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INTRODUCCION

El tabaco es una droga cuyo consumo forma hiabito, el nuamero
de fumadores -mundiales continua en aumento y como consecuencia
resulta: cancer pulmonar, bronquial, enfisema, asma Yy

. .o 1.2
cardiopatias**<.

Durante la combustién se producen dos tipos de humo: el

secundario, es el que llega al ambiente directamente desde la zona

de pirodlisis (exposiciéon a humo secundario) y_el humo principal es

el que exhala el fumador (exposicion pasiva)3.

La principal sustancia toxica del tabaco es la nicotina4. una
persona absorbe de 2.5 a 3.5 mg de ésta después de fumar un
cigarrillos. Aproximadamente el 3ZI0Y% del total de la nicotina del
humo hace contacto con la boca del fumador (fumador activo). La
cantidad de tabaco consumida por cigarrillo (excluyendo la colilla)
suele ser de 0.7 2 1.0 g, con 9-17 mg de nicotina. E1 resto de humo
pasa 2l aire ambiental, bor lo que resultan expgestos los sujetaos

-
cercanos al fumador (fumadores pasivos)“’b. Mediante un monitor

- personal se calculd la concentracion promedio de nicotina ambiental

en menos de 45 mg\m” de aire en lugares donde se fuma, como
interiores de carros, cafés, tiendas y cantinas, mientras que "la

cantidad midxima estimada después de un diz de exposicion fue de 310

mg7.

Otro de los principales factores de toxicidad  es el
monoxido de carbono (CO), es 300 veces mas afin a la hemoglobina

(Hb) que el oxigeno, con la que forma carboxihemoglobina (HbCO)

incapaz de transportar oxigeno. Esto trae como consecuencia hipoxia



tisulara’qcuycs efectos resultantes dependen del nivel y duracién
de la saturacion de sangre con C0O. La exposicion a 4,000 ppm
durante una hora es fata1l?,

Al fumar se inducen sistemas enzimaticos microsdmicos, su
aumento de actividad en los hepatocitos no es considerable, y no
explica la tolerancia que se desarrolla para los efectos del tabaco
o la rnicotina. Los indices medios de eliminacidn de substancias
metabolizadas par los sistemas enzimidticos microsomicos hepaticos
suelen ser mayores en quienes fuman que en los no fumadores, pero

s L. 3
aun hay gran superposicion entre los limites”.

Alteraciones bioquimicas vy fisioldgicas por exposicion al

bumo del cigarro durante el periodo de gestacion.

El bioxido de carbono gque se libera durante 1 consumo de
tabzco interfiere con el transporte de oxigeno al feto, lo que
afecta el crecimiento y conduce a un mayor riesgo de muerte
intrauterina vy neonatalll: Al elevarse 1a carboxihemoglaobina
resulta hipoxia fetal, una madre fumadora alcanza normalmente un 5%
de carboxihemoglobinz, en un sujeto no fumador la concentracion es
menor a 1%. La deficiencia de oxigeno en el embrion puede tener
un efecto adverso sobre el desarrollo mentallZ,13,

Al estudiar el efecto de fumar sobre la maternidad en varios
nifos con edades comprendidas entre los 7 y los 11 ados de edad,
Buttler y Goldstein (1973) encontraron cifras levemente mids bajas

de capacidad de lectura, resolucion de problemas matematicos y




habilidad general escolar entre los nifos cuyas madres habian
fumado activamente durante el embarazoil.

Tanto el CO como 1la nicotina del cigarro son los

principales factores de riesgo cuando el habito es cronico vy
desencadenan enfermedades cardiacas coronarias solas o asociadas
con otras patologias, como caida de la presion arterial sistdlica y
aumento del conteo plaquetario venoso y niveles de fibrinogeno
plasmétic014’15. El consumo de cigarros daRa las arterias uterinas
y puede producir zaonas de necrosis en la placenta, lo que tiende a
disminuir el flujo de sangre y facilita el desprendimiento
prematuro de placentas normoinsertas. Comb consecuencia de la
isquémia placentaria puede resultar emboliz, muerte cerebral o
hemorrdgias subaracnoideas, constriccion de vasos sanguineos
uterinos con acumulacion de hidrocarburogs aromdticos e intoxicacion
por CO0 con hiperplidsia, como respuesta placentaria compensa-—
tori316’17.
En el SNC de fetos se produce incremento del ADN y de 1la
concentraciéon de dopamina, especfficamente en el neoestriado, por
la elevacian en los niveles de CO, cuando se cansumen bastantes
cigarros durante estadios tempranos de la gestacién, esta indica
que se afectan los mecanismos de proliferacion neuronal vy
sinaptogenesis 18, ya que la nicotina penetra en SNC rapidamente y
es captada en particular por corteza cerebralz.

Cuando se lesiona el SNC fetal como resultado de las
alteraciones en el intercambio gaseoso transplacentario y los

efectas toxicos gque provocan diversos compuestos en el tabaco, se

lesionan también las glidndulas de regulacion endoécrina, entre éstas




la hipofisis, por lo que se manifiestan distintas anormalidades
funcionales en los demis oOrganos que estan regulados por ésta. La
administracion local de nicotina a las células de Purkinje en el
cerebelo de rata reduce las descargas elécgricas espontianeas, con
efecto reversible y dosis dependiente, lo que demuestra 1la

capacidad inhibidora de la nicotina para ésta estirpe celulart?,

Por estudios realizados con nicotina en concentraciones
similares a las de 1la sangre de los fumadores se observd que
estimula la liberacidn de dopamina en nicleos especificos del
sistema mesolimbico<@. La concentracién de nicotina en el plasma
venoso aumenta gradualmente basta wun miximo que se alcanza
aproximadamente al terminar de fumar un cigarrillo, y es de 15-20
ng/ml. La disminucion al principio es rapida y aparentemente
exponencial con una desinfegracién de 10-20 minutos. Cuando las
valores en plasma alcanzan 10-15 ng/ml el ritmo de disaminucidn es
mds lento y al parecer de orden cero, aproximadamente de 5ng/hora.
La primera fase en la caida de la concentracion mixima, en plasma,
corresponde al periodo ‘en que se obtiene e1 equilibrio de
distribuicion con los tejidos y la segunda fase a la eliminaciénz.

