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Manifestamos a usted que con esta fecha ha sido -
aprobado el tema de tesis "ALTERACIONES CEREBELARES. EN PRO__
DUCTOS DE RATAS EXPUESTAS DURANTE LA GESTACION A LA INHALA
CION DE HUMO DE TABACO" para obtener la Licenciatura en Biolo

gia.

Al mismo tiempo le informamos a usted que ha sido

aceptada como Directora de dicha Tesis la M.en C. Alma Rosa -

del Angel Meza.

FACULTAD BF SIEKCiAS

EL SECRETARIO

'mjsd . :
Boulevard s Tlaquepaque y Corregidora, S. R.
Guadalajara, Jal

Teléfonos 15-80-34 y 19-82-52
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M. en £. Carlos Beas Zarate
Director de la Facultad de Ciencias Biol6gicas
Universidad de Guadalajara
PRESENTE.

Estimado M. en C. Beas Zarate :

. For- eszte medio comunico & usted gue el Sedor
Carlos Alberto Campos Bravo, Fasante de la Licenciatura en
Eiologis comn numero de registro  0OB10Z4567 ha concluida
saticfactoriamente el trabajo de tezic titulado :
ciones Cerebelares en productos de ratas expuestas durante
la gestacién a la inhalacién de humo de tabaco ", misme gque
resli1zd en el Dpto. de Investigacién Cientifica de la Facul-

tad de Medicina y Fecultad de Medicina Veterinaria
Zocotecma con  apoyo Timanciero oteorgado por el Departamento
tde  lnveztigacion Cientifica y Superacidn Académica de le

Linrversidad de Guadaleajara.

le informo que el presente manuscrito ha

FE1M: EmMo
c1do conplstamente revisado y cumple con las especificacio-
nes seraladas en el reglamento de tecsic de la Dependencia
v cergo, por lo que ruego & Usted iniciar los tramites
necesariog para la titulacidn.

£in ofro particular le saludo cordialmente.

ATENTAMENTE
Y"FIENSA ¥ TRAEBAJA"
Guadalajara, Jal., Abril (1 de 1““1
EL DIRECTOR DE TESIS

. e

M. eﬁ“CTAE%mH’%?ga\dél Angel Meza

haads

M de h racul}ad

de Ciencias, -

" Altera—
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EL FRESEMTE TRARAJO SE DESARROLLO EN EL
DEFARTAMENTD DE INVESTIGACION CIEMTIFICA
DE Lé FAC. MED. VET. y ZOOT. Y FACULTAD
DE MEDICINA CON &POYO FINANCIERO OTORGADO
FOR EL DEFARTAMENTD DE INVESTIGACION
CIENTIFICA Y SUFERACION ACADEMICA DE LA

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA.
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INTRODUCCION

o
]

lanaceas,

o
o

una planta de la familia de las

tallo recto vy flores rojizas, que se cultivabas ¥

cansumia en América desds épocas precolombinas.?

importa tabaco; Nicotiana tabacum

tienan

W. rosti {tabaro rasticod

Lz composicitn del  huso depende del tipg de tabaco, forma en
+ k!

curadn, como se fuma ¥y de la téonice del fumador pero en

e han  ddentificado unas 500 sustancias  gue  pusden

en cuatro grupos:

stema

AY  Hicotina: alcaloid qua afec de manera especifica al &

Central (S.MN.CELY. .

E) Morndxido (0): Gas incoloro e insaboro que al unirse

anoxia a los tejidos.

a la hemoglobina prov

cromo, polonic radicactivo:

son carcindgenos tdxicos, el primero
de ellos se encuentra en cantidades importantes en
&l humo del tabaco.

Ouidos de nitrdgeno, emoniaco, acidos

aldehidos v cetonas. Algunos de estos  ireitantes

actdan como co—carcindgenos.

Varios

compuestos inhiben  los movimientos ciliares

L telio respirator

™
Q
-
I
it
p
il
]
3

conjuntivitis, tos, obstruccidn



La informacidn anteriormente sedalada nos muestra que dentro
de la farmacologlia del humo del  tabsco se encuentran diversos
componentes gue afsctan &l S.MN.C., del cual el cerebelo forma parte

importante.

