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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS DE LA GLIA DE LOS NERVIOS DE
LANCISI EN EL BOS TAURUS RAZA DE LIDIA

ULTRASTRUCTURAL STUDY OF THE GLIAL CELLS OF THE LANCISI’S NERVES IN THE
FIGHTING BULL

J. ARROYO-GUIJARRO, A. PRATS-GALINO, J. SAN-MOLINA y D. RUANO-GIL

Departamento de Anatomia Humana.
Facultad de Medicina.
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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la ultraestructura de la neurologfa de los nervios de Lancisi en el toro de lidia. La presencia
de astrocitos fibrosos con detalles morfoldgicos no diferenciables, el predominio de una sola variedad de oligodendrocitos en estos
fasciculos, y su relativa riqueza en células microgliales, se compara con las caracteristicas que las células de la glia presentan en
otras regiones del sistema nervioso central.

PALABRAS CLAYVE: Nervios de Lancisi. Toro de lidia. Neuroglfa. Ultraestructura.

SUMMARY

In the present paper the ultraestructure of neuroglia of the Lancisi’s nerves in the fighting bull is described. Presence of fibrous
astrocytes with common morphological details, predominance of a single type of oligodendrocytes in these fascicles and their
relative richness in microglial cells are compared with the characteristics that glial cells present in other regions of the central
nervous system.

KEY WORDS: Lancisi’s nerves. Fighting bull. Neuroglia. Ultraestructure.

Introduccién

Las estrias longitudinales mediales, antiguos nervios de Lancisi, constituyen, con las estrias longitudinales
laterales, una porcién del hipocampo supracomisural localizada en la profundidad de la cisura interhemisférica.

Los estudios efectuados acerca de estos tractos nerviosos, después de las descripciones histolégicas realizadas
con el método de Golgi por Ramén y Cajal en los roedores (1893; 1909-1911), se han referido fundamentalmente
a sus conexiones y distribucién (B.G. Gragg y L.H. Hamlyn, 1959; G. Raisman y cols., 1965). Estas investigaciones
no han demostrado la llegada de las estrias de Lancisi al hipocampo, lo cual ha sido atribuido al escaso nimero de
fibras nerviosas que contienen y a su poca importancia como via aferente al hipocampo en las especies examinadas.
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Por el contrario, nuestros estudios mediante el método de Kliiver y Barrera han puesto en evidencia el importante
desarrollo que los nervios de Lancisi presentan en el toro de lidia a lo largo de todo su trayecto supracalloso, asi como
su amplia terminacion en el hipocampo (J. Arroyo-Guijarro y cols., 1988).

El presente trabajo tiene por finalidad completar tales investigaciones con un andlisis ultraestructural de las
células gliales caracteristicas de esta region.

Material y Métodos

Han sido utilizados 5 encéfalos de Bos taurus de raza de lidia. Una vez extraido el encéfalo, fueron seleccionadas
varias muestras que incluian una porcién del cuerpo callosos con las estrias de Lancisi. Estas piezas se fijaron por
inmersién en una solucién de glutaraldehido al 2,5% y paraformaldehido al 2%, en tamp6n fosfato 0,1 M (pH=7,2),
con la finalidad de obtener su endurecimiento inmediato. Transcurridos 30 minutos, se procedio ala diseccion de las
estrfas de Lancisi, aplicindose a las muestras los procedimientos habituales de postfijacién en osmio, inclusién en
Araldita, ultramicrotomfa y contrastado para su observacién en un microscopio electénico de transmisién Philips
300. ‘

Asimismo, algunas muestras fueron tratadas sucesivamente mediante deshidratacién progresiva en etanol,
acetato de amilo, punto critico, y montaje con plata coloidal y metalizacién con oro, siendo observadas con un
microscopio de barrido Hitachi 1.200, con la finalidad de observar la disposicién de la piamadre a nivel de los nervios
de Lancisi.