Los efectos de la nicotina en la descarga celular son mediados

por receptores ganglionares estereo-especificos y sensitivos a 1la

2
mecamilaminazl’“‘,

blogqueador ganglionar que antagoniza la

inhibicién de 1las células de Purkinje, mids no 1la excitacion

- ~
sinéptica‘z.




Efectos del humo del cigarro sobre fumadores pasivos

El hecho de que el fumador no inhale el humo ofrece poca
proteccion ya que numerosas substancias toxicas pueden ser
absarbidas a través de la mucosa de la boca lo misma que por
inhalacion!!. Dentro de los 40 primeros minutos de exposicion al
humo sucede aumenta en la concentracion de carboxihemoglobina en
la sangreg4.

Se ha establecido que existe una relacion entre el hiabito de
fumar y la ocurrencia de prefez tubirica, posiblemente la duracion
del hédbito influye sobre lo anterior, al igual que otras
condiciones como la edad en que se empezd a fumar, el numera de
tigarros al dfa y otras. Sin embargo, estia demostrado que esta
patologia es otra consecuencia de inhalar humo de tabacol”.

En trabajos experimentales con-ratas que iphalan humo de
tabaco se reportaron alteraciones semejantes a las descritas en
madres fumadoras activas (humanas), ya que también resul to
disminucion del numero de crias nacidas y reabsorciones
embricnarias?3,

Como resultado de la exposicidn a la nicotina durante la vida
intrauterina el peso corporal de las crias de rata se reduce
significativamente, la disminucion es mayor cuando la exposicion
sucede durante la lactancia, ya que el humo de tabaco tiene un
efecto inhibidor sobre el deposito de grasa en crias; lo cual hace
mds suceptible al plasma LDL (baja densidad lipoproteinica) vy
modifica la actividad peroxidativa subsecuente por elementos

25,27 .2
celulares“b'“7"8.



Histologia de corteza cerebral

En la corteza cerebral de mamiferos como: el hombre, gato y
rata se distinguen seis estratos celulares, con las siguientes
caracteristicas.

l.~ Capa Molecular o Plexiforme. Este estrato superficial consta

principalmente de fibras nerviosas delicadas. Las prolongaciones
dendriticas provienen de las células piramidales y fusiformes. Las
fibras audnicas se originan en un &rea cortical de cualquier parte
del mismo hemisferio opuesto y en el talamo. En algun estrato mas
profundo las células de Martinotti también contribuyen con axones.
Escasas células horizontales de Ramon y Cajal y células estrelladas
espartidas se interponen entre algunos axones y dendritas. Dichas
células horizontales decrecen en ndmero durante la vida posnatal.

2.-"Estrato Granular Exterior” (capa de peguenas células

piramidales). Esta capa es muy rica en neuraonas pequedas, tanto
celulas piramidales como celulas estrelladas. Numerosas dendritas
de estas ceélulas se extienden al esﬁrato molecular, la mayaria de
los axones terminan en estratos mds profundos y el resto penetran a
la substancia blanca.

J.~ "Estrato Celular Piramidal” (capa de células piramidales de

mediano y gqran__ tamafo). Son células piramidales tipicas, que

aumentan en tamafo desde 1la superficie & 1a profundidad del
estrato. Las dendritas apicales se extienden al campo sindptico del
estrato superficial, los axones de las células piramidales penetran
a la substancia blanca y van a su destino como fibras de proyeccién
de asociacidon o comisurales.

4.~ "Capa Granular Interna”. Estd formada de células estrelladas
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: 7z .
cercanas, muchas de las cuales reciben estimulos de fibras que se
originan en el tilamo. Los axones cortos de 1las células

estrelladas terminan en dendritaé que pasan a través de la capa
proveniente de células de las estratos 5 y & y en otras células
estrelladas y de Martinotti.

9.- "Estrato Banglionar" (capa piramidal interior). Contiene

células piramidales entremezcladas con células estrelladas
dispersas y células de Martinotti. El estrato debe su nombre
"ganglionar" a células piramidales gigantes o células de Betz,
aunque éstas se limitan a la corteza motora del giro precentral.
Las cé&lulas de Bet:z forman el 3% de fibras mds largas en el tracto
piramidal.

6.~ "Estrato de Células Fusiformes" (capa de células polimorfas).

Se encuentra limitando con la substancia blanca. Aunque estas
células constituyen la caracteristica mis notable del estrato, hay
células adicionazles de varias formas. El estrato cortical mis
profundo es predominantemente eferente, dando origen a fibras que
van a cualquier lado de la corteza o a centros

subcorticales27s30,31,

Embriologia del sistema nervioso central de la rata.

Principales acontecimientos durante la vida prenatal:
8~9 dias. Aparece la placa neural.
9-10 dias. La forma neural se pliega y comienza a fundirse en la
region de los somites 2-4, 1la cresta ngural estid formada en

conexion al plegamiento neural y ectodermo superficial



10-11 dias. Tres vesiculas cerebrales estan presentes, el
prosencéfalo, mesencéfalo y el rombencéfalo, aparece el infund{bulo
como una depresion en el piso del prosencéfalo, el ganglio craneal
empieza su formacion, el tubo neural es cerrado a excepcion del
neuroporo anterior y posterior.

11-12 dias. Cinco vesiculas cerebrales estédn presentes: el
telencéfalo, diencefalo, mesenceéfalo, metencéfalo y el
mielencéfalo. El1 neuroporo anterior se cierra, seguido después por
el neuroporo posterior. Las cavidades de Rathke hacen contacto con
el infundibulo formando 1la primordia de 1la hipafisis, en el
diencéfalo el hipotdlamo es distinto al drea dorsal talidmica.

12-13 dfas. Los hemisférios cerebrales estin presentes y las
fisuras coroides son identificables.

