
Volumen:XXXV Diciembre 1989 Núm. 92 



ANALES DE ANATOMIA 

Fundador: 
J. ESCOLAR 

Director: 
R. SARRAT 

Secretario de Redacción: 
J .L. NIETO AMADA 

Consejo de Redacción: 

E. Agüera (Córdoba) 
P. Amat (Salamanca) 
J. Asrruc (Richmond, U.S.A.) 
G . Berna] (Córdoba) 
A. Carrato (Madrid) 
F. Doñatc (Bilbao) 
E. Ferres Torres (Valencia) 
R. Ferres Torres (La Laguna) 
L.M . Gonzalo Sanz (Pamplona) 
M. Guirao (Granada) 
J. Jiméncz Cas tellanos (Sevilla) 
R. Krstic (Lausana) , 
M. Lafarga (Santander) 
J.L. Lancho (Córdoba) 
I. Law zcwi tsch (Argentina) 
A. Llamas (Madrid) 
F. Mar í_n Girón (M álaga) 
L. Mart ínez Millán (B ilbao) 
E. Martíncz Moreno (Madrid) 
P . Mcstrcs (Hamburg, R.F.A.) 

© Universidad _de Zaragoza 
ISSN: 0569-9894 

. Depósito legal : Z-2429-89 
Composición de textos: M•. M. Guerrero, M.•A. Roncero 

· Maquetación: F. Rincón 
Coordinación: C. Relancio 
Edita y Disrribuye: Secretariado de Publicaciones 

Universidad de Zaragoza 

Con la colaboraciónfiru.mciera de: 
Universidad de Alcalá 
Universidad de Barcelona (Central) 
Universidad de Córdoba 
Universidad de Oviedo 
Universidad de Salamanca 
Universidad deºZaragoza 

Printed in Spain 

A. Mitro (Checoslov aquia) 
M . Mon tesinos (Valencia) 
L. Muñoz Barragán (Salamanca) 
N. Murill o (Zarago:ia) 
G . Palomero (Oviedo) 
Chr. Pilgrim (R.F.A.) 
F. Reinos o (Madrid) 
J .M . Rivera Pomar (Bilbao) 
S. Rodríguez García (Soria) 
D. Ruano (Barcelona) 
F. Sánc hcz del Campo (Alicante) 
J. Sandoval (León) 
J. Sanz Esponcra (Madrid) 
J.M. Smith-Agrcda (Málaga) 
V. Smith-Agrcda (Valencia) 
J . Soler Viñolo (Granada) 
R. Vázquez (Salamanca) 
J.L. Vclayos (Madrid) 
A. Vera (Zaragoza) 



ANALES DE ANAT011IA 

Volumen XXXV Diciembre 1989 Núm. 92 



An.Anat.35: 3-11 (1989) 

DESARROLLO POSTNA TAL DE LA INERV ACION DEL INTESTINO EN GALLUS gallus 

POSTNATAL DEVELOPMENT OF THE INTESTINE INNERVATION OF GALLUS gallus 

RESUMEN 

J. AISA;M.J. AZANZA y M.T. PEG 

Departamento de Ciencias Morfológicas. Facultad de Medicina. 

Universidad de Zaragoza 

Se ha estudiado el desarrollo postnatal de la inervación del intestino deGa/lus gallus mediante demostración de la actividad 
colinesterásica; método FIF para las catecolaminas e irununohistoquímica para VIP y SP. 

En el intestino delgado la inervación colinérgica se va desarrollando a lo largo de las 20 primeras semanas del desarrollo, 
mientras que en el recto queda establecida en las primeras 4 semanas. La inervación noradrenérgica definitiva del intestino delgado 
se consigue ya a las 4 semanas del nacimiento, mientras que en el recto no se completa hasta las 20 semanas . Es totalmente 
extrínseca. La inervación tipo VIP, igual que la inervación tipo SP, parecen establecerse totalmente en la primera semana del 
desarrollo. 

PALABRAS CLAVE: Aves, inervación del intestino, inervación vegetativa, inervación de Ga/lus gallus. 

SUMMARY 

The innervation paltem postnatal development of Gallus gallus intestine has been studied by the following methods: 
demonstration of cholinesterase activity; FIF method for catecholamines, and immunohistochemistry for VIP and SP. 

The small intestinecholinergic innervation development takes the 20 first weeks after hatching while in therectum it is fully 
developed in 4 weeks. The small intestine noradrenergic innervation is fully developed4 weeks after hatching, while in therectum 
it takcs 20 weeks. It is from extrinsic origin. The VIP and SP type innervation are completely developed in the first week aftcr 
hatching. 

KEY WORDS: Birds, intestine innervation, vegetative innervation, Gallus gallus innervation. 

Introducción 

La inervación extrínseca del intestino de las aves llega con los nervios autónomos que confluyen en el nervio 
de Remak. Este nervio , típico de las aves, es un tronco mixto simpático-parasimpático que corre por el mesenterio 
inmediatamente por encima del duodeno, yeyuno e íleon, y, a mayor distancia, del recto (Akester, 1979). El recto 



4 AISA YCOLS. 

recibe además fibras nerviosa<; desde el plexo pélvico (plexo rectal) y desde el nervio esplácnico pélvico (nerv io 
pudendus). La inervación intrínseca está representada por el sistema nervioso entérico que forma los plexos 
intramurales: mientérico o de Auerbach y submucoso o de Meissner. 

En trabajos anteriores hemos descrito la inervación intrínseca del digestivo anterior de Gallus gallus, establecien
do una comparación entre pro ventrículo y molleja con la inervación del esófago y buche (Aísa y Col. 1987 a). Hemos 
descrito además el desarrollo postnatal del Sistema Nervioso Entérico del proventrículo y molleja (Aísa y Col. 1987 
b) así como del esófago y buche de Gallus gallus (Aísa y Col. 1988). En esta línea continuamos con el presente trabajo 
en el que nos hemos propuesto estudiar el desarrollo postnatal de la inervación del intestino de Gallus gallus en sus 
componentes colinérgico, catecolaminérgico, para el VIP y para la SP. 

Material y Métodos 

Se utilizarón 30 ejemplares de Gallus gallus, que se sacrificaron en las etapas siguientes: 6 al primer día de la 
eclosión; 6 a la semana; 6 al mes; 6 a los cinco meses después de la eclosión; y los 6 animales restantes en lotes de 
dos ejemplares, a los seis, nueve y doce meses. 

La organización histológica básica se estudió con el método convencional de hematoxilina-eosina. 
Las técnicas histoquímicas utilizadas fueron las siguientes. 
Determinación del componente colinérgico .- Se utilizó ioduro de acetiltiocolina (Sigma) para demostrar la 

actividad acetilcolinesterásica (AChE) de acuerdo con el método de El Badawi y Schenk (1967). Las muestras se 
congelaron con metil-butano inmerso en nitrógeno líquido. De ellas se obtuvieron secciones de 20 µm . Después de 
dejarlas secar a temperatura ambiente durante 30 min. se fijaron por espacio de 15 min. en formaldehído al 10% en 
PBS (pH 7.1-7.4) a 4 ºC. Después de tres lavados en agua destilada, se incubaron durante 1,5 a 2 horas a 37ºC. Los 
sitios de acli vidad colinesterásica positiva se reconocen por la formación de un precipitado marrón . Se realizaron dos 
tipos de control: 1) incubación en un medio libre de sustrato y 2) incubación en un medio con tetraisopropilpirofos
foramida (ISOO:rvfP A, Sigma). 

Determinación del componente catecolaminérgico .- Las ribrasadrenérgicas fueron visualizadas por el método 
combinado del ácido glioxílico-paraformaldehído de Falck y Owman (1965) (FIF). El tejido fue fijado por inmersión 
en ácido glioxílico al 2 % en PBS (pH 7 .1-4) durante 3 h. Se congeló en metilbutano y, tras someterlo a deshidratación 
en un liofilizador por periodos de 12 a 14 h., se expuso a los vapores de paraformaldehído (1 h. a 80ºC). Una vez 
incluido en parafina, cortes de 15-20 µm se examinaron bajo un microscopio de fluorescencia Leitz Orthoplan . La 
noradrenalina produce una fluorescencia verde-manzana. 

Determinación del componente peptidérgico (VIP ySP ).- Se hizo mediante el método de inmunofluorescencia 
indirecta (IF) . 

Hemos introducido una modificación al método de Costa y col. (1971) para testar los antisueros en 
preparaciones "in toto" a fin de examinar la distribución tridimensional de las fibras peptidérgicas. Las muestras de 
tejido se fijaron por inmersión en una solución de ácido pícrico al 15% con formaldehído al 2% en PBS (pH 7.1-7.4) 
durante 18 h. a4 ºC. Se deshidrataron en una serie graduada de alcoholes (de 80%, 96% y absoluto) manteniéndolas 
30 min . en cada solución. Tras clarificarlas en xilol (30 min.) se rehidrataron manteniéndolas de nuevo 30 min. en 
cada unp de los alcoholes de 100%, 90%, 80%, 70% y 30% y finalmente en PBS otros 30 min. a4 ºC. Seguidamente 
se realizó la delaminación para poner de relieve tanto el plexo mientérico como el submucoso. 

Las láminas, extendidas sobre portas, se colocaron en cámaras húmedas y se incubaron con los antisueros 
primarios durante 20 h. a temperatura ambiente. Después de tres lavados de 5 min. en PBS (pH 7.4) se incubaron 
durante 1 h., a temperatura ambiente, con FITC conjugado. Tras 15 min . de lavado en PBS se montaron en glicerol 
y se observaron al microscopio de luz ultravioleta. 
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Resultados 

Los resultados los unificamos, ya que no hemos encontrado diferencias notables entre duodeno, yeyuno e íleon. 
Del intestino grueso, nuestro estudio se ha limitado al colon y al recto. 

Las variaciones observadas en el desarrollo postnatal de las estructuras hi stológicas del intestino afectan 
principalmente al espesor relativo de las capas y al número de glándulas. En los recién nacidos las musculares son 
muy finas en comparación con la mucosa. No obstante, se aprecian los ganglios en sus localizaciones típicas (Fig. 
1). En los animales etc 2 semanas se observa una migración de células ganglionares desde el plexo mientérico al 
submucoso, con lo que ambas formaciones quedan intercomunicadas. 

Tanto en el intestino delgado como en el recto, la inervac ión colinérgica es abundante. En el intestino delgado 
del recién nacido pueden verse ya en el seno de la muscular longitudinal , o entre las ~9_s musculares, ganglios y troncos 
nerviosos. En el adulto, la muscular longitudinal sigÚe escasamente inervada; comparativamente la ciucularpresenta 
una amplia red de fibras que se di stribuyen principalmente por el conectivo interfascicular hasta la submucosa (Fig. 
2A). Las fibras nerviosas atraviesan la muscularis mucosae interconectando el plexo submucoso con la lámina propia. 
Un amplio plexo se dispone en torno a la base de las glándulas (Fig. 2B). Las fibras siguen la trayectoria de las 
vellosidades hasta el epitelio sin penetrar en él. En el rec to hay abundantes ganglios que se localizan: entre la serosa 
y la muscular longitudinal , en el seno de la longitudinal ; entre la muscular longitudinal y la circular, en el seno de la 
circular y en la submucosa (F ig. 3). Los ganglios de la submucosa son pequeños; desde ellos parten fibras cuya 
distribución coincide con la descrita para el intestino delgado. En relación con el desarrollo postnatal de la inervación 
colinérgica no hay variaciones en la musc ular longitudinal. En la c ircular del intestino delgado la inervación 
experimentó un incremento desde los animales de 4 a los de 20 semanas. La inervación de la submucosa, abundante 
yá en los animales del día, se mantuvo sin variaciones en las etapas posteriores . Tanto en la musc ularis mucosaecomo 
en la lámina propia, los recién nacidos presentan inervación escasa, que aumentó en los de 1 semana y se hizo 
abundante en los de 4 semanas. En el rec to la inervac ión se incrementó en los animales de 1 semana en todas las capas, 
excepto en la muscularis mucosae, donde el aumento no se apreció hasta las cuatro semanas. 

La inervación noradrenérgica del intestino delgado parece ser más pobre que en las otras porciones de l tubo 
digestivo. En la serosa las fibras fluorescentes se aprecian rodeando los capilares. Algunas fibras atraviesan la 
longitudinal perpendicularmente. A nivel de los plexos mien téricos se distinguen fibras en torno a ganglios y vasos 
(Fig. 4A) . Las fibras atraviesan la muscular circular y llegan hasta la submucosa, donde se localizan principalmente 
alrededor de los vasos y de paso hacia la mucosa, alcanzando la base de las glándulas y siguiendo las vellosidades 
(Fig. 4B). Durante el desarrollo postnatal la inervación noradrenérgica del intestino delgado se mantuvo escasa, 
observándose un ligero aumento en la inervación de la circular a las 4 semanas. En el rec to la inervación es más 
abundante que en el intestino delgado , y la di stribución de las fibras es similar, destacando en la circular, submucosa 
y lámina propia. A través de las distintas etapas estudiadas, la densidad de fibras aumentó hasta los animales de 20 
semanas, que presentan características de adulto. No se observaron células fluorescentes en ninguna localización del 
intestino delgado o grueso. 

En el plexo mi entérico del intestino delgado las fibras inmunorreactivas para el VIP son escasas y faltan células 
positivas (Fig. 5). El plexo submucoso está constituido por haces y fibras aisladas y varicosas que se di stribuyen 
formando una red tridi mensional en cuyos nudos se localizan los cuerpos celulares. En cuanto a la evolución, se 
observó un incremento en los animales de 1 semana, y a las 4 semanas aumentó la inervación en la submucosa. En 
el recto no se observaron grandes variaciones en comparación con el intestino delgado, salvo que se presentan células 
en el plexo mientérico, la circular está más inervada, y faltan cuerpos celulares en la submucosa. El desarrollo total 
se alcanzó en la primera semana. 

En relación con la inmunorreactividad para la SP, se observan fibras y células positivas tanto en el plexo 
mientérico como en el submucoso. La densidad de fibras es mayor en el mientérico. Fibras y células se observaron 
ya en el recién nacido y aumentan en los de 1 semana sin pasar de ser moderados (Fig. 6). La distribución de la 
inervación tipo SP es similar en el intes tino delgado y en el grueso, salvo una menor densidad de células en el plexo 
submucoso. Las fibras tipo SP son más finas que las de tipo VIP-érgico. El patrón típico queda ya establecido en los 
animales de 1 semana. 
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Sobre preparaciones de hematoxilina-eosina se cuantificó el número de neuronas por secc ión de ganglio 
mientérico y submucoso del intestino delgado y del grueso. La cuantificación se efectuó sobre secc iones aleatorias 
para cada caso, y las medias de los resultados obtenidos pueden verse en las tablas I y II. 

Las distintas etapas del desarrollo cuantificadas se compararon por medio de la t de Student. A lo largo del 
desarrollo , y tanto en el intestino delgado como en el grueso, se observa que el número de neuronas es mayor en los 
ganglios del plexo mientéri co que en los del submucoso. En los ganglios del plexo mientérico del intestino delgado , 
el aumento del número de neuronas entre los recién nacidos y los de 1 semana es dudoso que sea estadísticamente 
significativo (0.05>P>0.01); no obstante , sí lo es entre los de 1 semana y los de 4 semanas (P<0.01). Entre los de 4 
semanas y 20 semanas el aumento deja de ser significativo (P>0.05), y lo mismo sucede entre los de 20 semanas y 
los de 24 o más semanas. Parece pues, que en estos ganglios el aumento del número de neuronas sólo se produce hasta 
las 4 semanas . En el plexo submucoso del intestino delgado, el aumento del número de neuronas fue similar al del 
mientérico, ya que entre los rec ién nacidos y los de l semana es dudoso que sea estadísticamente significati vo 
(0.05>P>0.0l ), mientras que sí lo es entre los recién nacidos y los de 4 semanas (P<0.01) y entre los de 1 y los de 
4 semanas (P>0.01). Entre los de 4 y 20 semanas P>0.05, quedando detenido en esta edad el aumento en el número 
de neuronas, ya que entre 20 y más de 24 semanas tampoco e l aumento es es tadísticamente s ign_ificativo (P>0.05). 

En e l intes tino grueso los resultados estadísticos coinciden con los del intestino delgado respecto al aumento en 
el número de neuronas de los ganglios, tanto mientéricos como submucosos. Desde los rec ién nacidos hasta los de 
4 semanas el aumento es dudoso que sea estadísticamente signifi cativo (0 .05>P>0.01 ). Mientras que a las 20 semanas 
ya es estadísticamente significativo (P<0.01) . A partir de las 20 semamL~ el aumento deja de ser significati vo esta
dísticamente, ya que entre los de 20 y los de más de 24 semanas, p>0.05. 

Discusión 

La inervac ión colinérgica dél intcs1111 0 ti ene caracterís ti cas con ,u11<.:s a todu él tubo di gestivo (A ísa y Col. 1987 
a y b, 1988) además de algunas peculi aridades e inclu :--o algunas d1fen.:nr ia~ reg il lnaks. La inervación co linérg ica 
intúnseca aparece en e l intestino delgado del embrión de pollo entre lns días 13 y 14 (Keller, 1976). Ali y McLelland 
(1978) en un estudio del intestino delgado y gruesu tk l Gu/lu.1 du11ie stirus anali1.an la i11<.: rvac ión co linérgica y 
noradrenérgica desde las 4 semana., a los 4 meses . Con nues u,, trnhajo hemm, comple tad,) el pe riodo cles,k la ec losión 
a las 4 semanas y hasta e l ad ulto . Los paLrones de dis Lrib uucí n L<ullo ck los plexos colinérg icos corno de los 
noradrcnérgicos son totalmente co incitkntes en las edades comprendidas en su estudio , y siguen asimismo e l patrón 
general de la inervación intestinal demosLrada para los mamíferos (Gabe lla , 1972 a y b, 198 1 ). Ambos plexus 
(m ientéri co y submucoso), así como la inervac ión de la muscular longitudinal , parecen estar más desarrollado., en 
e l intestino grueso que en e l de lgado e inc luso mús q ue en e l resto del digestivo. 

La escasa ine rvac ión colinérgica de la longitudinal del intestino de lgado parece ser una caracterís ti ca común 
para los vertebrados en general. Ademús de en aves lo hemos demos trado en anfibios (Ju114uera y Col. 1987). 
Consideramos que , tal como Gershon sugirió (Gershon y Erde, 198 1 ), la liberación de transmisores a ni ve l de l pl exo 
mientérico podría controlar la funcionalidad de la capa muscular longitudinal , que es muy fina a todos los ni veles del 
diges tivo. Kanazawa y Col. (1980), mediante técn icas farmacológicas y electrofi siológicas aplicadas al intestino del 
pollo , llegaron a la conclusión de que los cuerpos neuronales no co linérgicos excitatorios que inervan e l músc ulo li so 
del rectó del pollo están locali zados en los ganglios del nervio de Remak. Esta observación es interesante, ya que, 
a nivel de los plexos mientéricos del intestino en su conjunto, no hemos enconLrado imúgenes de cuerpos celulares 
negativos para laAChE como hemos descrito , porejemplo,en el provenLrículo y molleja (Aísa y Col. 1987 b). Pudiera 
ser que al menos una parte de la inervac ión intrínseca sea sustituida en es ta zona por la inervación ex trínseca del nervio 
de Remak. 

Al igual que en las porciones anteriores de l digesti vo (Aísa y Col. 1987 a y b), la inervación adrcnérgica es de 
na turaleza extrínseca, lo que contrasta con las descripciones realizadas en el colon proxim al de cobaya, donde se han 
encontrado células fluorescentes (Cos ta y Col. 1971 ). Según describen Bennct y Malmfors ( 1970), gran parte de la 

. inervación adrenérgica intestinal del pollo deriva del nervio de Remak. Como hemos di cho ante riormente, la 
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inervación noradrenérgica del inteslino delgado parece ser más pobre que en el resto del digeslivo de las aves, incluido 
el recto. Esta observación, que coincide con la de Ali y McLelland (1978), sería comparable a la descrita en la Taenia 
coli del cobaya (Gabella y Costa, 1967) o en el recto del cobaya, perro y gato (Fumess y Costa, 1974; Bumstock, 
1969). Es de destacar, coincidiendo con Ali y Mclelland (1978) que las glándulas de las porción distal están más 
inervadas que las de la porción proximal. 

Es interesante la observación de que, mientras hemos encontrado células positivas para el VIP en el plexo 
mientérico de las di stintas partes del digestivo (Aísa, 1987 a y b), faltan en el intestino delgado. Sin embargo, sí las 
encontramos en el plexo subm ucoso, observación que se repite en el buche (Aísa, 1987 a 1988). Coinciden estos datos 
del intestino de las aves con los relativos a mamíferos en los que cuerpos celulares tipo VIP se han descrito 
exclusivamente en el plexo submucoso (Jessen y Col. 1980; Schultzberg y Col. 1980). 

La distribución de las células ganglionares y las fibras positivas para la SP coinciden con las descripciones de 
Brodin y Col. (1981) y de Saffrey y Col. (1982). 

El desarrollo postnatal tanto de la inervación colinérgica como de la noradreñérgica es irregul¡u- ~ varía de unas 
capas a otras. Bennet y Malmfors (1970) describen no encontrar diferencias • claras en animales de edades 
comprendidas entre 1 día y 6 meses. Como queda reílejado en nuestros resultados, es también en el intestino donde 
hemos apreciado menos variaciones en la evolución postnatal de la inervación noradrenérgica. 

El patrón de inervación VIP-érgicoaparcce según Saffrey y Col. (1982) a los 11 días de incubación, y se alcanza 
el patrón adulto en la primera semana después de la eclosión. Según Fontaine-Perus (1984) la inervación ti po VIP 
surge en el embrión de pollo en el día 1 O del desarrollo, observándose células positivas justo antes de la eclosión. 
Nuestros res ultados son coincidentes, puesto que el recién nacido muestra un patrón constituido por fibras y células. 
Hemos comprobado asimismo que el patrón típico que muestra el adulto se alcanza ya una semana después de la 
eclosión. 

En comparación con otra~ porciones del diges tivo, el desarrollo de la inervación tipo SP parece ser más rápido, 
ya que aparece completa en la primera semana del desarrollo, mientras que en esófago y buche se prolonga hasta la 
cuana semana (Aísa y Col. 1988) y en proventrículo y molleja se ex tiende hasta las 20 semanas (Brodin y Col. 1981 ). 
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Edad o J 

GANGLIOS 
Ml ENTERICOS 3, 15 ± 0,167 4,85 ± O, 182 

GANGLIOS 
SUBMUCOSOS 1,5 ± 0,154 1,7 ± 0,147 

Correspondencia: Dra. Julia Aísa 
Dept. de Ciencias Morfológicas. Facultad de Med icina. 
Domingo Mira! s/n. 
50009 Zaragoza. España 

TABLAI 

4 20 >24 

6,6 ± 0,234 7,95 ± 0,303 8 ± 0,341 

3,3 ± 0,333 3,9 ± 0,161 4 ± 0,229 

INTESTINO DELGADO. Número de neuronas por sccción <le ganglio (Medi a desviación típica. Edad en semanas). 

TABLA II 

Edad o I 4 20 >24 

GANGLIOS 
MlENTERlCOS 3 ± 0,29 5,1 ± 0,27 1 6,85 ± 0,319 7,9 ± 0,270 8,1 ± 0,25 

GANGLIOS 
SUB MUCOSOS 1,75 ± 0,119 3,30 ± 0,176 4 ,67 ± 0,251 5,25 ± 0,289 5,35 ± 0,302 

INTESTINO GRUESO. Número de neuronas por sección de ganglio (Media desviación típica. Edad en seo;manas). 
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FIG lJ RA I A. Intes tino lklgado . 1 día. H.E. Ganglio micntéri co (G) cn tr..: las muscular..:s long1tudinal y circular, con neuronas 
(N). 25x. B. Intestino de lgado. 1 día . H.E. Ci angl io suhmucoso (G) con neuronas (N). 25x. 

FIG LRA 2 A. In tes tino delgado. 20 semanas. A Ch E. Conex iones (Í) en"tre e l plexo m icntérico (PM ), el suhmucoso (PS)) la 
mucosa (M). 1 0x. B. lntL:stino grueso. 20 semanas. A Ch E. Pkxo suhmucoso (PS ). Muscular longitudi11al ( t\ 11. J. · 
Muscular circular (MC). Troncos nerv iosos (Í) co li11érg icos inn vandu la hase de hLs glándulas. 1 0x. 
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Intestino grueso. 20 semanas. AChE. Ganglios (G): A. Entre la serosa y la muscular longitudinal. 25x. B. En 
el seno de la muscular longitudinal. 25x. C Entre la longitudinal (ML) y la circular. 25x. D. Fibras (f) en el seno 
de las musculares longitudinal (ML) y circular (MC) . Troncos nerviosos (T) entre ambas capas mus cularcs. 
1 0x . E. Troncos (T) intrafasciculares en la muscular circular. 40x. F. Ganglio (G) y troncos nerviosos en la 
submucosa. 25x. 
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FIGURAS 
FIGURA6 
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Intestino delgado. 4 semanas . FIF. Fibras (f) rodeando a un vaso (V) y a un gan¡;lio (G) entre las musculares 
longit. (ML) y circular (MC) . 25x. B Intestino grueso. 4 semanas. FIF. Fibras (T) en la muscularis moucosae 
y en la base de las glándulas . 1 Ox . 
Intestino delgado. 1 semana. IF. Haces de fibras (Í) VIPérgicas del plexo mientérico. 25x. 
Inervación tipo SP. 1 semana. IF. A Fibras del plexo mientérico del intestino delgado (Í) . 25x . B Intestino 
grueso. Glanglio (G) mientérico con neuronas (N) positivas . 25x. 
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CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES DE LA INERVACION DEL INTESTINO 
DE GALLUS gallus 

ULTRASTRUCTURAL CHARACTERISTICS OF THE INTESTINE INNERVATION OF GA
LLUS gallus 

RESUMEN 

J. AISA, P. PARRA y M.J. AZANZA 

Departamento de Ciencias Morfológicas. Facultad de Medicina. 
Universidad de Zaragoza 

El sistema nervioso entérico del intestino de las aves está muy desarrollado. Algunas fibras mielínicas acompañan a los 
troncos de axones amielínicos y se distribuyen hasta la mucosa. El número de células gliales es aproximadamente el doble que 
el de neuronas en el plexomientéri -;o. En el plexo submucoso, no es tan alto el número de células gliales, pero sigue siendo superior 
al de neuronas. En la capa muscular circular aparecen neuronas aisladas acompañando a troncos nerviosos inter e intrafascicu
lares. Los contactos sinápticos directos en los somas neuronales son frecuentes, pero no hemos observado especializaciones 
sinápticas. Las varicosidades más prominentes se observaron en los axones periféricos de los troncos nerviosos y contienen 
vesículas colinérgicas, peptidérgicas o, bien, mixtas de ambos tipos. 

PALABRAS CLAVE: Ultraestructura del intestino de las aves, inervación del intestino de Cailus gailus, vesículas colinér
gicas y peptidérgicas, inervación autónoma. 

SUMMARY 

The enteric nervous system of birds intestine is very well developed. Myelin fibers are seen in the nervous truncks 
distributing up to the mucous !ayer. Glial cells duplicate the number of neurons in the myenteric plexuses. In the submucous 
plexuses their number decreases but it is alwys higher than the neurons one. Isolated neurons are widely spreaded in the circular 
muscle coat accompanying the nervous truncks which can be inter and intrafascicularly located. The most prominent varicosities 
observed either along the peripheric nervous truncks axons or directly laying on the soma membranes are those containing 
peptidergic vesicules or mixed with cholinergic and peptidergic vesicules. We have observed synaptic specializations . 

KEY WORDS: Birds gut innervation ultrastructure, Callus gal/us gut innervation, Cholinergic and peptidergic vesicles, 
Autonomic innervation. 

lntroducciól"'I 

En trabajos anteriores hemos descrito la inervación del digestivo anterior de aves: esófago, buche, proventrí
culo, y molleja (Aísa 1986, Aísa et al. 1987 a); el desarrollo postnatal del sistema nervioso entérico del proventrículo 
y molleja (Aísa Na!. 1987 b); el desarrollo postnatal de la inervación del esófago y buche (Aísa y col. 1988) además 
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del desarrollo postnatal de la inervación del intestino (Aísa y col. 1989 a) y las características ultraestructurales de 
la inervación del digestivo anterior (Aisa y col. 1989 b). Hasta el presente se han realizado muy pocos estudios 
ultraestructurales sobre el sistema nervioso entérico de las aves . En relación con el intestino son de destacar las 
descripciones de las varicosidades catecolaminérgicas del intestino delgado (Young, 1983) y del recto (Young, 1989) 
llevadas a cabo con técnicas específicas de fijación cromafín y con permanganato potásico. Estas fueron las razones 
que nos impulsaron a llevar a cabo el estudio, a nivel ultraestructural, de la inervación del intestino siguiendo en la 
línea de nuestros trabajos anteriores realizados a nivel de microscopía óptica, a fin de contrastar los resultados 
obtenidos a uno y otro nivel. 

Material y Metodos 

Se sacrificaron 20 animales adultos y se tomaron muestras de aproximadamente 1 mm cúbico a las que se aplicó 
el método convencional para microscopía electrónica: fijación en una mezcla de 25% de glutaraldehído en buffer de 
Milloning (pH 7,3) postfijación en 0s0, al 2%, tinción con acetato de uranilo al 70%, deshidratación y finalmente 
inclusión en araldita. Las secciones ultrafinas se montaron sobre rejillas de cobre y se tiñeron con citrato de plomo. 
La observación se realizó en un M.E., Phillips modelo 301, en el que se impresionaron las placas fotográficas . 

Resultados 

Los componentes nerviosos, neuronas, células gliales y troncos nerviosos tienen una rica representación en las 
paredes del intestino de las aves. 

La muscular longitudinal está atravesada por gruesos troncos nerviosos, que sin duda provienen en su mayoría 
del nervio ganglionado de Remak. Este nervio característico de las aves es mixto, es decir, contiene ramas simpáticas 
y parasimpáticas y corre por el mesenterio, inmediatamente encima del duodeno, yeyuno e íleon y algo más separado 
del recto. 

Los fascículos nerviosos están acompañados por células de Schwann y aparecen rodeados por fibras de 
colágena. Predominan en ellos los axones amielínicos; no obstante, en la periferia de los troncos nerviosos se observan 
fibras mielínicas pregangliónicas, en escaso número, que pueden observarse llegando hasta la mucosa. Los plexos 
mientéricos presentan una localización típica entre las dos capas musculares externas y en ellos el número de células 
glialcs duplica al de neuronas; en los plexos submucosos, si bien el número de células gliales disminuye, sigue siendo 
superior al de neuronas. 