Resultados

La piamadre observada con microscopio de barrido, aparece adaptada intimamente a la superficie de los nervios
de Lancisi, con la particularidad de que no emite prolongaciones septales hacia su interior. Dicha superficie es lisa
y estd compuesta por una capa delgada de tejido celular laxo, sobre la que se disponen células piales dispersas de
morfologia muy variada. Sin embargo, no se han observado células con microvillis, propias de la piamadre en otras
regiones del sistema nervioso central (M.W. Cloyd y F.N. Low, 1974).

Porotraparte, mediante microscopfaelecténica de transmision, han sido analizadas las principales caracteristicas
ultraestructarales de los diferentes tipos de células gliales.

En cuanto alos astrocitos fibrosos (Fig. 1a), presentan habitualmente un niicleo de baja electrodensidad y aspecto
granular, que contiene cromatina escasa, dispersa y uniformemente distribuida. En su centro destaca un nucléolo
evidente. El citoplasma, también de baja electrodensidad, se caracteriza por presentar cisternas de reticulo
endoplasmdtico cortas y con trayecto irregular, recubierto de abundantes ribosomas (Fig. 1b). Estas células poseen,
ademds, cuerpos densos y granulos de glucéceno dispersos en el citoplasma. Sus prolongaciones citoplasmadticas son
numerosas'y contienen abundantes filamentos.

En los nervios de Lancisi también se han identificado diferentes variedades morfoldgicas de oligodendrocitos
(Fig. 2). La mds frecuente presenta forma redonda u ovalada, tamafio pequefio y electrodensidad media. Su niicleo,
de contorno regulary posicién excéntrica, ocupalamayor parte delacélulay contiene grandes aciimulos de cromatina
adheridos a la envoltura nuclear, asi como aislados en su porcidn central. El citoplasma es de mayor densidad que
el nucleoplasma debido, en parte, a su gran contenido en mitocondrias y en ribosomas libres, en forma de rosetas,
0 asociados a las membranas del reticulo endolasmatico.

Las prolongaciones citoplasmaéticas de los oligodendrocitos suelen disponerse en grupos, que poseen un trayecto
paralelo al curso de los axones. Muestran un didmetro uniforme y la presencia de microtdbulos en los mismos
constituye una caracteristica diferencial con los astrocitos fibrosos.
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FIGURA 1.  Astrocito fibroso. A: Niicleo con cromatina dispersa y niicleo evidente. El citoplasma es transparente, con
orgdnulos dispersos (x 1.300). B: prolongacidn astrocitaria emergiendo del protoplasma (x 2.800).
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FIGURA 2.  Oligodendrocito tipico de electrodensidad media. Nicleo redondo con grandes masas de cromatina. El
citoplasma presenta abundantes cisternas de reticulo endoplasmético con ribosomas y Aparato de Golgi (x
2.800).

FIGURA 3.  Grupodeoligodendrocitos connicleo irregulary evidentes masas de cromatina. Su citoplasma es denso y escaso.
A:x5.100. B: x 1.300. C: x 3.900. D: x 3.200.
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FIGURA 4.  Microglia de forma alargada, niicleo con cromatina dispersa y nucléolo evidente. El citoplasma es menos denso
que el niicleo y de aspecto multivesicular. (x 1.700).
FIGURA 5.  Dos células microgliales ovoideas y multivesiculares. (x 1.300).
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FIGURA 6.  Microglia de nicleo ovoideo ¢ irregular y citoplasma de aspecto multivesicular, cuyos limites son diffciles de
precisar (flechas blancas cortas). Las prolongaciones citoplasmaticas se sefialan con flechas cortas y gruesas. En
el citoplasma se aprecian numerosas vesiculas claras y algunos lisosomas (flechas blancas largas) (x 1.700).
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Conmenor frecuencia se observan otras variedades morfoldgicas de oligodendrocitos (Fig. 3) caracterizadas por
presentar un nicleo de forma irregular, pero con el mismo patrén de distribucién de su cromatina que el descrito
previamente.