El. CERERELDO.

lo prenatal cerebral, el metenceéfalo en su
parte dorsal expeErimenta una elevacidn y un  engrosamiento  gue

arigina al cerebelo compuesto por: (1) una corteza o capa

ficial de sustancia gris, la cual tiems contorno irregular debido

2 las folias ceresbelares; () uns sustancia blanca central donde se

sncusntran las prolongaciones celulares mielinizadas que sirven pa—

ta la tramsmi

ign de impuls electroquinicos entre los diferentes

centros grises

intrakiales vy entre estos mismas y el sistema ner-
vigeo periférica y (3) cuatro pares de ndcleos centrales, incrusta-

dos en la s blanza. La regidn media ez conccida como vermis

el resto 1o forman los hemisferios cere

slosos { ldbulos anterior

y oposterior )} oy el ldbulo fleoculonodular,%-7

FUNCIOMES DEL

Las funciors mas importantes del cerebelo son:

1 Coordinacidn de la motricidad.

Colaborar en la conservacidn del eguilibrio.

Regulacion del tono muscular.®s”

NEUROGEMESIS DEL CEREERELD.

Las cglulas de Furkinje, nucleares y de Golgi se Fforman a
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partir de las células g@rminativas del epéndimo, mé&z tarde las ce-
lulas de FPurkinie y de Golgi emigran hasta alcanzar su localizacidn

fimal en la corteza cerebeloss.

La capa germinativa ex ®s  wna zona que transitoriamente
forma la corteza CEPFbB[LHd, en donde algunas células germinativas

darn arigen a los nawroeblastos de las células granulosas  Que amniten

pequs axdnes precursores de las fibras paralelas y otras origi-

asta.®

nan los neuroblastos de las células estrelladas y en can

En la rata el cerebelo inicia

rio (13 E) v su desarrollo termina alrededor del dia Z1 postnatal

(21 F) vy todavia sucede urna aceleracion en la maduracidn al dia 30

La corteza cerebelosa deg un individuo adulto h1=1u1cg icamante

se divide en tres capas:

sxternal, estd formada en gran parts

por las arborirzaciones dendriticas de

las ce&lulas de Purkinjs y  de células de Golgi. Contiens

As U escaso namero de celulas y en canasta.

- La capa de ceél da Furkinje, estd dispuesta en un solo estra-
to, de la parte superior de cada célula emerge una denderita que

se ramifica en un s=eolo plano transversal vy  establece contacto

o con las  fibras paralelas. E1 axén también se ramifica

HIS

atravesando la capa de c&lul

o

s granulares hasta los nacleos ce-
rebelosos, sus rdm1f1c-c1nne tambien hacen contacto con células

de CGolgi v de canasta.



a4 capa granular interna es la mas profunda y esztd formada en su
mayor parte por c€lulas granulosas qus entran  en relacion ocon
| laz fibras sus denderit
El de capa molecula
formando lazs Tibra ctos sindpti-
cos con las de  laz célul de Furkinje, de
Golgi, estrelladas v en canasta.
Hay dos tipos de aferentesz & la cortes La
que taerminan  haciendo contact sindptica las
) granulosas, y las  Tibras trepadoras que hacen contacto
denderite de las celul de Purkinje.”-S.31%
ANTECEDENTES
El 12.9 4 de las moertes entre los y laos 44 ana %
entre los 45 y 155 &H4 afos, vy o oel 20 % entre los 68 vy los 74
SO0 atﬁibu;hleﬁ al habito de fumar
La mayoria de las estadisticas se bazan en Tumadores de ©ig
rrrillos, debido a la forma de consuno  mas generalizada
y dafiina del tabaco.*®
El tabaco es una cuyo consumo forma habito v un alto
norcentais de la poblacidn mundial lo consume; el principio activo
es la nicotina que se en En altas dosziz este
alcaloide primero estimula, luego deprime y finalmente paraliz
células de los ganglics avtondmicos periférico el encéfaloc les-—
pecialmente el mesenceéfalo) v la medula espinal asi Como lo=
miscuwlos esquelé&ticos incluyendo el diafragma.