A nivel de lamuscularcircular los troncos de fibras se disponen en el tejido conectivo entre los haces musculares 
y pueden ser intrafasciculares (Fig. l y 2) o interfasciculares. Con mucha frecuencia presentan neuronas asociadas. 

A medida que los troncos nerviosos atraviesan la pared del intestino van dando ramificaciones que inervan las 
estructuras histológicas a su paso. Por esta razón, a nivel de la submucosa los troncos nerviosos presentan calibre 
medio. En la mucosa no hemos encontrado contactos directos con las glándulas; no obstante, se localizan finos haces 
de fibras nerviosas en sus proximidades (Fig. 3). 

Los axones situados en la periferia de los troncos nerviosos muestran varicosidades con diferentes tipos de 
vesículas, predominando las de tipo peptidérgico (Figs. 2, 3 y 4), las colinérgicas y las mixtas con vesículas de tipo 
colinérgico y peptidérgico (Fig. 2 y 5). Puesto que no hemos utilizado métodos específicos para la determinación de 
catecolaminas a nivel ultrastructural, los perfiles con vesículas noradrenérgicas son muy escasos y de dudosa 
confirmación. 

Las neuronas muestran grandes núcleos de formas diversas: redondeadas (Fig. 1 ), irregulares (Figs. 2 y 4) y todas 
ellas con cromatina marginal muy patente. Con mucha frecuencia aparecen rodeados de fibras de colágena o 
varicosidades en íntimo contacto con la membrana neuronal (Fig. 4). 
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Se observa que las fibras musculares lisas próximas a la estructuras nerviosas muestran numerosas cavéolas 
siempre cerca de los elementos nerviosos (Fig. 2). En el intestino delgado las neuronas son más pequeñas que en el 
recto, donde se presentan variaciones más amplias en el tamaño de los somas neuronales. 

Discusión 

Las imágines de microscopía electrónica que hemos obtenido confirman nuestros resultados a nivel óptico. 
(Aísa et al. 1989 a). 

Es de destacar la presencia de neuronas aisladas en la muscular circular. Estas neuronas parecen ser una 
prolongación del plexo mientérico y una estación de relais mediadora de la transrilisrón bioléctric~ entre los plexos 
de Auerbach y de Meissner. De hecho, en el desarrollo embrionario del hombre se han encontrado neuronas que 
migran desde el plexo mientérico hacia el submucoso (Okamoto y Veda, 1967). 

La clasificación de los tipos de neuronas en los plexos entéricos de mamíferos sigue siendo materia 
controvertida. Se han realizado diversos intentos de clasificación (Gabella, 1971 a; Cook y Burnstock, 1976; 
Yamamoto, 1977). Debido a su situación las neuronas entéricas son afectadas considerablemente por la actividad 
mecánica de la pared muscular (Gabella, 1982). Se ha sugerido, por otra parte, que las diferencias en tamaño y forma 
pudieran reflejar diferencias funcionales. 

Las células gliales intramurales llamadas "células gliales entéricas" por Gabella (1971 b, 1981) son más 
pequeñas que las neuronas, algunas se disponen rodeando las neuronas aunque de forma incompleta. Debido a la 
intensa actividad mecánica a la que están expuestos los ganglios entéricos, se considera que las células gliales tienen 
una importante función de soporte mecánico de los mismos (Gabella, 1981 ). 

Los vasos sanguíneos no penetran en el interior de los ganglios entéricos (Gershon y Bursztajn, 1978). Aparte 
de no haber utilizado métodos específicos, ésta podría ser otra qtzón por la que encontramos muy pocas vesículas 
noradrenérgicas. En su trabajo sobre la determinación de vesículas catecolaminérgicas Young ( 1989) distingue, por 
ejemplo, entre dos localizaciones: el plexo perivascular y las regiones no vasculares. Concluye que la localización a 
nivel ultrastructural de perfiles catecolaminérgicos en el recto del pollo depende del fijador utilizado (fijación con 
permanganato potásico o fijación cromafín). En los trabajos de microscopía óptica realizados (Aísa el al. 1989 a) 
hemos observado que la inervación noradrenérgica se extiende fundamentalmente alrededor de los vasos sanguíneos, 

· es más escasa alrededor de los ganglios entéricos y las fibras noradrenérgicas se distribuyen formando un fino plexo 
en la mucosa, en la base de las glándulas. Hemos observado además que el patrón de distribución de los plexos 
noradrenérgicos no es tan continuo como el de los plexos colinérgicos e incluso los peptidérgicos. 

Las varicosidades más abundantes son las clasificadas como tipo AGV con vesículas pequeñas agranulares, 
descritas como de tipo colinérgico, y las de tipo LDV grandes y opacas descritas como de tipo peptidérgico (Komuro, 
Baluk y Bumstock, 1982). 

Nuestros resultados de microscopía óptica muestran que la inervación colinérgica y peptidérgica es abundante 
en el intestino (Aísa et al. 1889 a) . En correspondencia, las varicosidades más abundantes encontradas son las de tipo 
peptidérgico y mixtas de tipo peptidérgico y c_olinérgico. 

Nuestras observaciones sobre la inervación adrenérgica a nivel de microscopía óptica coinciden con las 
descripciones de Young ( 1983) utilizando la fijación cromafín específica para los terminales típicos catecolaminér
gicos (CA) definidos como SGV (pequeñas vesículas granulares de 30-60 nm de diámetro). En el recto del pollo 
Young describe que se localizan muy pocos axones con perfiles SG V en los plexos no vasculares. En un estudio más 
reciente, Young ( 1989) utilizando dos métodos de fijación específicos para los termina les CA encuentra que el número 
de perfiles SGV y LGV (vesículas grandes granulares) reveladas a microscopía electrónica depende del fijador 
empleado. TraÚijación con permanganato potásico, los axones-CA contienen vesículas principalmente del tipo SGV, 
tanto en los plexos vasculares como en los no vasculares. En contraste, después de fijación cromafín los axones-CA 
de los plexos no vasculares contienen pocas vesículas SGV en el recto y en el intestino delgado son escasos tanto en 
los plexos no vasculares como en los vasculares. Demuestra que cada sistema de fijación destruye selectivamente las 
vesículas pequeñas o grandes y sugiere que podrían reflejar dos subpoblaciones conteniendo noradrenalina o 
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adrenalina. No obstante, faltan estudios bioquímicos que pudieran confirmar la existencia de axones capaces de 
sintetizar adrenalina en el intestino de las aves. 
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Intestino grueso. Tronco n ervioso (TN) intrafascicular en el seno de la capa muscular circular.Neurona (N) 
con núcleo redondeado y célula de Schwan (Sch). 3.800x. 
Intestino delgado. Tronco nervioso (TN) intrafascilular en la musculatura circular. Vesículas predominante
mente peptidérgicas (p) y mixtas [colinérgicas (ch) y peptidérgicas (p)] . Neurona (N) con núcleo de forma 
irregular. Se observan las caveolas en la superficie de las fibras musculares próximas a los troncos nerviosos . 
9.lOOx, 18 .200x. 
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FIGURA3 
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Mucosa del recto. Troncos nerviosos (fN) de calibre medio localizados en la base de las glándulas . Predominan 
las varicosidades peptidérgicas (p) y mixtas (colinérgicas (ch) y peptidérgicas (p). l .900x, 18.200x. 
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Recto. Neurona (N) de núcleo oval de contorno irregular entre los fascículos de la capa muscular circular. Está 
rodeada de fibras de colágena y de varicosidades cerca del soma neuronal que contienen vesículas, fundamen
talmente de tipo peptidérgico (p). 9.lOOx, 19.000x. 
Mucosa del intestino delgado. Tronco nervioso (TN) en la base de una glándula. V aricosidades con vesículas 
peptidérgicas (p), colinérgicas (ch) y mixtas (colinérgicas (ch) y peptidérgicas (p). l.900x, 15 .000x . 
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EL EPENDIMO DE LA REGION TUBEROINFUNDIBULAR DEL TERCER VENTRICULO Y 
SUS RELACIONES CON LOS MECANISMOS NEUROENDOCRINOS (*) 

THE EPENDYMUS OF THE TUBEROINFUNDIBULAR REGION OF THE THIRD VENTRI
CLE AND ITS RELA TIONSHIPS WITH NEUROENDOCRINE MECHANISMS 
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La presencia de botones nerviosos terminales y de otras es tructuras que contienen péptidos en el interior del tercer ventrículo 
sugiere la posibilidad de que estas sustancias sean segregadas al líquido cefalorraquídeo (LCF) y transportadas a diversos lugares 
de actuación. Esta es la hipótesis de la vía ventricular de secreción y transporte de neurohormonas. Uno de estos lugares de 
acruación es la región tuberoinfundibular del hipotálamo, en la que se encuentra el núcleo arcuato. A través del epéndimo de esta 
región, las sustancias transportadas por el LCR pueden intervenir en mecanismos neuroendocrinos hipofisarios. Algunas células 
ependimarias alargadas de la región tuberoinfundibular, llamadas tanicitos, se extienden entre la superficie ventricular y el espacio 
de los capilares de la eminencia media, relacionando así el LCR con la adenohipófisis . Esta relación también puede ser mediada 
por el núcleo arcualo. La ausencia de una capa subependimaria glial en la pared lateral del receso infundibular del tercer ventrículo 
explica la posibilidad de una influencia directa del LCR sobre la parte medial del núcleo arcuato . Pero la relación del LCR con 
el núcleo se lleva a cabo no solamente sobre su parte medial, sino también sobre su parte inferior por medio de una hendidura que 
prolonga hacia afuera el ángulo lateral del receso infundibular. Esta hendidura, repleta de microvellosidades y con algún cilio, 
abraza por abajo al núcleo arcuato y es tan estrecha que solamente es perceptible con el microscopio electrónico. 

PALABRAS CLAVE: Hipotálamo mediobasal. Receso infundibular. Tercer ventrículo. Epéndimo. Tanicitos . Núcleo arcuato. 

SUMMARY 

Toe presence of axon terminals and other peptide -and neurohormone- containing structures within the third ventricle 
suggests the possibility that such substances might be secreted into the cerebrospinal fluid (CSF) and from there transponed to 
different targets. This is the hipothesis of the ventricular route of secretion and hormone transport. One of these targets is the 
hypothalamic tuberoinfundibular region, in which the arcuate nucleus is located. Through the ependymus of this region, 
substances transported by the CSF may participate in hypophyseal neuroendocrine mechanisms. Sorne elongated ependymary 
cells of the ruberoinfundibular region, called tanycytes , course between the ventricular surface and the peri vascular space of the 
capillaries of the median eminence, thus relating the CSF with the adenohypophysis. This relationship may also be mediated by 
the arcuate nucleus. Toe absence of a subependymary glial !ayer in the lateral • . .ali of the infundibularrecess of the third ventricle 
would account for the possibility of a direct effect of CSF on the medial part of the arcuate nucleus. However, the topographic 

(*) Trabajo presentado en el simposio-homenaje al Prof. Vicente Pozuelo Escudero, celebrado en el Colegio de Medicas de Madrid el 21 de 
octubre de 1988. 
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relationship between the CSF and the nucleus is not only on the medial part of the nucleus but also on its lower part through a 
cleft that extends the lateral angle of the infundibular recess outwards. This cleft, filled with microvilli and a few cilliae, 
encompasses the arcuate nucleus from below and is so narrow that it can only be visualized with the electron microscope. 

KEY WORDS: Mediobasal hypothalamus. lnfundibularrecess. Third ventricle. Ependymus. Tanycytes. Arcuate nucleus. 

El epéndimo de la región tuberoinfundibular del tercer ventriculo y sus relaciones con los mecanismos 
neuroendocrinos 

En la región tuberoinfundibular, que forma parte del hipotálamo mediobasal, se encuentra el núcleo arcuato, 
cuya pared medial está próxima al epéndimo. Este epéndimo, al igual que el de otras regiones ventriculares, está 
constituido por una capa de células ependimarias cuboides, que son los ependinwcitos comunes. 

No obstante, el epéndimo de esta región es estructuralmente diferente al de otras regiones ventriculares (Brawer, 
1972). Sus características estructurales diferenciales más notables son las siguientes: 

l. La práctica ausencia de cilios. _ 
2. La presencia de tanicitos, que son células ependimarias especiales, alargadas, de ias que nos ocuparemos 

más adelante. 
3. La existencia de yemas citoplasmáticas, de diámetro variable y de escaso contenido, que se proyectan 

hacia la luz ventricular desde el polo apical de los ependimocitos. Estas yemas o bulbos citoplasmáticos 
son elementos transitorios, es decir, que aparecen y desaparecen en relación con diferentes situaciones 
fisiológicas, tales como el desarrollo y el ciclo estral (véase Knowles, 1982) 

4. La presencia de elementos supraependimarios (fibras y botones nerviosos, así como las llamadas células 
supraependimarias) . (Véanse Amat y col. 1981, Pastor y col. 1982a). 

5. La falta de unacapasubependimaria glial, lo cual permite un contacto más directo del núcleo arcuato con 
el líquido cefalorraquídeo (LCR). 

Todas estas circunstancias han determinado que, desde hace ya tiempo, muchos investigadores consideren que 
el epéndinw de la región tuberoinfundibular funciona como una glándula endocrina inervada y que pueda liberar 
diversos factores reguladores (Brawer, 1972). Las aportaciones más recientes confirman en parte este concepto 
(Kozlowzki y Coates, 1985; Krisch, 1986; Leonhardt y col. 1987). 

Así pues, el epéndimo no solamente forma una barrera entre el LCR interno o ventricular y el tejido nervioso 
subyacente, sino que también tiene funciones de absorción, de secreción, de intervención en los mecanismos 
neuroendocrinos, etc. Es más, la relación del epéndimo con el LCR lo convierte en mediador entre este líquido y las 
neuronas del núcleo arcuato, la eminencia media y los capilares sanguíneos del sistema porta hipofisario. 

La importancia del papel del epéndimo en los mecanismos neuroendocrinos se acrecienta si se admite la 
hipótesis de la vía ventricular de secreción y de transporte de neurohormonas y otros neuropéptidos, que son 
liberados hacia el LCR y transportados por éste hasta zonas más o menos alejadas, tales como la región tuberoinfun
dibular. 

Admitida esta hipótesis (y son innumerables las publicaciones sobre neuropéptidos y otras sustancias, detec
tados en el LCR, que la confirman), la región tuberoinfundibular sería una importante encrucijada de información 
ppr dos vías, la nerviosa y la ventricular, con lo cual el epéndimo, especialmente sus tanicitos, serían elementos im
prescindibles para los mecanismos neuroendocrinos. 

Nuestro grupo ha estudiado el epéndimo de esta región con el microscopio electrónico de transmisión y de 
barrido en varias especies de animales. En este trabajo, exponemos algunos aspectos ultraestructurales del epéndimo 
de la región tuberoinfundibular y su relación con el sistema hipotálamo-lóbulo posterior de la hipófisis y con la vía 
neurosecretora U -/ RH preóptico-infundibular. 
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Relación del epéndimo de la región tuberoinfundibular con el sistema hipotálamo-lóbulo posterior de la 
hipófisis 

La presencia de neurohormonas efectoras, tales como la oxitocina (OX) y la vasopresina (VP), y de otros 
péptidos cerebrales en el LCR es conocida desde hace tiempo. 

Los primeros en denunciar en el LCR la existencia de un principio activo del lóbulo posterior de la hipófisis que 
aumentaba la presión sanguínea cuando se inyectaba a un animal, fueron Cushing y Goetsch en el año 1910, si bien 
este hallazgo fue rebatido por varios investigadores (véase Kozlwski, 1982). 

También Marañón estaba convencido de la posibilidad de que en el LCR hubiese principios activos, conven
cimiento que expresó en una comunicación del año 1916 a la Real Academia Nacional de Medicina cc:m estas palabras: 
"Es, pues, seguro que la secreción interna de la porción intermedia de la hipófisis no se vierte en la sangre como las 
demás secreciones, sino que se desliza a través del tallo pituitario, y se vierte 'en.el LCR" (Marañón, 1916). 

En lo refente a la OX y la VP, hace años que se ha demostrado que están presentes en el LCR (Heller, 1968; 
Vorherr y col. 1968). Incluso se sabe que en la rata la VP presente en el LCR tiene un marcado ritmo circadiano, que 
es regulado preferentemente por el núcleo supraquiasmático (Jolkkonen y col. 1988). 

Estos hallazgos vienen a demostrar la íntima asociación estructural y funcional del sistema neurosecretor 
hipotálamo-lóbulo posterior de la hipófisis (formado por los núcleos supraóptico y paraventriculardel hipotálamo, 
ambos magnocelulares, que sintetizan la OX y la VP así como sus proteínas transportadoras, las neurofisinas) con 
el sistema ventricular cerebroespinal, incluidos los plexos coroideos (para referencias, véase Kozlowski, 1982). En 
efecto, en el interior del ventrículo se han visto estructuras, que son inmunorreactivas a las neurofisinas, de aspecto 
parecido a los cuerpos de Herring (HB ). 

Con el microscopio electrónico de transmisión (MET) nuestro grupo ha detectado la presencia de estructuras 
semejantes a los HB (Fig. 1) en el receso infundibular (R/NF) del tercer ventrículo (III), y en algunos casos hemos 
visto ahí /1B-terminales (Fig. 2) (Pastor y col. 1982b; Amat y col. 1985). 

Desde el punto de vista estructural, los !JE-terminales se diferencian de los HB convencionales porque en 
aquéllos hay un acúmulo de vesículas semejantes a las sinápticas, y desde el punto de vista funcional porque son los 
que liberan su producto a los capilares sanguíneos del lóbulo posterior de la hipófisis. Por lo tanto, se puede sugerir 
que los/ !E-terminales del RINF deben segregar sus hormonas OX y VP y sus neurofisinas hacia el interior del III. 

Relación del epéndimo de la región tuberoinfundibular con la vía neurosecretora LHRH preóptico-infundi
bular 

Otro sistema que está en íntima relación con el epéndimo del III es el constituido por los haces de la vía 
neurosecretora LIIR/1 preóptico-infundibular, descrita por vez primera por Barry y col. (1973), cuyos axones 
terminan preferentemente en la eminencia media ( EM), aunque lo hacen también en el órgano vascular de la lámina 
1crminal y en el órgano subfornical (Bennet-Clarke y Joseph, 1982). Al unos de los axones que terminan el la EM, 
concretamente los que forman el haz medial de esa vía neurosecretora (Bennet-Clarke y Joseph, 1982), atraviesan 
el estrato peri ventricular del III y caminan en los canalículos de los ependimocitos. 

La presencia de fibras nerviosas amiclínicas de pequeño calibre, detectadas por el microscopio electrónico de 
transmisión, muy próximas a la luz ventricular, llamó la atención sobre su posible significado (Brawer, 1972). Más 
tarde, con técnicas inmunocitoquímicas se comprobó la existencia de material-L/-/Rlf en muchas de estas fibras, y 
se formuló la hipótesis de la vía venlricular de secreción de UIRH. 

Esta hipótesis presupone la existencia de terminaciones nerviosas intraventriculares en el interior del ventrículo. 
En efecto, las hay (como ejemplo, los ya citados HB-lerminales), pero la inmunocitoquímica aplicada a cortes 
ultrafinos para microscopía electrónica de transmisión no ha permitido hasta el momento detectar material-LHRH 
inmunorreactivo en el interior de terminaciones axónicas intraventriculares. 
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La no detección de botones nerviosos terminales-LHRH en el interior del III está en relación con la 
prácticamente ausencia de LHRH en el LCR, comprobada con métodos de radioinmunoensayo en varias especies 
animales. En un trabajo sobre 36 mujeres, sólo en siete de ellas se observó la existencia de LHRH en el LCR, pero 
en cifras inferiores a 0.95 pg/ml (para referencias bibliográficas, véase Kozlowski y Coates, 1985). 

En 1982, Kozlowski se planteaba esta cuestión: "Si la hipótesis de la vía ventricular de transporte de 
neuropéptidos fuese comprobada correctamente, ¿qué significado fisiológico podría ser atribuido a un sistema de 
transporte de acción lenta como es éste? Este sistema -se contestaba él mismo-sería un medio de proporcionar una 
activación continua a los receptores de las células tróficas , manteniéndolas en un estado de preparación constante 
para una rápida respuesta a la actuación brusca de péptidos bioactivos liberados por las terminaciones nerviosas 
en los vasos de la EM". 

Los tanicitos de la región tuberoinfundibular 

La hipótesis de la vía ventricular de secreción obliga a mencionar un especial tipo de células ependimarias, 
caracterizado por su morfología, que fue descrito por Horstmann (1954) con el nombre de tanicitos. A diferencia de 
la mayor parte de los ependimocitos convencionales, los tanicitos carecen prácticamente de cilios, y tienen una 
característica forma alargada, con un soma, que forma parte de la capa ependimaria y, por lo tanto, está en contacto 
con el LCR, y con una prolongación basal que penetra en el neuropilo y suele ramificarse; los extremos de estas 
ramificaciones, o sea, los pies tanicitarios, terminan en el espacio que rodea a capilares de endotelio fenestrado. Los 
tanicitos se encuentran en los órganos circunventricu/ares, que son los lugares en donde falta la barrera hematoen
cefálica. Por lo tanto, existen en la EM, puesto que es un órgano circunventricular. 

Los tanicitos de la región tuberoinfundibular, cuyas prolongaciones basales pueden llegar a la EM, son una 
especie de puente entre el LCR y la sangre de los capilares porta hipofisarios. Esta especial disposición de los tanicitos 
permüió casi desde su descubrimiento atribuirles la función de transportar intracelularmente sustancias desde la EM 
al LCR o en sentido contrario. También se les ha asignado una función secretora, pudiendo estar implicados en el 
control hipotalámico de la adenohipófisis. Algunos autores han descrito diferencias sexuales de los tanicitos de esta 
región, y asimismo variaciones morfológicas y de su contenido de inclusiones durante las diferentes fases de la vida 
sexual (Brawer, 1972; Kozlowski , 1982; Kozlowski y Coates, 1985; Krisch , 1986; Leonhardt y col. 1987). 

Una hipótesis de interés, formulada por varios investigadores (véase Kozlowski y Coates, 1985), es la posible 
función de los tanicitos en la orientación y guía de las neuronas, especialmente de sus axones, durante su emigración; 
esta función tiene una gran semejanza con las interacciones neurogliales que tienen lugar en el desarrollo embrionario. 

En efecto, Rakic (1981) demostró laimportanciade las células g/iales radiales en la orientación , desplazamien
to y posición de las neuronas en el desarrollo de la corteza cerebral. Las células gliales radiales tienen un soma en la 
superficie ventricular, y una prolongación basal que recorre toda la pared nerviosa hasta llegar a la superficie 
periférica. Es curiosa la coincidencia morfológica de los tanicitos con estas células gliales, pues aquéllos al igual que 
éstas, tienen el soma en la luz ventricular y su prolongación basal, incurvada, recorre todo el neuropilo. 

La forma alargada de los tanicitos, especialmente los de la región tuberoinfundibular, es característica de los 
epéndimos murales embrionarios; son células poco diferenciadas (menos que los ependimocitos comunes, que 
poseen muchos cilios), que no maduran hasta el 22º día de la vida postnatal ( véase Leonhardt y col., 1987), pudiéndose 
observar mitosis de los mismos después del nacimiento. 

Los tanicitos de la región tuberoinfundibular están muy relacionados con las fibras nerviosas-LH RH, a las que 
guían y orientan, desde los canalículos de los ependimocitos por donde caminan, hasta los esp~cios perivasculares 
de los vasos porta hipofisarios, en donde terminan y liberan la LHRH. 

La relación funcional entre los tanicitos de la región tuberoinfundibular y las fibras nerviosas-LHRH es mucho 
más sofisticada. A propósito de los contactos sinaptoides en las prolongaciones basales tanicitarias que se han 
descrito, concretam6nte contactos de las fibras nerviosas-LH RH, éstas ejercerían sobre aquéllos influencias que, en 
definitiva, tendrían que ver con la liberación de la neurohormona. Teóricamente, los impulsos que desde los contactos 
sinaptoides pasan a las prolongaciones basales de los tanicitos, determinan el cambio de la forma y del volumen de 
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los mismos, lo que es de gran importancia a nivel de los espacios perivasculares de los capilares sanguíneos del 
sistema porta hipofisario. En dichos espacios los botones nerviosos terminales-LHRH están más o menos alejados 
de la lámina basal parenquimatosa y separados del espacio peri vascular por los pies de los tanicitos que forman una 
barrera glial, la cual, según esta hipótesis , es funcional, es decir, que se abre o se cierra según las necesidades de 
LHRH. Por lo tanto, la barrera está controlada por las propias.fibras nerviosas-LHRH. 

Kozlowski y Coates (1985) aseguran que la cantidad de barrera glial que se opone a los botones nerviosos 
terminales-LHRH, está en relación con el estadio reproductor del animal, y se han permitido predecir que dicha 
barrera debe variar drásticamente en la tarde del proestro o después de la castración, cuando existe un aumento de 
la liberación de LHRH. 

Las variaciones en la extensión de los pies tanicitarios en el espacio perivascular por mecanismos dopaminér
gicos y colinérgicos fueron demostradas por Lichtensteiger y col. ( 1978). En la motilidad de la barrera glial puede 
intervenir también la DARPP-32 ofosfoproteína regulada por dopamina y adenosina monofosfato, que está presente 
en neuronas y otras células que poseen receptores D 1 de dopamina, y que tamoiéfi se ha detectado en los tanicitos 
(véase Everitt y col., 1986). 

Por lo tanto , los ependimocitos que forman los canalículos por donde caminan las.fibras nerviosas-LHRH, y 
los tanicitos con todas esas funciones, están en relación con el ciclo sexual. 

El epéndimo no es, pues, exclusivamente una barrera inerte de separación del LCR y el tejido nervioso, sino 
que participa activamente en los mecanismos neuroendocrinos. 

Cisternas de la región tuberoinfundibular y la hendidura que prolonga lateralmente el receso infundibular 

Hay otras estructuras que aparentemente no tienen que ver con el epéndimo, pero que también ha sido 
relacionadas con las fibras nerviosas-LHRH. Es el caso de una serie de cisternas (algunas de gran diámetro que 
sobrepasan los 60 m), que se encuentran en la región tuberoinfundibular de la rata y cuya estructura, ordenación 
tridimensional y ontogenia han sido estudiadas por Bodoky y col. (1979). El conjunto de estas cisternas , según estos 
autores, se ordena de acuerdo a un patrón típico a lo largo de los márgenes de la EM, y se sitúan en paralelo a algunos 
haces de la vía neurosecretora LI IRH preóptico-infundibular. 

¿ Están estas cisternas relacionadas con el epéndimo? Nuestros hallazgos ultraestructurales demuestran que 
pueden estarlo. · 

En los cortes frontales del hipotálamo mediobasal de la rata (Fig. 3), que pasan por la región posterior del túber, 
la luz ventricular tiene una forma triangular. Con el microscopio óptico los ángulos laterales inferiores de esta sección 
frontal del III aparentan terminar en sus vértices. El microscopio electrónico de transmisión ha permitido distinguir 
que esos vértices se prolongan lateralmente formando hendiduras estrechas (Fig. 3 y 4), que pueden alcanzar e, 
incluso, sobrepasar los 100 µm de longitud. Son hendiduras que prolongan lateralmente el RINF. Estas hendiduras 
están repletas de microvellosidades (Fig. 5 y 7), que en algunos puntos prácticamente obturan la luz, y de estrechas 
prolongaciones citoplasmáticas; en ellas se ven también tallos ciliares. 

En las proximidades de la luz de la hendidura se observan gran número de complejos de unión intercelular (Fig. 
7), del tipo de las zonulae adhaerentes , que unen las células que forman la pared de dicha hendidura. Se trata de 
complejos de unión permeables, distintos estructural y funcionalmente de las zonulae occludentes. 

En el polo apical de las células limitantes de la hendidura, entre otros organitos destacan mitocondrias muy 
largas (algunas miden 4 µm), gotas de lípidos, escasos cuerpos basales ciliares y granos de glucógeno, lo que nos 
hace sospechar que algunas de estas células sean los astrocitos ricos en glucógeno, mencionados por Leonhardt y 
col. (1987). 

Esta hendidura puede llegar hasta las cisternas antes citadas, con lo que el LCR del compartimento ventricular 
llenaría esas cavidades, algunas de las cuales están situadas en pleno neuropilo. 

Fibras nerviosas amielínicas de pequeño calibre se encuentran muy próximas a la luz de la hendidura y a la de 
las cisternas; en algunos casos están separadas de la luz (y por lo tanto del LCR) por lengüetas citoplasmáticas, cuyo 
espesor no alcanza los 50 nm (Fig. 6). 
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Esta hendidura que prolonga el ángulo lateral del receso infundibular y que, en consecuencia, está llena de LCR, 
abraza por abajo al núcleo arcuato del hipotálamo, que es uno de los núcleos más versátiles y de los más implicados 
en las funciones neuroendocrinas, el cual puede jugar un papel clave en la integración del mundo emocional y de las 
funciones autónomas y homeostásicas, así como integrar la información sensorial con la endocrina (Chronwall, 
1985). Pues bien, este núcleo, según Krisch (1986), necesita del LCR para los impulsos nerviosos, y la hendidura 
prolongadora del receso infundibular le proporciona una posibilidad de mayor contacto con este medio. 

En resumen, la vía ventricular de secreción y de transporte de neurohormonas y de otras sustancias requiere 
la existencia de ependimocitos especiales, los tanicitos , que relacionan este líquido con la sangre de los vasos del 
plexo porta hipofisario. La hendidura descrita por nosotros es una prolongación de esta vía, por medio de la cual el 
LCR rellena el sistema de cisternas, ampliándose con ello los contactos del núcleo arcuato con el LCR. 
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FIGURA l. Estructura semejante a un cuerpo de Herring en la luz del receso infundibular del tercer ventrículo de rata. 
Aumentos: 16.000x. 

FIG URA 2. Es tructura semejante a un cuerpo de Herring~terrninal en la luz del receso infundibular del tercer ventrículo de 
rata. Aumentos: 45.500x. 
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FIGURA 3 Dibujo esquemático de un corte frontal del hipotálamo mediobasal de rata. La sección del tercer ventrículo (III) 
es triangular; en la pared lateral se encuentra el núcleo arcuato (ARC), y en el suelo la eminencia media (EM). 
Por debajo de ésta se ve la pars tuberalis de la adenohipófisis (PT AdH). El ángulo lateral del receso infundibular 
se prolonga lateralmente por medio de una hendidura muy estrecha, solam.ente visible con el microscopio 
electrónico de transmisión. 