Lamicroglia, muy abundante en estaregion, es alargada y ovoidea (Figs. 4, 5y 6). El niicleo, electrodenso, ocupa
una posicién excéntrica, y su contorno, al igual que el perimetro celular, es irregular. En el nucleoplasma destaca la
presenciade discretas masas de cromatina muy electrodensas y dispersas y un niicleo de gran tamaiio, menor densidad
y posicién central.

El citoplasma de las células de la microgia es también oscuro y de aspecto multivesicular, lo cual estd
condicionado por la presencia de vesiculas claras, redondeadas, que hacen relieve en el contorno celular, e incluso
rechazan y deforman la envoltura nuclear. Estas vesiculas contienen un material condensado en grumos irregulares
o filiformes. Se observan, asimismo, cisternas de reticulo endoplasmadtico cortas y aisladas en el citoplasma, con o
sin ribosomas. Es también frecuente la presencia de cuerpos de inclusion, constituidos por un material electrodenso
homogéneo y limitado por una membrana (Fig. 6).

Por ultimo, las prolongaciones citoplasmaticas de la microglia son mds irregulares y de mayor electrodensidad
que en las otras células gliales (Fig. 6).

Discusion

Elestudio de los astrocitos fibrosos de los nervios de Lancisi en el toro de lidia, mediante microscopia electrénica
de transmision, nos ha permitido obtener una serie de caracteristicas morfoldgicas que coinciden, en gran parte, con
las descripciones sefialadas por diferentes autores (S.A. Luse, 1956; M.G. Farquhar y J.F. Hartman, 1957; R.L.
Schultz y cols., 1957; S.L. Palay, 1958; E. De Robertis y H.M. Gerschenfeld, 1961; R.L. Schultz, 1964; S. Mori y
C.P. Leblond, 1969, 1970; R. Griffin y cols., 1972).

A diferencia de las observaciones de Mori y Leblond (1970), que describen tres variedades de oligodendrocitos
en el cuerpo calloso de la rata en base a su tamaiio y electrodensidad, en nuestro material sélo se ha identificado un
tipo celular de tamafio y electrodensidad medias. Sin embargo, hemos hallado diferentes variedades morfolégicas
de oligodendrocitos atendiendo a la morfologia del nicleo, si bien todas estas células comparten el mismo patrén de
distribucién de la cromatina.

En relacién con la microglia, las primeras observaciones acerca de su aspecto multivesicular fueron sefialadas
por primera vez por Rio-Hortega (1920, 1921). Este autor ya destacé la presencia, en la microglia, de abundantes
vesiculas regularmente esféricas, que por su situacion en el citoplasma pueden deformar el contorno nuclear o celular.
El gran contenido de vesiculas y cuerpos de inclusién en la célula microglial, comparada con los macréfagos de las
meninges, es probablemente el resultado de su mayor capacidad fagocitaria (R.R. Sturrock, 1988).

Estas células han sido fécilmente reconocibles mediante microscopfa electrénica por su alta electrodensidad
ntcleo-citoplasmdtica. Dicha caracteristica, como ha sido sefialado (M.G. Farquhar y J.F. Hartmann, 1957), dificulta
la delimitacién entre ambas estructuras.

Aunque no existen estudios cuantitativos sobre la distribucién de la microglia en los nervios de Lancisi, nuestras
observaciones demuestran su gran concentracién en dicha region. Estos datos podrfan relacionarse con la proximidad
de las estrias de Lancisi al cuerpo calloso y al septo meningeo medial, zonas que durante el periodo perinatal poseen
un gran contenido en microglia ameboide, y por ello han sido consideradas como las principales fuentes de origen
de células microgliales, desde las que emigrarfan a otras regiones del sistema nervioso (J. Boya y cols., 1979; E.A.
Lingm 1976; J. Boya y cols., 1987; F.L. Jordan y W.E. Thomas, 1988; V.H. Perry y S. Gordon, 1988).
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EFECTOS DEL EJERCICIO FISICO MODERADO Y PROLONGADO SOBRE LAS
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EFFECTS OF PROLONGED MODERATE PHYSICAL EXERCISE ON GRANULATIONS OF
MIOEPITHELIOID CELLS