13-14 dias. Se forma la primordia de los canales semicirculares, el
primordium del cerebelo esti presente como una placa engrosada en
el metencéfalo, los plexos coroides aparecen en el primero, segundo
y cuarto ventriculos.

15 dfa. Aparece el plexo coroide en el tercer ventriculo.

16-17 dias. La fisura coroidal esta completamente cerrada.

19-20 dias. En el mesencéfalo el cuadrigémino corporal

es reconocibleS?,

Durante 1la vida posnatal la neuroglia, el neurolema y las
células capsulares pueden pﬁoliferar, pero las neuronas no se
reproducen a partir del nacimiento del sujeto. Si se destruyen, no
serdn substituidase.

Por lo anteriormente sefalado, el presente estudio tiene la

intencidn de demostrar las alteraciones en el desarrollo corporal y



patron de maduracion posnatal de la corteza cerebrzl, asi como
comparar la severidad de dos modelos distintos de exposicion
prenatal al humo de tabaco, mediante una metodologia especifica
llevada a3 cabo en ratas y que trata de reproducir estas dos formas
de exposicion tan comunes en la sociedad contemporanea logrando asi

determinar 1la magnitud de los transtornos producidos.




JUSTIFICACION

Actualmente el consumo de cigarrillos estd en constante
aumeﬁto, par lo qgue cada vez se afecta un mayor numero de
personas, pero no solao los fumadores activos sino también las
llamados “fumadores pasivos". En ambas categorias sa encuentran
numerosas madres gestantes, cuyos productos tiepen el riesgo de
resultar afectados en grado variable paor la inhalacion del humo de
tabaco. Por 1lo anterior, es necesario aumentar 1la informacion
disponible acerca de las alteraciones fetales del SNC que resultan
en dicho proceso, tomando en cuenta la vulnerabilidad de este
tejido a las condiciones que genera dicho héabito, wutilizando para
ello modelos animales, en los que no influyen factores como: nivel
educacieonal, estado de salud y medio en que se desenvuelve la
madre, entre otros y en los que es posible un mejor control de las
condiciones experimentales. Con la informacian que se geﬁere
serd posible aumentar la comprension sobre la fisiopatologia de

este proceso.

10
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HIPDOTESIS

La inbalazcién pasiva o de bumo secundario de tabaco durante 1la
gestacion provoca trastornos que reducen el aporte de nutrientes y
oxigeno al feto, por lo que se afecta el desarrolleo normal de su

sistema nervioso central.
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OBJETIVDS

GENERAL

Determinar las alteraciones morfologicas de 1la corteza
cerebral durante el desarrollo celular posnatal de productos de
ratas expuestas a la inhalacion pasiva o de humo secundario de

tabaco en diferentes etapas gestacionales.

PARTICULARES

1.- Comparar el peso y tamafo carporal, peso y dimensiones
cerebrales de productos de ratas testigo y experimentales a los 20

y 60 dias de edad.

2.~ Realizar un estudio semicuantitativo de 1la densidad numérica

neuronal y glial en la corteza cerebral temporal.
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MATERIALES Y METODOS.

Para el presente trabajo se utilizaron 35 ratas adultas SPRAGUE-
DMILEY del segundo parto alojadas en jaulas individuales y
mantenidas bajo condiciones de bioterio con una temperatura de
22°C + 2 y una humedad relativa ambiental de 40 al 504,
controladas en ciclos de 12:12 h luz-oscuridad. Alimentadas a libre
acceso con diéta balanceada para roedores.

Mediante citalogia exfoliativa vaginal ée determind la etapa de
estro, para luego dejar 3 ratas con un macho por una noche y
determinar el primer dia de prefiezx mediante la identificacian de
espermatozoides en un frotis vaginal. Con las hembras gestantes se
formaron siete grupos de 5 ratas cada uno. Los =animales
experimentales se dividieron en dos grupos: exposicid a humo
secundario (es el que llega al ambiente directamente desde la zona
de pirolisis? y el humo principal o exposicion pasiva (es el que
exhala un fumador) y a su vez cada uno de estos en tres subgrupos
de 5 ratas que fueron expuestas por tres diferentes periodos: del
primer dia de la gestacian hasta el dia 21 (gestacion completal), a
partir del dia 8 al 21 (dos uUltimos tercios de la gestacion) y
del dia 15 al 21 (ultimo tercio de la gestacidan). En todos los
casos las ratas gestantes fueron expuestas por 10 ain, en una
atmosfera saturada con humo proveniente de 1.5 gr de tabaco
previamente incinerado dentro de una camara de exposicién parz el
grupo de humo secundario y con la misma cantidad de tabaco, solo
que exhalado por un fumador voluntario para el grupo pasivo.

Durante los dfias correspondientes a cada subgrupo se
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realizaron dos exposiciones diarias con un intérvalo de 8 horas
entre cada una. Para lo anterior se utilizaron cigarros sin filtro
con contenido normal de nicotina y.alquitran.

Las cinco ratas restantes formaron el grupo testigo, las
cuales permanecieran intactas sin ninguna manipulacidon a través
del estudio. La exposicion se realizd en una cédmara hermeética
rectangular de cristal con 40 )1 de capacidad, en la parte superior
de las dos paredes laterales se dejo un orificio circular de
ventilacion (de 2 cm de didmetro) que fue cerrado para incinerar el
tabaco y saturar el ambiente, para lueqo introducir dos ratas.
Los orificios se mantuvieron abiertos durante la exposicion. Al
momento del parto se determind el namero de productos nacidos vivos
o muertos de las hembras testigo y experimentales y se registro el
peso individual de las c¢rias en una balanza granataria para
pequenas especies, asi como la longitud craneo-caudal mediante
el uso de un Vernier, para luego. en forma aleatoria ajustar las
camadas a B crias por rata. A los 20 y &0 dias de edad posnatal
de cada rata se separaron al azar 2 crias q\.'la fueron sometidas =z
perfusién intracardiaca, para luego por craneotomia extraer el
encéfalo completo y posteriormente separar el cerebro y registrar
su peso, longitud encefa/lica (antero—-posterior),; anchura cerebral
(longitud transversal) y espesor cerebral (longitud dorso-ventral)
(Fig.I )34. Para la perfusidon se anestesiaron profundamente los
animales con cloroformo y wuna vez Qque se fijaron con cinta
adhesiva a3 una base de madera se realizd una toracotomia amplia
para exponer el corazon e introducir en el ventriculo izquierdo