FIGURA 4. Dibujo que representa la hendidura vista a mayor tamaño, mostrando su conexión con una cisterna de la región 
tuberoinfundibular. 
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FIGURA S. Extremo lateral de la hendidura de la figura anterior vista al microscopio electrónico. Aumentos: 22.000x. Las 
cabezas de flecha blancas señalan el trayecto de la hendidura, la cual estárepletademicrovellosidades. Obsérvese 
que la hendidura termina en una cisterna de la región tuberoinfundibular. 

FIGURA 6. Detalles de la pared de la cisterna, correspondientes a la zona señalada con una flecha negra en la figura anterior. 
Aumentos: 45.SOOx. Obsérvese la proximidad de fibras y botones nerviosos a la luz de la cisterna, estando 
separados de ella por su pared, constituida por delgadas lengüetas citoplasmáticas, cuyo espesor no llega a los 50 
nm. 

FIGURA 7. Tramo de la hendidura de la fig. 6, más próximo al receso infundibular. Aumentos : 45.000x. Se ven las 
microvellosidades y el tallo de un cilio (flecha), cortado transver'5almente, en el que se distingue el par central de 
microtúbulos, y 7 pares periféricos (1 + 7). 
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RELACION GLIO-VASCULAR EN LA FIMBRIA DEL HIPOCAMPO DEL TORO DE LIDIA 

GLIO-VASCULAR RELATIONSHIP IN FIMBRIA HIPPOCAMPI OF FIGHTING BULL 

J. ARROYO-GUUARRO, A. PRATS-GALINO, C. COSTA-LLOB-ET y D. RUAJ¡l.0-GIL 

RESUMEN 

Departamento de Anatomía Hwnana. Facultad de Medicina. 
Universidad de Barcelona 

En el presente trabajo estudiamos con ayuda del microscopio electrónico, las relaciones que las células gliales de la fimbria 
del Hipocampo del toro de lidia tienen con los elementos vasculares, poniendo de manifiesto la presencia de prolongaciones 
protoplasmáticas de los as trocitos fibrosos en contacto con la pared capilar, cuya membrana basal tiene una disposición compleja. 
En estas prolongaciones , se han detectado gránulos de glucógeno que expresan el grado de stress a que se somete al animal durante 
la lidia. Respecto a las prolongaciones de los oligodendrocitos, demostramos que no tienen relaciones íntimas con los vasos. 

PALABRAS CLAVE: Membrana basal. Capilar. Células gliales. Toro de lidia. Microscopía electrónica. 

SUMMARY 

In this study, we examine, with the aid of the electron microscope, the relationship that the glial cells of the fimbria 
hippocampi of the fighting bull have with the vascular elements, showing the presence of protoplasmic processes of the fibrous 
astrocytes in contact with the capillary wall, the basement membrane of which has a complex arrangement. In these processes, 
glycogen granules have been detected, which show the degree of stress undergone by the bull during the fight. 

With regard to the oligodendrocyte processes, we demostrate that they have no close relationship with the vessels. 

KEY WORDS: Basement membrane. Capillary. Glial cells . Fighting bull. Electron microscopy. 

Introducción 

Mediante el microscopio óptico se han estudiado las prolongaciones de los astrocitos que contactan con los 
capilares (N. AcMcarro, 1913; S.Ramón y Cajal, 1914). A pesar deque diferentes autores han investigado mediante 
microscopía electrónica estas relaciones inmediatas, así como las de los oligodendrocitos y microglía (M.G. Farqhar 
and J.F. Hartmann, 1956, 1957; E.A. Maynard et al. , 1957; E. de Robertis et al ., 1961), existen, no obstante, pocos 
estudios de esta índole. 

En el presente trabajo analizamos con el microscopio electrónico los aspectos morfológicos de las relaciones 
de los diferentes tipos de células gliales de la fimbria del hipocampo del toro de lidia con sus elementos vasculares. 
Si nuestra información es correcta, es la primera vez que se efectúa una investigación de este género en un animal 
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de este Lipo, si bien en un estudio anterior (J. Arroyo-Guijarro el al., 1987) describimos las peculiaridades de las 
células gliales de es ta región. 

Material y Metodos 

Utilizamos cuatro hipocampos del Loro de lidia disecados de la masa cerebral inmediatamente después de su 
muerte. De ellos, se Lomaron muestras de la fimbria que fueron fijadas en gluLaraldehído y procesadas con arreglo 
a la<; técnicas habituales para su subsiguiente examen en secciones transversales con microscopía electrónica. 

Asimismo, en los casos que consideramos interesantes realizamos en algunas preparaciones Linciones con la 
Tiosemi-carbacida-proteinaLo de plata, método de Thiery, para poner de manifiesto la presencia de glucógeno. 

Resultados 

El estudio de las preparaciones de la fimbria del hipocampo del toro de lidia nos ha permitido establecer las 
relaciones existentes entre las células de la glia y los capilares. 

En lo que hace referencia a los astrocitos fibrosos hemos apreciado abundantes prolongaciones de los mismos 
en contacto con la pared capilar. En la Fig. 1 mostramos las células endoLeliales de la pared capilar que están unidas 
íntimamente, por lo que forman una cubierta continua, y en su vecindad prolongaciones de astrocitos. 

En estas prolongaciones ciLoplasmáticas de los as trocitos fibrosos que rodean o discurren paralelamente al vaso, 
hemos detectado la presencia de gránulos electrodensos de glucógeno (Fig. 2). 

Particularmente interesante es la disposición de la membrana basal de los capilares de esta región. Dicha 
membrana, que presenta en todas las preparaciones una zona más densa y oscura en el centro delimitada por unas 
bandas más claras o láminas raras externa e interna respectivamente (E. Reale, 1984), muestra frecuentes 
desdoblamientos que determinan la formación de compartimentos (Fig. 3). En estos compartimentos, a cuyo nivel 
la membrana basal desdoblada está en contacto con los as trocitos fibrosos, observamos la presencia de vesículas de 
retículo endoplasmático lisas y rugosas o fibras de colágeno (Fig. 4). 

Respecto a los oligodendrocitos, observamos (Fig. 5) la presencia de prolongaciones simples de su cuerpo 
celular, paralelas al axón, que presentan uná gran riqueza de polirribosomas en forma de rosetas y microtúbulos. 
Consideramos interesante resallar que no hemos encontrado contactos íntimos entre estas prolongaciones y los vasos. 

Discusión 

El examen de la fimbria del hipocampo del toro de lidia con microscopio electrónico ha puesto de manifiesto, 
como señalaron Achúcarro (1913) y Ramón y Cajal (1914) en otros lugares de la sustancia blanca del sistema 
nervioso, la presencia constante de prolongaciones protoplasmáticas de los astrocitos fibrosos en contacto con la 
pared capilar, que con el microscopio de transmisión son de morfología muy simplificada, pues tienen una 
disposición paralela o bien rodean el trayecto del vaso. 

La existencia en las mismas de abundantes gránulos de glucógeno puestos de manifiesto con la Tiosemi
carbacida-proteinato de plata, interpretamos que refleja los diferentes grados de stress sufridos por el animal durante 
la lidia. Creighton (1972) ha descrito idénticos datos en ratones sometidos a factores externos no fisiológicos 
(cambios de temperatura, radiaciones, drogas). 
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Asimi smo, la membrana basal capilar integrada por las láminas rara externa e interna y la zona densa (según 
la terminología de Reale, 1984), se desdobla determinando compartimentos que contienen diferentes elementos 
citoplasmáticos, representados por vesículas de retículo endoplasmático li so o rugoso. Su significado es confuso. 
Farquary Hartmann (1956) y Maynard (1957) lo relacionan con la contractilidad capilar o con la presencia de células 
m icrogl iales. Interpretamos que pueden corresponder a células endoteliales o a prolongaciones protoplasm áti cas de 
astrocitos fibrosos y protoplasmáticos. 

Las prolongaciom:s de los oligodendrocitos se disponen paralelamente al trayecto de los axones. Luse (1956) 
señala se localizan en la vecindad de los vasos sanguíneos. Nuestros estudios demuestran que las mismas no tienen 
relaciones íntimas con los vasos, si bien Schaltenbrand y Bailay (1928) describen su existencia y Cammenmeyer 
(1960) señala que en la fimbria de los carnívoros, roedores y marsupiales los oligodendrocitos tienen frecuentemente 
una di sposición perivascular. 
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FIGURA l. 
FIGURA 2. 
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E: Endotelio capilar. BM: Membrana basal en contacto con astrncitos (AST) . x 51 OO. 
G: Gránulos clcctrodcnsos de glucógeno detectados según el método de Thiery . x 22000. 



FIGURA 3. 
FIGURA 4. 
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E: Endotelio capilar. BM: Membrana basal desdoblada en compartimentos (C). x 2800. 
E: Endotelio capilar. C: Compartimentos de la membrana basal que contiene vesículas de retículo endoplasmá
ticóy fibras colágenas. AST: Astrocito en contacto con la membrana basal. x 8500. 
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FIGURA 5. Prolongaciones de oligodendrocitos (OP) en curso paralelo a los axones (AX ). x 17000. 
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ESTUDIO MORFOMETRICO DE LAS CEU ILAS FOLICULARES DE LA GLANDULA 
TIROIDES DE RATAS TRATADAS CON METIMAZOL 

MORPHOMETRIC STUDY OF THE FOLLICULAR CELLS OF THE THYROID GLAND OF 
RA TS TREA TED WITH METHYMAZOL 

. . 1-
.' ' 

J. CARRETERO, F. SANCHEZ, J. L. TORRES, M. MONTERO, E. BLANCO, J.M. RIESCO 
yR. VAZQUEZ 

RESUMEN 

Departamento de Ciencias Morfológicas. Anatomía Hwnana. Facultad 
de Medicina. Universidad de Salamanca. 37007 Salamanca. España. 

Se analizan morfológica y morfométricamente los folículos tiroideos y las células foliculares que los delimitan, de ratas 
tratadas con Metimazol y se comparan con los de animales normales. El tratamiento con Metimazol provoca un awnento del 
diámetro folicular medio y del área celular, fundamentalmente a nivel de la porción media de la glándula, siendo menos llamativo 
en los polos de los lóbulos tiroideos. El awnento del área celular es tá causado por un aumento del área citoplásmica y, más 
llamativamente, por un awnento del área nuclear, apareciendo núcleos gigantes. Este ekcto es más claro en los machos que en 
las hembras. Aunque las diferencias son menos manifiestas, también puede observarse un aumento de la altura epiteli al. Todos 
estos hallazgos semejan signos de hiperplasia y modificaciones preadenomatosas de la glándula. 

PALABRAS CLAVE: Glándula Tiroides . Células foliculares. Mctimazol. Morfometría. 

SUMMARY 

A morphological and morphomctric analysis was made of the follicles and follicular cells of the thyroid gland delimiting 
them fron rats treated with Methymazol. The results were compared with those obtained with normal animals . Treatment with 
Methymazol induces an increase in the mean diamcter of the fo llicles and cell area, mainly al the leve! of the middle portian of 
the gland; such an in crease is less striking on the pales of the lo bes of the thyroid gland. The in crease in cell area is dueto an in crease 
in the cytoplasmic area and, more strikingly so, by an increase in the nuclear area, accompanied by the presence of giant nuclei. 
This effcct was more patent in males than in fem ales . Although the differences are less pronounced, an increase in epi thelial height 
was also observcd. Ali these findings suggest signs of hyperplas ia and prcadenomatose modifications in the gland. 

KEY WORDS: Thyroid gland. Follicular cells . Mcthymazol. Morphom etry. 

Introducción 

El fo lícu lo tiroideo de la rat.a está bien definido; sus paredes están constitu idas por células folicu lares y 

parafoliculares. Las primeras, son las más numerosas (Stux y col., 1961 ), poseen una polaridad clara con un núcleo 
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dispuesto basalmente y un polo apical dirigido hacia la luz folicular. Presentan una altura epitelial muy uniforme 
(Nadlcr y col., 1955) y su citoplasma muestra, en condiciones de normalidad , gotitas de coloide que se ponen de 
manifiesto con la reacción del PAS (Nadlcr, 1977). 

Estas células foliculares responden a los influjos hormonales, principalmente de la hormona TSH, produciendo 
hormonas tiroideas (Williams y col., 1971) y modificando su morfología (Wollman, 1969; Dumont, 1971; Dumont 
y col., 1971 ). El Metimazol afecta a la hormonogénesis tiroidea impidiendo la formación de yodo libre por inhibición 
de las pcroxidasas tiroideas (Morris y Hager, 1966; Taurog, 1976; Michot y col. , 1979). 

Aunque el efecto del Metimazol sobre las tasas séricas de hormonas tiroideas está bien establecido, son muy 
escasos los trabajos que analizan morfométricamente las células foliculares y el folículo tiroideo en ratas tratadas con 
Metimazol , durante un periodo de tiempo suficiente para producir su efecto anti tiroideo sin que se originen lesiones 
tumorales de la glándula. Ello nos indujo a realizar este estudio en el que comparamos los folículos tiroideos y las 
células foliculares de los animales normales con los de ratas tratadas con Metimazol, por vía oral. 

Material y Metodos 

Animales utilizados. Se han empleado 20 ratas Wistar, adultas, de ambos sexos, mantenidas en condiciones 
standard de animalario, divididas en dos grupos: Grupo 1. Animales mantenidos a temperatura controlada (20 2 C), 
humedadrelativadelairedel 50 5% y alimentadas con dieta equilibrada y agua adlibitum. (5 porsexo),considerados 
como normales. Grupo 2. Animales (5 por sexo) mantenidos de forma similar a los del grupo 1, pero que fueron 
tratados durante 21 días con Metimazol, según el proceder descrito por Stoll y col. (1978). A los 21 días de iniciado 
el tratamiento se procedió al sacrificio de los animales. 

Procesado de las muestras. Tras el sacrificio de los animales, se extrajo la glándula tiroides que fue fijada en 
Bouin-Hollande durante cinco días y, posteriormente, incluida en parafina y cortada a 5 m para su estudio 
histoquímico con la técnica del PAS. 

Morfometría. Para el estudio de la glándula tiroides, diferenciamos dos regiones, una media y otra apical y, 
dentro de cada una de ellas, dos zonas distintas: periférica y central. De cada una de las zonas así delimitadas se 
eligieron al azar 100 células folie u lares por grupo a estudiar, a lasque se les calculó el área celular (AC), el área nuclear 
(AN) y el área citoplásmica (ACit), empleando para ello un planímetro digital Apple, conectado mediante un sistema 
de video RCA a un microscopio Leitz Dialux EB-20. De forma similar se calculó la altura epitelial (AE) o diámetro 
máximo entre el polo luminal y el basal de las células foliculares. Además, se determinaron los diámetros máximo 
y mínimo de 100 folículos tiroideos de cada una de las zonas estudiadas , obteniéndose a partir de ellos el diámetro 
folicular medio (DFM) de cada zona. 

Resultados 

Los folículos tiroideos presentan modificaciones en su forma y DFM, dependiendo de su localización intraglan
dular así como del grupo de animales estudiado (Tabla 1). 

En los animales normales los folículos de mayor DFM se sitúan en las zonas periféricas de la glándula, 
existiendo diferencias entre las zonas central y periférica, mucho más acentuadas en los machos que en las hembras 
(Tabla 1). Las hembras presentan mayor irregularidad en sus folículos, por lo que los valores medios muestran 
diferencias menos acentuadas, existiendo folículos de gran diámetro (159.70 m),junto a otros muy pequeños (9.43 
m), estando el 88% de los folículos comprendidos entre 9 y 75 m. En ambos sexos, los DFM de mayor tamaño 

se encuentran en la zona periférica de la región apical de los lóbulos tiroideos. 
El tratamiento con Metimazol afecta de diferente manera a las hembras que a los machos. Las primeras 

presentan DFM muy similares en las cuatro zonas estudiadas, siendo en todos los casos superiores a los encontrados 
en las hembras normales; no obstante, los mayores aumentos se observan en las zonas centrales de las regiones 
estudiadas. Los machos siguen mostrando diferencias entre las zonas periféricas y las centrales; sin embargo, se 
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observa un aumento manifiesto en las zonas centrales con respecto a los animales normales y es llamativa la 
disminución encontrada en la zona periférica de la región apical. 

Los cambios descritos para los DFM se acompafian de cambios en las células foliculares. En los animales 
normales, machos y hembras, son células con un polo luminal globuloso, de citoplasma claro con gotasP AS positivas 
y núcleo generalmente de disposición basal (Fig. 1 ). Las hembras tratadas con Metimazol presentan una AE superior 
a la de las hembras normales, én todas las zonas estudiadas; en los animales machos los cambios son menos 
llamativos, no alcanzando en ninguno de los dos sexos variaciones significativas (Tabla 2). 

El AC de las células foliculares se ve incrementada tras el tratamiento con Metimazol en ambos sexos, si bien 
aquí las diferencias en las hembras son más claras que las observadas en los DFM (Tabla 3). Este aumento, aunque 
se realiza en parte por el aumento del AC1t, se debe principalmente a un aumento del AN que en los machos llega 
a alcanzar valores dos veces superiores a los observados en los machos normales (Tabla4 ). En ambos sexos aparecen 
núcleos gigantes (Fig. 2),junto a otros de menor tamafio, que en su mayoría siguen siendo superiores a los observados 
en los animales normales. También es llamativa la no aparición de gotas PAS po.sitjvas en el citoplasma celular, a 
diferencia de los animales normales. · · 

Discusión 

Está totalmente demostrado que la TSH produce un efecto directo sobre las células foliculares de la glándula 
tiroides, estimulando la secreción hormonal (ver Dummont y Lamy, 1980); efecto que se realiza específicamente a 
nivel de la transcripción del DNA al RNA (De Nayer y Caucheteux, 1978). 

Existen diversas descripciones sobre las modificaciones sufridas por las células foliculares en Situaciones 
experimentales de estímulo y de inhibición de la síntesis y liberación hormonal que afectan principalmente al número 
y tamafiode las células foliculares y dehs folículos (Vázquez y col., 1974; Amat y Carnicero-Pardal, 1967; Palomero, 
1970, 1972), así como a las organelas ·intracelulares. Se puede considerar el estado morfológico de las células 
foliculares como un reflejo de las tasas séricas de TSH (Halmi, 1966), aunque se ha discutido si el examen histológico 
de la glándula tiroides es o no suficiente para valorar el estado funcional de la misma (Tumer y Bagnara, 1976). A 
la vista de los resultados, pensamos que, si el estudio se acompaña de un análisis morfométrico, puede ser útil. 

Los cambios observados en las células foliculares de la glándula tiroides, coincidiendo con la opinión de otros 
autores (Nadler y col., 1970; Stoll y col., 1978), son explicables por una acción hiperplasiante de la TSH segregada 
en exceso como reacción a la carencia hormonal; sin embargo, hemos encontrado modificaciones ya a los 21 días, 
las cuales según Stoll y col. (1978) aparecen en periodos mucho más largos de tiempo. Es cierto, sin embargo, que 
las modificaciones de hiperplasia obtenidas por nosotros no pueden en ningún momento ser calificadas como 
adenomatosas, ni como quistes tiroideos. 

Como se deduce de los trabajos de Nemeroff y col. (1980) e !versen y Laurberg (1985), el hipotiroidismo 
primario provoca un aumento de TRH continuo, pero en bajas concentraciones, de manera que estimula la producción 
hipofisaria de TSH, sin desensibilizar a las células tirotropas ni alterar el tumover de receptores para TRH, lo que 
concuerda con las conclusiones obtenidas por De Vito y col. (1987), con los hallazgos morfométricos e inmunoci
toquímicos observados previamente en las células tirotropas adenohipofisarias tras el tratamiento con Metimazol 
(Carretero y col., 1989) y con los datos morfométricos expuestos en el presente trabajo a nivel de la glándula tiroides. 

Una explicación factible de la no aparición de gotas P AS positivas en el citoplasma celular tras la administración 
de Metimawl vendría dada por los hallazgos de Rocmans y col. ( 1978), que seí'lalan la inexistencia de gotas coloidales 
en las células foliculares tras su estimulación continua con TSH, por modificarse el mecanismo de producción 
hormonal de fagocitosis apical a micropinocitosis y es coincidente con hallazgos anteriores obtenidos en nuestro 
Departamento por Vázquez y col. (1974), aunque empleando otros antitiroideos. 

Los resultados parecen concluir que existen unos cambios morfológicos que afectan principalmente al núcleo 
de las células foliculares, previos a la aparición de lesiones adenomatosas ante el déficit de hormonas tiroideas en 
situaciones de normalidad hi¡.,otálamo-hipofisaria, lo cual podría ser típico en hipotiroidismos incipientes o de corta 
evolución. Ya en 1929, Florentin y Crujic afirmaron que la aparición de núcleos gigantes puede ser un paso previo 
a la regulación folicular. 
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TABLA 1 

H. NOR 
M.NOR 

H.MET 
M.MET 

TABLA 2. 

H.NOR 
M.NOR 

H.MET 
M.MET 

Diámetros foliculares medios obtenidos en los distintos grupos y regiones estudiados, expresados en micras. (H.: 
hembras, M.: machos , NOR: normales, MET: Metimazol). Los valores se expresan como la media aritmética 
la desviación típica. (*: p < 0,0.5, •: p < 0,01, en relación con los normales). 

APICAL MEDIA 

Periférica Central Periférica Central 

33,62 ± 15,41 18,87 ± 8,40 31,26 ± 13,21 26,31 ± 9,12 
62,15 ± 19,51 11,68 ± 4,03 48,70 ± 1~,Qq 10,66 ± 3,46 

40,12 ± 12,06 34,25 ± 9,74 * 38,51 ± 13,17 39,36 ± 10, 15 * 
49,22 ± 12,34 * 28,22 ± 12,34 * 52,56 ± 18,19 42,29 ± 17,64 • 

Altura epi telial media obtenida en los distintos grupos y regiones estudiados, expresadas en micras (H .: hembras, 
M.: machos,NOR: normales, MET: Metimazol). Los valores se expresan como la media aritmética la desviación 
típica. 

APICAL MEDIA 

Periférica Central Periférica Central 

9,36 ± 2,13 12,00 ± 1,81 11,52 ± 2,77 11,47 ± 2,96 
11,54 ± 2,36 12,42 ± 2,31 10,97 ± 2,63 11,00 ± 2,21 

13,62 ± 6,72 13,12 ± 3,37 13,81 ± 2,95 13,20 ± 2,84 
12,56 ± 4,08 12,49 ± 2,81 12,75 ± 2,90 11,90 ± 3,13 
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TABLA 3. 

H.NOR 
M . NOR 

H.MET 
M. MET 

TAilLA4. 

H. NOR 
M.NOR 

H.MET 
M.MET 

J. CARRETERO Y COL. 

Area celular media obtenida en los distintos grupos y regiones estudiados, expresada en micras cuadradas . (H.: 
hembras, M.: machos , NOR: normales, MET: Metimawl). Los valores se expresan como la media artmética 
la desviación típica.(* p < 0,05, •: p < 0,01). 

APICAL 

Periférica 

95,99 ± 
92,51 ± 

104,37 ± 
151,73 ± 

21,46 
33,45 

22,65 
38,12 • 

Central 

86,67 ± 
90,87 ± 

92,65 ± 
139,63 ± 

24,69 
18,46 

18,14 
34,65 • 

Periférica 

80,65 ± 22,20 
92,23 ± 20,03 

107,70 ± 30,16 * 
140,02 ± 41,83 • 

MEDIA 

Central 

91,98 ± 20,69 
82,56 ± 16,19 

125,13 ± 41,92* 
128,39 ± 46,87 • 

Area nuclear media obtenida en los distintos grupos y regiones estudiados, expresada en micras cuadradas. (H.: 
hembras, M .: machos , NOR: normales, MET: Metimawl). Los valores se expresan como la media aritmética 
la desviación típica. (*: p < 0,05, •: p < 0,01). 

APICAL MEDIA 

Periférica Central Periférica Central 

20,92 ± 5,17 20,86 ± 5,60 20,04 ± 4,36 20,54 ± 4,53 
18,27 ± 3,95 22,49 ± 3,66 19,27 ± 2,90 18,95 ± 4,50 

28,66 ± 6,02 * 31,02 ± 5,85 * 35,93 ± 12,69 • 37,29 ± 9,17 • 
33 ,71 ± 4,86 • 38,19 ± 6,32 • 44,12 ± 16,32 • 44,12 ± 18,06 • 
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FIGURA l. Micrografía perteneciente a un animal normal , en la que se observa un folículo tiroideo típico, rodeado de células 
foliculares con un núcleo basal y un citoplasma claro con gotas PAS positivas dispuestas supranuclearmente. (x 
2500) . 

FIGURA 2. Micrografía perteneciente a un animal tratado con Metimazol, en la que se observa parcialmente un folículo 
tiroideo cuyas células fol iculares aparecen menos definidas que en los normales . Las flechas señalan núcleos 
gigantes . (x 2500). 
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ESTUDIO CON EL MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO DE LAS CELULAS 
SUPRAEPENDIMARIAS DEL ORGANO VASCULOSO DE LA LAMINA TERMINAL 
(0.V.L.T.) DE GATO Y PERRO 

SCANNING ELECTRON MICROSCOPY STUDY OF THE SUPRAEPENDYMA.RY CELLS 
OF THE ORGANUM VASCULOSUM LAMINAE TERMINAL! (0.V.L.T.) OF THE CAT AND 
DOG ,•·, 

J.A. JUANES, J.M. RIESCO, F. SANCHEZ, J. CARRETERO, E. BLANCO y R. VAZQUEZ 

RESUMEN 

Departamento de Ciencias Morfológicas, Biología Celular y Anatomía 
Patológia. (Anatomía Humanal). FacultaddeMedicina. Universidad de 
Salamanca. 

Se analizan morfológicamente, con el microscopio electrónico de barrido, las células supraependimarias de la superficie 
ventricular del Organo Vasculoso de la Lámina Terminal, en dos especies de animales: gato y perro . Se describen diferencias 
morfológicas que afectan al número, tipo, tamaño y distribución de las células supraependimarias en las dos especies analizadas. 
En el gato hay predominio de células supraependimarias de cuerpo ovalado o elipsoide, con prolongaciones gruesas y cortas 
ramificadas . En el perro predominan las células de aspecto bipolar con prolongaciones cortas, formando un sincitio reticular con 
las células vecinas. 

PALABRAS CLAVE: OVL T, células supraependimarias, perro, gato, MEB. 

SUMMARY 

A morphological study was made using the Scanning Electron Microscope of the supraependymary ce lis of the ventricular 
surface of the organum vasculosum laminae termina/is in two animal species: the cat and the dog. Morphological diffcrences 
affecting the number, types size and distribution of the supraependymary cells are described in both species . In the c,i.t there is 
a predominance of supraependymary ce lis with oval orellipsoid sornara, with short thick branched prolongations. In thedog, cells 
with a bipolar aspect predominare, with short prolongations forming a reticular syntecium with neighbouring cells . 

KEY WORD: OVL T, supraependymary cells, dog, cat, SEM 

Introducción 

Dentro de los Organos Circumventriculares (OCV) descritos por Hoffer (1958), el más rostral es el Organo 
Vasculoso de la Lámina Terminal (OVLT). 
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Autores como Mestres (1978), Card y Mitchell (1978), Riesco y col. (1988) han observado, sobre la superficie 
de los ependimocitos de este órgano, diversas estructuras intraventriculares supraependimarias, entre las que 
destacan: fibras y botones nerviosos, células supraependimarias y yemas citoplasmáticas propulsadas desde el polo 
apical de los ependimocitos del OVL T. 

La superficie ventricular del OVL T ha sido analizada con el microscopio electrónico de transmisión (Rohlich 
y Wegner, 1969; Noach, 1972; Coates, 1978), describiéndose siempre células supraependimarias; sin embargo, la 
descripción hecha con esta técnica no permite obtener una visión en conjunto de estas células, ni describir su 
morfología, su amplitud o su di stribución. 

Aunque se conoce la existencia de terminaciones nerviosas en el tercer ventrículo (B leier, 197 5; Mes tres , 197 5, 
1976; Bleier y Marsch, 1978) , sin embargo, falta una descripción sobre la distribución y relaciones ependimarias de 
las formaciones nerviosas supraependimarias. El microscopio electrónico de barrido (MEB) permite estudiar zonas 
amplias y examinar sistemáticamente las características morfológicas de la superficie ventricular y por ello nuestro 
propósito, en este trabajo, es el realizar un estudio morfológico con el MEB de los diferentes tipos de células 
supraependimarias en dos especies animales y comparar los patrones de di stribución , así como las diferencias 
estructurales existentes en ambas especies. 

Material y Metodos 

Para el estudio de las células supraependimarias del OYL T hemos utilil.ado animales adultos: 6 perros 
cimarrones (3 machos y 3 hembras) y 4 gatos (2 machos y 2 hembras) . 

Todos los animales se encontraban en condiciones controladas de laho, atorio (ritmo luz-osc uridad : luz diurna 
y oscuridad nocturna 7-20 horas; temperatura: 20 2 C; humedad relati va del aire: 50 ± 5%; libre acceso a dieta 
equilibrada y agua). 

Los animales , prev ia anestes ia con Ketamina (1 O mg/kg de peso), fu eron perfundidos por vía intraventri cular, 
a pres ión controlada, con una solución salina isotónica a 36 ºC , seguida de una so lución fijadora tipo Karnovsky. Una 
ve1. fijado el animal , se decapitó y se abrió el cráneo, ex trayendo el cerebro compkto, recortá ndose éste en bloques 
que contenían el órgano a estudiar. Tras una nueva fijación, por inmersión , en Karnovsky (3-6 horas), se lavó el 
mate rial,durante 8a 12 hciras,en tampón fosfato (0. 1 M y pH 7.4) y se prosiguió al tallado del 111 ventrículo en bloques 
de tej ido no superiores al x 1 x 0.5 cm, que fueron posüijados en tetraóxido de osmio al 1 %, deshidratados en acetonas 
de porcentaje progres ivo y secados, mediante el procedimiento del punto crítico, en dióxido de carbono. Una vez 
recubiertas la, piezas de una capa de oro de 1 O nm , fueron observadas en un microscopio e lec trónico de barrido Philips 
SEM -500. 

Resultados 

En las dos especies de animales estudiadas por nosotros, las cé lulas supracpendimarias observadas presentaron 
un patrón morfológico diferente. 

En el OVL T del gato, las células supraependimarias son numerosas y de gran tamaño. Se distribuyen , 
fundamentalmente, por la zona de transic ión y en la periferia de l órgano. Por lo general , en estas zonas, forman 
acúmulos de elementos celulares redondeados (Fig. ]), con prolongaciones que se fu sionan y constituyen un 
entramado (Fig. 1) sobre la superficie apical de los cpendimocitos. 