A. CABALLERO!, J.F. ESCANERO?, J.JM. LOPEZ-NOVOA®y S. RODRIGUEZ'

"Departamento de Anatom{a humana. Colegio Universitario de Soria.
Facultad de Medicina. Valladolid.

*Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina. Zaragoza.
3Laboratorio de Fisiopatologia Renal. Fundacién Jimenez Diaz. Madrid.

RESUMEN

En este trabajo se estudia el efecto del ejercicio fisico prolongado y moderado sobre la granulacién de las células
mioepitelioides del aparato yuxtaglomerular del rifién, mediante el cdlculo del indice de granulacién yuxtaglomerular (IGY). Se
utilizan ratas wistar hembras adultas que se entrenan 135 dfas en los que corren una distancia de 169.961 m. A las 4 horas de la
tltima sesién de ejercicio del programa de entrenamiento se observa un aumento significativo en las ratas entrenadas comparadas
con las no entrenadas (P < 0,05) del IGY, de las concentraciones plasmdticas de potasio y sodio y, en cambio, no se encuentran
diferencias para la osmolalidad.

PALABRAS CLAVE: Aparato yuxtaglomerular, Ejercicio, Sodio, Potasio, Osmolalidad.

SUMMARY

In this paper the effect of polonged moderate physical exercise on the granulation of the mioepithelioid cells of the
juxtaglomerular system, of the kidney, by the calculation of the juxtaglomerular granulation index (JGI). Wistar rats are used adult
females who train for 135 days in which they run a distance of 169.961 m. 4 hours after the last exercise session of the training
programme asignificant increase can be noticed in the trained rats compared with the untrained ones (P < 0,05) of the JGI, of the
plasmatic concentrations of potassium and sodium and, on the other hand, no differences have been noticed in the osmolality

KEY WORDS: Juxtaglomerular System, Exercise, Sodium, Potassium, Osmolality

Introduccion

Durante el ejercicio hay un aumento de la actividad simpatoadrenal que produce un descenso del flujo renal,
inducido principalmente por un aumento de la actividad nerviosa simpdtica, que se acompaiia de un descenso de la
tasa de filtracién glomerular y de la diuresis (Castenfors, 1977) y, probablemente, de aumento de la reabsorcién de
sodio (Young y Landsberg, 1979) por desviacién de la sangre de las nefronas corticales a las yuxtamedulares, por
efecto directo tabulary activacién del sistemarenina-angiotensina (SRA) (Convertinoy cols., 1986). En 1985, Fagard
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y cols. sefialaron que los niveles alcanzados en sangre por los componentes del SRA después de unasesién de ejercicio
eran menores en atletas de resistencia que en personas no entrenadas. Cuando se miden los niveles de este sistema
en reposo se observa un descenso de éstos en los entrenados con respecto a los no entrenados. Hespel y cols. (1988)
concluyen que los descensos en la actividad de la renina plasmatica en reposo, en personas entrenadas con respecto
a personas no entrenadas, sélo se da en aquellos sujetos que en el periodo de entrenamiento tienen una importante
ganancia de capacidad de ejercicio.

Es bien conocido que la fuente mds importante de sintesis y almacenamiento de renina son las células
mioepitelioides del aparato yuxtaglomerular del rifién, descrito por Goormaghtigh en 1940. La caracteristica mds
importante de estas células es la presencia en su citoplasma de granulaciones rodeadas de membrana. Estd
perfectamente descrito, por diferentes autores (Edelman y Hartroft, 1961; Desermeaus y cols., 1982), que el
contenido de estos granulos es la renina.