una aguja corta biselada No.27 para inmediatamente después hacer




pasar una soluciéon lavadora Ringer-Krebs con pracafna al 0.1% y
heparina 1,000 (UI/1) = I79C, pH 7.3, 0.1 M y 280 Mosm/l bajo una
presion de 130 cm de agua por % min, seguida de una solucioén
fijadora de glutaraldehido - al 2.9% v formaldehido &1l 1%
amortiguados en fosfatos 0.1 M, pH 7.3 y 583 Mosm/l por 8 minza.
Después de la perfusion se realizd craneotomia para extraer el
cerebro para posfijarlo en la misma solucidn fijadofa durante una
noche a 4 °C, y luego lavarlos mediante 2 cambios de 15 min con
amortiguador de fosfatos 0.1 M y deshidratarlos en series
crecientes de etanol (70, 90, %26, 100 % ) y mezclas de etanal/xilol
1:1 y wnilol para luego incluirse en parafina y obtener cortes
medio sagitales de 35 a & um de espesor en un microtomo manual
American-Optical SL/20. El material fue tedido con Hematoxilina-
Eosina para posteriormente realizar el andlisis semicuantitativo,
este consistio en proyectar la imagén de la corteza cerebral
temporal sobfe una hoja tamafio carta y se sefalo en ésta la
poblacion celular tanto neuronal como glial contenidas en un
'recténgﬁlo de dimensiones establecidas para cada una de las edades
estudiadas que incluya todos los estratos comprendidos desde el
1imi£e inferior de capa molecular hasta el inicio de substancia
blanca en la zona profunda. La cuantificacion se hizd en base a la
gdentificacidn morfologica de las células cuyo nlcleo esté

2

comprendido. completamente en el rectangulo (144 cm“ equivalente a 2

mmz de tejido): Para obtener un valor promedio se analizaron tres
i

laminillas provenientes de I cerebros diferentes y en cada una de

_estas se hizé_la cuantificacion en 3 cortes a distinta profundidad

¢
de la misma zona. Para lo anterior se utilizo un proyector de

15
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laminillas con objetivo 10 Karl-Zeiss.
El andlisis de los datos obtenidos por este estudio se realizo
mediante el método estadistico de "t" Student con un l{mite de

significancia de P<Z0.0557,




/

Fig. I
A. Longitud Antero-Posterior
B. Longitud Dorso-Ventral (Espesor cerebral)

C. Longitud Transversal (Anchura Cerebral)
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RESULTADOS.

En estudios previos realizados en el Dpto. de
Investigacién de 1la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, se encontro qu las hembras gestantes tanto de
exposicion a humo secundario (EHS) como exposicion pasiva
(EP) mantuvierén un consumo normal de alimento y agua
independiente del tiempo de tratamiento, por lo gue el
peso corporal semanal se incremento normalmente en relacidn
a la etapa de gestacion. El numero de productos nacidos por
madre fué semejante en los grupos testigo y experimentales.
La mortalidad en EHS y EP al nacimiento fueron mayores en
los' grupos expuéstos durante el dltimo tercio de la

.. Z =
gestac1on”7’”8.

PARAMETROS SOMATOMETRICOS

Peso corporal: a los 20 dias de edad, solamente el peso
corporal de los grupos 8-21 de EHS, 8-21 y 15-21 de EP
mostraron diferencia significativa con respecto al testigo
puesto que sus valores fueron menores al de este ultimo
grupo. Asi mismo se analizd el efecto del tipo de exposicién
sobre la etapa de gestacion para lo cual se compararon los
promedios de grupos de periodos iguales pero de diferente
exposicion (exposicion/periodo) con el proposito de
determinar la severida de ambos tratamientos experimentales.
En este parametro la comparacién de los promedios por

exposicion/periodo no presentd diferencias significativas




(p<0.05) (Cuadro No.l1).

A los &0 dias de edad las crias EHS 15-21 tuvieron el
mayor peso corporal, pero solo difirid con el grupo 1-21
(p<0.05). En EP no hubo significancia con los diversos
grupos experimentales y testigo, al igual que en la

comparacioén por exposicién/periodo (Cuadro No.l).

Longitud craneo—caudal (tamafo) : A los 20 dias de edad
los grupos EHS no mostraron diferencia significativa en
relacion a2l grupo testigo, en EP solo los grupos 8-Z1 y 15—
21 presentaron diferencia. Al comparar la relacion
exposiciéon/periodo se encontré que solo el grupo 8-21
mostro diférencia significativa (p#£0.03%) (Cuadro No.Z2).

A los 60 dias de edad todos los grupos experimentales
tuvieron menores promedios de longitud craneocaudzl lo cual
fue significativo (excepto el grupo 15-21 EHS) en relacion
al testigo. La comparacion de los promedios por
exposicion/periodo de los grupos experimentales, no revelo

diferencias significativas (p<0.05) (Cuadro No.Z2).

Diémetro cefidlico: A los 20 dfas de edad las crias
expuestas a humo secundario de tabaco (EHS) mostraron
menor diametro ceféliéo que el grupo testigo con diferencias
significativas en los grupos 1-21 y 8-21, en cambio durante
la exposicion pasiva (EP) al humo de tabaco el grupo 8-21
tuvo el mayor didmetro y el 15-21 el menor cuya diferencia

fue significativa entre éstos y el resto de los grupos

19
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(p<0.035) (Cuadro No.3). En este pariametro la comparacion
por exposicion/periodo de los grupos 1-21 y 8-21 mostraron
significancia (p<0.03) (Cuadro No.3).