En el centro del OYL T , las célula, supraependimarias son escasas, están ai sladas y no forman acúmulos; en 
esta zona del órgano ex iste el tipo celular más frecuente, células supraependimarias con el cuerpo ovalado o e lipsoide 
(Fig. 2), partiendo de su soma de 2 a 4 prolongac iones gruesas, cortas, con varicosida_des, que se deslizan sobre la 
supe rficie apical de varios ependimocitos (de 6 a 10) y terminan ramifi cándose en forma palmeada (Fig. 2). En 
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ocasiones, las células pueden estar aisladas o fusionarse con otras vecinas a través de sus prolongaciones (Fig. 3). 
Estas células, de aspecto estrellado, no se orientan de una forma determinada sino irregularmente, entrecruzándose 
unas con otras. Por otra parte, encontrarnos acúmulos poliglobulares en forma de "coliflor" , de aspecto fuertemente 
blanquecino, sobre la superficie celular intraventricular de los ependimocitos del OVL T del gato (Fig. 4) . 

El OVL T del perro se asienta sobre un área cribosa vascular y destaca la gran cantidad de células supraepen
dimarias que se sitúan de forma di spersa en la periferia del órgano, en su zona de transición, y formando grandes 
acúmulos, en la parte central del mismo (Fig. 5). Estas células presentan una forma estrellada con cuerpo bulboso 
o globuloso y prolongaciones relativamente cortas (Fig. 6). 

Además, existen células globulosas (Fig. 7), que poseen cortas prolongaciones a manera de filopodia (Fig. 7). 
Sin embargo, la gran mayoría están constituidas por células bipolares; tanto el cuerpocelularcomo las prolongaciones 
son las más voluminosos de todas las células supraependimarias estudiadas y sus prolongaciones te_rminan a corta 
distancia, pero siempre en forma palmeada, presentando conexiones con otras Y_(?Cinás, formando un verdadero 
sincitio reticular (Fig. 8). ' · ' 

Discusión 

A través del MEB se han hecho visib1cs nuevos aspectos en la distribución de perfiles de superficie en los 
ventrículos cerebrales, revelándonos que el epéndimo del OVL T difiere marcadamente del epéndimo cuboidal que 
recubre las paredes ventriculares en otras partes del cerebro. 

Aunque existen diferentes aportaciones sobre la morfología (Fleischaver, 1961; Allen y Low, 1973; Mes tres 
y col., 1975; Coates, 1975; WaJsh y col., 1978; Card y Mitchell, 1978; Amat y col. , 1981) y clasificación (Coates, 
1972 y 1973; Scou y col., 1977; Pastor y col., 1982) de las células supraependimarias, todas ellas tienen rasgos 
comunes, con pequeñas desviaciones o mati1.ac iones. 

Coates ( 1972, 1973) y Scoll y col. ( 1977) cl,L\ifican a las células súpraependimarias presentes en el III ventrículo 
dd mono, en dos tipos: céluhL'i suprac- pendimarias tipo I, caracterizadas por poseer un cuerpo celular pequeño, de 
morfología redondeada, ovalada , romboidal o estrellada, de superficie lisa, pudiendo tener prolongaciones ramifi
cadas bipolares omultipolares,quearrancan del soma celular, y el tipo II, formado por células por lo general pequeñas 
y con el cuerpo esférico, aunque a veces puede ser pleomórfico y con la superficie rugosa, con modificaciones en su 
membrana. 

De acuerdo con la\ características morfológicas obtenida-; con el MEB, estos autores sugieren que las células 
tipo I dcrirnrían del tejido nervioso y constituirían neuronas y glía; mientras que las células tipo II serían 
probablemente macrófagos (Coates, I 973; Scott y col., 1977; Bleier, 1975). 

En nuestro estudio, tanto en el OYL T de gato como en el de perro, observarnos un patrón celular similar, con 
pequeñas variaciones, al descrito por estos autores en el mono. Así, en el gato predominan las células con el cuerpo 
ovalado con prolongaciones en forma palmeada; mientras que en el perro, las células son más voluminosas y de 
aspecto bipolar., 

Pastor y col s. (1982) clasifican las células supracpendimarias del receso inf undibular de diferentes animales 
en dos tipos: I y II , si bien subdividen al tipo II en 'dos clases: A y B. 

Las célula~ tipo I presentan un cuerpo redondeado u ovalado, de superficie lisa y con prolongaciones de pequeño 
di{u11 etro; el tipo II A estaría integrado por células de superficie lisa o rugosa, con prolongaciones que muestran 
expans iones laminares membranosas o ramificaciones palmeadas, mientras que el tipo II B lo constituyen células de 
forma esférica, sin prolongaciones y de superficie esférica. 

En e l OVLT de las especies analizadas pero nosotros , aparecen _los principales tipos de células supraependi
manas descritos por otros autores, si hien, no encontramos todas en la misma especie animal. 

La mayor proporc ión celular fue hallada en el OYL T de perro, y la variedad morfológica más amplia, en el 
órgano vasculoso del gato. En éste, las células con mayor número de prolongaciones y con aspecto típicamente 
neuronal, se encontraban preferentemen te en la zona de transic ión entre el epéndimo ciliado y el no ciliado. 
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Aunque el papel de est.::L<; células aún no está esclarecido, se apunta la hipótesis de que estas células supraepen
dimarias ejercerían un control regulador sobre la función de las células ependimarias. Además se sugirió que son la, 
responsables de los componentes bioactivos en la luz ventricular (Scott y col., 1977). 

A través de los resultados expuestos podemos concluir que las células supraependimarias del OVL T de las dos 
especies analizadas por nosostros presentan diferencias morfológicas que afectan al tipo, tamaño y distribución 
dentro dé este órgano, dato sólo posible de aclarar con el MEB. 
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FIGURAS la 4. Células Supraependimarias del OVLT de gato. 
FIGURA 1. Región periférica del OVL T de gato. Células supraependimarias de somas redondeados (asteriscos), cuyas 

prolongaciones constituyen un entramado sobre la superficie ependimaria del órgano (flechas). Aumentos: 2500 
X. 

FIGURA 2. Región central del OVL T de gato. Células de cuerpo ovalado (fl echa) con prolongaciones que terminan en forma 
palmeada (cabeza de fl echa). Aumentos: 2500 x. 

FIGURA 3. Zona de transición entre el OVL T de gato y el epéndimo ciliado. Aspecto estrellado de una célula supraependi
maria con largas prolongaciones que se anastomosan entre sí y con otras de células vecinas (flechas). Aumen
tos: 1250 x. 

FIGURA 4. Acúmulo de células supraependimarias globulosas, de superficie rugosa, que le confieren un aspecto en "coli 
flor". Aumentos: 5000 x. 
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Fl (;l!RAS 5 a 8. Células Supracpcndimarias del OVLT de perro. 
Fl (; t:RA S. Región central dd OVL T ck perro.Células bipolares con prolongaciones cortas y palmeadas que se anastomosan 

dando una imagen reticular. Aumentos: 640 x. 
FIGURA 6. Región periférica del OVLT de perro. Células supraepcndimarias de s~pcrficie espinosa con prolongaciones 

cortas, (flechas). Aumentos: 2500 x. 
FIGURA 7. Zona de transición del OVL T de perro. Células globulosas con cortas prolongaciones a manera de filopodia 

(flechas). Aumentos: 1250 x. 
FIG L:RA 8. Células bipolares, con prolongaciones distales cortas y de forma palmeada, constituyendo un sincitio reticular; 

entre estas células se aprecian otras de aspecto globuloso con prolongaciones cortas . Aumentos: 2500 x. 
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ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO DE LOS ELEMENTOS REACTIVOS A LA PROTEINA 
GLIAL FIBRILAR ACIDA EN LA EMINENCIA MEDIA DE LA RATA 

INMUNOCYTOCHEMICAL STUDY OF ELEMENTS REACTIVE TO GLIAL FIBRILLARY 
ACID PROTEIN IN THE MEDIAN EMINENCE OF THE RAT 

J.A. JUANES, J.M. RIESCO, J. CARRETERO, F. SANCHEZ, E. BLANCO y R. VAZQUEZ 

RESUMEN 

Departamento de Anatomía e Histología Humanas . Facultad de Medici
na. Universidad de Salamanca. 

S<.: realiza un es tudio inmunocitoquímico de la distribución topográfica de las células inmunorreactivas a la proteína glial 
fibrilar ácida en la Eminencia Media de ratas adultas. Las células inmunorreactivas a esta proteína se caracterizan por poseer un 
soma fuertemente teñido, emitiendo prolongaciones en todas las direcciones. Su distribución a lo largo de la Eminencia Media 
no es uniforme: desde la región retroquiasmática hasta el tallo infundibular son escasas y es tán situadas en la capa fibrilar de la 
zona interna de la Eminencia Media; en la región caudal , posterior al tallo hipofi sario, son más abundantes es tas células reactivas, 
predominando en la zona ex terna de la Eminencia Media. 

PALABRAS CLAVE: Eminencia Media, lnm unocitoquím ica, Proteina Glial Fibrilar Acida. 

SliM\1,\RY 

An immunocytochemical study was carried out todetern1ine the topographic distribution of cells reactive to glial fibrillary 
acid prolein in the Median Eminence of adult ral s. TI1e cells reactive to this protein are characterized by displaying a strongly 
stained soma, which givcs off projections in ali din.:clions. Their distribution throughoul the Median Eminence is not uniforrn. 
from the rctrochiasmatic rcgion to th <.: inf undibular stalk Lhey are scanty and located in the fibrillary ]ayer of the interna] zone of 
the Median Eminence. In the caudal region , b<.:hind Lhe hypophyseal stalk , such reactive cells are more abundanl, and predomina te 
in Lhe cx tcrnal zone of thc Median Emincnce. 

KEY WORDS: Median Eminencc, Lmmunocytm:hemistry , Glial Fibrillary Acid, Protein. 

Introducción 

La proteína glial ribrilar ácida (GFAP) se caracteriza por localizarse exclusivamente en el citoplasma de los 
astrocitos (fibrosos y protoplasmáticos), siendo por tanto propia del sistema nervioso central (Moore, 1965; Moore 
y Pérez, 1968; Dahl y Bignami , 1973 ; Bignami y col., 1974; Ludwin y col., 1976; Gambetti, 1980; Onteniente y col., 
1983) . 
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La estructura de las fibras nerviosas y de laneuroglía en la Eminencia Media (EM) ha sido estudiada en animales 
adultos, normales o sometidos a stress (Witlkowski, 1972, 1974; Monroe y Paull, 1974; Zaborszky y Schiebler, 
1978); sin embargo, son aún escasos los estudios de la EM que analizan las células gliales utilizando para su 
descripción y localización la GFAP, siendo éste el objeto de estudio de nuestro trabqjo. 

Material y Metodos 

Se emplearon para el presente estudio 14 ratas (7 machos y 7 hembras) , cepa Sprague-Dawley , de peso entre 
los 250-300 g. Fueron sacrificadas mediante decapitación y la EM, una vez extraída, fue fijada por inmersión en Bouin 
Hollande e incluida en parafina. En 10 animales se obtuvieron cortes frontales seriados de 5 m, en los 4 animales 
restantes se practicaron cortes frontales de 12 m de grosor, con el fin de poder visualizar las células inmunorreactivas 
en conjunto. 

Las muestras se estudiaron con el método inmunocitoquímico enzimático PAP (Sternberger y col., 1970), 
utilizando suero de conejo anti-GFAPadilución l :500 (Dako A-334), suero de cerdo anti-inmunoglobulinadeconejo 
(Dako, Z-196) a dilución 1: 100 y complejo soluble PAP, obtenido en conejo (Dako, Z-113), a dilución 1: 1 OO. Para 
reducir el fondo de la tinción se empleó suero normal de cerdo (Dakopatts, Z-180) a dilución l :30 y se inhibió la 
peroxidasa endógena tisular con metanol-agua oxigenada, según el proceder descrito por Streefkerk (1972). Se 
empleó como tampón de lavado y de dilución el tampón TRJS 5x10·3 M (Trizma base, Sigma, T-1503),con un 0,8% 
de NaCI, pH: 7,5 . La reacción se visualizó con 3-3'-Diaminobenzidina y se contrastó con hematoxilina ácida de 
Mayer. 

El estudio de la distribución regional de GFAP en la EM se realizó con arreglo a la sistemática descrita por 
Rodríguez y col. (1979), empleando un microscopio Zeiss-Axiophot. 

Resultados 

En la rata adulta, de ambos sexos, la inmunorreactividad a la GF AP es diferente en el hipotálamo basal lateral 
a la observada en la EM (Fig. 1). En la EM, los elementos celulares inmunorreactivos presentan un patrón de 
distribución desigual. Así, en la región rostral de la EM, desde la región retroquiasmática hasta el tallo infundibular, 
las células inmunorreactivas se sitúan aisladamente y sobre todo a nivel de la capa fibrilar de la zona interna (Fig. 
l); en la región caudal de la misma, por detrás del tallo hipofisario, lo hacen, preferentemente, en la capa en 
empalizada de la zona externa (Fig. 2). 

En el hipotálamo basal lateral, la reactividad aparece marginal mente dispuesta, a ambos lados, por fuera de la 
EM apareciendo una banda de células reactivas en íntima relación con la piamadre (Fig. 3), que desaparece justo a 
nivel del límite lateral de la EM (Fig. 3). 

Las células inmunorreactivas observadas presentan un soma irregular del que parten prolongaciones citoplás
~icas en distintas direcciones, estando el núcleo libre de tinción (Fig. 4). 

Discusión 

La mayoría de los trabajos existentes sobre la GF AP tratan de esclarecer problemas patológicos como el de la 
clasificación de tumores cerebrales y su grado de malignidad (Dahl y Bignami, 1973; Bignami y col., 1974; Gambetti, 
1980). En la actualidad existen pocos trabajos que analicen los elementos gliales inmunorreactivos a GFAP en la EM 
de la rata. 
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Basco y col. (1981) realizaron un estudio sobre los tanicitos de la EM del ratón , tomando como marcador 
inmunorreactivo de estas células la GF AP. En nuestro estudio no hemos encontrado inmunorreactividad a nivel de 
los tanicitos de la EM de la rata adulta, en ninguna de las regiones estudiadas. 

La ausencia de inmunorreactividad en las células ependimarias de la EM de la rata adulta está en consonancia 
con los trabajos realizados por Anderson y col ., (1984) y Bullon y col., (1984) en el epéndimo humano y en la médula 
espinal de la rata, respectivamente. Estos autores señalan la presencia exclusiva dereactividad a GF AP en las células 
ependimarias durante los estadíos precoces del desarrollo y no en las células ependimarias maduras; lo que parece 
indicar una diferenciación funcional distinta a lo largo del desarrollo . 

Las características morfológicas de las células inmunorreactivas observadas en nuestro trabajo confirman la 
localización exclusiva de GF AP en el citoplasma de los astrocitos y sus prolongaciones, como señalaron Bignami 
y Dahl, 1973, 1974; Dhal y Bignami , Í973; Bignami y col. 1974; Ludwin y col. 1976, en lamédulaespi-nal,enel nervio 
óptico y en nervios periféricos. _ • 

La desaparición de inmunorreactividad a GF AP en la capa externa de la porción rostral de liEM podría estar 
relacionada con las características especiales que reúnen los vasos porta hipofisarios a este nivel: capilares 
fenestrados, y la terminación de fibras nerviosas transportadoras deneuropéptidos y neurotransmisores hipotalámi
cos que fundamentalmente se realizan en esta zona. 
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FIGURA l. Sección frontal de la región de la EM de la rata. III V (3e' ventrículo). Nótese la inmunorreactividad a nivel de 
la capa fibrilar de la zona interna de la EM (flechas), existiendo lateralmente a la misma, en los márgenes del 
hipotálamo basal lateral (flecha gruesa), la mayor proporción de células reactivas a GFAP. Aumentos: 150 x. 

FIGURA 2. Región caudal de la EM. Células inrnunorreactivas a la GFAP en la capa en empalizada de la zona externa de 
la EM (flechas). Obsérvese, además, una pequeña banda de células reactivas (fechas finas) a nivel del techo del 
tercer ventrículo (III V). Aumentos: 150 x. 

FIGURA 3. Detalle de la banda de células inrnunorreactivas (flechas), en íntima relación con la piamadre, que desaparece 
a nivel del límite lateral de la Eminencia Media (EM), como se observa en la Fig. l (flecha gruesa). Aumentos: 
350 X. 

FIGURA 4. Astrocitos inmunorreactivos a GFAP observados en un corte frontal de la EM de 12 m de grosor. Nótese la 
reactividad manifiesta a nivel del soma y sus prolongaciones. Aumentos: 700 x. 
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REPERCUSIONES MORFOLOGICAS DE LA DESHIDRA T ACION Y EL STRESS EXPERI
MENTAL SOBRE EL ORGANO SUBFORNICAL DE RATA 

MORPHOLOGICAL CHANGES IN THE SUBFORNICAL ORGAN OF THE RAT AFTER 
DEHYDRA TA TION AND EXPERIMENTAL STRESS 

RESUMEN 

L. LOPEZ ARIZTEGUI, R. SARRIA y J. LOSADA 

Dpto. de Neurociencias. Sección de Anatomía. Facultad de Medicina y 
Odontología. Universidad del País Vasco/Euskal Herriko Urúbertsitatea. 
48940. Leioa. Vizcaya. España 

Hemos realizado un estudio experimental en rata albina, con el fin de observar las modificaciones sufridas por el órgano 
subfomical (O.S.F.) tras la deshidratación hipertónica y el stress experimental. Con la deshidratación existe un aumento del 
tamaño del núcleo y del soma neuronal, un incremento de los grumos de NISSL, así como rotura de la barrera ependimaria, con 
salida de neuronas al líquido cefalorraquídeo. Con el stress, son típicas las dilataciones vasculares y las mitosis en células gliales. 

PALABRAS CLAVE: Rata. Organo subfornical. Deshidratación. Stress. 

SUMMARY 

We have done an experimental study in albine rats, observing the modifications suffered by the subfomical organ, after 
experimental hypertonic dehydrataion and stress. After the dehydratation, an increase in the size of the nucleus and cytoplasm 
of the neurons, an increase of the grumes ofNISSL, as well as a break of the ependymal fence, can be observed. Stress caused 
vascular dilatations and mitosis in glial cells. 

KEY WORDS: Rat. Subfornical organ . Dehydratation. Stress. 

Introducción 

El órgano subfomical (O.S.F.) es un pequeño tubérculo ovoideo de pequeñas dimensiones, que sobresale en 
la luz del III ventrículo a nivel del agujero interventricular tapado en parte por los plexos coroideos . 

Las primeras referencias acerca de la existencia de este órgano se remontan a 1896, año en que Wilder describió 
el hallazgo de un órgano al que llamó "crista fornicis". 

En años posteriores este órgano recibió diversas denominaciones como núcleo coroideo anterior o núcleo 
marginal , hasta llegar a 1918 en el que Spiegel lo denominó órgano subfomical, haciendo un detallado estudio 
morfológico del mismo. 
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Fecha importante en el estudio de este órgano es el comienzo de los años 60, cuando Hof er introduce el concepto 
de órgano circunventricular, siendo el órgano subfomical parte integrante de este. 

Contribuye al estudio histoquímico de este tubérculo Sarrat en 1968, demostrando la exis tenc ia de glucosa 6 
fosfodehidrogenasa en el interior del mismo. 

En 1968, Palkovits, realizando estudios morfométricos en el O.S.F., relaciona este órgano con cambios en el 
equilibrio hidromineral. 

De liman en 1979, con ~u trabajo titulado "El órgano subfomical", realiza una rev isión exhaustiva acerca de 
todas y cada una de las caracterísJicas de este órgano, confirmando los hallazgos anteriores a microscopía electrónica. 

El órgano subfomical es una estructura del cerebro que carece de la normal barrera hematoencefálica y que ha 
sido implicada en el control del balance del fluido corporal. Debido a esta ubicación fuera de la barrera 
hematoencefálica es accesible a hormonas peptídicas, sugiriendo muchas evidencias que la angiotensina activa 
receptores en esta estructura (Simpson, 1981 ). 

Utilizando técnicas neuroanatómicascon trazadores de trac tos (Lind y cols 1982; Miseli s, 198 1; Renaud, 1983; 
Swaehenko y Swanson, 1983) se ha visto que el O.S.F. proyecta directamente a tres regiones prosencefálicas: 
componentes parvocelular y magnocelular del núcleo paraventricular hipotalámico, núcleo supraóptico y núcleo 
mediano. Estas estructuras prosencefálicas han sido implicadas en la mediación de la liberac ión de arginina 
vasopresina (Mangiapane y cols 1984), del incremento de la presión arterial (G utrnan y cols, 1985) y de la respuesta 
de bebida (Lind y Johnson, 1982), observadas durante la estimulación del O.S .F. 

Massi, M. ( 1986) demuestra que el núcleo mediano del área preóptica contiene terminales angiotensinérgicos , 
que provienen de células del O.S .F., asumiéndose que es un lugar de relevo esencial para la actividad neuronal 
originada por la acción de la angiotensina sobre el órgano subfomical. 

Sposito (1987) sugiere que la detección de la angiotensinaocurre principalmente en la reg ión ventromedial del 
órgano subfomical. En esta región la densidad capilar y el área de superficie son particularmente grandes , 
conteniendo las células endoteliales abundantes fenestraciones y vesículas. Todos estos factores en conjunto son 
importantes para la facilitación de la permeabilidad capilar para la angiotensina. 

Entre las conexiones aferentes al O.S.F. que se han podido demostrar recientemente, se encuentran proyeccio
nes neurales directas desde el núcleo del tracto solitario (Zardetto, 1987). Este hallazgo ofrece la posibilidad de que 
las neuronas del núcleo del tracto solitario que proyectan directamente al O.S.F. puedan servir para transmitir 
información cardiovascular, para modular la acción del O.S.F. 

Tanaka en 1988 establece que el O.S.F. posee múltiples conexiones eferentes y aferentes con varias regiones 
cerebrales que se piensa están involucradas en la regulación central de la homeostas is del fluido corporal y de la 
función cardiovascular. También Tanaka en 1988 describe que las neuronas de la zona lateral hipotalámica y zona 
incerta tienen proyecciones ascendentes al O.S.F., pudiendo transportar información, desde elementos osmorrccep
tivos, para la modulación de las acciones del O .S .F. Por último, señalar que S ibbald en 1988 encuentra neuronas del 
O.S.F. especializadas en la detecc ión de cambios en la presión osmótica extracelular. 

A la vista de estos antecedentes, nos propusimos con el presente trabajo mostrar algunas de las transformaciones 
sufridas por este órgano, a microscopía óptica, en animales sometidos a modificaciones del medio interno, como la 
deshidratación hipertónica y el stress experimental. 

' Material y Metodos 

Cerebros de rata entre 1 y 2 meses de edad, raza Wistar de un peso aproximado entre 150 y 200 gramos, 
constituyen el materill del presente trabajo, dividido en tres grupos. 

El primer grupo formado por 10 ratas sirvió de control. 10 ratas de un segundo grupo fueron sometidas a 
deshidratación, al darles en su dieta agua con cloruro sódico al 2 %. Por último un tercer grupo de 1 O ratas fue sometido 
a stress mediante restricci6n del espacio vital e inmersión en agua las últimas 6 horas antes del sac rificio, según la 
técnica de Bonfils. 
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El primer grupo fue perfundido con glutaraldehído-formaldehído y tras ser extraídos los cerebros fueron 
incluidos unos en parafina y otros en celoidina y teñidos con técnica<; de Golgi y Klüver-Barrera. 

El grupo de ratas sometidas a deshidratación fueron sacrificadas por decapitación entre la primera y segunda 
semana de tratamiento. A continuación se procedió a recoger los cerebros en los que , una vez tallados y fijados en 
líquido de Bouin y tras ser incluidos en parafina. se procedió a realizar cortes seriados a 9 micras, que posteriormente 
fueron teñidos según el método de Klüver-Barrera. 

El tercer grupo de ratas, que fueron sometidas a inmovilización por restricción del espacio vital, se subdividió, 
estudiándose unos cerebros tras inclusión en parafina y tinción con Klüver-Barrera, mientras que otra<; rata<; de este 
grupo fueron inoculadas por vía intraperitoneal con 3 µCu/gr. de peso de tim idina H3

, siendo sacrificadas 1 /2 hora 
después de la inoculación. Recogidos los cerebros y tallados para su estudio autorradiográfico, fueron incluidos en 
parafina previa fijación según el metodo de Cowan, emulsión Ilkford K5 (dilución 1: 1, 43 grados centígrados) y 
revelado Kodak D-19 , siendo teñidos con violeta de cresilo. .· •, 

Resultados 

La estructura microscópica del órgano subfornical de rata, al igual que el resto del sistema nervioso , está 
constituida por una variada población de células y fibras nerviosas, así como célula<; de neuroglía y vasos sanguíneos. 
Por ser un tubérculo que sobresale en la luz del tercer ventrículo está tapizado por células del epitelio ependimario. 

En una representación esquemática del O.S .F. del animal control (Fig. 1 a), los tipos neuronales más frecuentes 
hallados en nuestro estudio han sido: horizontales, fusiformes, pleomórficas estrelladas y neurogliformes . 

Los ~mimales sometidos a deshidratación hipertónica por administración de agua y cloruro sódico poseen 
severas modificaciones neuronales en el interior del O.S.F., tanto en lo que se refiere a su contenido secretor como 
a la propia estructura citoplasmática. El aumento de tamaño del núcleo, así como el incremento de los grumos de 
NlSSL, son propios de los primeros estadios de la deshidratación (Fig. 1 b). 

Posteriormente (Fig. le), las neuronas tienden a abandonar su distribución laminar por el órgano para buscar 
la periferia del mismo. Asimismo, se observa el quebranto de la barreradecélulasependimarias que revisten el órgano 
por una neurona de gran tamaño que trata de salir al líquido cefalorraquídeo. Previamente (Fig. ld), los plexos 
coro ideos se han aproximado a la pared del órgano por la zona donde la barrera perdió su continuidad, para así poder 
incluir neuronas, que con las modificaciones propias de los primeros estadías de la deshidratación son vertidas al 
líquido cefalorraquídeo. 

En ocasiones a medida que progresa la deshidratación las neuronas sufren fenómenos de plegamiento (Fig. 2a), 
con incremento progresivo de la picnosis y muerte celular (Fig. 2b), antes de poder ser eliminadas al LCR. En estos 
animales son frecuentes los fenómenos de vacuolización a nivel protoplasmático y nuclear (Figs . 2c y 2d), espacios 
que son pronto rellenados por elementos gliales. 

Los hallazgos más demostrativos en el órgano subfomical de los animales sometidos a stress por restricción 
del espacio vital e inmersión en agua, fueron localizados a nivel vascular y en sus proximidades. En una imagen 
panorámica del O.S.F. de un animal "estresado" (Fig. 3a) se observan formaciones vasculares intensamente dilatadas , 
fenómenos propios de las últimas fases de stress. El espesor del órgano muestra elementos neuronales con una menor 
repercusión morfológica que tras la deshidratación, siendo el soma neuronal de un tamaño próximo a la normalidad 
y con un contenido neurosecretor escaso o nulo. Nótense por último en dicha figura dos imágenes mitóticas 
observadas en el órgano subfornical de estos animales stresados. A la vista de estos hallazgos, y con el fin de demostrar 
si las imágenes eran realmente mitosis, decidimos inocular a estos animales en situación de stress timidina tritiada 
por vía intraperitoneal. Como muestra la figura 3b, múltipes impactos autorradiográficos fueron observados en 
células en mitosis que, dispersas por todo el órgano subfornical , creemos son células de neuroglía emigradas de los 
vasos . 
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Discusión 

La vasopresina es segregada tras la deshidratación y con el aumento de la osmolaridad extracelular, presentán
dose esta como respuesta coordinada del sistema nervioso y, en concreto de la neurohipófisis, para la retención de 
agua. En 1988, Sibbald demuestra la existencia de neuronas del O.S.F. especializadas en la detección de cambios en 
la presión osmóticaextracelular. Los recientes hallazgos de Zardetto ( 1987) y Tanaka (1988), que relacionan el O.S .F. 
con el núcleo del tracto solitario, sugieren que información cardiovascular pudiera ser transmitida desde los 
barorreceptores al O.S.F., regulando la homeostasis. 

Con nuestros hallazgos hemos querido tan solo mostrar la estrecha relación que existe entre las modificaciones 
del medio interno, provocadas por la deshidratación y el stress experimental, y las transformaciones morfológicas 
sufridas por el O.S.F. 

En condiciones de deshidratación, el O.S.F. aumenta en su conjunto de tamaño, así como los somas neuronales 
los cuales presentan una distribución anular de los grumos de NISSL. Existe plegamiento y picnosis neuronal, con 
gran cantidad de vacuo las en el espesor del parénquima, rotura de la barrera ependimaria que recubre al órgano y por 
último aproximación de los plexos coroideos a las neuronas que perdieron su distribución uniforme por el órgano y 
fueron desprendidas al líquido cefalorraquídeo. 

La situación de stress pornosotros provocada ha ~ido responsable de modificaciones morfológicas en el O.S .F., 
como son: escasa repercusión sobre el soma y núcleo neuronal, disminución considerable de los grumos de NISSL, 
ausencia de fenómenos de vacuolización en el espesor de la glándula, pero intensas dilataciones vasculares propias 
de los últimos estadios del stress. La aparición de células en mitosis, probablemente emigradas desde los vasos y que 
nosotros hemos interpretado como células gliales tipo pituicito, ya fue observada por Gómez Palacios y Sarrat en 
1979, en condiciones similares, a nivel hipofisario. 
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FIGURA la. O.S.F. Rata. Control. Imagen panorámica del órgano subfomical, donde se muestran los elementos neuronales 
que lo componen. Golgi 25 x. 

FIGURA lb. O.S.F. Rata. Deshidratación. Nótense las modificaciones neuronales a nivel citoplásmatico, así como de su 
contenido neurosecretor. Klüver Barrera 40 x. 

FIGURA le. O.S.F. Rata. Deshidratación. Obsérvese una neurona quebrantando la cubierta ependimaria del órgano. Kliver 
Barrera. 25 x. 

FIGURA Id. O.S.F. Rata. Deshidratación. Neurona con intensa actividad protoplásmatica saliendo del O.S.F. al L.C.R. 40 x. 