A pesar de la gran cantidad de trabajos bioquimicos y fisiolégicos que tratan del efecto del ejercicio sobre el
sistemarenina-angiotensinay su control, no se han encontrado referencias sobre el sustrato morfolégico de la sintesis,
almacenamiento y liberacién de la renina en estas circunstancias. En este trabajo se pretende determinar las
variaciones morfoldgicas de las granulaciones de las células mioepitelioides, calculando el indice de granulacién
yuxtaglomerular (IGY) (Hartroft y Hartroft, 1953), del aparato yuxtaglomerular de los riflones de ratas que realizan
un entrenamiento prolongado de ejercicio moderado.

Material y Métodos

Material biolégico: En este trabajo se han empleado 13 ratas hembras adultas distribuidas en dos grupos:

a) Un grupo estaba formado por 6 animales que realizaron, en una rueda de correr controlado disefiada por
nosotros (Caballero y cols., 1990), 169 sesiones de ejercicio en 135 dias, corriendo una distancia total de 169.961
m. En los 15 primeros dias se realizaba una sesion diaria de ejercicio a una velocidad de 8,76 m/min. El tiempo de
duracién de las sesiones en este periodo aumenté desde 15 min a 25 min. Desde el dia 16 al 38 1a velocidad de carrera
fuede 10,95 m/miny en 8 de estos dias se realizd doble sesién de ejercicio. A partir del dfa 39 hasta el final, las sesiones
de entrenamiento se realizaron a 13,14 m/min. Veintiocho de estos dfas tuvieron doble sesion de ejercicio. El tiempo
de duracién delas sesiones aumento progresivamente desde 25 a 145 min. Cuando en un dfa se realizaban dos sesiones
de ejercicio la suma del tiempo de ambas correspondia al tiempo total de ejercicio que tenia que realizar ese dia. El
peso medio, * el error estandard de la media, de estos animales al comienzo del periodo de ejercicio era de 271,1 £
6,24 g. Al final del periodo el peso medio era de 291,6:%11,9 g.

b) El otro grupo estaba formado por 7 ratas no en@éﬁadas que fueron utilizadas como grupo control. El peso
medio, * el error estdndard de la media, era de 255,7 +7.,5 Q.

Métodos utilizados : Las ratas fueron sacrificadas entre las 16y 18 horas (de 4 a 6 horas después de la tltima sesién

"de ejercicio). Previa anestesia en atmésfera de éter se extrafa sangre por una puncién cardiaca directa para determinar
sodio y potasio por electrodo de ion selectivo mediante un autoanalizador (Astra 4, Beckman). Ademds se
determinaba la osmolalidad plasmdtica midiendo el descenso del punto crioscépico en un osmémetro (Fiske
Osmometer). Se extrafan los rifiones en los que se practicaba un corte un sentido longitudinal para posteriormente
fijarlos en liquido de Smith y tefiirlos con la tincién de Bowie modificada (Marquez-Gemar, 1980), con el objeto de
teflir las granulaciones, acimulos de renina, de las células mioepitelioides de la arteriola aferente y eferente del
glomérulo, para posteriormente calcular el IGY.

Métodos estadisticos: Se comprueba mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov que ambos grupos pertenecen
a poblaciones cuyas distribucién de valores es normal. Posteriormente se analizan sus valores mediante una
comparacion de medias independientes (Test de Student). Para analizar la presencia de una relacién lineal entre las
diferentes variables se ha utilizado el coeficiente de correlacidn.
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Resultados

En los dos grupos de animales estudiados se calcula el IGY, se determinan las concentraciones plasmaéticas de
sodio y potasio y la osmolalidad (tabla 1).

Cuando se comparan los valores de las ratas entrenadas con los de las no entrenadas ( t de Student) se observan
diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) para el IGY (figuras 1 y 2), como se puede observar en los
grdficos 1 y 2, y para las concentracines de sodio y potasio. En cambio, la diferencia no es significativa para la
osmolalidad.