A los 60 dias de edad el grupo 15-21 obtuvd promedios
significativamente diferentes que el resto de los grupos en
ambos tipos de exposicion. Ademis la comparaciéon por
exposicion/ periodo reveld diferencia significativa en esta

etapa (p<0.05) (Cuadro No.3).

PARAMETROS ENCEFALICOS

Peso cerebral: A los 20 dias de edad los grupos
experimentales tuvieron mayor peso cerebral, la diferencia
fue significativa entre el grupo 15-21 de EHS contra el
testigo. En cambio los grupos 1-21 y B8-21 EP mostraron
significancia con el grupo testigo y el experimental 15-21.
La comparacion de promedios por exposiciéon/periodo no
presentd diferencia significativa (p<0.05) (Cuadro No.4).

A los 60 dias de edad los grupos experimentales
tuvieron promedios mayores de peso cerebral'que el testigo,
pero sin significancia en los grubos EHS. En los grupas de
EP solo hubo significancia en 8-21 y 15-21 en relacion al
testigo. En la comparacion de promedios por
exposicion/periodo solo los grupos 15-21 tuvieron diferencia

significativa (p<0.05) (Cuadro No.4).
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Longitud antero—-posterior: A los 20 dfés de edad en la
longitud antero—posterior de los grupos expuestos a humo
secundaric no se encontro diferencia estadistica, en cambio
los grupos de exposicidn pasiva mostraron significancia con
al grupo testigo. EA cuanto a la comparacion
exposiciédn/periodo, solo el grupo B-21 presento diferencia
significativa (p<0.05) (Cuadro No.5).

A los 60 dias de edad la longitud antero-posterior de
los grupos experimentales presentafon diferencias
estadisticas en relacidn al testigo, pero tambien los grupos
8-21 vy 15-21 de ambos tipos de exposicién tuvieron
diferencia estadistica en relacién a los grupos 1-21.

En la relacion exposicion/periodo se encontro significancia

en los grupos 1-21 y 15-21 (Cuadro No.5)

Longitud dorso-ventral (Espesor cerebral): A los 20
dias de edad los grupos expuestos mostraron los menores
valores de longitud dorso-ventral que el grupo testigo,

y la diferencia encontrada fue significativa. Los grupos 15-

tJ

1 de ambas exposiciones resultardn los miés afectados
(p<£0.05). La comparacion entre los grupos por
exposicion/periodo presento diferencias significativas en
los grupos 8-21 y 15-21 (p<£0.05) (Cuadro No.&).

A los 60 dias de edad, la longitud dorso-ventral de
los grupos experimentales EHS fue similar al testigo. El
grupo 1-21 EP mostro un promedio significativamente

diferente que el testigo. Mientras que 1la comparacion

21



exposicion/periodo no mostro diferencias significativas

(p<0.05) (Cuadro No.&).

Longitud Transversal (Anchura cerebral): En cuanto a
la anchura cerebral a los 20 dias de edad, los grupos 1-21 y
15-21 de EHS tuvieron el menor promedio, lo cual difirio con
el grupo testigo y 8-21, los grupos EP tuvieron menores
promedios que el testigo, y esta diferencia resulto
significativa (p<0.03). En la comparacion por
exposicidn/perioda, se encontra diferencia en el grupo 8-
21 (p<0.05) (Cuadro No.7).

A los 60 dias de edad los grupos experimentales de
ambos tipos de exposicién no mostraron diferencias
estadisticas con el grupo testigo (p<0.03). Asi mismo na se
encontraron diferencias significativas durante la

comparacion exposicidn/periodo (Cuadrao Na.7).

ESTUDIO DESCRIPTIVO
Arreglo Celular (Distribucidn Celular).

A los 20 dias de edad la corteza cerebral de las crias
testigo presentaron un arreglo celular uniforme, los
estratos molecular, granular externo, piramidal, ganglionar
y de células fusiformes fueron ficilmente identificados, a
excepcion de las células del estrato granular interno, el
cual presentd una considerable inmadurez celular (Fig.l y
4). Por otra parte, en los cortes de «crias EHS 1la

estratificaciéon fue menos evidente, por ejemplao en laos
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grupos 1-21 y B8-21 solo fue identificado el estrato
ganglionar, distinguible por sus grandes células (de Betz)
en forma de gota (Fig.6 y 7). En el grupo 15-21
predominparédn células multiformes y en forma de gota, el
estrato de células ganglionares fue semejante al grupo
testigo.

Por su parte, los cortes de crias EP al humo de tabaco
mostraron, también cierto grado de indiferenciacion de los
estratos piramidal y granular interno particularmente los
grupos 1-21 y B8-21, ademis, en el primero de los grupos, se
observo menor densidad celulér acompafiada de espacios vacios
en los estratos superiores kFig.E y 3) y en cuanto al grupo
15-21 predominarén células multiformes y de gota, en todo

el espesor cortical acompanadas de células gliales (Fig.3).

‘ A los 60 dias de edad los cortes testigos mantuvieron el
nivel de diferenciacion observado a los 20 dias de =dad, sin
embargo persistid el arreglo anormal (indiferenciacion) del
estrato granular interno y los limites imprecisos entre las
capas ganglionar y fusiforme (Fig.8). En cuanto 2 los grupos
EHS el grupo 1-21 mostrd incipiente estratificaciédn, con
predominio de células polimorfas acompafadas de células
gliales y solo fueron identificadas células del estrato
ganglionar (células de Betz) (Fig.9). La digposicidén celular
en los grupoé 8-21 y 15-21 fue semejante al anterior grupo,
pero ademds se aprecid un conglomerado celular en los

estratos superior e inferior, ademds de un espesor irregular



Y un namero considerable de neuronas en forma de gota. Los
grupos EP no mostraran diferencias importanées en los grupas
anteriores.