FIGURAS 2a y 2b 
FIGURAS 2c y 2d. 
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_, 

O.S.F. Rata. Deshidratación. Neuronas en distintas fases de degeneración. Klüver Barrera 40 x. 
O.S.F. Rata. Deshidratación. Fenómenos de vacuolización celular tras la degeneración neuronal, tanto a 
nivel protaplásmatico como nuclear. Klüver Barrera 40 x. 
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FIGURA 3a. O.S.F. Rata. Stress. Intensa dilatación capilar. Figuras mitóticas perivasculares. Klüver Barrera 40 x. 
FIGURA 3b. O.S.F. Rata. Stress. Impactos autorradiográficos en el espesor del órgano subfomical como signos de actividad 

mitótica. Autorradiografía. Timidina H3 . 40 x. 
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ESTUDIO DE CONEXIONES RECIPROCAS ENTRE EL TALAMO Y EL CORTEX AUDITI
VO EN EL CONEJO 

A STUDY OF RECIPROCAL CONNECTIONS BETWEEN THE THALAMUS AND THE AU
DITORY CORTEX IN THE RABBIT 

C. MARTINEZ-CIRIANO, J. BLASCO, J. L. NIETO, J. GARUZ y L. MARTINEZ-MILLAN 

Dpto. de Ciencias Morfológicas 
Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza 

RESUMEN 

Utilizando marcadores retrógrado y anterógrado, se han estudiado las conexiones talamocorticales y corticotalámicas en 
el conejo, pudiendo comprobar la reciprocidad de este sistema de conexiones a nivel del cuerpo geniculado medial (NGM) 
fundamentalmente; siendo en la porción caudal de dicho núcleo la subdivisión ventral, con todas sus partes, la que está en conexión 
recíproca con el córtex auditivo, y en su porción rostral, las subdivisiones dorsal y ventral. Se encuentran algunas matizaciones 
respecto a esto, en dependencia a que la reciprocidad sea en el área Al o, bien, en la AII. También existe esta reciprocidad de 
conexiones a nivel del N. Pulvinar del Tálamo. · 

PALABRAS CLAVE: Córtex auditivo. Cuerpo geniculadomedial (NGM). N. Pulvinar. Peroxidasa (HRP). Leucina tritiada (3H
Leucine) conejo. 

SUMMARY 

Using retrograde and anterograde markers, we have studied thalamocortical and corticothalamic connections in the rabbit, 
verifying the reciprocity of this system, mainly at the medial geniculate body (MGB ); being the ventral subdivision, in the caudal 
part of that nucleus, the one that conects reciprocally with the auditory córtex; and in the rostral part, the dorsal and ventral 
subdivisions, finding sorne slight variations about it whether it refers to the primary auditory area or the associative ones. There 
is, as well, this reciproci t;y of connections at the pul vinar nucleus of the thalamus. 

KEY WORDS: Auditory cortex. Medial geniculate body. Pulvinar. Peroxidase. 3H-Leucine. Rabbit. 

Introducción 

Al igual que ocurre en otros sistemas sensoriales, en el sistema auditivo existe una estación talámica 
fundamental, que recibe y envía conexiones al córtex auditivo. Es el núcleo geniculado medial (NGM). Este núcleo 
es complejo y se ha subdividido en otros, basándose en criterios citoarquitectónicos ( 18, 19, 20) o ~lectrofisiológicos 
(6, 7), comprobándose, así mismo, que en él hay una representación tonotópica detallada (1, 2, 3). 
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La organización de la conexión entre el NGM y el córtex auditivo se ha establecido clásicamente por métodos 
de degeneración axonal (8), tras lesionar las distintas parcelas que componen el córtex auditivo. Las lesiones 
limitadas a una porción del NGM van seguidas de degeneración anterógrada de los axones geniculocorticales y de 
otros eferentes del geniculado medial a otros núcleos talámicos. 

La puesta de manifiesto de estas alteraciones degenerativas ha llevado a conocer las conexiones de los 
componentes del sistema auditivo. 

Mediante el empleo del marcador peroxidasa, Winer y col. (17) fueron capaces de parcelar las proyecciones 
de las distintas partes del NGM y núcleos posteriores en el gato. La parte laminada y principal de la división ventral 
del NGM proyecta sólo a Al. Las demás subdivisiones talámicas, a dos o más subdivisiones corticales. 

En un estudio completo con métodos autorradiográficos Fitzpatrick e Imig (1 O) vieron que en algunos monos 
las áreas auditivas envían axones a las divisiones principal y magnocelular del NGM, así como a la región 
dorsomedial y a la porción laminada del núcleo central del colículo inferior y al núcleo Pulvinar medial. 

La proyección corticulogeniculada es recíproca con la geniculocortical en el tree shrew (tupaia glis) (14, 15). 
También está demostrada la reciprocidad de las conexiones entre el giro temporal y el núcleo Pul vinar en el squirrel 
monkey (16). 

Toda la bibliografía revisada aboga por esta reciprocidad, pero hemos querido ponerla de manifiesto en otra 
especie animal, siendo esta el conejo, ya que es el animal utilizado habitualmente para nuestros experimentos, 
pudiendo comparar así nuestros hallazgos con los de investigadores anteriores y observar las similitudes y diferencias 
en las diversas especies estudiadas. 

Material y Métodos 

Se han utilizado 40 conejos, no albinos, de ambos sexos y de un mes a mes y medio de edad, y con un peso 
aproximado entre 1.300 a 2.000 gramos. La anestesia empleada fue Ketolar, administrado subcutáneamente (40 mg./ 
Kg. de peso) y Uretano intraperitoneal (0,75 gr./Kg). 

Tras el trépano en la región ósea temporal, debiendo en algunos casos proceder desarticulando la mandíbula 
y realizando una exéresis de la rama ascendente de dicha zona esquelética, se efectuó la inyección de un marcador 
retrógado en 20 de los animales experimentales y otro marcador anterógrado en el resto de los animales. El marcador 
retrógrado utilizado fue la horseradish peroxidase (HRP, Sigma tipo VI), empleando una microjeringuillaHamilton. 
Ayudándonos con un microscopio de operación Zeiss (OPMI 9), se resecó la duramadre y aracnoides, procediéndose 
a inyectar en diferentes zonas del córtex temporal una cantidad de 0,05 µl de una solución de HRP al 30% en suero 
fisiológico. Tras una sobrevivencia de 24 a 36 horas, se anestesió de nuevo al animal, para perfundirlo percardiaca
mente con una solución fijadora que contenía paraformaldehído al 1 % y glutaraldehído al 2% en buffer fosfato 0,1 
M a pH 7,4, empleando aproximadamente 750 mi. de este fijador, previo lavado con suero fisiológico del árbol 
circulatorio, transcurriendo dicha perfusión en un tiempo de 30 a 45 minutos. 

Obtenidas las cabezas por decapitación se descalotaron los encéfalos y se colocaron en solución fijadora 
añadiéndoles suerosa al 30%, durante unas horas. Con ayuda de una lupa WILD se dibujaron los cerebros a escala, 
señalando el lugar exacto de la inyección; tras esto, se obtuvieron los bloques donde se hallaba el tálamo, para 
cortarlos de forma seriada en un microtomo de congelación a 40 µm, y los cortes se depositaron en unos pocillos que 
contenían buffer fosfato 0,1 M, en dos series paralelas. Ambas se procesaron mediante la técnica histoquímica de la 
peroxidasa utilizando como cromógeno la tetrametilbenzidina (TMB) (12, 13), se montaron en portas gelatinizados, 
y una de las series se contrastó con rojo neutro. 

Las secciones son examinadas en un microscopio con un plotter incorporado, permitiendo dibujar lo 
visualizado y mediante un sistema de coordenadas señalar las células marcadas en cada sección y permitimos así una 
reconstrucción exacta de la localización de las células origen de la proyección estudiada a nivel del cuerpo geniculado 
medial. 

El marcador anterógrado usado fue un precurso proteico tritiado. Se procedió en cuanto a la anestesia y acceso 
a la zona cortical del mismo modo que con el lote anterior, y también, gracias a una microjeringuilla Hamilton, se 
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inyectaron 0,4 µl de una solución concentrada de leucina tritiada (60 µC/µl,); transcurrida una sobrevivencia de 24 
a 48 horas, se anestesió al animal con hidrato de cloral al 20% (4 ml./Kg. de peso) intraperitonealmente para llevar 
a cabo la perfusión percardiaca con formol neutro al 10%. El encéfalo extraído se incluyó en Paraplast y se obtuvieron 
cortes seriados de 1 O µm que fueron procesados por la técnica de autorradiografía para microscopía de luz. Se utilizó 
una emulsión Kodak NTB2 diluida al 20% en agua destilada y mantenida a una temperatura constante de 40° C. El 
tiempo de exposición a la emulsión fué de un mes, durante el cual los portaobjetos estuvieron herméticamente 
cerrados y mantenidos a 4° C. Después fueron revelados con el revelador Kodal<. T19 y fijados con un fijador standar 
de fotografía. Una vez contrastados' con una solución de tionina al 1 °%, deshidratados y cubiertos, se observaron con 
un fotomicroscopio Zeiss II y una lupa binocular WILD con campo oscuro incorporado. Los atlas utilizados tanto 
para la localización del lugar de inyección, como para realizar las reconstrucciones de los datos obtenidos, fueron: 
para el córtex cerebral el de Fleischlauer (9) y para el tálamo el de Gerhard (11). 

Resultados 

Proyección Tálamo-Cortical 

Las inyecciones del enzima peroxidasa (HRP) se localizan en diversos territorios de las áreas corticales 
temporales. Las que hemos utilizado para este trabajo corresponden a las zonas Te 1, Te 2.2 y Te 3 del córtex (9) y 
abarca a todas las capas de dicho córtex. 

Las células origen de la proyección se observan a nivel del núcleo genículado medial talámico, así como en el 
núcleo pul vinar (11 ). La proyección más intensa corresponde a la zona Te 1 (área auditiva primaria). Al estudiar cortes 
seriados del tálamo se aprecian células marcadas origen de la proyección genículo-cortical, en varias subdivisiones 
del NGM, en toda su extensión rostro-caudal. 

En la Figura 1 A podemos apreciar la topografía de su localización. En la parte más caudal del núcleo, las células 
marcadas se hallan en parte del subnúcleo dorsal, toda la división ventral, conforme observamos cortes más rostrales, 
encontramos cómo en la subdivisión Ve y Vm (Ventral central y Ventral medial) va perdiéndose la celularidad. 

En la Figura 4A se presenta una imagen donde las células marcadas ocupan la porción más periférica del NGM, 
y en la figura 4B un detalle de unas de estas células intensamente marcada, permitiéndonos observar claramente su 
morfología. 

Las proyecciones hacia Te 2.2 son más escasas, localizándose los somas neuronales en la porción más caudal 
del NGM, y únicamente en algunas de las subdivisiones de su subnúcleo ventral, con la exclusión del subnúcleo 
central (Ve) (Fig. 2A). 

Las células que proyectan a Te 3 son muy escasas y se distribuyen en la porción más caudal del NGM, por la 
zona más lateral de la subdivisión dorsal y ventral, haciéndose más mediales en el tercio más rostral del citado núcleo 
(Fig. 3A). 

Respecto al núcleo pulvinar talámico, observamos que manda sus axones fundamentalmente al área Te 1 del 
córtex temporal, y lo hace desde la porción centro caudal y rostromedial del mismo, apreciando en nuestro material 
cómo forma una banda oblicua de células en esta última porción (Fig. 1 A, 4C y 4D). 

Proyección Córtico-Talámica 

Las inyecciones de leucina tritiada (3H-Leucine) se practicaron en todo el córtex temporal; las utilizadas para 
este trabajo se sitúan en Te 1, Te 2 .2 y Te 3 de dicho córtex. 

Los terminales axónicos provenientes de Te 1 se observan a nivel del NGM en toda su extensión rostro-caudal, 
abarcando toda la porción lateral de dicho núcleo. En los niveles más caudales del núcleo, se observa todo él con el 
marcado autorradiográfico, y hacia la zona más rostral se aprecia este marcado más abundante e intenso en las 
subdivisiones dorsal y ventral, con la excepción de la pon;:ión Ve (Ventral cefltral) (Fig. 18). 
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A nivel del NGM los terminales que provienen de Te 2.2 son muy abundantes distribuyéndose el marcado 
autorradiográfico por todas las subdivisiones del NGM, aunque sin hallarlas tampoco en Ve (Ventral central) (Fig. 
2B). 

Por último, referente a la proyección desde Te 3 del córtex auditivo, difieren si esta proviene de la parte anterior 
o posterior de dicha zona cortical. Así, cuando la inyección se produce en las partes más rostrales del área Te 3, los 
terminales axónicos a nivel del NGM son cuantiosos a lo largo de su extensión rostro-caudal, quedando libre de 
marcado la porción central de la subdivisión ventral del núcleo (Fig. 3B). Algo más tenue es el marcado autorradio
gráfico cuando la proyección parte, de la zona anterior de Te 3. 

Este intenso marcado del que hemos hablado podemos observarlo en las fig. 5A,5B y 5C, correspondiente al 
NGM fotografiado desde niveles rostrales a caudales. 

La conexión con eJ núcleo pulvinar es también manifiesta. Desde Te 1, ocupa la porción centrocaudal y 
ventromedial del mismo. Esta misma topografía encontramos en la proyección desde Te 2.2, aunque más intensa que 
la observada desde Te 1 (Fig. IB, 2B). La proyección desde Te 3 es mas tenue en nuestros resultados, pero sigue 
presentando la misma disposición en banda en la porción ventromedial de dicho núcleo (Fig. 3B y 5D) . 

Discusión 

A la vista de nuestros resultados, podemos concluir diciendo que en líneas generales estamos de acuerdo en 
afirmar que el núcleo geniculado medial (NGM) y el núcleo Pul vinar mantienen conexiones recíprocas con el córtex 
temporal en el conejo, hecho este estudiado ya en el gato (4) con técnicas de transporte anterógrado y retrógrado 
utilizadas simultáneamente. 

Nosotros encontrarnos que estas conexiones son claramente recíprocas en lo referente al área Te 1, donde tanto 
la intensidad como la localización de las células y terminales axónicos en el NGM son superponibles en los niveles 
caudales de dicho núcleo, habiendo reciprocidad de conexiones a nivel del subnúcleo ventral (4), porciones Vi 
(ventral intermedia), Ve (ventral central) y Vv (ventral ventral), y aunque se observa proyección genículo-cortical 
desde Vm (ventral medial), no se observa en nuestro material proyección córtico-geniculada en estos niveles 
caudales. 

En los niveles rostrales, existe reciprocidad en el subnúcleo ventral, en todas las subdivisiones, aunque con 
mayor intensidad en Vv y Vm, siendo esto similar a lo observado en otras especies animales estudiadas (5, 14, 15), 
sobre todo ampliamente documentadas por Winer (17) en sus trabajos con gatos. 

Referente a las áreas Te 2.1 Te. 2.2 y Te 3 del conejo, observamos que sus conexiones recíprocas, aunque 
existen, no son tan intensas, y hay una disparidad manifiesta entre la proyección córtico-geniculada, que es muy 
intensa (8, 10), Y la genículo-cortical, que es escasa y restringida a la porción ventral (Vv) de la subdivisión ventral 
delNGM. 

En cuanto a la reciprocidad a nivel del núcleo Pulvinar, ya Trojanowsky (16) describe en el squirrel monkey 
este hecho, utilizando HRP y Leucina (3H) combinadas. Nosotros encontramos la reciprocidad del n. pulvinar con 
el área Te 1 del córtex del conejo. En cuanto a las áreas Te 2 y Te 3, la proyección córtico-talámica es manifiesta e 
intensa, pero en nuestro material la proyección tálamo-cortical no se ha podido estudiar en estas áreas, puesto que 
la porción más ventral del tálamo no se estudió con técnicas de peroxidasa. Queda, por tanto, completar un estudio 
más detallado de estas·regiones. 
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Reconstrucción en cortes seriados rostrocaudales del tálamo de un animal cuyo lugar de inyección de 
peroxidasa (HRP) se localiza en Te 1 del córtex temporal, señalando con punteado la localización de las 
neuronas marcadas en el NGM y en el Núcleo Pulvinar. 
Reconstrucción en cortes seriados como en la Figura 1 a; el lugar de inyección de leucina tritiada se localiza 
en Te 1, señalando con sombreado oscuro los terminales axónicos a nivel del NGM y N. Pulvinar. 
Igual que Fig. 1 a. Lugar de inyección en Te 2.2. 
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Igual que Fig. 1 b. Lugar de inyección en Te 2.2. 
Igual que Fig. 1 a. Lugar de inyección en Te 3. 

. Igual que Fig. 1 b. Lugar de inyección en Te 3. 
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FIGURA 4A. 
FIGURA 48. 
FIGURA 4C. 
FIGURA 4D. 
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Microfotografía donde se observan células marcadas con peroxidasa en el NGM. 
Aumento de un campo de la Fig. 4A, donde se aprecia una célula del NGM. 
Microfotografía del n. pulvinar, donde se observan las células marcadas. 
Detalle de la Fig. 4C. Neurona marcada del N. Pul vinar. 
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FIGURA SA. 
FIGURA 5B. 
FIGURA SC. 
FIGURA 5D. 
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Fotografía del n. Ger;culado Medial con marcado autorradiográfico (porción caudal). 
Igual que Fig. 5A. Porción intermedia del NGM. 
Igual que Fig. 5A. Porción rostral del NGM. 
Igual que Fig . 5A. Núcleo Pulvinar. 
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ESTUDIO HISTOENZIMOLOGICO DE LA ACTIVIDAD L.D.H. EN EL CEREBELO DEL 
POLLO (Gallus domesticus, L.) EN DIFERENTES CONDICIONES FISICOQUIMICAS 

HISTOENZYMOLOGICAL STUDY OF THE L.D.H. ENZYME ACTIVITY IN THE CHIC
KEN'S CEREBELLUM (Gallus domesticus, L.) IN DIFFERENT PHYSICAL AND CHEMICAL 
CONDITIONS 

RESUMEN 

G. MORA TALLA, M. ROSETY y F J. FERNANDEZ TRUJILLO 

Departamento de Ciencias Morfológicas. Facultad de Medicina. 
Universidad de Cádiz. España. 

Se estudió la actividad Lactato deshidrogenasa (L- Lactato: NAD• oxidorreductasa. 1.1.1 .27) en cortes de cerebelo de pollo 
(Gallus domesticus, L.), en distintos estadías de su desarrollo, así como en el animal adulto, en diversas condiciones 
fisicoquímicas. Como punto de partida se empleó la técnica de la sal de tetrazolio de Lodja (1979) . A partir de los resultados 
obtenidos con este método, las condiciones fisicoquírnicas se modificaron para obtener las condiciones óptimas de detección de 
la actividad LDH en el cerebelo del pollo. Fue considerado el papel de activadores como la dinitrofenilhidracina e inhibidores 
como la urea y la acetona. Por otra parte se estudió el efecto de ciertos metales pesados como el Mg2• y el Zn2

• en forma de cloruros. 

PALABRAS CLAVE: Histoenzimología. cerebelo 

SUMMARY 

Toe activity of the Lactate dehydrogenase (L- Lactate: NAD• oxidoreductase 1.1.1.27) was studied in sections of chicken's 
cerebellum (Gallus domesticus, L.), at several stages of its development, as well as in the adult stage, in different physical and 
chernical conditions. As a starting point the tetrazolium salt ofLadja (1979) technique, the physical and chemical conditions were 
modified to obtain the most appropriated conditions for the detection of the LDH activity in the chicken's cerebellum. Toe role 
of activators like the dinitrophenilhydrazine and inhibitors like urea and acetone; on the other hand, the effect of certain heavy 
metals like Mg2• and Zn2 in the form of chlorides was studied. 

KEY WORDS: Histoenzymology, cerebellum 

Introducción 

La importancia que la LDH tiene en el metabolismo de los órganos del sistema nervioso es considerable, pues, 
siendo la glucosa la fuente de energía de dichos órganos, la existencia de la enzima supone un aporte adicional de 
glucosa a partir del lactato sanguíneo por vía de la gluconeogénesis. 

No obstante, los estudios y resultados histoquímicos pueden variar enonnemente dependiendo de la metodo
logía empleada, de tal suerte que muchos autores han hecho hincapié en este tema. Así, Burstone (1958) realiza un 
estudio del efecto de la fijación en la detenninación histoquímica de enzimas hidrolíticas. Novikoff y Masek (1958) 
estudian, así mismo, el efecto de la fijación con fonnol-calcio en la detenninación de la actividad LDH. Friede y col. 
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(1963) realizan un mapeo de enzimas en el cerebelo teniendo en cuenta los aspectos metodológicos. En 1977, 
Hardonk y col. estudiaron la influencia de la fijación y el tratamiento con tampones en la actividad de diversas 
enzimas, ya que los iones que contienen muchos tampones pueden actuar como inhibidores de algunas enzimas. 

TQledano y Martínez Rodríguez (1977) realizaron un estudio del papel de los fijadores en la determinación de 
algunas enzimas en el cerebelo de la rata. Otro grupo de autores como Altman (1971-72-76) Butcher (1971) Pearse 
( 1972) Andersen y Hoyer, la importancia de la metodología. Los últimos realizaron un estudio extenso sobre aspectos 
metodológicos en la histoquímica de ciertas deshidrogenasas en el cerebelo de la rata. 

Más recientemente González de Canales y col. ( 1986) han publicado un estudio del comportamiento de la 
fosfatasa alcalina en diferentes condiciones fisicoquímicas, en neutrófilos de peces. 

Así pues, nosotros hemos estudiado la actividad LDH en cortes de cerebelo de pollo en diferentes condiciones 
fisicoquímicas, con la finalidad de establecer las condiciones óptimas de determinación histoquímica de la actividad 
de dicha enzima para este animal, ya que disponemos de células grandes (células de Purkinje) frente a ex tensas 
estructuras neuropilares (capa molecular). 

Material y Métodos 

Se ha elegido el cerebelo del pollo recién nacido y adulto para nuestro estudio. Los ejemplares fueron 
sacrificados por decapitación realizándose bloques de 3-5 mm. de sección sagital. Las piezas fueron incubadas en 
mezcla de HOLT durante 48 horas . Después del lavado, efectuado a 4 ºC, las piezas fueron rociadas con freón e 
incluidas en el medio de congelación, realizándose cortes de criomicrotomo de 1 O m de espesor, a una temperatura 
de -15 C. 

Las primeras incubaciones se hicieron siguiendo como técnica base el método de la sal de tetrazolio de Lodja 
(1965). Como control se incubó sin el coenzima (NAD•) y para la inhibición del tipo M se empleó acetona al 50% 
y urea 3M. La determinación de la actividad enzimática se hizo por un sistema semicuantitativo, empleando como 
órgano test el hígado, al cual se le asignó la máxima actividad. 

En una segunda etapa, pasamos a modificar las condiciones fisicoquímicas del método con objeto de encontrar 
las condiciones óptimas de detección para el organo motivo de estudio. El efecto del pH fue comprobado con medios 
de incubación tomados dela técnica base, tamponándolos a6,6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 y9. Con el pH óptimo obtenido (entre 
7 .2-7 .5) se estudió el efecto de la temperatura en dos vertientes. En primer lugar aplicamos temperaturas desde 25 ºC 
hasta 90ºC añadiendo el medio de incubación inmediatamente después de depositar las preparaciones en la estufa, 
con lo cual pretendíamos acelerar el tiempo de obtención de la actividad máxima por medio de altas temperaturas 
en poco tiempo. En segundo lugar hicimos pretratamientos de varios minutos en baños de temperaturas desde 30ºC 
a 70ºC y posterior"incubación para explorar el grado de termolabilidad de la enzima. 

El estudio de la influencia de la concentración de sustrato ([S]) se hizo a pH óptimo y a temperatura óptima, 
oscilando las concentraciones entre 2mM, 4mM, 7mM, IOmM, 20mM, 40mM, 70mM y 90mM. La influencia del 
tiempo de incubación se estudió entre los 5 min. y 12 horas. 

Como activadores se emplearon el cloruro de magnesio a bajas concentraciones y la dinitrofenilhidraci,na al 
0.1 o/~. El Mg2• se empleó como inhibidor a altas concentraciones, así como el cloruro de cinc. Como inhibidores del 
tipo M de las cadenas que forman las isoenzimas de la LDH se emplearon la urea 3M y la acetona al 50%. 

Resultados 

1. Efecto del pH 

Los cortes incubados a pH=6 mostraron una débil actividad de la enzima en las células de Purkinje, y muy débil 
en el resto de las estructuras, tanto en el adulto como en el recién nacido. 
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A pH=6.5 aparece una débil actividad en las células de Purkinje, capa molecular y neuronal de la sustancia 
blanca, manteniéndose muy débil en la capa de granos . Los resultados también fueron paralelos en el recién nacido 
y adulto. 

En los cortes incubados a pH=7, encontramos en el cebelo del recién nacido una moderada actividad en las 
células de Purkinje, así como en la molecular y neuronas de la sustancia blanca. La capa de granos mostró actividad 
intermedia entre débil y moderada. En cambio, en el adulto interpretamos actividades moderadas en las células de 
Purkinje y neuronas de la sustancia blanca, entre débil y moderada en la capa molecular y débil en la capa de granos. 

Con valores de pH entre 7.2.-7.5 obtuvimos resultados semejantes. Tanto en recién nacido como en adulto 
encontramos la máxima actividad en las células de Purkinje y neuronas de la sustancia blanca. La capa molecular y 
la capa de granos mostraron actividad entre moderada y máxima. 

A partir de pH=8 comenzó a decrecer la actividad en todas las estructuras, llegando a registrarse·a:ctividades 
muy débiles con valores de pH=8 .5.-9. · ·, 

2. Efecto de la temperatura 

Hemos observado que temperaturas moderadamente más altas que las referidas en la técnica de origen, 
producen la reacción máxima a menor tiempo, el cual no debemos sobrepasar, pues aparece con gran frecuencia 
difusión de los productos de reacción. A temperaturas altas (entre 60-70ºC) puede encontrarse un aparente aumento 
de la actividad, debido a la difusión, impidiendo la valoración del patrón enzimático. 

Cuando sometíamos los cortes a un pretratamiento con bafios de agua a temperaturas crecientes, los resultados 
son diferentes. Aquí la inactivación de la enzima se produce antes de que pueda reaccionar con el medio de 
incubación. En los pretratamientos entre 37-38ºC la actividad se conservó íntegra y máxima, mientras que a 60ºC 
no existía actividad alguna. Conviene reseñar una disminución del contraste de actividad entre las células de Purkinje 
y las capas vecinas en el pollo recién nacido. 

3. Efecto de la concentración de sustrato 

Con concentraciones de lactato del orden de 2mM la actividad fue negativa en todas las estructuras. A 4mM 
se observó una debilísima actividad en el recién nacido, pero sin ningún patrón enzimático evidenciable, en tanto que 
en el adulto apenas se observó actividad. 

Cuando el medio de incubación tenía una concentración de sustrato de 7mM encontramos una débil actividad 
en todas las capas del córtex del recién nacido. Para el adulto la actividad enzimática detectada fue muy débil en todas 
las estructuras. · 

A 1 0mM se registró actividad máxima en ambas edades y en todas las estructuras, intensidad que se mantuvo 
a 20mM en el recién nacido, mientras que en el adulto bajó discretamente en las capas molecular y de granos. 

A partir de 40mM los resultados varían según las capas del córtex. Así en la capa de células de Purkinje la 
actividad decreció muy poco a40mM, manteniéndose así hasta 90mM. Las capas molecular y granulosa mostraron 
cambios absolutamente paralelos. Así a40mM decrecieron muy poco ambas actividades, bajando más de 50 a 70mM 
hasta estabilizarse en una intensidad débil. Es decir, la actividad decreció más en dichas capas que en la de células 
de Purkinje. Las neuronas de la sustancia blanca y de los nucleos cerebelosos siguieron la misma evolución que las 
células de Purkinje. 

4. Efecto del tiempo de incubación 

En las condiciones óptimas obtenidas hasta el momento, se estudió la actividad LDH en el cerebelo del pollo, 
programando diferentes tiempos de incubación. 

A los cinco minutos no se observó actividad alguna en ambas edades. Una débil actividad en las células de 
Purkinje y neuronas de la sustancia blanca se observó a los diez minutos, mientras que en las capas molecular y de 
granos la actividad fue muy débil. Esta intensidad se mantuvo después de veinte minutos. 
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Transcurridos treinta minutos desde el inicio de la incubación, las células dePurkinje y neuronas de la sustancia 
blanca y núcleos mostraban una actividad que se aproximaba al máximo. El resto de las estructuras daban una 
actividad moderada. 

A los cuarenta y cinco minutos se obtuvo el máximo de actividad en las células de Purkinje y neuronas de la 
sustancia blanca y núcleos. En la molecular y granulosaseobservóactividad de moderada a intensa. Estas actividades 
se mantuvieron a los sesenta minutos sin difusión apreciable. 

A partir de este punto comenzó a aparecer la difusión y así a los noventa minutos parecía haber más actividad 
global, hecho que se debía exclusivamente a la difusión de los productos de reacción. 

5. Estudio de activadores e inhibidores 

La inhibición del tipo M con acetona al 50% mostró paradójicamente un aumento de la actividad. Esto podría 
deberse al efecto fijador de la acetona que impediría que parte de la enzima escapase al medio de incubación. 

En cambio, con urea 3M se observó un cambio de la actividad de las capas molecular y granular en el sentido 
de una disminución hasta actividad débil. Sin embargo, las células de Purkinje y las neuronas de la sustancia blanca 
mantienen su nivel de actividad casi al máximo. 

Al añadir dinitrofenilhidracina al medio de incubación (concentración=O. 1 % ) comprobamos un efecto 
activador, más patente en las estructuras que menos actividad mostraban "per se". 

En cuanto a los metales, el Mg++ actuó como activador a las concentraciones referidas en la técnica de Lodja, 
pero a altas concentraciones se mostró como un inhibidor. El Zn++ demostró un marcado efecto inhibidor a todas las 
concentraciones empleadas. 

Discusión 

En 1978, Contestabile y Andersen estudiaron diversas enzimas (succinato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y glutarnato deshidrogenasa), valorando la influencia de diversos factores 
en la intensidad de las mismas, en el cerebelo de la rata. Algunos datos de interés son estudiados para la LDH: por 
ejemplo,al emplearurea3M se obtiene una disminución dela actividad más significativa en la capa de granos, seguida 
por la molecular y la capa de células de Purkinje, lo que concuerda con nuestros hallazgos en el cerebelo del pollo. 
Por otro lado consideran que el empleo de la acetona conlleva un efecto fijador, impidiendo que parte de la enzima 
escape al medio de incubación, hecho éste que hemos comprobado en el pollo cuando probamos la acetona al 50% 
como inhibidor del tipo M. Estos autores encontraron que los tipos H y M de las cadenas que componen las diferentes 
isoenzimas de la LD H, coexistían en las tres capas corticales, siendo prevalen te el tipo H. El tipo M alcanzaba su ni ve! 
más alto en los glomérulos sinápticos (capa de granos), seguido por las estructuras de la capa molecular y en último 
término en las células de Purkinje, lo que concuerda con los resultados que obtuvimos con la inhibición del tipo M 
con urca 3M. En este sentido, pensamos que el estudio histoquímico de las diversas isoenzimas podría apoyarse en 
métodos fisicoquímicos. Por último, ellos no encuentran actividad en la glía de Bergman de la rata, hecho discordante 
con nuestros hallazgos en el pollo. 