Los valores del coeficiente de correlacién sefialan que no hay ningiin tipo de relacidn lineal entre estas 4 variables.

PARAMETROS SIGNIFICACION
MEDIDOS ENTRENADAS | NO ENTRENADAS (P <0,05)
IGY 522+1,2 43,6 £3,4 SI
Na 145,1 £0,4 141,2+1,1 SI
K 53+0,2 4,6 0,2 SI
Osm 300,0+0,8 302,542,7 NO

TABLA 1. Enlosdosgrupos deratas se indican las medias, =el error estdndard de lamedia del IGY, de las concentraciones
de Na y K en mEq/1 y de la osmolalidad en mOsm/Kg.

Discusion

Los datos encontrados en este trabajo indican que existe un aumento de la granulacién de las células
mioepitelioides del aparato yuxtaglomerular del rifién con el entrenamiento moderado y prolongado. Esto no estaria
en concordancia con las concentraciones basales de la renina plasmadtica, que como seflalan, entre otros muchos
autores Hespel y cols. (1988), estdn descendidos en las personas entrenadas respecto a las no entrenadas. En 1978,
Winder y cols. sefialaron que dicha disminucién podria ser debido al descenso del tono simpdtico hallado en estas
personas entrenadas. Salvando las diferencias de especie y si esto es asf, por los datos de este trabajo tendriamos que
decir que en nuestros animales esa bajada de tono simpético influye sobre la liberacion de renina, pero no sobre la
sintesis de la misma.

Los resultados sobre la concentracidn de potasio estdn en concordancia con los descritos por Wilkerson y cols.
(1982) y Carlsson y cols. (1978). Estos autores sefialan que el ejercicio produce un aumento de la potasemia,
presumiblemente por la liberacién del potaio muscular por accién de la contraccién. Pero este aumento de potasio
deberfa ir acompaifiado de un descenso del IGY como indican Rodriguez y cols. en 1976, cosa que no ocurre con el
ejercicio.

Es un hecho perfectamente conocido que un aumento de la natremia produce un descenso del IGY (Rodriguez
y cols., 1976; Rojo-Ortega, 1976). Estos datos bibliogrificos no coinciden con los resultados obtenidos en este
trabajo, ya que las ratas entrenadas tenfan un aumento significativo del sodio plasmadtico (P < 0,05) y un aumento
significativo del IGY (P < 0,05). Por lo tanto, durante el ejercicio fisico el sodio no actuaria sobre el almacenamiento
de la renina.
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FIGURA 1.
FIGURA 2.

Corresponde a un animal entrenado. Observamos en el margen izquierdo una porcién del glomérulo (g). En la
parte media vemos un grupo de 11 o 12 células epitelioides que corresponden al polo proximal de la arteriola
aferente (aa) que se encuentra seccionada longitudinalmente. Se observa dentro de este grupo de células
yuxtaglomerulares la diferente carga de las mismas en lo que a granos citoplasmaticos se refiere. La mdcula
densa (md) se localiza en la parte superior de la microfotografia. Negativo = 1250 aumentos. Tincién = Bowie
modificada.

Corresponde a un animal no entrenado. Vemos en la parte inferior de la figura el glomérulo renal. En la parte
media se observan varias células yuxtaglomerulares con diferentes grados de densidad de granulacién
citoplasmdtica. Negativo = 1250 aumentos. Tincién = Bowie modificada.
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GRAFICO 1. Representacion en histograma de frecuencias de las medias, £ el error estdndard de la media, de los IGY
alcanzados por las ratas entrenadas y no entrenadas.

GRAFICO 2. Representacion en histograma de frecuencias de las medias, el error estdndard de la media, de los diferentes
grados de granulacién en las ratas entrenadas y no entrenadas.
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Geyssant y cols. (1981) sefialan que en humanos no hay diferencias significativas entre la osmolalidad antes y
después de los periodos de entrenamiento. Los datos obtenidos de nuestras ratas son similares, ya que no hay
diferencias significativas entre la osmolalidad de las ratas entrenadas y no entrenadas.