Morfologia celular

Los cortes histoldgicos provenientes de las crias
testiga de 20 dfas de edad, presentardn aisladamente
pequefias células alargadas y semicirculares en la capa
molecular, mas internamente se observo algunas neuronas en
forma de gota y granulaciones citopldasmicas (cé&lulas
granulares), ademas pequenas células piramidales
entremezcladas con células gliales y células granulares de
mayor tamafo. Tambien fueron evidentes grandes células
ganglionares en forma de gota y otras de aspecto irregular
(células fusiformes) (Fig.4).

Por otra parte, los grupos EHS de esta misma edad se
diferenciaron del grupo testigo en el mayor espaciamiento
entre las células de los estratos intermedios y de
morfologia indiferenciada en todos los estratos (Fig.&6 y 7).
En cuanto a los grupos EP, el grupao 8-21 presentd algunas
células, estrelladas, aunque predominaron células de forma
circular con granulaciones citoplismicas (Fig.5) y el grupo
15-21 con indiferenciacidn celular a través de todo el
espesor cortical a excepcion del estrato ganglionar y una
menor densidad neuronal (Fig.3).

A los 60 dias de edad el grupo testigo mantuvo las

células alargadas y semicirculares del estrato molecular,

mas internamente algunas células en forma de gota,
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piramidales y de forma irregular. Se apreciaron ceélulas de
Betz en el estrato ganglionar y celulas multiformes
acompafadas de células gliales (Fig.8).

En forma diferente el grupo 1-21 de EHS mostro células
polimorfas con granulaciones citopldsmicas en todos sus
estratos (Fig.?) y en la region mediaz del grupo 8-21 junto
con células piramidales, algunas células estrelladas vy
células polimorfas, este mismo arreglo celular fue observado
en el grupo 153-21 (Fig.11).

Los grupos EP fueron semejantes al grupo testigo, con
persistencia de células en forma de gota, células
piramidales y algunas ceélulas polimorfas, en la parte media
destacaron las ceélulas de Betz y células polimorfas en el

estrato profundo.

ESTUDIO SEMICUANTITATIVO DE LA POBLACION
NEURONAL Y GLIAL

A los 20 dias de edad, en ambos tipos de exposicion los
grupos 1-21 y 8-21 fueron los mds afectados al tener
promedios significativamente menores que el testigo. La
comparacion por exposicidédn/periodo revelo diferencias entre
la poblacien neuronal de los grupos 8-21 (p<0.03) (Cuadro
No.8).

A los 40 dfas de edad las crias de los grupos 1-21 y
13-21 EHS tuvieron mayor numero de neuronas gque los demas
grupos lo cual fue significativo, el grupo 1-21 EP promedio

menor poblacion neuronazl gue el resto de los grupos con
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diferencia significativa. La comparacion de promedios por
Expasicién/perindé demostrd que los grupos 1-21 y 15-21
tuvieron significancia (p<0.05) (Cuadro No.8).

Se demostrd estadisticamente que la poblacion glial
de los grupos expuestos a los 20 dias de edad, fue mayor a
la del grupo testigo pero soleo hubo significancia en los
grupos EF. L; comparacion de promedios por
exposicion/periodo demostréd que los grupos 1-21 y 15-21
presentaron diferencia significativa (p0.035). (Cuadro
No.9).

Por otra parte, la poblacién glial resulté aumentada a los
60 dias de edad en los tres grupos de ambos tipos de
exposicioén, aﬂnque solo las diferencias de los grupos 15-21
EHS y 8-21 EP fueron significativas con el grupo testigo.

La comparacion de los promedios de células gliales por
exposicion/periodo de las crias no mostro significancia

(p+0.03) (Cuadro No.%?).
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CUADRD 1

. Peso corporal de las crias de ratas
expuestas a la inhalacidn de humo de tabaco

40 dias

20 dias

2.3

'
)
[y
L

.26

]
t
t
+

{Exposicitn

i 29.08

7.3

11142.28
11190.39

i 18.35

.39
9.85

i15-21 ENSI33.79

115-21 & 18.57

I

EHS= exposicidn a huso secundario

g

2

"

2 f
52
a.#wm
523
SE s
B i
g3 &
s g
" P—-—L
B =

Exposicion/Periodo= comparacion de prosedios de los grupos

de perfodos iquales pero de diferente exposicion

C.V= coeficiente de variacidn

%, 8, § indican diferencia significativa a p<0.05



28

60 dias

2 dias

expuestas 3 la irhalacitn de huso secundario y pasive

Longitud craneo—caudal de 1a progenie de ratas -
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EP= exposicion a humo pasivo

X
C.V= coeficiente de variacion
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40 dias

20 dias

2 la inhalacién de huso secundario y pasive

Didaetro cefilico de ratas expuestas
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Peso cerebrzl de 1as crias expuestas
a la inhalacidn secundaria y pasiva
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expuestas 2 la inhalacidn de huso securdario y pasivo

Longitud anterc-posterior de las crias de ratas
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CUADRD &

Longitud dorso-ventral de las crias
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CUADRD 7

Langitud transversal cerebral a los 20 y &0 dias

de las crias experisentales
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sedia aritestica
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Exposicidn/Periodo= comparacién de prosedios de los grupos
de periodos iguales pero de diferente exposicién
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Figura 1. Corte cerebral de una cria testigo a los 20 dias
posnatales, donde se muestra el arreglo histoldégico normal
de algunos estratos celulares. Molecular (Mo}, granular
exterior (Ge), celular piramidal <(Cp), granu}ar inﬁerno
(Gi). Células piramidales ( ). Células estrelladas ( 3{ ).

Tincidn HE. 158x.

Figura Z. Animales expuestos toda la gestacion a humo pasivo
a los 20 dias pasnatales. Se observa cierto géado de
indiferenciazcion de los estratos piramidal (Cp) y grapular
interno (Bi), predominan las células multiformes -y se
aprecia menor densidad poblacional (Dp).

Tincion HE. 499x.