;Hemos desarrollado nuestro trabajo al igual que lo hicieran González de Canales y col s. El efecto de la fijación, 
si bien ha sido estudiado por varios autores, como hemos mencionado al principio, no lo contemplamos, pues 
normalmente obtenemos buenos resultados con muestras no fijadas, con lo cual pretendemos evitar en lo posible la 
interferencia de factores externos innecesarios. 

Como puede comprobarse, pocos son los autores que recogen en sus trabajos las modificaciones de las 
condiciones fisicoquímicas para comprobar si están trabajando en condiciones óptimas. Así nosotros, que partimos 
de la técnica de la sal de tetrazolio de Lodja, hemos obtenido, en el cerebelo del pollo, mejores resultados modificando 
algunas de las condiciones de la técnica patrón. 

Habida cuenta de los resultados obtenidos, para el cerebelo del pollo proponemos reajustar el método inicial 
de Lodja a las siguientes condiciones: 
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- Temperatura de incubación: 40ºC 
- Tiempo de incubación: 45-60 minutos 
- Concentración de sustrato: 20-40 mM 
- pHóptimo: 7.2-7.4. 

Como conclusiones finales , después de la aplicación del método de Lodja reajustado destacamos: 
• la actividad LDH es mayor en las células de Purkinje, glia de la sustancia blanca y neuronas de los núcleos, 

encontrando igualmente intensa actividad en la glia de Bergman. 
• en la capa molecular se aprecia moderada actividad para hacerse máxima en algunas arterias terminales y en 

las dendritas de las células de Purkinje. 
• en la granulosa la mayor actividad se localiza a nivel de los glomérulos sinápticos, siendo mínima en los 

granos. 

Agradecemos a A.E. Rosety Plaza y M.T. Fernández Llebrez su colaboración técnica en el laboratorio . 
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FIGURA l. Cerebelo pollo recién nacido. Células de la sustancia blanca. L.D.H. pH =7. 

FIGURA 2. Cerebelo pollo adulto. Córtex y glía de Bergman. L.D.H. 
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FIGURA 3. Cerebelo de pollo recién nacido. Células nucleares. Determinación. Condiciones óptimas . 

FIGURA 4. 

• • .,,, . .,, 
j 

• 

Cerebelo de pollo adulto. Impregnación argéntica de Fitzgerald. 
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APORTACION AL ESTUDIO CITOENZIMOLOGICO DE LA VAGINA 

CONTRIBUTION TO THE HISTOENZYMA TIC STUDY OF THE VAGINA 

.. - ') 

J. L. NIETO Y A. M~ TORRES 

Opto. Ciencias Morfológicas. Universidad de Zaragoza 

RESUMEN 

Se presentan los resultados obtenidos en el epitelio vaginal de la rata blanca con algunas técnicas histoenzirnáticas (fosfatasa 
alcalina, ácida, glucosa -6- fosfatasa, A TP-asa, LOH, SOH y NAO). Se demuestra positividad en todos los estratos vaginales.sobre 
todo en los profundos. El estudio forma parte de una investigación más extensa que intenta establecer un modelo de los principales 
ciclos metabólicos durante el ciclo normal de la vagina. 

PALABRAS CLAVE: Epitelio vaginal, enzimas. 

SUMMARY 

Presentation of theresults obtained in the vaginal epithelial of the white rat with various histoenzymatic techniques (alkaline 
phosphatase, acid phosphatase, G-6-P-ase, ATP-ase, LOH, SOH and NAO) . Positivereactions areexhibited in ali vaginal layers , 
particularly in deep Iones . Toe study forms a partof a more ex tense investigation that attempts to establish amodel of theprincipal 
metabolic cycles during the normal cycle of the vagin. 

KEY WORDS: Vagina, Histochemistry. 

Introducción 

La citoenzimología vaginal intenta describir el comportamiento fisiológico y patológico de este órgano a través 
de la localización celular de sus actividades metabólicas. Los primeros estudios se inician con la aplicación del 
método de Gomori (7) para la localización de fosfatasas alcalinas. Los resultados iniciales de estas investigaciones 
fueron muy contradictorios, señalando Gerard (6) que, mientras autores como Matter (13) no encuentran actividad 
fosfatásica en vagina, hay otros como Sani, Lang, Rakoff y Gross (10) que describen su actividad en estas células. 

Tampoco hay acuerdo al señalar el momento de máxima actividad fosfatásica, quecoincideparaSani (19) con 
la fase folicular del ciclo, mientras los restantes autores citados la observan durante la fase progestacional y durante 
el embarazo. Trabajos posteriores de Botella y Nogales (2), Kazimierz (9), Herovici (8), Fortak y Mazenka (5), 
Cymeris ( 4 ), Celener (3) y Trim boli (21) han confirmado la presencia de fosfatasa alcalina en los estratos vaginales . 
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La fosfatasa ácida ha sido estudiada por Matter ( 13). Esta es positiva en las células basales y débi I en los estratos 
parabasal y porción más profunda del intermedio. Para este autor la máxima actividad se encuentra en la zona central 
del estrato vaginal medio, desde donde disminuye en dirección a las células más superficiales. 

En fecha reciente Trimboli (21), ampliando investigaciones de Estévez, Balbiani y Rossi (1), ha estudiado en 
vagina y exocervix la presencia de algunas fosfatasas específicas, señalando para la glucosa-6-fosfatasa y para la 
ribosa-5- fosfatasaunaactividad superiora la encontrada para diversas A TP-asas alcalinas. Entre las fosfatasas ácidas 
específicas de las células vaginales, Celener (3) ha descrito la presencia de fosfoamidasa. 

Entre las carboxi-éster-hidrolasas, Lencioni (11) tras recabar información de Fishman y Mitchel (5) confirma 
la presencia de lipasa en estas células, si bien limita su actividad a las más superficiales. Otras hidro lasas, estudiadas 
por Trimboli (21) en exocervix, tales como la leucil y la alanilaminopectidasa y la 6-glucoronidasa, no presentan 
actividad en estas células. Otra hidrolasa, la fosforilasa, ha sido descrita por Lencioni (i'"'i) en las células vaginales. 

Diversas deshidrogenasas demuestran actividad en el epitelio vaginal . Rua y Cabrini (18) señalan la presencia 
de succinicodeshidrogenasa en las células vaginales más profundas. También Celener (3) destaca esta actividad 
enzimática en las capas basal, parabasal e intermedia de la vagina, coincidiendo con Lencioni en que los estratos 
superficial y de Dierks carecen de esta actividad. Trimboli (21) describe además la actividad de otras deshidrogena
sas en vagina y exocervix, señalando intensa actividad de la lacticodeshidrogenasa, de la glucosa-6-fosfatodeshidro
genasa y de la 6-fosfogluconatodeshidrogenasa; la succinicodeshidrogenasa demuestra una actividad moderada, y 
la malicodeshidrogenasa, bastante débil. La misma autora estudia otras oxirreductasas, encontrando intensa positi
vidad del NAD, menor de NADPH y falta de actividad de monoaminoxidasa. 

Material y Métodos 

En este trabajo hemos utilizado quince ratas blancas, en diversos momentos del ciclo estral, a las que hemos 
extirpado todo el bloque genital bajo anestesia etérea. Inmediatamente hemos congelado estos tejidos con nitrógeno 
líquido (-1 µ60º) con el fin de preservar todos los componentes enzimáticos del tejido. Los cortes de cada órgano, 
los hemos realizado a 10 µm en un microtomo de congelación Frigomobil Jung. Una vez seleccionados los cortes 
se procedió a la investigación de diferentes enzimas (fosfatasas alcalina y ácida, G-6-P, A TP-asa, LDH,SDH y NAD) 
según las técnicas recomendadas por Pearse (16) y por Martínez R. (12). En cada animal hemos realizado además 
coloraciones histológicas de rutina (hematoxilina-eosina). 

Resultados 

A. Hidro/asas 

La fosfatasa alcalina inespecífica presenta escasa actividad en el epitelio vaginal de la rata blanca. La máxima 
actividad la hemos encontrado en el estrato intermedio (grado++). La fosfatasa ácida, por el contrario, demuestra 
una gran actividad en las células de la capa profunda (grado +++ ), perdiendo la reacción intensidad conforme 
ascendemos a los estratos más superficiales, a cuyo nivel la actividad enzimática es mínima (grado+). 

La glucosa-6-fosfatasa (G-6-P) presenta actividad en todas las células vaginales. La coloración marrón que 
aparece en los lugares con actividad enzimática adquiere su máxima intensidad en los estratos intermedio y 

superficial de la vagina (grado++). La actividad de las células profundas es más discreta) (grado+). 
La adenosintrifosfatasa alcalina (A TP-asa) también está presente en estas células. Según nuestro estudio, su 

actividad es similar en los diferentes estratos de la mucosa vaginal (grado++). 
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B. Oxirreductasas 

La actividad de la lacticodeshidrogenasa (LDH) es máxima en las células vaginales del estrato profundo (grado 
++).Las células del estrato superficial o funcional, aunque más activas que las intermedias, no alcanzan la coloración 
de las profundas (grado+). 

La succinicodeshidrogenasa (SDH) posee una actividad muy intensa en todas las células de la vagina (grado 
+++). Esta actividad no varía de intensidad en los diferentes estratos de la mucosa vaginal. 

Por último, la reacción demostrativa de NAD colorea a las células profundas más intensamente (grado+++) 
que a las intermedias y superficiales (grado++). 
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Discusión 

EsLa invesligación histoenzimológica de la vagina inlenLa complementar nuestros estudios anLeriores, dedica
dos a demostraren las cél ulas vaginales la presencia de diversos principios inmediatos (Nieto, 14, 15). Los resultados 
expuestos indican que algunas hidrolasas y oxirreducLasas desarrollan una intensa actividad en el epitelio vaginal , 
actividad que se acemúa en las capas más profundas del órgano (células basales y parabasales), donde se aprecian 
precipitados de sulfuro de amonio o de formazan bastante manifiestos . Sólo la glucosa-6-fosfaLasa, demuestra a este 
nivel una activiad enzimática más discreta. 

En general, estos resultados confirman la actividad enzimática hasta ahora reseñada en las células vaginales. 
Sólo la localización de succinodeshidrogenasa en la capa superficial de la vagina discrepa de las localizaciones 
anteriores (18, 3). Señalemos por último que los datos presentados en este trabajo sólo constituyen una primera 
aporLación a este tema, lo que, unido a la escasa bibliografía publicada, dificulta de momento la interpretación 
funcional de estos resultados histoquímicos. Confiemos en que podamos despejar estas incógnitas y podamos 
adentrarnos en el estudio de los diversos ciclos metabólicos que ocurren en las células vaginales. La fisiología y la 
patología de este órgano serán mejor comprendidas entonces. 
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DIFERENCIAS EN EL DESARROLLO DE LOS GANGLIOS CILIARES IN VITRO DEPEN
DIENTES DEL SUBSTRATO Y DE LA EDAD. I. COLA GENO 

DIFFERENCES ON THE DEVELOPMENT IN VITRO OF CILIAR Y GANGLIA DEPENDENT 
OF THE SUBSTRATUM AND AGE. I. COLLAGEN 

RESUMEN 

F. PADILLA, F. PUERTA yM. BUSTOS 

Departamento de Ciencias Morfológicas . 
Facultad de Veterinaria Universidad de Córdoba 

.. - ) 

Hemos estudiado el comportamiento de los explantosde ganglios cliliares de embriones de pollo de 7, 8, 10, 12, 14 y 15 días, 
cultivados in vitro sobre colágeno. La emisión y génesis de células no neuronales están relacionadas con la edad, y a mayor edad 
embrionaria, menor es el desarrollo neurítico observado así como la capacidad para unirse al substrato. 

Cuando cultivamos explantos ganglionares de 7, 8 y lOdías observamos un mismopatróndedesarrolloneurítico, comenzando 
por la emisión de neuritas ramificadas que posteriormente se unen entre sí en las zonas próximas a los explantos. En los ex plantos 
de 12, 14 y 15 días no se observa la fasciculación de las neuritas. 

En las coronas de crecimiento hemos identificado tres tipos celulares de diferente morfología y que suponemos corresponden 
a neuronas, celulas de glía y fibroblastos y similares . . 

PALABRAS CLAVE: Ganglio ciliar, cultivo de tejidos, substrato de colágeno, embrión de pollo. 

SUMMARY 

· We havestudied in vitro the behaviorof chickembryociliary gangliaexplant from 7, 8, 10, 12, 14 and 15 daysoldon acollagen 
substranun. Toe emission and genesis of non neuronal cells are related with the age, and at majar embryo age, poorer neuritic 
dcvelopment and ability to bind the substratum is observed. 

When the ganglia explants from 7, 8 and 10 days are cultived, we observe an only one neuritic development model, wich 
beginning by the emission ofbranch neurites that subsequently join near the explants. 0n the 12, 14 and 15 days old explants we 
<lid not observe this fact. 

0n the growth halo, we have identified three morphological cells types wich we suppose correspond to neurons, gl ial cells 
and fibroblast and similars. 

KEY WORDS: Ciliary ganglion, tissue culture, collagen substranun , chick embryo. 

Introducción 

En el desarrollo del sistema nervioso tiene una gran importancia el estudio de las relaciones que se establecen entre 
las neuronas y las células no neuronales , así como las interacciones de estos tipos celulares con la matriz extracelular. 
Para el estudio de estas relaciones se recurre frecuentemente a las técnicas de cultivos in vitro, ya que las placas de 
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cultivo constituyen sistemas cerrados que Jordano (15) denominó neuroecosistemas, éstas son más accesibles que 
el organismo completo y es posible mantener unas condiciones relativamente simples y controladas. 

La supervivencia neuronal y emisión de neuritas por las neuronas ganglionares en cultivo dependen principal
mente de dos factores, que son el substrato utilizado para el cultivo y el aporte de agentes extrínsecos, como son los 
factores neurotróficos y las glicoproteínas que componen la matriz extracelular [Da vis et al. (10) y Hammarback et 
al. (13)]. 

Belford et al. (4), Ebendal et al. (11 ), Henderson et al. (14) y Lindsay et al. (17) encuentran que la mayoría de los 
extractos de tejidos contienen factores neurotróficos, Lindsay et al (17) encuentran que la concentración de estos 
factores no es constante sino que varía con la edad. Varon et al. (24) encontraron que las neuronas de los ganglios 
ciliares (GC) podían sobrevivir in vitro y emitir neuritas, con una combinación de suero y extractos de embrión de 
pollo. Posteriormente Tutle el al. (23) encontraron que para estas neuronas cultivadas in vitro el extracto de pollo era 
esencial, teniendo el suero un efecto beneficioso; así mismo estos autores encontraron que las células no neuronales 
que forman el GC incrementan la supervivencia de las neuronas en cultivo. 

Las células no neuronales no solo influyen sobre la supervivencia neuronal, ya que Roufaetal. (21) en sus estudios 
sobre el ganglio cervical superior de rata hallaron que las células no neuronales tienen una gran influencia sobre el 
desarrollo neurítico. 

Letoumeau ( 16) encuentra que el substrato sobre el que viven las neuronas es importante, ya que la firme adhesión 
al mismo incrementa la probabilidad de emisión de neuritas, así como su tamaño y número de ramificaciones. 

El presente trabajo es el primero de una serie de dos con los que pretendemos estudiar la iníluencia de la edad y 
del tipo de substrato sobre el comportamiento de los ganglios ciliares en cultivo. 

En el desarrollo embrionario la edad tiene una gran importancia, ya que los comportamientos celulares se 
modifican en relación con ésta; respecto al substrato también hay que considerar que posee una gran importancia, 
ya que si los substratos de cultivo presentan diferentes propiedades (el colágeno constituye un buen substrato natural 
para la adhesión de_ las células, aunque tiene una baja capacidad para fijar los factores neurotróficos, propiedad que 
sí presenta la poliomitina, aunque esta sea un substrato "artificial" [Bustos et al. (8)], es lógico el pensar que puedan 
iníluir en el comportamiento celular. 

Material y Métodos 

Hemos utilizado GC procedentes de embriones de pollo de 7, 8, 10, 12, 14 y 15 días de incubación. La extracción 
de los ganglios se realizó según la técnica de Bustos et al. (7). 

Los GC de 7 y 8 días se cultivaron enteros, los de 10 días se cortaron en dos trozos y los de 12, 14 y 15 días en 
cuatro; con este procedimiento se facilita la adhesión de los ganglios de mayor edad y se evita el posible efecto 
negativo de la cápsula ganglionar sobre la emisión de células y neuritas [Roufa et al. (22)]. 

Se colocaron 5 ganglios o trozos en cada placa Petrr para cultivo de tejidos de 35 mm de diámetro, previamente 
revestidas de colágeno obtenido según el método de Bomstein (6). 

El medio de cultivo utilizado fue F1 2 de Ham modificado por Spooner, suplementado con un 10% de suero de 
caballo y un 10% de extracto de embriones de pollo de 8 días de incubación, obtenido según la técnica descrita por 
Paul(l9). 

Le¡ incubación se realizó durante 14 días en una estufa para cultivos de tejidos a 37 C con atmósfera húmeda y 
un 5% de CO

2
. Las observaciones se realizaron diariamente durante la primera semana de cultivo y cada 48 horas 

en la segunda semana; los cambios de medio se realizaron cada 5 días. 
Los datos estudiados son los procedentes de las observaciones realizadas sobre los explantos que se adhirieron 

al substrato en dos días de cultivo contados a partir del día en el que se adhiere el primer explanto ganglionar, 
rechazándose los datos procedentes de los explantos que se adhieren posteriormente. 

Los datos proceden de las observaciones realizadas como mínimo en 20 ganglios o trozos de éstos en cada 
experimento, llegando a los 40 trozos en las mayores edades estudiadas. Las mediciones se realizaron con oculares 
microméticos, midiéndose los radios de las coronas de crecimiento. En cada medición se tomaron dos datos que 
hemos denominado radios mayor y menor. 
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Los dalos se analizaron mediante la utilización del paquete de programas SAS (Statistical Advanced System) 
existente en el Centro de Cálculo de la Universidad de Córdoba. 

Resultados 

Ganglios ciliares de 7 d(as 

Cuando cultivamos GC procedentes de embriones de pollo de 7 días de incubación, todos los ganglios se 
encuentran adheridos al substrato a las 24 horas de cultivo y ha comenzado la-emisión de newitas y células 
ganglionares, que forman un anillo de crecimiento alrededor de los mismos. Los anillos observados son tiomogéneos, 
formados por neuritas ramificadas, cuyas porciones distales se encuentran en muchas ocasiones sobre el substrato 
de cultivo; las células emitidas forman un tapiz homogéneo perdiéndose esta homogeneidad en las zonas más distales 
de las coronas de crecimiento. 

En el 22 día de cultivo las neuritas se comienzán a observalas unidas en su origen y ramificadas en las zonas más 
alejadas del ganglio (Fig. 2). En el 3er día, de cultivo se mantiene la morfología descrita anteriormente aunque el grado 
de unión de las neuritas se incrementa en las zonas próximas a los ganglios (Fig. 2) y todas las neuritas se encuentran 
situadas sobre las celulas de origen ganglionar. En el 42 día de cultivo se comienza a evidenciar la pérdida de las 
neuritas emitidas, proceso que llega al 87% de los ganglios estudiados en el 5º día de cultivo, día en el que parece 
estabilizarse la pérdida de éstas, manteniendo algunos ganglios neuritas remanentes hasta el 142 día de cultivo. 

El radio de la corona de crecimiento (Fig. 1) se incrementa progresivamente desde el ler día de cultivo hasta el 
13º', día, en el que se estabiliza el crecimiento. También hemos observado que el tapiz celular se encuentra formado 
por dos tipos celulares morfológicamente diferentes: unas células son alargadas de aspecto fusiforme, y otras, 
triangulares situadas generalmente en las proximidades de los ganglios; así mismo hemos observado a partir del 102 

día de cultivo la presencia en los anillos de crecimiento de células redondeadas con los somas muy refringentes y que 
presentaban una morfología típica de neuronas. 

Ganglios ciliares de 8 d(as 

Los GC procedentes de embriones de pollo de 8 días de incubación solo se mantuvieron durante 7 días en cultivo; 
el comportamiento observado fue muy parecido al descrito para los ganglios de 7 días, con la salvedad de que desde 
el primer día de cultivo las neuritas se si túan generalmente sobre las células procedentes de los explantos y que la 
pérdida de neuritas comienza a los 3 días de cultivo; no se observó ninguna neurita remanente a los 7 días de cultivo. 

Ganglios ciliares de 10 d(as 

Cuando cultivamos explantos ganglionares procedentes de embriones de pollo de 10 días observamos que el 
desarrollo neurítico y el grado de unión de las neuritas es menor que el observado en las edades anteriores; así mismo 
a partir de las 24 horas de cultivo, la práctica totalidad de las neuritas emitidas se sitúan sobre células ganglionares. 
La pérdida de neuritas comienza en el 3º' día de cultivo, llegándose a la no observación de neuri_tas en el 79% de los 
ganglios estudiados a los 6 días de cultivo y al 100% a los 12 días. La presencia de células con morfología de neuronas 
(Fig. 3) se detectó a partir de los 4 días de cultivo. 

También hemos observado, a partir de los6días de cultivo, la presencia en algunos anillos de crecimiento de zonas 
sin células; y a partir de los 8 días la presencia de unas formaciones celulares radiales que hemos denominado 
"cordones celulares" debido a que parecen cordones de células dispuestos radialmente y que se diferencian 
morfológicamente del aspecto general de las coronas de crecimiento. 
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Ganglios ciliares de 12 días 

En los cultivos de ex plantos procedentes de ganglios de 12 días de edad encontramos que a las 24 horas de cultivo 
se han adherido el 60% de los explantos sembrados; todos presentan emisión de células y cortas neuritas (Fig. 3) 
aunque en algunos casos no llegan a formar una corona de crecimiento homogénea. En el 22 día de cultivo la 
proporción de explantos que se han adherido al substrato y han emitido células y neuritas se eleva al 77%, 
manteniéndose esta proporción en el 3.,,. día de cultivo. 

En estos cultivos se observa un desarrollo neurítico escaso sin que se observe la unión de las neuritas, 
encontrándose las neuritas situadas sobre células ganglionares; aunque el desarrollo neurítico era escaso, al finalizar 
el tiempo de cultivo se observan los mayores radios de coronas de crecimiento (Fig. 1) junto con los medidos cuando 
cultivamos explantos procedentes de g~nglios de 10 días, pero en este caso se observan dentro de las coronas de 
crecimiento zonas sin células. La pérdida d(, neuritas se comienza a observar a los 3 días de cultivo, no observándose 
ninguna neurita presente en Jos cultivos a los 5 días; así mismo a partir de los4 días de cultivo se comienzan a observar 
en las coronas de crecimiento células con morfología de neuronas y a partir de los 8 días la presencia de "cordones 
celulares". 

Ganglios ciliares de 14 días 

Cuando cultivamos explantos ganglionares procedentes de embriones de 14 días de incubación, se adhieren al 
substrato a las 24 horas de cultivo el 40% de los ganglios sembrados, de los que solamente un 10% han emitido células 
(que generalmente no forman una corona de crecimiento homogénea) y cortas neuritas, encontrándose éstas sobre 
las células ganglionares. En el 22 día de cultivo se han adherido el 54% de los explantos sembrados, de los que un 
48% presentan una corona de crecimiento uniforme aunque poco densa en células y que crece por delante de las 
neuritas. 

La pérdida de neuritas comienza a los 3 días de cultivo y no se observan neuritas a los 5 días. La presencia de células 
en las coronas de crecimiento con morfología de neuronas se comienza a observar a los 4 días de cultivo y la presencia 
de "cordones celulares" a los 8 días. En estos experimentos se observa el menor tamaño final de la corona de 
crecimiento, presentando Jas mismas zonas sin células. Los menores diámetros medidos corresponden a esta edad 
(Fig. 1). 

Ganglios ciliares de 15 d(as 

En los cultivos de explantos procedentes de GC de 15 días de edad observamos que a las 24 horas de cultivo 
solamente un 33% de los ganglios se encuentran adheridos al substrato; estos explantos en su mayoría han emitido 
algunas células y pequeñas neuritas que se encuentran sobre ellas, pero no han formado una corona de crecimiento 
uniforme. A los 2 días de cultivo se han adherido al substrato el 55% de los explantos sembrados y la mayoría han 
desarrollado una corona decrecimiento homogénea pero poco densa en células y con cortas neuritas que se comienzan 
a perder a los 3 días de cultivo y desaparecen totalmente el 42 día; a partir de este día se observan células con 
morfología de neuronas en las coronas de crecimiento. 

'Estudio estadístico de los datos 

Los datos fueron analizados mediante el procedimiento GLM (General Linear Models). En el modelo planteado 
por nosotros las medidas realizadas (radios mayor y menor) dependían de la edad de los ganglios, del día de cultivo 
y de la interacción entre la edad y el día. 

El resultado del análisis muestra que el modelo utilizado es óptimo, presentando una influencia altamente 
significativa la edad de los ganglios, el día de cultivo y la interacción entre estos dos factores. Para detectar entre qué 
edades existían diferencias significativas se aplicó la dócima de Tukey, mostrando que existen diferencias 
significativas entre todas ellas excepto entre 7<=> 12, 8<=:> 12 y 14<=:> 15 días. 
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Discusión 

De los datos obtenidos se desprende que la emisión de células y el desarrollo neurítico están relacionados con la 
edad, y que a mayor edad embrionaria, menor es el desarrollo neurítico observado; estos datos son coincidentes con 
las observaciones de Argiro et al. (3) y Roufa et al. (21) realizadas sobre el crecimiento del ganglio cervical superior 
de rata, y las de Collins et al. (9) realizadas sobre el ganglio ciliar de pollo. 

Adler et al. (1) encuentran que, para los GC procedentes de embriones de pollo de 8 días (cultivados en presencia 
del factorneurotrófico ciliar), existe una correlación entre la emisión de células ganglionares y la emisión de neuritas, 
observando que en las primeras 24 horas de cultivo no hay emisión de células y neuritas y que las neuritas_crecen sobre 
las células emitidas previamente. Nosotros bajo nuestras condiciones de cultivo sí observambs la emisión de células 
y neuritas a las 24 horas de cultivo, coincidiendo con estos autores en que el crecimiento neurífic9: se encuentra 
asociado al de las células no neuronales. Solamente cuando cultivamos ganglios de 7 días observamos que el primer 
día de cultivo las neuritas crecen en general por delante de las células emitidas; creemos que este hecho puede ser 
debido a la gran potencialidad que poseen los ganglios de esta edad para desarrollar sus neuritas. 

Cuando cultivamos ganglios o ex plantos procedentes de embriones de 7, 8 y 10 días observamos un mismo patrón 
de crecimiento neurítico, que comienza con la emisión de neuritas ramificadas que posteriormente se van uniendo 
en las zonas próximas a los ganglios; esta unión se asocia a la presencia en la superficie de las neuritas de la molécula 
de adhesión celular (CAM) y para Argiro et al. (3) es el resultado de una baja tasa de crecimiento neurítico. En los 
cultivos de explantos de 12, 14 y 15 días no se observa la fasciculación de las neuritas; creemos que este hecho es 
debido al bajo desarrollo neurítico obtenido con estas edades. · 

El hecho de que las neuritas crezcan asociadas a las células no neuronales plantea la cuestión de que estas células 
sean consideradas (i) como mero soporte físico, lo que coincidiría con la hipótesis de Adler et al. (1), según la cual 
los factores promotores de neuritas no se unen al substrato de colágeno, pero sí se podrían depositar sobre la superficie 
de las células no neuronales, o bien (ii) como agentes que interactúan con las neuritas, posibilidad coincidente con 
las observaciones de Roufa et al. (22). 

La pérdida evidente de neuritas en todas las edades estudiadas, excepto en una (7 días), comienza al tercer día de 
cultivo; cuando se cultivan explantos procedentes de GC de 7 días esta pérdida comienza a ser evidente el 4Q día de 
cultivo, au11que, debido a la no realización de medidas cuantitativas, la pérdida de neuritas pudo comenzar 
anteriormente. 

Tanto si la pérdida de neuritas comienza al 3Q como el 4Q día, la coincidencia en todas las edades nos sugiere que 
este hecho pudo estar motivado por las condiciones de cultivo, o, bien, que unido al proceso de pérdida de neuritas 
parte de ellas quedaran enmascaradas por la proliferación de las células no neuronales, que en algunos casos formarían 
lo que nosotros hemos denominado cordones celulares, estos cordones estarían constituidos por una cubierta celular 
en cuyo interior se situarían las neuritas. Este modelo nos ayudaría a explicar las observaciones realizadas sobre la 
pérdida de neuritas en las diferentes edades estudiadas, ya que los ex plantos de 7, 8 y 10 días presentan unas coronas 
de crecimiento muy homogéneas y compactas, lo que dificulta la observación de las neuritas. 

Si presuponemos que la pérdida de neuritas está relacionada con el desarrollo obtenido y con la edad de los 
ex plantos, cuando cultivamos GC de 12, 14 y 15 días (los de menor desarrollo) la pérdida sería temprana (entre el 
4Q y 5Q día), sin embargo en los explantos de 7, 8 y 10 días la pérdida sería tardía, o bien se conservarían (en forma 
no evidente) durante todo el tiempo de cultivo. 

En las observaciones realizadas hemos encontrado células con morfología de neuronas; estas mismas células 
fueron encontradas por Alcaín et al. (2) cultivando GC y ganglios de la raíz dorsal de embriones de pollo, 
evidenciando la emisión de neuritas por las mismas. La emisión de estas neuronas fuera de los explantos puede ser 
(1) mécanica, es decir, ser arrastradas por las células que salen de los explantos, o bien (u) asociada a la células que 
proceden de éstos. 