Fara el

humamo 1la



zis 1

etal de nicobtina

i

de 40 mg., una cantidad contenida en X
cigarrilles. Sin embargo, el tabaco es mucho menos venenoso de 1o
qLLE s@ esperaria en base & su contenido de nicotina debido a
qu# la mayor parte de es se quema al fumapr.12.213

Apraodimadamente el i

At

i
oy
-

“ode la nicotina
la boca dsl

alcanza con el humo del
fumador. Se calcula gue una persona absorbe de
2.0 0a 5.5 mgl de la nicotina en un cigarrillo,®-%.24%

El mondxido a@ carbono que esta presente en el humo del ciga-—
rro ez 300 veces mas afin a la hemoglobina  (Hh)  gue el owxigeno,
formando azi la carboxihemoglobina (HbCO), la cual es incapaz de

transpo ETI0, lo que tras como cons ia la
lar, los efectos
turacidn de

anoxia tisu-—
del grado

£ Con

CO. =422 | 4
e fa

sto eguivale

y duracidon de .la

@xposicidn

a 4,000 ppm du-
al 80 % de HLCOD en
duran

sangre., 1=

: de
demoshrars
dm la

mujeres

mesbraria

guie

Tumaron
anormalidades como:

logincitial,
samienta

neoros

DALER

s eincitial local y engro-

del trofoblasto,

muchos de
a isguemia placentaria y a -
del £0, por lo gue la hiperplasia resulta como respuesta comn-
. 25 Lz infartacion w obstruccion de  la placenta tiene
una importante relacidn con el retardo en el crecimiento intrauvte-—
rino. 2
Los danos mas sobresalientes que se han identificado en  pro-
ductos de mujeres fumadoras de cigarrillos

son: nacimiento prema-



turo v b

0

s

o pesc al nacimiento, tambien s2 presentan comblicaciones

coma: ronpimiento tempranco de membranas, hemorrdgias, placenta pre-

"inatal.t7-1@

via, aborto espontinen, embarazo inmbrico y muerte per

For otra partsa, &1 humo de cigarro puede provooasr malformacico-

nes congenitas como hendidura oral (paladar hendido) o malformacio-—

nas musculo en productos de madres fumadors

cion d modelos

madiante la wtiliz

ha comproba

gue el funar cigare ante el embarazo induc a la hipoxia fetal

a través de @ mecanizmos independi

por la nicotina gue activa descarg

anguinea wterins v

minucion de la perfusion

ur prolongado ince

taguicardia fetal

sitaria; también provo
mento en la concentracidn de HbCO con reduccion sostenida de la

oxigenaclen fetal.,20.=2

En cuanto al 8.M.C., &n  rat

reslen

durante la al mondwido de

ion nesuronal oy la

la malato dehidrogenasa. =

oxlidasa y

Fara qgue la nicotina produzca un eftecto embrictdyico directo
se necesitan concentraciones mayoress gue las resultantes en la san-

gre de hembras gestantes fumadoras comines.=24



Como resultado de la exposicidn a la nicotina durante la vide

intrauterina =1 pessco corporal de rata se reduce signi-
Ticativamente, la mayor cuando la exposicion sucede

durante la lacta ricotina en el

Ern ambha

cerabro de laz crilas,y lo cual demuestra que ns efectos neurogquimi-

cos de este alcaloides son causados po Yudul] directa, mias gue por

s nutricionales., =S

El cerebslo s un sitio primarico para los  trastornos motores

substanci pwoduceﬁ

producidos por vasopresina o nicotina,

sziones. A1 lesionar &1

postracion, atonia y occazionalmente conwvul

cerehelo con dcido kainico los tr ?LLQYHDL motores desaparecen debi-

iva de laz neurona de Furkinie.=® .

oo itn sele

do &

La admini acidn local de nico

en el cerebelo de rata reduce sus  de electric

er Tor

a rEvE

reibile y dosis—dependiente, 1o que demuestra la capa-—

cidad inhibitoria de nicotina para esta irpe celular. Los

efectos de la nicotina en la descarga celular son mediasdos por re-
ganglionares esterecespecificos y sensitivos a la mecamil—
amina, 2729 blogueador ganglionar gue antagoniza la inhibicidon de

las celulas de Furkinje, mas no la excitacion sindptic

nazidn anteriormente sefnalada evidencia claraments que

el cerebelo vy celulas de Purkinje sirven comoc

un busn modelo pare realizer estudiosz en cuanto 2 la farmacologia
de la ina en el S.N.C..=27