En conclusion, el ejercicio moderado y prolongado produce un aumento de la granulacién de las células
mioepitelioides del aparato yuxtaglomerular del rifién, como consecuencia de un aumento del almacenamiento de
larenina. Ademds, aumentala concentracién de potasio y sodio plamdtico que permanecen aumentados todavia a las
4 horas de la dltima sesién de ejercicio. En cambio, la osmolalidad ya estd en los niveles basales.
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RESUMEN

La dindmica de proliferacion celular hipofisaria y los distintos factores que pueden intervenir en su control, han sido objeto
de numerosos estudios; sin embargo, atin quedan numerosas incégnitas por esclarecer. En el presente trabajo se ha pretendido
hacer un sumario actualizado de los datos disponibles sobre proliferacién celular en la hipéfisis de la rata, haciendo especial
hincapié en la proliferacion de las células gonadotropas tras la castracién. La existencia de una hipotética célula tronco hipofisaria
y la participacion hipotaldmica en el control de la proliferacién celular de la adenohipéfisis, son los puntos mds controvertidos
y a ellos hemos dedicado de forma particular nuestra atencién.

PALABRAS CLAVE: Hip6fisis, células gonadotropas, proliferacion, rata.

SUMMARY

The dynamics of cell proliferation and the various mechanisms involved in its control have been the subject of numerous
studies. However, some important questions still remain unanswered. This report has been aimed as an up-to-date review on cell
proliferation in the anterior pituitary with special reference to the gonadotrophs. Both the existence of a stem cell in the anterior
pituitary and, the hypothalamic control of cell proliferation in this gland, have been discussed in detail as the most controversial
aspects of the topic.

KEY WORDS: Hypophysis, gonadotrophs cell, proliferation, rat.

Introduccién

La actividad proliferativa de la adenohipéfisis de la rata adulta es escasa (Addison, 1917; Pomerat, 1941; Hunt,
1943; Stadtler y col., 1970; Inque y col., 1985 y Pérez y col. 1986). Siguiendo la clasificacién de los tejidos propuesta
por Messier y Leblond (1960), en funcién de su actividad proliferativa, la adenohip6fisis, al igual que otras gldndulas
endocrinas, puede considerarse dentro del grupo de poblaciones celulares en expansién. En éstas, el nimero de
células marcadas tras la inyeccion de timidina tritiada es bajo y persistente, oscilando entre un 0,4 y un 1 % del total
de la poblacién.
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Antes de la introduccién de las técnicas inmunocitoquimicas, se admitia que entre los distintos tipos celulares
hipofisarios, las células cromdfobas eran las que presentaban una mayor actividad mitética, un 75 a 80 % de las
mitosis de la glandula (Pomerta, 1941 y Stadtlery col., 1970). La gran proporcién, que del total de la actividad mitética
se asignaba a las células croméfobas, era debida, sin lugar a dudas, a la dificil identificacién de pequefias cantidades
de hormona, con lo que el nimero de células con actividad hormonal era infravalorado. En estudios mds recientes,
la identificacién inmunocitoquimica de las células en proceso de division (Shirasawa y col., 1983). Los mismos
autores resefian las células productoras de GH y Prl son las que presentan un mayor nimero de mitosis (40 % y 38
% de 1a poblacién celular hipofisaria, respectivamente), como cabria esperar de la gran proporcién que estas células
representan dentro de la adenohipdfisis, segtin los datos de Dada y col. (1984). Un 3.8 % de las imdgenes de mitosis
corresponde a las células gonadotropas y el indice mitético de las células ACTH y TSH es atin menor (Sakuma y col.,
1984).