Respecto a los dos tipos morfológicos encontrados de células no neuronales, Rohrer et al. (20) informan de la 
existencia en los GC de dos poblaciones de células no neuronales, una de ellas constituida por las células de glía y 
la otra formada por los fibroblastos y células similares; si aplicamos esta clasificación a las observaciones realizadas, 
podríamos pensar que las células que presentan un aspecto fusiforme corresponden a los fibroblastos y las 
triangulares a las células de glía. 
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También hemos observado la pérdida de la capacidad de adhesión al substrato conforme se incrementaba la edad 
de los ganglios. Este efecto puede estar motivado por cambios en las características adhesivas de los explantos. 
Gundersen et al. (12) encuentran que la adhesión de los conos de crecimiento de las neuritas al substrato es debida 
a substancias producidas y segregadas por los ganglios. Pensamos que estas substancias también podrían participar 
en la adhesión de los explantos al substrato. 
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VALORES DE LOS RADIOS DE LAS CORONAS DE CRECIMIENTO 

Edad Día R. mayor R. menor Edad Día R. mayor R. m~nor 

1 1,205 1,095 1 1,071 0,944 
2 2,076 1,885 2 3,099 2,875 
3 3,929 3,586 3 3,874 3,468 
4 4 ,025 3,598 4 4,305 3,919 
5 5,217 4,382 5 5,183 4,596 

7 días 6 5,176 4,661 8 días 6 5,594 4,911 
7 6,284 5,515 7 ' ,9,206 5,391 
8 6,516 5,832 

10 7,491 6,727 
12 9,050 8,084 
14 9,058 8,081 

Edad Día R . mayor R. menor Edad Día R. mayor R. menor 

1 1,662 1,527 1 1,207 1,021 
2 2,929 2,599 2 1,850 1,537 
3 4,046 3,895 3 2,765 2,348 
4 4,672 4,174 4 3,119 2,591 
5 5,347 4,855 5 4,269 3,352 

10 días 6 5,772 4,954 12 días 6 4,463 3,719 
7 6,275 5,556 7 5,619 4,855 
8 7,435 6,625 8 6,083 5,964 

10 8,498 7,866 10 8,077 6,932 
12 9,701 8,755 12 9,746 8,719 
14 11,960 10,712 14 12,155 10,121 

Edad Día R. mayor R. menor Edad Día R . mayor R . menor 

1 0,869 0,790 1 
2 1,354 1,160 2 1,204 1,115 
3 1,577 1,398 3 1,303 1,039 
4 1,990 1,607 4 2,018 1,756 
5 2,560 1,899 5 · 2,539 2,099 

14 días 6 3,288 2,616 15 días 6 3,365 2,959 
7 3,705 2,825 7 3,818 3,404 
8 4,747 4,187 8 5,942 5,424 

10 5,628 5,180 10 8,342 7,552 
12 7,116 6,194 12 8,666 7,678 
14 8,005 7,485 14 10,035 8,654 
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FIGURA l. Medias en milúnetros de los valores obtenidos en las mediciones realizadas sobre los explantos cultivados iJ lft-4:'l:,9 ~ 
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FIGURA 2. Cultivos in loto de GC procedentes de embriones de pollo de 7 días de edad. a: aspecto de las porciones terminales 
de las neuritas a los dos días de cultivo. b: zona próxima al explanto a los tres días de cultivo. 
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FIGURA 3. Cultivos de GC. a: aspecto de una corona de crecimiento con presencia de neuronas en un explanto procedente 
de GC de diez días a los cuatro días de cultivo. b: explanto de GC de doce días con su corona de crecimiento el 
primer día de cultivo. 
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EFECTO DE LA ADRIAMICINA SOBRE LAS CELULAS GONADOTROPAS DE RATA 
NORMAL 

EFFECT OF ADRIAMYCIN ON GONADOTROPE CELLS OF THE NORMAL RA T 

RESUMEN 

C. ROJAS, M1 S. POBLADOR, A.RAYA, J.A. CASARES y J.L. LANCHO 

Opto. de Ciencias Morfológicas (Cátedra de Anatomía Humana 
- Neuroanatomía) . 
Facultad de Medicina. Universidad de Córdoba 

La adriamicina administrada a la dosis de 0.1 mg/g .p. v., durante 5 y 1 O días, provoca modificaciones ultraestructurales y 
de actividad funcional. 

Las células ganodotropas, además de signos ultraestructurales de incremento de la actividad funcional presentan unas, 
concentraciones hormonales que nos permiten diferenciar un aumento de los niveles de FSH y LH en los animales tratados con 
respecto a los controles de la primera a la segunda semana de tratamiento. 

PALABRAS CLAVE: Rata. Células Gonadotropas. Adriamicina. Ultraestructura. 

SUMMARY 

The ganodotrope cells besides presenting ultrastructural signs of increments of the functional activity also presents 
hormonal concentrations that permit us to differentiate an increase in the levels of ganodotrope cells in the animals treated with 
respect to the control of the first to the second week of treatrnent. 

KEY WORDS: Rat. Ganodotrope Cells. Adriamycin. Ultrastructure. 

Introducción 

La adriamicina o doxorrubicina es un antibiótico antitumoral del grupo de la antraciclina que actúa sobre el 
metabolismo de los ácidos nucleicos inhibiendo su síntesis. Fue descubierta a partir de la fermentación aerobia del 
Streptornyces peucetius variedad caesius por Di Marco, Gaetani y Scarnipato (1969). 

En el plano celular el citostático adriamicina ejerce sobre la mitosis un efecto inhibidor inmediato y dosisde
pendiente; a dosis bajas provoca una inhibición de la profase precoz y a dosis más elevadas el bloqueo de la mitosis 
es total. 

Lawrence y Terz (1977) , utilizando timidina tritiada, comprueban que los antibióticos antineoplásicos actúan 
en todas las fases del ciclo G

1
, S y G

2
, es decir, son drogas no específicas del ciclo. 

Lancho Alonso ( 1976 y 1977), en sendos estudios morfológicos y de cito fotometría cuantitativa, comprobó que 
la adriamicina provoca alteraciones nucleares, nucleolares y cromosómicas en fibroblastos de embrión de pollo 
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cultivados "in vitro" a las 24 horas de iniciado el tratamiento. Así mismo, el antibiótico provoca una inhibición de 
la síntesis de DNA y RNA nucleolar y un bloqueo en la fase G

2 
del ciclo celular en la que tiene lugar la síntesis de 

RNA y proteínas. Estos efectos pueden ser espontánea y simultáneamente reversibles, pero la actividad mitótica no 
vuelve a recuperarse (Bassleer, De Paermentier y Lancho Alonso, 1977). 

Los efectos tóxicos de la adriamicina son dosisdependientes, previsibles y reversibles. Entre los más 
importantes cabe destacar la mielodepresión y la cardiotoxicidad, además de estomatitis, alopecia y manifestaciones 
gastrointestinales, entre otras (Bonadonna, Monfardini y De Lena, 1972). 

Laadriamicinaes un antibiótico anti tumoral ampliamente utilizado en la clínica humana y su acción beneficiosa 
se ejerce principalmente sobre las neoplasias hematológicas (leucemias y linfomas), tumores gastrointestinales, 
genitourinarios, cáncer de pulmón, carcinoma de mama, etc. (Grohn, Heinoken, Klefstron y Tarkkanen, 1984; De 
Gramon, Rioux, Drolet y Delage, 1985, etc.) 

Material y Métodos 

Se han utilizado ratas machos agrupadas en dos lotes (I y II); cada uno de ellos consta de seis animales tratados, 
dos animales control y dos animales normales. La diferencia entre ambos lotes es la duración del tratamiento, y 
consecuentemente la fecha del sacrificio. 

Los animales tratados del lote I han recibido una dosis diaria de adriamicina de 0.1 mg/g.p.v., durante 5 días 
consecutivos. Los animales control recibieron el mismo tratamiento pero a base de disolvente fisiológico, y los 
animales normales estuvieron en las mismas condiciones pero sin inyección alguna. 

La pauta de administración para el lote II ha sido la misma que para el lote l. En ambos se comenzó a inyectar 
al mismo tiempo, pero al sexto día el lote I fue sacrificado, y al lote II, tras un período de descanso de dos días, se 
le continuó administrando adriamicina siguiendo la directriz anteriormente descrita, siendo lógicamente el sacrificio 
al día décimotercero de la primera dosis. 

La inyección se hizo por vía intraperitoneal (Ishizuka, Takayama, Takeuchi y Umezawa, 1967; Ohnuma, 
Selawry y Holland, 1972; Ohnuma, Holland y Masuda, 1974). 

El sacrificio tuvo lugar por decapitación, previa anestesia con pentobarbital sódico. 

En un segundo tiempo se repitió la experimentación con otro grupo de ratas macho, seis tratados y tres controles 
en cada uno de los lotes, a los que se les añadieron dos animales, macho y hembra, que estuvieron sometidos a las 
mismas condiciones ambientales y de dieta y que fueron sacrificados a la misma hora que el lote II, pero en esta 
ocasión por decapitación sin anestesia previa, para no interferir sobre los niveles plasmáticos de las hormonas 
gonadotropas FSH, LH y PRL, cuyas determinaciones iban a ser practicadas mediante la técnica de radioinmunoen
sayo (R.I.A.) de doble anticuerpo. 

Tras la decapitación del animal procedimos a la extracción de la glándula. La fijación se realizó por inmersión 
en glutaraldehído al 2% en tampón fosfato 0.1 M y pH 7.4. 

La hipófisis se cortó siguiendo un plano sagital obteniendo dos mitades, cada una de las cuales recibió dos cortes 
transversos resultando tres partes (rostral, intermedia y caudal), obteniéndose seis porciones de cada glándula 
(protocolo habitual en nuestro departamento) y, tras la inclusión en araldita, los bloques se cortaron en un 
ultramicrotomo LKB entre 500-700 A de espesor, finalizando el proceso según el método de Reynolds. 

El estudio ultraestructural ha sido realizado en un microscópio electrónico de transmisión Phillips EM-300 del 
Servicio Central de Microscopía Electrónica de la Universidad. 

Las micrografías electrónicas se han obtenido en placas Agfa Gevaert tipo Scientia y en película Kodak 
Eastman de 35 mm. sin perforar. Los positivos se han realizado a los mismos aumentos de ampliación. 

Las gráficas fueron realizadas en un plotter 74-75A conectado a un ordenador Hewlet-Packard 86A. 
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Resultados 

Las células gonadotropas junto con las células PRL son los tipos celulares que más modificaciones ultraestruc
turales nos han presentado. 

El signo ultraestructural más llamativo de las células gonadotropas de rata tratada durante 5 días con 
adriamicina es la presencia de grandes dilataciones de RER que ocupan la práctica totalidad del citoplasma, 
apareciendo el núcleo aislado y los gránulos ocupan islotes citoplasmáticos concentrados en acúmulos. 

Los núcleos de estas células ofrecen una morfología variada en cuanto a su densidad electrónica, acúmulos de 
cromatina más o menos electrodensos dispersos por el citoplasma. Así mismo, en muchas ocasiones son evidentes 
los nucleolos. 

El RER y sus dilataciones llegan a ser realmente importantes, llegando incluso a configurar las denominadas 
"células en anillo de sello" o "células de la castración" (Fig. 2 ). 

La observación de imágenes deexocitosis ha sido frecuente, por lo que cabe suponer que la liberación hormonal 
es abundante (Fig. 2). 

Los diferentes aspectos ultraestructurales del Aparato de Golgi de las células ganodotropas nos muestran en 
mayor o menor grado datos ultraestructurales indicativos de actividad funcional, pero todos ellos dentro de un marco 
de síntesis que invita a pensar que las células ganodotropas están produciendo hormonas puesto que, en el borde trans , 
se observa empaquetamiento de gránulos, gránulos inmaduros, vesículas espiculadas, etc. y, en muchas ocasiones, 
cuerpos densos de aspecto lisosomial , así como cuerpos multivesiculares y cuerpos multilaminares, estadios estos 
últimos de éxcesiva acción de síntesis y liberación hormonal. 

En el lote II las células ganodotropas presentan alteraciones más ostensibles. 
Es prácticamente generalizada la dilatación del RER y la disminución numérica de los gránulos de secreción, 

así como la aparión de numerosos gránulos inmaduros. 

En cambió,:Ótras células ganodrotropas de configuración poligonal, núcleo alargado y algo excéntrico se nos 
presentan con una ultraestructura que va desde la escasez de retículo, granulaciones y alteraciones mitocondriales 
hasta la más completa degeneración citoplasmática (Fig. 3 y 4). 

A efectos de valoración de los datos ultraestructurales .. 'obtenidos, que indican una actividad funcional 
importante en este tipo celular en nuestras condiciones experimentales, hemos procedido a la obtención de 
valoraciones hormonales en sangre por R.I.A. 

En la Tabla I ofrecemos los valores correspondientes a la hormona FSH en ratas macho. La Tabla II muestra 
los pertenecientes a la LH así mismo en ratas macho. 

Los valores medios indicados en las tablas han sido llevados a sendas gráficas. 

La gráfica correspondiente a la hormona FSH (Gráfica I) muestra que al finalizar la primera semana de 
tratamiento la diferencia entre los animales tratados, 409 .11 µg/ml, y los controles, 355 µg/ml, es manifiesta, y con 
una notable diferencia numérica. La concentración hormonal desciende en los animales tratados mientras que 
asciende en los animales control, llegando a una aproximación en los valores de los animales del lote II, es decir, en 
aquellos que han recibido 10 dosis de adriamicina. 

La Gráfica II corresponde a la hormona LH; es totalmente opuesta con la anteriormente descrita por cuanto los 
animales tratados con 5 dosis presentan valores mínimos por debajo de los controles. Esto es: a mayor concentración 
de FSH, menor concentración de LH. 

Al final de las dos semanas de tratamiento la cantidad de LH ha aumentado considerablemente en los animales 
tratados mientras que en los animales control se mide un descenso gradual. Tanto unos como otros valores responden 
perfectamente a lo ya descrito para la hormona FSH, es decir, a menor concentración de FSH, mayor concentración 
de LH, y en el caso de los animales control a mayor cantidad de FSH, menor cantidad de LH. Podemos resumir, 
fácilmente, diciendo que tanto en los animales tratados con 5 dosis como en los animales tratados con 1 O dosis existe 
una función gonadotrópica importante con abundante liberación de hormona que concuerda con los datos 
ultraestructurales observados. 
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Discusión 

Resultadifícil poder compar los resultados obtenidos con nuestro rnodelo de experimentación con los aportados 
por otros autores, ya que, exceptuando los trabajos previos realizados por nosotros con este antibiótico, (Lancho 
Alonso, Rojas, Raya, García y Poblador, 1983) y con otros como la bleomicina (Raya, Rojas, Poblador y Lancho 
Alonso, 1987) y la ciclofosfamida (Poblador, Rojas, Raya, Quiralte, Casares y Lancho Alonso, 1989), la ausencia 
bibliográfica con respecto al tema es prácticamente absoluta. 

Las células ganodotropas presentan signos ultraestructurales de una fuerte actividad funcional de síntesis y 
liberación hormonal por efecto de la administración de adriamicina, puesto que, tanto morfológica como funcional
mente, las células de los animales control y normales no poseen esos rnismos datos. 

Las células ganodotropas, tanto ultraestructural como funcionalrnente, son hiperactivas, abundando las des
cripciones como tipo I que en este caso tendrían una acción FSH liberadora que desciende gradualmente a lo largo 
de las dos semanas de tratamiento. En consonancia con esta disminución gradual va aumentando la acción LH a lo 
largo del mismo tiempo, pues, de acuerdo con Sheridan, Loras y Heuson-Stiennon (1983), las gonadotropas tipo I 
liberan LH y FSH y son las células que podemos denominar "estimuladas". 

Recordemos que las células ganodotropas tipo I son aquellas que poseen cisternas dilatadas de RER. 
El estado "estimulado" de las células gonadotropas llega a ser máximo en aquellas que presentan la morfología 

de las células en "anillo de sello" o "células de la castración". 
Sabiendo que la adriamicina inhibe la síntesis de DNA y bloquea la mitosis en la fase G

2 
del ciclo celular, 

podemos suponer que, al ser las células adenohipofisarias de crecimiento lento o células quiescentes, el ataque de 
la adriamicina no se ejerce directamente sobre el DNA celular sino que como consecuencia de probables alteraciones 
testiculares (Raya, Rojas, Poblador y Lancho Alonso, 1985), y como efecto del sufrimiento corporal por la acción 
del antibiótico, se produzca una estimulación de la secreción gonadotrópicahipofisaria que comporta modificaciones 
ultraestructurales de las células, así como un aumento de las hormonas FSH y LH en sangre, sin que por ello se 
descarte una posible acción directa del antibiótico anti tumoral sobre la citología adenohipofisaria, que será preciso 
dilucidar. 
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FIGURA 1. 
FIGURA 2. 
FIGURA 3. 
FIGURA 4. 
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Animal tratado macho . Lote I. Parte rostral izquierda adenohipófisis. Aumentos del negativo: 7752x. 
Animal tratado macho. Lote I. Parte rostral derecha adenohipófisis. Aumentos del negati vo: 18240x. 
Animal tratado macho. Lote Il. Parte rostral izquierda adenohipó fisi. Aumentos del negativo: 7252x. 
Animal tratado hembra. Lote II . Parte intermedia derecha adenohipófisis. Aumentos del negativo: 725 ~ 
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PRIMERA SEMANA 

412,24 A3: 

41 5,10 B3: 

400,00 C3: 

409,113 X: 

380,10 

370,29 

315,64 

355,343 

FSH ~ 

N: 324.52 ng/ml 

SEGUNDA SEMANA 

D2: - 350,10 D3: 390,00 

E2: 340,24 E3: 410,00 

F2: 450,20 F3: 309,64 

X: 380,18 x'.: 369,88 

TABLA l. Niveles de FSH en ratas macho tratadas y controles a la 11 y 21 semana de tratamiento con adriamicina. 

PRIMERA SEMANA 

A2: 28,41 A3: 

B2: 28,90 B3: 

C2: 40 ,52 C3: 

x'.: 32,61 X: 

35,20 

34,73 

38,80 

36,243 

LH ~ 

N: 30,05 ng/ml 

SEGUNDA SEMANA 

02: 37,45 D3: 40,05 

E2: 42,21 E3: 35,07 

F2: 38,92 F3: 29,11 

X: 39,526 X: 34,743 

TABLA 11. Niveles de LH en ratas macho tratadas y controles a la 11 y 2• semana de tratamiento con adriamicina. 
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ng/ml 
X 

409,11 

380,18 

369,88 

35.5,34 
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FSH 

2 

Semanas de Tratamiento 

D Animales Control 

lil Animales Tratados 

G RJ\FICA l. Valores medios de FSH en ratas machos tratadas y controles a la 1 • y 2• semana de tratamiento con adriamicina. 
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ng/ml 
X 

39,52 

36,24 

34,74 

32,61 

LH 

2 

Semanas de Tratamiento 

O Animales Control 

• Animales Tratados 

GRAFICA II. Valores medios LH en ratas machos tratadas y controles a la 1 • y 2• semana de tratamiento con adriamicina. 
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APORTACION AL ESTUDIO DE LOS HUESOS ACCESORIOS DEL PIE 

CONTRIBUTION TO KNOWLEDGE OF ACCESSORY BONES OF FOOT 

RESUMEN 

A. SUANES CABELLO, R. RIBES BLANQUER, P. CARPINTERO BENITEZ 
Y M. MESA RAMOS. 

Departamento de Especialidades Médico-Quirúrgicas. 
Facultad de Medicina. Universidad de Córdoba. 

Hemos estudiado la incidencia y otros caracteres de los huesos accesorios del pie en un grupo de 630 pacientes . 

PALABRAS CLAVE: Pie.hueso accesorio, hueso supernumerario, sesamoideo. 

SUMMARY 

Toe frequency and others traits on accessory bones of foot in a group of 630 patients are studied. 

KEY WORDS: Foot, accessory bone, supernumerary bone, sesamoid 

Introducción 

D. Trolle (1948) definió a los huesos accesorios del pie en estos términos: "Los huesos accesorios son huesos 
inconstantes , independientes y bien definidos, en un pie desarrollado normalmente, cuya existencia no se debe a una 
reciente fractura menor u otra condición definitivamente patológica; no importando si tienen una más o menos íntima 
relación con los huesos constantes, o reemplazan enteramente a aquéllos, a causa de la división de los últimos en 
varios segmentos". 

Aunque esta descripción cuenta con mucha aceptación, si se revisa la bibliografía se encontrarán varias 
definiciones y, en función de cada una, se incluyen unos u otros huesos como accesorios e incluso se aplican diversas 
denominaciones a un mismo hueso. Esto ha originado una variada sinonimia y conllevado cierta confusión. El origen 
de las discrepancias está, fundamentalmente, en la no existencia de una etiología completamente aclarada, y en la 
consideración, o no, según los autores, de algunos de estos osículos como huesos sesamoideos. 

En este trabajo hemos seguido el criterio de autores como Giannestras (1979) y Henderson (1963), quienes 
clasifican a los huesos accesorios en dos grupos: uno de huesos accesorios sesamoideos y otro de huesos accesorios 
verdaderos o supernumerarios propiamente dichos. Entre los huesos accesorios sesamoideos hemos incluido sólo a 
aquellos unánimenteaceptados como sesamoideos. Entre éstos, O'Rahilly (1953) y Viladot (1976) incluyen a los se
samoideos interfalángicos y metatarsofalángicos. 

1 a observación en radiografías del pie de huesos accesorios, algunos de los cuales planteaban problemas de 
diagnóstico diferencial suscitó nuestro interés. Al consultar la bibliografía comprobamos la escasez de trabajos 
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recientes, así como referencias a aspectos de los huesos accesorios (bilateralidad, asociación entre huesos accesorios 
y otros) de interés para facil itar el diagnóstico entre los mismos y alteraciones patológicas del pie. Todo ello nos ha 
conducido a realizar un trabajo sobre algunos aspectos de estos huesos, como son: la incidencia de los diferentes tipos 
de huesos accesorios en nuestro medio, relación con el sexo y el estudio de ciertos caracteres facilitadores de su 
diagnóstico diferencial aplicables a la clínica humana. 

Material y Métodos 

Hemos estudiado a 630 personas, 315 varones y 315 hembras , atendidas en el Servicio de Traumatología del 
Hospital General y Clínico de Córdoba. 

Se han determinado diferentes variables en relación con la presencia de huesos accesorios del pie. Para ello 
hemos seguido la siguiente sistematización; 

I) Estudio de la historia clínica del paciente. Obteniéndose datos referentes a la anamnesis y exploración 
física. 

II) Exámenes radiográficos. Se han realizado a los pacientes radiografías en proyecciones dorsoplantar y 
lateral de ambos pies. 

Entre las variables estudiadas hemos incluido: la presencia de hueso accesorio y tipo del mismo, sexo, 
bilateralidad del hueso accesorio y diferentes asociaciones entre ellos. 

Para el análisis estadístico bivariante, a los diferentes niveles de significación, se han empleado los estadísticos 
de Pearson (Prueba Chi-cuadrado), estadístico de Pearson Corregido, Cociente de verosimilitudes o Test G, en 
función de las frecuencias observadas. 

Resultados 

Se ha constatado la existencia de hueso accesorio en 265 pacientes (42.063% ), de los cuales 180 (28.571 % del 
total de pacientes y el 67. 924 % de los pacientes con hueso accesorio) tenían un hueso accesorio propiamente dicho 
o verdadero (no sesamoideo). 

De los diferentes tipos de hueso accesorio verdadero descritos en la literatura sólo hemos encontrado doce. La 
relación de los mismos con sus frecuencias absolutas y relativas se exponen en la Tabla I. 

Los sesamoideos metatarsofalángicos bipartitos del hallux se han encontrado en 71 pacientes (11.269%). De 
éstos, 63 (10% del total de pacientes) tenían bipartito el sesamoideo medial; 7 (1 .11 % del total de pacientes), el 
sesamoideo en posición lateral, y en un paciente (0.158% del total) ambos sesamoideos eran bipartitos. 

Los sesamoideos interfalángicos del hallux han aparecido en 9 pacientes (1.428 % del total de pacientes). 
Los sesamoideos metatarsofalángicos del Ildedo se presentaron en 13 pacientes (2.063 %); de estos 10(1.58%) 

tenían el sesamoideo en posición medial, uno (0.1658 %) en lateral y dos (0.317 %) con.sesamoideo medial y lateral . 
Los sesamoideos metatarsofalángicos del III dedo han aparecido en dos pacientes (0 .317 %), ambos eran 

mcdiai'es. 
Los sesamoi,1c·os metatarsofalángicos del IV dedo se han encontrado en 6 personas (0.952 %), de las cuales 5 

(0.793 %) tenían ~-.:samoideos mediales y una (0.1587 %) un sesamoideo lateral. 
Los sesamoideos metatarsofalángicos del V dedo se han apreciado en 52 personas (8.253 %), de las que 43 

(6.825 % del total de pacientes) presentaban un sesamoideo medial; una (O, 15 %), sesamoideo, lateral y 8, (1 .26 %) 
ambos. 

Un hueso accesorio bilateral se ha apreciado en 104 pacientes (16.507% del total). Esto supone que en el 
39 .245% de los pacientes con hueso accesorio éste es bilateral . Si se considera sólo a los pacientes con hueso accesorio 
verdadero, el porcentaje asciende al 57.77 %. 
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La asociación entre huesos accesorios verdaderos se ha visto en 27 personas (4.285% del total, 15% de los 
pacientes con hueso accesi>rio verdadero). 

La asociación entre los sesamoideos bipartitos del hallux y los huesos accesorios verdaderos se comprueba en 
19 pacientes (3.01 %). No hay diferencia significativa (p = 0.826) entre la proporción (10.55 %) de pacientes con 
hueso accesorio verdadero y sesamoideo bipartito del hallux y la proporción (11.55 % ) de personas sin hueso 
accesorio pero con sesamoideo bipartito del hallux. Tampoco se ha obtenido correlación significativa al nivel del 0,05 
entre la variable presencia de sesamoideos bipartitos del hallux y otras variables como: presencia de hueso peroneo, 
hueso accesorio bilateral, presencia de varios huesos accesorios. 

En los pacientes con hueso peroneo aparece el sesamoideo metatarsofalángico del V dedo en el 18.64 %, 
mientras que en los que no tienen este hueso lo hace en el 7.18%. Esta diferencia de proporciones es significativa 
(p = 0.0051 ). La significación se pierde (p = 0.1388) para la relación del hueso peroneo con la asociación entre varios 
sesamoideos metatarsofalángicos. · · ·, 

La asociación entre sesamoideos metatarsofalángicos la encontramos en 13 personas, lo cual supone el 2.063 % 
del total y el 9.923% de los sujetos con sesamoideos metatarsofalángicos. 

La proporción de varones con hueso accesorio verdadero ha sido del 23.81 % y del 33,33 %en las hembras; esta 
diferencia es significativa al nivel de confianza del 0.05. 

El hueso accesorio bilateral ha aparecido en el 20.95 % de hembras frente al 12.06% en varones (diferencia 
estadística significativa con p = 0.0038). 

La predominancia del sexo femenino también se ha observado en otros apartados como: la aparición de vmios 
huesos accesorios con el 6.67% para la mujer y el 1.90% del varón (p = 0.0059); la presencia del hueso peroneo con 
el 12.06% y el 6.67% (p=0.028); la existencia de hueso escafoides accesorio con un 13.97% ye14.76% (p= 0.0001). 

No ha existido correlación entre la variable sexo y las variables sesamoideos bipartitos del hallux o 
metatarsofalángicos. 

Discusión 

'La frecuencia de huesos accesorios verdaderos observada (28.57%) está entre los márgenes (20 al 75%) que 
cita O'Rahilly (1953) para su aparición. Siendo, además, muy próxima a las cifras del 20 al 25% que dan la mayoría 
de autores (Pfitzner, l 986;Tachdjian, 1976). 

Debe tenerse en cuenta que en algunas de las citas sobre free uencia de hu esos accesorios no se refiere el número 
de pacientes empleado para la obtención del dato, lo cual dificulta una comparación estadística rigurosa. 

No obstante, Bizarro (1921) los encuentra en 21 de 100 pacientes, proporción no diferente significativamen
te de la obtenida por nosotros. 

Las cifras sobre frecuencia del hueso peroneo halladas en la bibliografía son muy variadas, aunque autores 
como Testut y cols. (1977) y Lelievre (1976) aportan cifras del 7 al 10% similares a la nuestra; otros como Douglas 
(1973) o Dameron (1975) dan frecuencias del 14 al 26% y el 15%, respectivamente. 

La proporción, 9.36% de pacientes con hueso escafoides accesorio es semejante a las reseñadas por muchos 
autores (Caffey, 1982 GEIST, 1925; Borrachero del Campo, 1984) que varían entre el 10 y el 15%. 

Las frecuencias para el hueso trígono aportadas en la literatura varían entre el 3% de McDougall (1955) y el 
47.61 % dePaulov (1983), aunque la mayoría están comprendidas entre el 7 y el 1'3% (Orts Llorca, 1981; O'Rahilly, 
1953) similar a la observada en este trabajo. El resultado para el hueso intermetatarsiano (2.063%) no difiere 
significativamente del l.24%deShands(l93 l),el l.33%deHenderson(l963)oel 1.10%deCapecchi ycols. (1968). 
Sin embargo, Reichmister (1980) proporciona una frecuencia del 5.53%, significativamente diferente a la de nuestro 
estudio. 

Los resultados del resto de huesos accesorios verdaderos no se mencionan en este apartado por ser equiparables 
a los encontrados en la literatura y, en general, de poca significación. 

Para los sesamoideos bipartitos del hallux nuestro resultado es similar al 10% de Claustre (1982), el 10.7% de 
Colwill (1969) y el 11.11 % de Scranton (1980). Empero, otros resultados como el 31.9% de Kewenter (1936) y el 
43.7% de Schnitzer (1974) difieren significativamente del nuestro. La mayor frecuencia del sesamoideo medial 
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bipartito frente al lateral coincide con la mayoría de autores como Viladot(l 975),Jahss (1981), Brock (1980) y Nuber 
(1982). 

El porcentaje de ·aparición de los sesamoideos interfalángicos del hallux es inferior al de autores como Bizarro, 
1921 (5%) y Burman y cols., 1931 (13%). 

Los datos conseguidos sobre sesamoideos metatarsofalángicos de los cuatro últimos dedos, en genreal, son 
comparables a los de la mayoría de autores (Patterson, 1937; Bizarro, 1921). 

Aunque hay diferencias con trabajos como el de Lapidus (1940), quién da una frecuencia para el sesamoideo 
metatarsofalángico del V dedo del 19.2%, significativamente mayor a la nuestra. La observación de sesamoideos 
metatarsofalángicos en los dedos III y IV contrasta con la afirmación de Testut y cols. (1977) de que en el ser humano 
las articulaciones metatarsofalángicas de los dedos III y IV del pie nunca tienen un sesamoideo. 

La bilateralidad es citada (Orts Llorca, 1981; Lelievre, 1976; Mouchet y cols. 1925) a menudo como una 
característica de los huesos accesorios útil como ayuda diagnóstica, e incluso indicador de su origen hereditario. No 
obstante, en los trabajos consultados esta característica es muy variable, no sólo entre los diferentes tipos de huesos 
accesorios, sino también para uno dado. Esta observación, así como el resultado conseguido, nos hace ~ner presente 
la opinión de Feldman ( 1970) y B utel ( 1967), quienes consideran a la bilateralidad como una característica que sólo 
debe utilizarse con muchas reservas en los problemas de diagnóstico diferencial y que en ningún caso será el apoyo 
fundamental del mismo. 