For otra parte,

bien definidas de c

i

& Conoce

distribucidn
de alteraciones
electrdnica

de

funcionale ultan

VUL MERABIL ITAD

Al retardo ®&n

vulnerabilidad en el

n

tancias

sobre todo en

itras

[a]

situaciones m

diaciones, abuso de

o

les del S.M.C. 80 opr

wrollc

regular
sl

trans

DEL C

& COonarer

intrauter

143

el cerebelo permite identificer poblacion

élulas nerviosas cuyva morfologia v localizacidn

y siguen invariablemente un patrdn de

medianta la identificacidn

e esta

MANS &y,

mic Tusz

voturales por =]

microscoplia

-

misidn

t

de los tra

Quig proviova

BELD

dabe

la maduracidn cersbeslar s sU mayar
pericdo perinatal a los efectos de n$uaerosas
aguarras, etanocl, fcido kainico v CO,

Ta

5. 2T . 3O

altreciales como fazimilsmo,

o

@t

abadlicas como snutricidn,

(=

, exposiciin repstide a

barbiturice

sustancias newroclitob tambi

1S, N producen

cetre

Felo por osu patrdn asincrdnico de maduracion

“Zac

sl

ebhro, y debido a su argani

realizar estu-

los maduraslaona-

tos

al humo de durante 21

cductos exp

M.
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JUSTIFICACION

en constante aumen—

tualmente el consumd de

toy, por 1o gue cads vez

afecta de personas, no

solo los fumadores dos  "fumador

encuentran numse

EAS

ezntltar afectados @0

Ly 1 tienen &l

inkhal dn del

iable por

For 1o anterior, =ss necesario aumentar la informacidn disponi-

Ble acerca de las alter

iones fetales cersbelares gue resultan =181

dicho pro tomarnde sn cusnta la vulnerabilidad de es

zebe hdbito y utilizendo para ello mode-

condicione

1

log animales, con los que se aobtiensn resultados confiables, yva que

en modelc humanDs dichas alteraciones se ven lnTluenciadazs por di-

socioeconomico vy educacional, ssztado

1lud vy madio en quse se desenvaelve la madre entre otros.

Con la informacidn gue s serd posible aumentar la compream-—

5idn

pro Yy  proponsr &l es

miento prevantivas laborales o en casos

particulares de adiccidn.



HIFOTESIS

osicidn  de maderes

i del humo de

e la citoarguitecturs del

carebslo  fetal, relacionadas con el

desarrollo intravterino.



OBJETIVOS

JETIVO GEN

toltgicas en el cerebelo

dteraciones histops

s expuestas a la inhslacidn de humo de

la progenie de

ern diftersnt

el psso semanal de

el parto.

3] Cuantificar 21 ndmero de produ nacidos poar madre.

productos control vy experimentales  al

de edad.

al

ul=R la morfologla celular vy  organizacian de

principales estirpes cerebelares al nacimiento v a las

o

b=t

1
1w
qa

corparal, longitud crdneo-caudal y perimetro

imiento

crias control vy




MATERIALES Y METODOS

El presente estudio requirid para su realizacidn de Z0 ratas
adultas del segundo parto, ceps Spraguse~Dawley mismas que se aloja-~
ron en jaulas individuales y se mantuvieron bajo condiciones de

bioterio, alimentadas & libre acceso con agua y Chow-Furina.

Una vez determinada la etapa de estro (por medio de citologia
exfoliativa vaginal) 3 hehbraa permaneciEFun con un macho durante
una noche para enseguida determinar el primer dis de gestacidn por
la identificacidn de espermatozoides en un frotis vaginal. El peso
individual de las hembras gestantes se registrd a partie del pri-

metr dia de prefe: y semanalmente hasta 21 parto.

El manejo de las hembras gestantes se realizd de la siguiente

manera: Tres grupos experimentales (El, EE vy EZF) expuestos sl humo

de tabaco y un grupo control intacto, con 5 hembras por grupo.