Figura I. Crias expuestas el dltimo tercio de la gestacidn a

)

humo pasi;/o a los Q dias posnatales. Se aprecia
indiferenciacién (—€=) y arregloc anormal celular (Aa) a
traves de todo el espesor cortical, donde predominan células
multiformes (€, acompafada de células gliales' (D) y menor
densidad neuronal (Dp? en‘ los estratos celular piramidal

(Cp) y granular interno (Gi).

Tincion HE. 499x.
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Figura 4. Fotomicrografia de una cria testigo a los 20 dias
posnatales, donde muestra una alineacion celular vy
morfologia bien definida en los primeros cuatro estraios.
Células piramidales ( ), células estrelladas (30, células

gliales ([ .

Tincion HE. S20:x.

Figurz 5. Animales de 20 dfas expuestos las dos terceras
partes de la gestacidn a2 humo pasivo. Se observa inmadurez
celular en los estratos =), asi como células gliales (D).

Tincioén HE. S30xu.

3€






Figura 6. Corte cerebral de una cria de 20 dias pasnatales
expuests toda la gestacidn a humo secundario. Se aprecia un
arreglo y forma poco caracteristica (Aa) de las celulas de
los estratos intermedios; celular piramidal (€p) y granular
interno (Gi) y un mayor espaciamiento entre las células de
los estratos (=+—).

Tincidn HE. 80x.

Figura 7. Crias expuestas las dos terceras partes de 1la
gestacion a humo secundario 2 los 20 dias posnatales. Se
aprecia alineacion celular incipiente (~f-f{ vy de morfalogia

indiferenciada (=) en todos los estratos.

Células gliales(:

Tincion HE. 325x.
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Figura 8. Fotomicrografia panoriamica de una cria testigo a
los &0 dfas posnatales. Presenta un arreglo celular narmal,
excepto en el estrato granular interno (Gi). Se oabservan
células piramidales (M) y células multiformes

(<€), células gliales ([ .

i)

Tincion HE. 325.

Figura 9. Animales expuestos toda la gestacion a humo
secundariao, a los &0 dl’asA posnatales, donde se puede
apreciar indiferenciacion celular, células polimorfas con
granulaciones citopldsmicas en todos sus estratos ( ),
células gliales D

Tincion HE. 260u.
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- Figura 10. Corte histologico a2 los &0 dias de edad
provenienté de las crias expuestas a humo secundario las dos
terceras partes de la gestacion. Se observa un conglomerado
celular (Cc) en los estratos superior; granular exterior
(Ge) e inferior jganglionar (Ga) y fusiflorme (Fu), ademids de
un espesor irregular en los estratos intermedios; celular
piramidal (CpJ) y granular interno (Gi). Células gliales D

Tincion HE. 148x.

Figura 11. Amplificacion del corte cerebral de una cria
expuesta el dltimo tercio de la gestacion a los 40 dias
posnatales, donde se puede apreciar la desalineacion celular
en sus estratos, asi como migracion celular (e )} células
polimorfas ( —— ) y células gliales (D) cb;:n apariencia

normal.

Tincion HE. 260:x.
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Estudio sesicuantitativo del ndmero neuromal/2nz2

en zonas definidas de la corteza cerebral tesporal
en crlas de ratas expuesias a 12 inhalacién de humo

secundario y pasivo.
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DISCUSION

El modelo experimental utilizado en 2l presente estudio
es semejante a las condiciones en gque las mujeres gestantes
consumen, diariamente, menos de & cigarros, situacion gque no
llega a provocar una intoxicacion aguda (EHS) y semejante al
del humo que inhala la persona que esta cerca de ella (EP)J,

En trabajos anteriores no se alterd el namero de crias
al nacimiento, ni aumentd significativamente la mortalidad
par el efecto del humo de tabaco en la exposicion pasiva
(EF). En cambio la exposiciodn a humo secundario (EHS) afecto
més a los productos, ya gque el bioxido de carbono que se
libera durante el consumo de tabaco interfiere con el
transporte de oxigeno al feto, lo que afecta el crecimiento
Y puede causar muerte intradterinaz y neonataii’37’38.

Par atra parte al andlizar estadisticamente los
pardmetros somatomeétricos se encontrdo gue los grupos mads
afectados a los 20 df{as de edad fueron: zn EHS el grupo 15-
21 de didmetro cef%lico y longitud craneo caudal, en EP los
grupos B8-21 y 15~21 en longitud craneo caudal y peso
corporal, esto sugiere que se presentan md3s alteraciones a
partir del segundo y ultimo tercio de la gestacidon en ambos
grupoé experimentales, en estas etapas se encontraran
alteraciones en dichos pardametros, sin embargo es necesario
obtener mi3s evidencias para concluir sobre los efectos
adversos del humo de tabacao sobre el desarrollo

27,39
carporal=’»v’,
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A los 60 dias de edad el grupo expuesto toda la
gestacion (1~21) en EHS presento los valores mis pequefos en
ctuanto a peso corporal, longitud craneo-caudal y diametro
cefdlico, esto se debid probablemente a gque hubo mis
concentracion de compuestos toxicos acumulados y que no se
eliminaron en los primeros dias de vid327, sin embargo los
grupos mds dafados siguen siendo igual gque & los 20 dias los
grupos expuestos dos tercios y el udltimo tercio de la
gestacion, lo cual pone de manifiesto que los efectos
neuroquimicos de este alcaloide son causados poer accion
directa mids que por efectos metabolicos ya gque la nicotina
es captada del plasma hacia los rifones, higado y mucosa
gdstrica, a si como diversos tejidos donde actd; en forma
directa principalmente en médula suprarrenal, ganglios
auténomos, paredes de vasos sangu{neos Yy corteza
cerebral<fs3-

En los parametros encefalicos se evidenciaran
anormalidades a los 20.dfas de edad en los grupos expuestos
toda la gestacion y el udltime tercio en EHS en longitud
dorso-ventral y longitud transversal, mientras que en EP el
grupo mis afectado fué el expuesto el ultimo tercic de la
gestacion en los parédmetros antes mencionades. En cuanto a
la longitud antero—-posterior solo en la EP se encontraron
alteraciones.

