales sobre todo por la

induccidn de enzimas microsomales especificas en el higado., &%
Lo anterior se evidencid al comparar log efectos resultantes
entre  1las grupos sometidos a diferente tismpo total de

exposicion, las hembrasz expuestas toda la gestacidn no trevelaron

alteraciones notablemente mayvores gue las observadas en los otros
grupos experimentales, mismas que se hubieran manifestado pae
reabzorciones  ambrionarias o abortos, ademas deg trastoenos

zaveros en el desarrollo normal de la progénie, (Cuadera 1),

imiﬁho, reasultd  evidente la diversidad de respuests
entrea companeros de camada control vy experimentales, #sta se
debic & lag limitaciones en la regulacidn materno~-fetal gue
ocasiona diferente tamang y peso corporal  seguan @l ndnero  de

productos por mades (Cuadro 2,3, Lo anterior se debe al

mecanismo  de nutricion hemato-placentario que zuministra
diterentes cantidades de nutrientes a los productos segun  su

cundac 190n

localizacidn intrauterina, aparte que no sucede la 7

zimultine de’ todos  los dvulos  liberados, por lo gque las

m

diferencias sn  la edad -efbrionaria se reflsjan =n distints
vulnsrabillidad prenatal.

(S

f

A btravés  del estudio no pudo  identificarse wnza  relacidn

directa causasefecto sntre  duracion de  l1la @xpagic ion v

anormal idades de los productos.
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Las condiciones experimentales del presente modelo pueden
compararee a las situacionss donde mujeres gestantes consumen un
Lajn numerp de cigarrillos durante la gestacion (menos de &),
éste no corresponde a un meodelo de intoxicacidn aguda, cuyo
equivalente en humanos implicaria =1 consuma diarieo de 10
cigarrillos o mas, independientemente de las situaciones donde

de exposicidn pasiva por perlodos preolongados de tiempo, comd

en @l inteErior de auvtobuses, cafeés, tiendas v cantinas.

B opesar de gue no ze  @manifestaron diferencias entre los

preductos machos vy hembras  experimentales pars logs parameiros

Ik =5

i

tométricos evaluados, la toricidad del humo de tabaco
aviderncid en el examen histoldgico gonadal de los machos. Se

atectd el desarrollo testicular nparmal a pesar de l1os necanizmos

protectivos maternos desarrol dos, (Figs. = (Cuadro 4@ ,%=

Eztos datos no estan de acuerdo con los reportados por otros

autores guienss afirman una mayor vulnerabilidad de las hembras a

de la nicotina *¥, la susceptibilidad de los machos

debe a1 distinto patron de desarrollo de las

gerninales en la vida postnatal.™

Ern laz hembras inmadur gonocitos grimarios apare

2l saco vitelino del embricén de 0 dias v lusgo migran a las

al tercer mes  las ovogonias  entran en meiosis 1oy

getisnen en &l diplonema hasta la pubertad, donde losz cromosomas

wn estadn no condernsado. Cuando =2f é&dvulo =sale del

produce 21 prim2r globulo polar, la segunda divisidn

lugar si hay fecundacion, por lo Eanto

matabdlicas. En =1 cje2 la

interrupoidn tan prolon




cambios maduracionales ya que en el embrion masculino los
gonocitos migran éulos tubos seminiferos y la meiosis comienza an
la pubertad.=4.35%

For otra parte, un hallazgo constante fud® la conservacion
de las caracterlisticas normales histolodgicas en la poblacion de
ceélulas de Sertoli, esta estirpe ha sido reportada  como  mas
resistente a efectos nocivos adversos (Fig. 4),%% posiblemente
lo anterior se deba a su diferente linea de diferenciacion

celular vy mecanismo de nateicidn, ya que por estar mas

distales de los capilares sangulneos el fluido intersticial
actua con un sistema amortiguador para mantener constante =1
media ambiente intercelular.

En el présente estudio na fué posible determinar la
severidad de las alteraciones reproductivas, zarfa necesarie
realizar estudios genéticos especializados que revelaran posibles
alteraciones cromosomales despueés de periodos prolongados  de

agxposicidn a aelevadas dosisz de los compuestos toxicos del

tabaca.

Par todo lo anteriormente expuesta, resulta

idents gue &l

tabaco s potencialmente capaz de alterar la feriilidad de los

animales, Ein‘ que sea pasible determinar la sever:idad de é@stos

cambios, va que adn en los. caszas mas sevaros chservados en el
presente estudio, = darmde  estaban completamente ausente los

espermatozoides (Fig. &), es posgible que con la edad suceda

diferenciacion y desarrollo posteriar de @stos.

Los hallazgos mas importantes de este gstudio consistieron

en demostrar la valnerabilidad de testiculos inmaduros A Dajs

donsis de exposicidn materna  al humo, la que demuestra gque no



existidg ninguna bartrera hemato-placentaria o hemato~testicular
que restringiera el ingreso de los compuestos tdxicos presentes

en el huma inhalado del tabaco incinerado.



lag

de

en el numero total
se produjo sn la

CONCLUSIONES
hubo diferencias
gestacional,

1.- Mo
nacidas control y experimentales.
Z.~ La mayor mortalidad neconatal (18.8&8%)
progénie  prenatalmente expuesta del dia 153-21
sequida del grupo asxpuesto toda la gestacidn.
FT.~ A fravés del estudio no se observd una relacidn cau
laz crias experimentales regpacto a los  pardons
=
alteracionaes
de

afacto
identificaron
saveridad

L)
la

=1a]
somatométricos evaluados en machos vy hembras.
desatrtrollo

4.~ Solamente
gonadales en  productos machas,
relacionads con 21 tismpo total de expos
.~ Las alteracicnes testicularag fuarong
incomplato, disminucidn de la poblacidn celular @n determinadas
petirpes v ocasionalmente ausencia ocompleta de
z1in gue pueds determinarse la reversibilidad de
&.- No se produjo adicocidn al huno pero si mat a
la hipoxia Yy los demas efactos taxicos del [RIRT =
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