DInS GESTACIONALES DE EXFOSICION GRUFD CONTROL.
GRUFD E1 GRUFOD E2 GRUFO EZ Mane jo sin
1 a 21 8 a 21 15 a 21 exposicion

Los animales se expusieron durante 10 minutos en una atmdsfera

saturada con humno provenients de 1.5 gr de tabaco, 2 vece
ja) =l L]

it

al dia

con un intervaleo de B horas. Los cigarros utilizados carecieron de

filtro y fueron los de mas bajo costo debido a gue este tipo de

tabaco no recibe fratamientos gque veduscan su concentracidn de
9

compusstos toxicos.

')
f
|
N
4
|
i




La exposicicdn se realizéd en una camara hermética de cristal

con 40 1 de capacidad, la cual poses un orificio circular de venti-

lacidn en la parte superior de cada una de ambas paredes laterales

d= tal manera que permitan la adecuada ventilacidn de la camara
durante las exposiciones, las cuales comenzaron una ver que el
tabaco s& guemd totalmente. Durante la incineracidn los orificios
permanecieron cerrados, ya saturado el ambiente se introdujeron dos

ratas a la vez.

El manejo de las crias control y experimentales se realizo de
la siguignte manera:

— Determinacidn del ndmero de productos nacidos vivos © 0 muertos,
registrandose el peso corpawai en una balanza granataria péra
pegquefas especies, el diidmetro cefdlico utilizando un vernier vy
la longitud craneo-caudal de‘cada una de las crlas al nacimiento
y 20 dias de edad.

~ Ajuste alestorio de 1aé'camada5 a2 8 crias pﬁr madre.

- Perfusion intracardiaca,>=2 de 2 crias machos y 2 -hembras al

racimiento vy a loz 20 dizs de edad por cada madre.

Fara realizar la perfusidn se anestesiaron los animales con
eter y una ver fijados a la superficie de tPabaleCDn cinta adhesi~
va se realizd: -

- Toracotomla amplia para exponer el corazdn.
— Incisidn én la auricula derecha e introduccidn en ! ventriculo

izguierdo de una aguja corta biselada del ndmero 23.



= Permitir el paso de wuna solucidn lavadora Ringer-Krebs con

y  heparina (1,000 U I./1 & Z7«C, pH 7.3,

ion de 1

bajo una pr ) cin de agua por espa-

cio de I min.

- FPermitir 2l paso de una solucidn fijadora de glutaraldehido al

o e
el A

o formaldehldo al 1 % amortiguados en fosfatas 0.1 M,

n

pH 7.3y 8T mosm/) por gspacico de B min.

For

atomia e extrajo el encéfalo caompleto para

riormentes se ar el cerebslo y regist

~ar su peso Yy anchura.

Pt la perfusidn se postfijaron los tejidos  por una

la misma solucidn fijadora.

a g

Una vez postfijados las tejidos se lavaron mediante 2 cambios

=

de 19 min. con amortiguador de fosfatos 0.1 M, encsequida se reali-

20 un corte en Lka parte medis del vermis cerebelar para separar los

dos hemisferios cerebslosos vy rlos mediantes deshidrat:

en series crecientes de

incluirse en parafina y obtener cortes de 9 pm, de espesor enoun

et

omo manual Amsrican Opticael &

la técnica de atoxilina—Ecsina.==

gl eztudio semicuantitativo las laminillas

cortes al nacimiento se observarcon en un micec die luz Zei

con =21 objetivo 40x/0.65 y un ocular 1f adaptado con 21 micro—

metro linegal. Se cuantificd el espesor de la capa germinal

en loz grupos experimantales y  control, obteniendose
las =zonas lateral, superior y profunda de tres diferentes folias en

cada cereb=lo (Diagrams 1).
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hHicieron provecciones de las laminillas con cor-

tes de cerebelo des 20 dias a lé&w para elabo-

v posteriormente realizar la

midieron la

por medip del planimstro.

(constituida por: capa molecular, mornicecapa de

celulas  de Furking granular interna) e individualmente

“AME D) .

ey granular interna (D

criptivo se revi

ide las estirpes celulare

by oand glo y distribucidn de las distintas poblacionss

celula

cialmente los indicios de

<) azpecto celular individual, esp

duracidn.,

d) ddentificecidn  de imibles alteraciones de la poblacidn celular

sidente rnor grcia de tejidos anormal

e} definicidn de la intensidad del dafo v su extension.