A los &0 dias de edad se observaron mis dafados los
grupos expuestos el segundo y el ultimo tercio de 1la

gestacion en longitud antero—posterior en ambos grupos
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experimentales en cambio en longitud transversal resultaraon
mis afectados el grupo expuesto las dos terceras partes de
la gestacidn en los dos tratamientos experimentales.

Lo anteriormente seralado hace evidente que la
intoxicacion de humo de tabaco asociado con =1 mondxido de
carbono en periodos criticos, como el de gestacion, puede
conducir ro solamente a la disminucion del tamafo del
cerebro y lesiones de isquemia hipoxica, si no tambiéen a un
e%ecto negativo sobre 1a longitud dorso—-ventral y longitud
transversal cerebral<’s4Q,

La xposicion prenatal a la nicotina via infusion
materna en ratas dafa el desarrollo del sistem2 nervioso y
disminuye la viabilidad y crecimiento, ya que la nicotina
penetra en cantidades suficientes al cerebro fetal para
causar alteraciones en los sitios de enlace de [3H]
nicotinico, anormalidades del desarrollo celular y dafos en
el desarrollo de proyecciones noradrengrgicas periféricas,
en cada caso las alteraciones neurales éon virtualmente
equivalentes a aquellas obtenidas previamente a la
dosificacion mas alta (&6 mg)39 y la exposicion cronica
prenatal 2 1z nicotinz resultan zalteraciones en el estado
funcional de estas neuronas. La nicotina administrada via
subcutanea produce alteraciones neuroquimicas durante 1a
ontogenia hasta la edad adulta?l,

Se establece que nuestros resultados apoyan dicha
informacién, ya que se encontraron alteracicones en la

Y
organizacion celular y morfologia principalmente en laos
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estratos intermedios (piramidal y granular interno) de la
corteza carebral de los grupos 1-21 y 8-21 de ambos grupos
experimentales a los 20 dias de edad.

En cambio a los 60 dias de edad los grupos
experimentales de EHS tuvieron mas dafo en su
estratificacion y su morfologia celular. Por lo que podemos
establecer que el dafo celular no es reversible en algunos

-
casos ni se eliminan en la edad posnatal“s.

En cuanto al estudio semicuantitativo de la poblacion
neuronal a los 20 dias de edad se observd gue los grupos 1-
21 y B-21 de ambos grupos experimentales fueron los mas
afectados debido probablemente a que estuvieron mis tiempo
en contacto con el humo de tabaco (21 y 14 dias).

A los 60 dias de edad los grupos 8-21 de EHS y 1-21 de
EP fueron los mids afectados en su poblacidn neuronal.

La poblacion glial a los 20 dfas de edad en EHS y EP
estuvo aumentada, sin embargo solo resultaron mds afectados
los grupos de EP, también la poblacion glial a los &0 dias
estuvo aumentada, pero hubo mias dafo en el grupo i5—21 de
EHS y 8-21 de EP.

Esto nos indica por un lado que mientras la pablacion
neuronal esta disminuida en los grupos experimentales la
poblacion glial esta aumentada, ya gue la presencia de
material degenerado sirve como estimulo a las células de la
microglia que manifiestan su potencialidad como macrofagos y

remueven el desheche por fagocitosis. Sin embargo la
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regeneracion es minima para los axones--lesionados en el
sistema nerviosu.centrél, mds aan; la complejidad de estos
hace poca prabable gue, aunque las fibras nerviosas pudieran
crecer, establescan conexiones sindpticas apropiadas con
otras neuronaszq’43.

Posiblemente la corteza cerebral resultd afectada por
la hipoxia provocada por la exposicion al humo de tabaco,
co< y otras constituyentes del mismo y como consecuencia de
esto se alterd la actividad de algunas enzimas oxidativas y
de la via glucolitica asi como la neurogenesis normalle'43.

La informacidon anteriormente sefalada evidencia claramente
que el sistema nervioso central y especificamente las
celulas de 1la corteza cerebral sirven como un buen modelo
para realizar estudios de los efectos de la inhalacidn de
bumo de tabaco sobre la neurogénesis y maduracidn de estas
celulas. Es por eso que se recomienda complementar con
esfudios bioquimicos para entender los mecanismos materno-~
fetales relacionados. con la exposicidon a agentes toxicos

como el humo de tabaco.
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CONCLUSIONES

1.~ En el modelo experimental utilizado el huma de tabaco
afectd mds a los productos de exposicion a8 humo secundario,

ya que presentaron mayor muerte neonatal.

2.~ El humo de tabaco en ambos grupos experimentales provoco
dafios mds severos en los pardmetros somatometricos en las

dos terceras partes y el dltimo tercio de la gestacion.

3.- La inhalacion de humo de tabaco provocd més dafo en los
grupos expuestos toda la gestacion y el dltimo tercio a2 laos
20 dias en longitud antero-posterior, dorso-ventral vy
transversal cerebral, en cambio a los 60 dias el grupa
expuesto las dos terceras partes de la gestacion fue 1 mas

darado en estos tres parametros.

4.- Las alteraciones en la maduracion de la corteza cerebral
se evidenciaron en la organizacion y morfologia celular ya
que no estuvo definida en los estratos intermedios (celular
piramidal y granular interior) de los grupos 1-21 y 8-21 a

los 20 dias de edad en ambos grupos experimentales.

5.- A los &0 dias de edad hub® mis alteraciones en los
grupos expuestos a la inhalacion de humo secundario, ya que

no se observo bien definida la estratificacion, arreglo
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(distribucion) y morfologiaz celular.

6.— La poblacidn neuronal se observo disminuida en los
grupos experimentales debido al dafo que ocasiond el humo de

tabaco.

7.— La inbhalaciodn de bumo secundario afectd mis a los grupos
expuestos toda la gestacion y el ultimo tercio (1-21 y B~

2.

8.- Las ratas expuestas a la inhalacion pasiva mostraron mas
dafio en los grupos expuestos las dos terceras y el daltimo

tercio de la gestacion (8-21 y 15-21).
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