Feldman (1970) considera la asociación entre sesamoideos bipartitos del hallux y los huesos accesorios 
verdaderos una evidencia que apoya el diagnóstico de sesamoideo bipartito del hall ux frente al de fractura sesamoidal. 
Sin embargo, en nuestra serie no hemos encontrado correlación significativa entre la presencia de hueso accesorio 
verdadero y el sesamoideo bipartito del hallux. Esto nos hace pensar que la existencia de esta asociación no es un dato 
totalmente fiable como base del diagnóstico diferencial entre sesamoideo bipartito y fractura sesamoidal. Este 
razonamiento también es aplicable a la asociación de huesos accesorios verdaderos entre sí, o a la asociación entre 
sesamoideos metatarsofalángicos. 

La asociación del hueso peroneo y el sesamoideo metatarsofalángico del V dedo, aunque no se mantiene al 
interrelacionarlo con la asociación entre sesamoideos metatarsofalángicos, puede apoyar la opinión de autores como 
Caffey (1982), Gardner (1971) y Meschan (1978) que consideran al hueso peroneo un hueso sesamoideo. 

Para la relación entre el sexo y los diferentes huesos accesorios hay gran disparidad de resultados según los 
trabajos. Autores como Mygind (I 953) y Ray (1983) encuentran en sus series preponderancia del sexo femenino para 
el hueso escafoides accesorio; este resultado coincide con el nuestro. No obstante, ninguno de los autores consultados 
encuentra explicación a es~ tendencia. 

El resultado obtenido para la relación sexo y huesos sesamoideos bipartitos del hallux está en la línea de los 
de Francis (1940) y Hubay (1949), quienes no encontraron diferencia significativa entre la presencia de estos huesos 
en varones y hembras. Sin embargo, Kohler(l959) los encuentra con mayor frecuencia en el sexo femenino y Sawtell 
(1931), por contra, en los varones. 
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TIPO DE HUESO FRECUENCIA FRECUENCIA 

ACCESORIO VERDADERO ABSOLUTA RELATIVA 

H. PERONEO 59 0.093651 
H. ESCAFOIDES ACCESORIO 59 0.09365 1 
H. TRIGONO 44 0.069841 
H. INTERMET AT ARSIANO 13 0.020635 
H. SUPRAESCAFOIDEO 10 0 .015873 
H. VESALIANO 5 0.007937 
H. SUBTIBIAL 4 0.006349 
H. ASTRAGALO ACCESORIO 2 0.003175 
H. SUPRASTRAGALINO 2 0.003175 
H. CALCANEO SECUNDARIO 2 0.003175 
H. INFRAESCAFOIDEO 1 0.001587 
H. INTERCUNEIFORME 1 0 .001587 

TABLA I 
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VALORACION MEDIANTE T.A.C. DE ALTA RESOLUCION DE LOS LIGAMENTOS Y 
ARTICULACIONES DE LA UNION CRANIO-RAQUIDEA 

C.T. EVALUATION OF LIGAMENTS ANO JOINTS OF CRANEO-RAQUIDEAL UNION 

S. SUAREZ, S. COSTILLA, A. ALVAREZ-ARENAL, V J. CABAL y F. AGUADO 

RESUMEN 

Opto . de Morfología y Biología Celular. 
Facultad de Medicina. Universidad de Oviedo 

Se realizó un estudio radiográfico con un "Scanner" de alta resolución llevándose a cabo 300 exploraciones centradas en 
la columna cervical, con cortes tomográficos de 1-2 mm., con o sin contraste, si se requería. 

Hemos podido observar todas las estructuras ligamentosas de la unión cráneo-raquídea, a excepción de los pequeños 
refuerzos capsulares de las articulaciones de la región: articulación occipito-atloidea, articulación atloido-axoidea media; 
articulaciones atloido-axoideas laterales, y syndesmosis occípito-axoidea. Dando unas imágenes más perfectas que las obtenidas, . · 
incluso en las cuidadosas disecciones cadavéricas. 

El estudio de esta región mediante T.A.C . permite también un diagnóstico precoz de toda la patología de esta zona, 
permitiendo por tanto una más rapida y correcta terapéutica. 

PALABRAS CLAVE: Scanner. Articulación . Ligamentos. Atlas. Axis. Occipital. 

SUMMARY 

We have realized 300 radiographic explorations with scanner CTcentred in cervical spine making l - 2 mm. tomographic 
sections, with or wjthout contrast, if it was required. 

We have observed all ligaments structures of cranio- raquídea! union, except the little capsulary reinforcements ofregional 
joints: Occipito -atloidea joint, Middle Atloido-azoidea joint, Lateral y Atloido-axoidea joint and Occipito-axoidea syndesmosis. 
The tomographic images were more perfect than those obtained with the most carefully cadaveric disections. 

The CT exploration of this region provides an early diagnostic of cranio-raquideal union pathology that permits a most 
quikly and correctl y therapeutics. 

KEY WORDS: Scanner CT. Joint. Ligament. Atlas. Asis . Occipital. 

Introducción 

Los métodos de imagen convencional de exploración y diagnóstico (R-x simple, tomografías, serografías, etc. 
permiten en la región cranio-raquídea la visualización de estructuras óseas, interlíneas, articulaciones, conducto 
medular, etc., pero no de otros elementos anatómicos muy importantes como pueden ser la médula, sus envolturas 
y los numerosos ligamentos de la región que tanta importancia tienen no sólo como !imitadores y moduladores de 
los movimientos de la cabeza, sino como protectores de la médula y bulbo raquídeo al constituir un anillo ósteo
fibroso alrededor del diente del axis, que lo mantien dentro de un plano frontal y sin posibilidades de desplazamien
tosimportantes, hacia delante y hacia atrs, en el curso de los movimientos de la cabeza, e incluso, en caso de fracturas. 



114 SUAREZ Y COLS 

Hasta la llegada del T.A.C. y más recientemente de la R.M. la observación de tales estructuras blandas solo era 
posible, en el cadáver, mediante una disección cuidadosa de la zona que permite aislar los diferentes ligamentos y 
restantes estructuras ósteo-articulares, pero, por supuesto, sin ninguna aplicación terapéutica posterior. El estudio de 
la región mediante T.A.C. permite no solo el diagnóstico de una fractura vertebral, su extensión o la invasión del 
conducto raquídeo por restos fracturados, sino también, cualquier otro tipo de patología e incluso afectación 
patológica de los ligamentos de esta región, facilitando un diagnóstico precoz y claro para instaurar una correcta 
terapéutica Kassel y Cols ., 1983; Meyer y col., 1984; Houn field y col., 1973 y Johansen y col., 1983). 

El presente trabajo pretende, aprovechando la posibilidad de que se puede estudiar la unión cráneo-raquídea 
y la columna cervical no solo en sentido horizontal, sino también frontal, al poder introducir el cuello en 
hiperextensión en el Gantry del "Scanner", efectuar una observación anatomo-radiológica de todos los ligamentos 
de la unión cráneo-raquídea y sobre todo señalar que el empleo del T.A.C. en esta región permite objetivar la 
integridad, o no, dé cualquier ligamento de las articulaciones cráneo-raquídeas alteradas en caso de traumatismos, 
artritis reumatoide o cualquier otro tipo de patologías que atenten contra el normal funcionamiento de las citadas 
articulaciones. El diagnóstico así efectuado conducirá al correcto empleo de una terapéutica que solucione, o 
prevenga, las posibles alteraciones neurológicas por lesión medular o bulbar. 

Material y Métodos 

El estudio radiográfico se efectuó con un "Scanner"de alta resolución SOMATO DR2. en el servicio de 
radiodiagnóstico del H. G. Princesa Sofía de León. Se realizaron un total de 300 exploraciones, centradas en columna 
cervical , con cortes tomo gráficos de 1 y 2 mm. , con o sin contraste, si el caso lo requería. Del total de cortes efectuados 
en distintos planos se seleccionaron los más representativos, donde se objetivaban los ligamentos a estudiar. 

Resultados 

1. Articulaciones occípito-atloidea. (Articulación atlanto-occipitalis) 

A) Plano óseo. En los cortes horizontales efectuados con T.A.C. y centrados a nivel de las cavidades 
glenoideas del atlas y de los cóndilos del occipital y utilizando ventana ósea, se observa con claridad la morfología 
típica de las superficies articulares craneales de las masas laterales del atlas, de aspecto reniforrne, eje mayor oblicuo 
de atrás adelante y de fuera a dentro. La cortical ósea aparece siempre en mayor claridad (blanco) y en menor densidad 
la zona central de hueso esponjoso (en color grisaceo) (Fig. 1). A nivel de los cóndilos occipitales la imagen es 
semejante destacando su forma ovalada (Fig. 2). Cuando se efectúan cortes frontales es posible evaluar en su totalidad 
la altura e integridad anatómica de las masas laterales del atlas y occipital; el grosor, calidad y regularidad del hueso 
que constituyen las superficies articulares, la orientación de sus ejes y la anatomía de la interlínea articular (Fig. 3). 

B) Plano ligamentoso. No es posible la visualización de la cápsula articular ni del fascículo fibroso que 
refuerza su sector posterior interno (ligamento occípito-atloideo lateral), pero sí es posible identificar los otros dos 
refuerzos denominados: a) membrana occípito-atloidea anterior o membrana del arco anterior de Lauth, extendida 
a la manera de una línea blanca entre el borde superior del arco anterior del atlas y la apófisis basilar del occipital (Fig. 
4); b) membrana occípito-atloidea posterior o membrana fibrosa del arcoposteriordeLauth extendido entre el borde 
superior del arco posterior del atlas y el borde posterior del foramen magnum del occipital, apareciendo en secciones 
horizontales como una especie de línea blanca arqueada en unión indivisa con la duramadre raquídea, que deJimita 
posteriormente el c. vertebral y que se ve realzado con el uso de contraste una vez que las arterias vertebrales han 
penetrado en el espacio subaracnoideo (Fig. 4 ). Si se efectúa una reconstrucción sagital de la zona, una línea blanca 
que representa esta membrana se ve extendida entre sus lugares habituales de inserción (Fig. 5). 
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2. Articulaciones atloido - axoideas 

I.'.á uníón entre el atlas y el axis se realiza a través de 4 articulaciones denominadas genéricamente articulaciones 
atloido-axoideas que se subdividen en dos articulaciones centrales, oenominadas articulaciones del diente de axis o 
articulación atloido-axoidea media, de gran importancia biomecánica y clínica, y en dos articulaciones laterales 
denominadas articulaciones atloido-axoideas laterales o articulaciones atloido-axoideas propiamente dichas. 

De estas últimas, los cortes horizontales del T.A.C. nos permiten apreciar la morfología típicamente ovalada 
de sus superficies articulares, así como la calidad de su soporte óseo. (Figs. 4 y 4 bis), e incluso la interlínea articular 
ocupada por el cartílago de revestimiento y la cavidad articular (Fig. 3). No es posible visualizar la cápsula articular, 
ni sus refuerzos ligamentosos, en especial el engrosamiento interno, denominado lig. atloido-axoideo interno o 
lateral de Arnold, extendido entre la cara interna de la masa lateral del atlas a la cara posterior del cuerpo del axis. 
Si bien carece de importancia, pues los casos de inestabilidad vertebral, rotura ligamentosa o patología degenerativa 
o inflamatoria en esta articulación es más bien escasa y rara. 

Las árt. del diente del axis o árt. atloido-axoidea media, de gran importancia clínica y biomecánica en los 
movimientos de la cabeza, están constituidas por la árt. syndesmo-dentis y por la árt. atlanto-dentis. En esta última 
articulación el T.A.C. nos permite ver con claridad no solo las superficies articulares tanto del diente como del arco 
anterior del atlas con sus particularidades óseas, sino, y lo que es más importante, nos permite valorar "in situ" la 
interlínea articular, medir su anchura y valorar si existe inestabilidad vertebral, luxaciones o subluxaciones atloido
odontoideas (Fig. 4 bis) . 

. La árt. syndesmo dentis o transverso axoidea efectuada entre la cara posterior del diente del axis y el ligamento 
transverso del atlas (extendido entre las caras internas de sus masas laterales), ambas revestidas de cartílago articular, 
es valorable nítidamente en los cortes del T.A.C. que interesen a la zona, y no sólo las particularidades de la 
articulación, sino que nos permite observar en su totalidad el ligamento transverso, con lo que tendríamos 
información de la integridad, o no, de este anillo ósteo-fibroso, que rodeando a la apófisis odontoides facilita sus 
movimientos, previene e impide sus luxaciones y como consecuencia de ello protege a la médula y bulbo raquídeo. 

El ligamento transverso aparece en los cortes axiales del T.A.C. como un arco blanquecino extendido entre sus 
lugares de inserción habitual, a la vez que abraza la cara posterior del diente del axis. La imagen se realza cuando 
se emplea contraste intravenoso (Fig. 9). En los cortes frontales también es posible identificare! ligamento transverso, 
y no solo él, sino también sus prolongaciones superior e inferior, para formar la típica imagen del ligamento 
cruciforme. Este ligamento se muestra como una especie de placa densa, blanca, de la cual salen 4 prolongaciones 
a modo de brazos: dos laterales y dos ligámestos transversos; uno superior, el ligamento occípito-transverso, y un 
brazo inferior, el ligamento transverso-axoir.eo (Fig. 10). 

3. Syndesmosis occipito-axoidea 

Englobado dentro de la denominación genérica de las articulaciones que unen la cabeza y el raquis, destacamos 
el conjunto de formaciones fibra-ligamentosas que constituyen la sindesmosis occípito-axoidea, formada por la 
membrana tectoria del raquis y por los ligamentos occípito-odontoideos. 

La Membrana téctoria o ligamentum latum axiale de Mac Alister Está formada por tres-bandas fibrosas: una 
central (lig. occípito-axoideo medio) y dos laterales (ligs. occípito--axoideos laterales). Se extiende desde el borde 
anterior del foramen magnum, y cara interna de los cóndilos occipitales, hasta la cara posterior del cuerpo del axis, 
a la vez que se interpone entre el ligamento vertebral común posterior, que esta por detrás y el ligamento transverso, 
que se encuentra por delante. 

Cuando ie realizan los cortes axiales con el "Scanner" a nivel de la apófisis odontoides, se ven con claridad, 
fusionados (si el estudio se realiza con contraste intravenoso) la membrana tectoria, el lig. vertebral común posterior 
y la duramadre raquídea, a la manera de un arco blanquecino, que circunda el diente y las masas laterales de C-1. (Fig. 
11). Si se realiza una serie de cortes horizontales a distancia entre 2-3 mm. que abarquen C-1 y C-2, identificamos 
plenamente las estructuras citadas, como queda dicho. Mas si procedemos ahora a una reconstrucción sagital, todo 
el conjunto aparece como una linea blanquecina, extendida por detrás del axis (Fig. 12). 
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Los ligamentos occípito-odontoideos Situados entre la membrana occípito-atloidea anterior y la prolongación 
superior del ligamento cruciforme, es un conjunto de tres ligamentos: uno medio 11.amado ligamentum apicis dentis 
o superior del diente, y dos laterales llamados ligamentos alares u occípito-odontoideos laterales. Estos, cortos, 
gruesos y resistentes, se extienden desde el sector lateral superior del diente del axis hasta la cara interna del cóndilo 
del occipital . En secciones del T.A.C. que interesen el vértice y en general la apófisis odontoides, se visualizan 
perfectamente. El medio se nos presenta como una fina línea extendida entre el vértice del diente y el borde anterior 
del foramen magnum (Fig. 13 ). Los ligamentos alares, más gruesos y más faciles de diferenciar, aparecen a la manera 
de dos gruesos cordones extendidos entre sus lugares de inserción (Fig. 14). 

Discusión 

En la actualidad todas las estructuras anatómicas componentes del raquis, tanto superficies articulares como 
ligamentos, tejido óseo y estructuras nerviosas y vasculares, pueden ser demostradas por T.A.C. de alta resolución, 
lo que convierte a la técnica en un importante medio auxiliar de diagnóstico Applbaum y col s. (1984 ); Haykal y col s. 
(1984); David y cols. (1983); Dublin y cols. (1983); Aoch-Prigent y cols. (1983); Guerra y cols. (1984); Haykal y 
cols. (1984); Kaiser y cols. (1983); Miyasaka y cols. (1982) y Pech y cols. (1985). 

En la reunión cráneo-cervical y en general en toda la columna vertebral, las imágenes que ofrece el T.A.C. de 
las estructuras ósteo-articulares, son más perfectas que las obtenidas por cualquier otro método de imagen disponible, 
sobre todo si se utilizan cortes finos de 2-3 mm. de grosor, y con aparato de alta resolución. Ello permite el diagnóstico 
y evaluación inicial de fracturas a nivel deC-1 y deC-2, tan difícilesdeobtenerporradiologíaconvencional,al poder 
observar con toda nitidez la totalidad del atlas, axis las superficies articulares del occipital, tanto en secciones · 
transversales como en las horizontales, permitiendo también el diagnóstico ~;-¿coz de artrosis, así como la existencia 
de luxaciones y subluxaciones atloido-odontoideas por observación dirc.cta de la interlínea articular, e inferir si la 
causa es ósea o ligamentosa, de tanto interés en el cuadro nosológico de la artritis reumatoide. 

Todo el aparato ligamentoso de la unión cráneo-raquídea es perfectamente demostrable por T.A.C., bien por 
cortes frontales y/o horizontales, pues ello es posible en esta región, desde las membranas occípito-atloideas hasta 
la membrana tectoria, pasando por los ligamentos occípito-odontoideos y ligamento cruciforme en su totalidad. 
Como ya ha quedado expuesto, y coincidiendo con lo comunicado por otros autores como David y cols. (1983) y 
Aoch-Prigent y cols. (1983). 

Esta posibilidad de observación permite el diagnóstico de distensiones, elongaciones o roturas de algunos de 
estos ligamentos, sobre todo del transverso, y conocer así la causa real de una luxación o subluxación atloido
odontoidea actuando en consecuencia para evitar lesiones medulares o bulbares, restableciendo el equilibrio 
biomecánico de la zona. 

Los ligamentos vertebrales común posterior y anterior, es posible observarlos con T.A.C. en secciones 
transversales, si bien es difícil el anterior por su escaso grosor; el posterior suele verse fusionado con la membrana 
Lectoría. Cuando existe la posibilidad, como en los niños de talla inferior a 70 cm., de introducir todo el cuerpo en 
el Gantry, se pueden obtener imágenes sagitales en las cuales se observan en casi su tot'llidad los ligamentos citados. 
Esto nos permite las siguientes conclusiones. 

• Todas las estructuras anatómicas conocidas de la unión cráneo-raquídea pueder identificarse mediante T .A.C. 

• La mayor parte de los ligamentos de las articulaciones que unen cabeza y raqui ; son identificables por T.A.C., 
a excepción de los pequeños refuerzos capsulares. 

• Los ligamentos occípito-odontoideos y el ligamento transverso di::! atl?·, , con sus prolongaciones formando 
el ligamento cruciforme, son observables con nitidez. 

• Ningún otro método de imagen ha demostrado los ligamentos de la u lión I ráneo-raquídea con tanta el ::: ;Jad 
como el T.A.C.. 
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FIGURA 1. Sección horinzontal de T.A.C. a nivel de las articulaciones occípito-atloideas . -Superficies articulares superiores 
del atlas (entre flechas) . D: Vértice del diente. A.P.: Arco posterior del atlas. 

FIGURA 2. Sección horizontal de T .A.C. interesando los cóndilos del occipital (C). (Ventana ósea) E: Esponjosa. 
FIGURA 3. Sección frontal de T.A.C. (con ventana ósea) Articulaciones Occípito-atloideas y atloido-axoideas laterales 

(entre flechas). C: Cóndilos del occipital. C: Diente. 
FIGURA 4. Sección en 4 mm. craneal a la occípito atloidea. -Membrana occipito-atloidea (flecha) . 
FIGURA 4bisSección horizontal de T.A.C. (ventana de partes blandas) a nivel del atlas. 
FIGURA S Reconstrucción sagital en línea media obtenida de múltiples imágenes horizontales desde el occipital a la base 

de C2. 
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FIGURA 6 y 7 .Sección horizontal a nivel de las articulaciones ax o ideas en T.A.C. - Superficies articulares superiores 
del atlas (flechas). D. Diente. - Articulación atloido-odontoidea (dobles flechas). S.A. : Sección de las superficies 
articulares superiores del axis . 

FIGURA 8. Sección horizontal del T.A.C. (con ventana ósea) a nivel de la articulación atloido-odontoidea. 
FIGURA 9. Sección horizontal del T.A.C. (con ventana ósea) a nivel de la articulación atloido-odontoidea (ventana de partes 

blandas). 
FIGURA 10. Cuatro secciones frontales de T.A.C. de 2mm . de grosor realizadas cada 2 mm., de delante a atrás, desde el apex 

del diente al margen posterior del mismo .. 
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FIGURA 11. Sección horizontal de T.A.C . a nivel de la articulación occípito-atloidea (con ventana de partes blandas). 
FIGURA 12. Reconstrucción sagital en línea media desde el occipital a la base de C2. 
FIGURA 13. Secciones frontales de T.A.C. que incluyen el vértice del diente y el fino ligamento occípito-odontoideo. 
FIGURA 14. Sección frontal de T.A.C. de 2 mm. de grosor. 
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MORFOLOGIA DEL AGUJERO OCCIPITAL (FORAMEN MAGNUM) HUMANO 

MORPHOLOGY OF THE HUMAN FORAMEN MAGNUM 

RESUMEN 

A.R. VELILLAS., A. TORRES y R. SARRA T 

Departamento de Ciencias Morfológicas . Facultad de Medic ina. 
Universidad de Zaragoza (España) 

Se ha realizado un estudio sobre la morfología del agujero occipital (foramen magnum), utilizando los métodos 
antropológicos de medidas convencionales, revisando un conjunto de 300 cráneos secos pertenecientes a diversas colecciones 
anatómicas. También se han añadido estudios radiológicos de rutina y TAC. 

El estudio aportaque,junto a la morfología "ovalada" del foramen,clásicamentedescritay aceptada que viene a representar 
un 58,6% del total, existen otras formas de agujero occipital entre las que se citan las siguientes: "corazón de naipe francés" (12%), 
"circular" (13,4% ), "triangular" ( 4%) y "rómbica-poligonal" (8% ); quedando un porcentaje cercano al 4 -5% de cráneos que no 
pudieron ser incluidos en ninguno de los tipos descritos. 

Los autores achacan a la tipología general del cráneo y al grado de protrusión de los cóndilos del occipital la variabilidad 
morfológica del foramen magnum; y sugieren una posible implicación de esa forma en el desarrollo de patología neurológica a 
nivel troncoencefálico en procesos de enclavamiento de las amígdalas cerebelosas. 

PALABRAS CLAVE: Foramenmagnum. Humano. Morfología. Variedades . 

SUMMARY 

A study has been carried out on the morphology of the occipital hale (foramen magnum) , using anthropological methods 
involving conventional measures and examening agroup of 300 skulls coming from various anatomical collections. Radiologi cal 
routine and TAC studies wcre also performed . 

Toe study shows that together with the "oval" morphology of the foramen, classically described and accepted, which 
represents 58'6% of thetotal, other forms of occipital foramenexist among which are included the following: "French card heart" 
(12%), circular(l3'4%), triangular(4%) and polygonal-romboid (8%), leaving around4-5% of skulls whichcould not beencluded 
in any of the groups described above. 

Toe authors attribute the varied morphology of theforamen magnum to the general tipology of the skull and to the degree 
of protrusion of the occipital condyles, and suggest a possible implication of his shape in the development of the neurologi cal 
pathology at the brainstem leve) in the process of siting of the cerebellar amygdales. 

KEY WORDS: ForamenMagnum. Human . Morphology. Varielies. 

Introducción 

El agujero occipital ("foramen magnum") (F.M.) es uno de los accidentes óseos más importantes de la base del 
cráneo; con todo y a pesar del interés neurológico y antropológico que posee, no ha sido estudiado con la profundidad 
que merece. Prueba de ello es que las descripciones clásicas, tan exhaustivas, apenas se limitan a dar de él escuetas 
referencias. "-"' ~f. 
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El propio Testut y Latarjet (1951) indica textualmente:" ... este orificio es de forma oval, con diámetro mayor 
anteropostcrior en cuanto a orientación y dirección, y mide un promedio de 35 mms de longitud por 30 de anchura; 
poniendo en comunicación la cavidad craneal con la medular, dando paso en estado fresco a su través , a ... " 

Tandler (1928) dirá: "El agujero occipital es de forma ovalada longitudinalmente; Cunningham (1987) indica: 
"el agujero occipital es de forma ovoidea con la parte más estrecha hacia adelante y su 0 anteroposterior varía entre 
30 y 40 mm ."; Lockhart (1965) describe: "El agujero occipital tiene aproximadamente 38 mm. de 0 anteroposterior 
y 25 mm . de 0 trasverso y contiene la porción inferior del tallo cerebral"; Rouviere (1987) refiere: "El agujero 
occipital es ovalado, de extremo grueso posterior por el que se establece comunicación entre la cavidad craneal y el 
conducto raquídeo" ; Spalteholz (1987) escribe: "El agujero occipital, llamado también "foramen magnum", es un 
orificio impar, de forma oval, situado en el hueso craneal del mismo nombre"; Gray (1985) indica: "El agujero 
occipital proporciona una amplia comunicación entre la fosa craneal posterior y el conducto raquídeo; su parte 
posterior, más ancha, da paso al extremo inferior del bulbo ... ", con algunas indicaciones sobre inserciones 
ligamentosas y musculares. 

Trabajos basados en la TAC han aportado datos sobre los accidentes de la base del cráneo, sobre todo en relación 
con intervenciones quirúrgicas en ORL, pero sin concretar nada con respecto al agujero occipital. En este sentido 
puede citarse los trabajos de Kazan y Sazy (1982), los de Ratner y Quencer (1983) y los de Furuya y cols. (1984). 

La colosal aportación antropológica de Olivier (1965-75 y 76) arroja luz sobre la interpretación de los datos 
obtenidos en nuestro estudio; y describe el "plano forarninal", de extremada utilidad comparativa entre los diversos 
grupos étnicos, pero no añade a las descripciones clásicas ningún parámetro de interés sobre la morfología del 
foramen magnum. 

Material y Métodos 

A la vista de los antecedentes reseñados, nos propusimos realizar un estudio sobre el agujero occipital que 
abarcó 3 vertientes: la puramente anatómica, la radiológica convencional y la de TAC. En el primer apartado 
estudiamos un total de 300 cráneos, pertenecientes a_distintas colecciones; elegimos 100 sujetos sin patología para 
la radiología y el TAC, a los que se practicó las proyecciones convencionales. 

En todos los casos se realizó un estudio de la morfología del foramen y se tomaron las medidas usuales en 
craneometría, destacando los diámetros anteroposterior y trasversal. 

Resultados 

Cuando se estudia la morfología del foramen magnum (F.M.), se advierte enseguida que ésta es consecuencia 
en parte de la tipología general del cráneo y que su primitivo contorno se ve modificado por el grado de prominencia 
que los cóndilos del occipital se realiza sobre él. 

De esta manera no seFá difícil comprender cómo además de la forma ovalada clásica (58,6%), asignada al F.M., 
coexisten otras muy frecuentes cuales son las que se observan en la Fig. l. En ella puede apreciarse que una de las 
siluetas más típicas del F.M. es la denominada "en corazón de naipe francés" (1). En este grupo cuyo porcentaje 
asciende al 12%, se enmarcan todos aquellos F.M. que, siendo primitivamente redondos o redondeados, tienen los 
cóndilos del occipital bastante juntos oralmente, y estos hacen marcada prominencia en el interior del F.M., 
deformando anterolateralmente su silueta. 

En (2) podemos apreciar la variedad "circular" (13,4% ), frecuente patrimonio de cráneos braquicéfalos, con un 
contorno del agujero occipital totalmente redondo y con un diámetro aproximado de 35 mm. Suelen ser cráneos 
gráciles con los cóndilos "retirados" y con un reborde óseo del F.M. poco relevante. 
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En el apartado (3) podemos observar la habitual morfología propuesta como standar en las descripciones 
clásicas, es decir, la forma oval (58,6% ), observada frecuentemente en cráneos de la variedad dolicocéfala, aunque 
no exclusiva de ellos, de contorno limpio, sin protrusión condílea y con un diámetro longitudinal entre los40-46 mm ., 
frente a diámetros transversos de 25-30 mm. en los casos extremos. 

La variedad (4) denominada "triangular" (4%) es rara pero muy llamativa cuando se observa. Se trata de un 
F.M. con una separación condílea considerable y con un contorno oral del mismo ligeramente incurvado formando 
la base del triángulo, que se contrapone al vértice, situado en la horquilla posterior del agujero. Son forámenes 
amplios, pertenecientes a cráneos robustos mesocéfalos. 

Las variedades "rómbica" (5) y "poligonal" (6), con porcentajes de un 8% en conjunto, son difíciles de delimitar, 
ya que se trata de F.M. con contornos rectilíneos a tramos, formando entre ellos angulaciones diversas. Hemos visto 
estas variedades en distintas tipologías craneales sin preferencia por ninguna de ellas. 

Las morfologías del F.M. que acabamos de expresar tienen sin duda un matiz subjetivo de apreciación no ya 
en las medidas, sino en la adjudicación de una determinada forma. Con todo hay un porcentaje de cráneos, cercano 
al 4% según las series,que hemos renunciado a etiquetar porno poderse incluir en ninguna de las variedades descritas. 

Discusión 

Los resultados del presente estudio indican la variabilidad morfológica del F.M. y que, como ocurre casi 
siempre que se revisa un dato anatómico consagrado por el tiempo, pueden añadirse matices de interés. Es cierto que 
el F.M. es habitualmente ovalado en sentido anteroposterior, pero no son raras las demás morfologías que hemos 
aportado, y que, en algunos casos, superan por separado el 10%. 

La morfología craneal y la posición en los cóndilos occipitales son dos datos a tener en cuenta a la hora de 
determinar las características del Foramen magnum. Aunque las formas ovales o redondeadas son patrimonio de 
cráneos dolicocéfalos y braquicéfalos respectivamente, no puede tampoco este hecho ser definitivo, ya que un grupo 
significativo de cráneos no cumplen esa relacción. 

La morfología del F.M. se nos antoja de importancia para el neurólogo y el neurocirujano a la hora de valorar 
la predisposición al enclavamiento de amígdadas cerebelosas en caso de descensos del tronco cerebral, ya que los 
diámetros transversos grandes (agujeros redondos y triangulares) concederán mayor permisividad en los casos 
antccitados y serán menos propensos a crear problemas de espacio, que serán por ende más frecuentes y graves en 
F.M. de morfología oval. 
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FIGURA l. Diversonaspectosde lamorfologíadelForamenmagnum". humano: l. En "corazóndenaipefrancés". 
2. Circular. 3. Oval. 4. Triangular. 5. Rómbico 6. Poligonal. 
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