Los datos obtenidos s=e analizaron agediante el método estadis-

atorio con wr nivel

za completameante a




MODELO EXFERIMENTAL

' 20 hembras adultas Sprague-Dawley

i

Determinacidn del ler. dia de prefe:

i

S ratas intactas o ratas expuestas 3 ratas expuestas 5 ratas expuestas
control ) 1-21 {E1) 8-21 (E2) 15-21 (E3)
ETAPA POSTNATAL ;

Determinacidn de parémetros somatométricos)
al nacimiento y 20 dlas de edad

Ferfusidn intracardiaca con sol. de glutaraldehido

al 2.5 % y formaldehldo amortiguado en fosfatos 0.1 M,
pH 7.3 . 2 crlas de cada madre al N, y 20 dlas de edad

i

. Craneatomia y chtencida del cerebela
para postfijacién por 1 noche a 4°C

|

Deshidratacidn, inclusion en parafina y
obtencidn de cortes del vermis cerebelar (5 pm)

i

Tincién de cortes histolégicos en Hemataxilina-Eosina

l

Estudio histoldgico I Estudio micrométrico l studio planimetrico
descriptivo al nacimiento a 20 dias de edad

L

Andlisis estadistico de los datos chtenidos

18
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DIAGRAMA 1

CORTE CEREBELAR AL NACIMIENTO

CORTEZA
CEREBELAR

CAPA GERMINAL EXTERNA

1 ZONA LATERAL

ZONA SUPERIOR

B

3 10NA PROFUNDA

UTILIZANDO EL NICROMETRD LINEASAL SsE CU_ANT!FICD o
= EQF’EQC‘IER DE LA CAPA GERMINAL EXTERNA.

SE ODPTUVIERON REGXISTROS DE LAB ZONAB LATERAL ,
BUFERIOR Y FPROFUNDA DE TRES DIFERENTES FOLIASDS
EN CADA CEREBELOD.
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DIAGRAMA 2

i .
CORTE CEREBELAR A LOS 20 DIAS FOSTNATALES

CAFA MOLECULAR

MONOCAFA DE CELULAS DE FURKINJE

CAFA GRANULAR INTERNA

SUSTANCIA ELANCA

CUANTIFICO FOR MEDIO DEL FLANIMETRO EL AaREA

CORRESFONDIENTE A =

CORTEZA CEREEBEL AR (CONSTITUIDA PORS3a cAaAFRA
MOL. ECUL AR, MONDCARPA DE CELULAS DE FURKINIE Y
Carra DRANULAR INTERNAD> -

CAFA MOLECUL AR

CAFRFA GRANULAR INTERNA
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ESTUDIQ HISTOLOGICO DESCRIFTIVO AL MACIMIENTO
MaCHOS
CaFAa _GERMIMAL EXTERNA
Los grupos experimentales presentaron  disminucion en la

—r

poblagidn premigratoria (Figs. 2 y 3). En el grupo expuesto toda

la gestacidn ésta anormalidad e presentd en dos de cinco cortes

sxaminados, en el grupo expuesto los  dos dlitimos  tercios e
obzervd en cuatro de cinco cortes y en el expuesto el dltimo

tercio gestacional la proporcidn fud en uno de cinco. Las altera-—
ciones se detectaron a lo largo de toda la capa. El gruapo conbrol

mostrd regular vy densidad poblacional normal (Fig. 1),

{(Cusdrao &) .

CAFA

MOLECUL,

Los grupos experimentales y control revelaron una diferente
cantidad de células migratorias dispersas en la capa molecular, sin
que pudieran identificarse diferemtias entre estas en loz cortes

gxaminadns, también s cbssrvaron nlcleos de células gliales y de

ﬂ'I

atras estivrpes neuwronales residentes en gsta regidn (Celulas en
canasta y estraelladas). Asimismo, el neuropilic mosterd un aspecta

gque se ohservaran espacios intercelulav*a vacios

ILAS DE PLURKINJIE

El grupo control vy 21 de animales expusstos toda la gestacidn
fusron semsjantes, en ambos se ocbservd una densidad poblacional

celular reqularmente distribuida a traves de las folias, también se
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