La ablacién delos 6rganos diana de las hormonas hipofisarias, génadas, tiroides o glandulas suprarrenales causa
hipertrofia e hiperplasia de las células gonodotropas (Addison, 1917; Pomerat, 1941; Farquhar y Rinehart, 1954a e
Inoue y Kurosumi, 1981), tireotropas (Farquhar y Rinehart, 1954b y Messier, 1969) y corticotropas respectivamente
(Kurosumi y Kobayashi, 1966 y McNicol y col., 1988). El mecanismo (s) por el que un determinado tipo celular
prolifera bajo estas circunstancias ha permanecido oscuro durante largo tiempo y atin existen incégnitas por resolver.

Para Inoue y Kurosumi (1981) hay tres posibles fuentes responsables del incremento de la poblacién
ganodotropa tras la castracién: la divisién mitética de células gonadotropas bien diferenciadas; la diferenciacion de
células inmaduras en células gonadotropas y, la conversion de otros tipos celulares en células gonadotropas. Por otra
parte, Childs y col. (1982) han sugerido que el gran incremento de células LH y FSH que se produce en las primeras
24 horas tras la castracién puede ser resultado de la transformacién de células gonadotropas monohormonales en
multihormonales. Estos autores han demostrado que en las primeras 24 horas tras la gonadectomia se produce un
notable aumento del niimero de células gonadotropas que contienen tanto LH como FSH (desde un 70 % en el animal
control hasta un 91 %) frente a las que contienen sélo una de las hormonas. De esta forma, un cambio funcional se
traduciria en un claro aumento del niimero de células inmunoreactivas sin que exista de hecho modificacién alguna
en la densidad numérica de la poblacién gonadotropa hipofisaria.

El incremento de la actividad proliferativa de las células gonadotropas tras la castracion, se ha demostrado por
el aumento en el niimero de éstas que incorporan timidina tritiada —células en fase de sintesis de DNA— (Satdtler y
col., 1970 e Inoue y Kurosumi, 1981) y por el aumento de figuras de metafase tras el bloqueo del proceso mitético
con colchicina (Pomerat, 1941; Sakuma y col., 1984; Inoue y col., 1985 y Sakai y col., 1988).

La existencia de una estirpe de células tronco hipofisarias, aunque sugerida por varios investigadores, no ha
podido ser ni demostrada ni descartada. Esta hipotética estirpe celular cobra especial importancia cuando se
consideran situaciones que inducen hiperplasia hipofisaria, as{ como durante los periodos embrionario y postnatal.

Yoshimura y col., (1977) sugirieron que las células foliculo estrelladas (FS) podrian ser identificadas como la
célula tronco en la hipéfisis de la rata, ya que tendrian capacidad tanto de proliferacién como de diferenciacion,
manteniéndose un balance entre estas dos funciones. Leatherland y Renfree (1982) obtuvieron evidencia indirecta
en apoyo de eta hipétesis trabajando en la hipéfisis de marsupiales jévenes. Shirasawa y col., (1984) han referido una
particular relacién entre las células FS y las gonadotropas tras la castracién. Otros autores han sefialado a las células
FS como el posible origen de fibras musculares estriadas que aparecen tanto en homotransplantes hipofisarios (Inoue
y col., 1987) como en cultivo monocapa de dispersados celulares hipofisarios (Watanabe, 1989); no obstante, Apira
y col. (1988) invocan la existencia de una estirpe celular pluripotencial como el origen de estas fibras.

Estudios recientes desmienten el carcter indiferenciado de las células FS, para las que Amat y Boya (1973)
habfan sugerido una funcién similar a la de otras cé€lulas glandulares. Se ha probado que las células FS producen
proteina S-100 (Cocchia y Miani, 1980 y Shirasawa y col., 1983), factor de crecimiento fibrobldstico (FGF) (Ferrara
y col., 1987) e interleukina-6 (Wankelecom y col., 1989), y estd extensamente documentada su participacién en el
control de la secrecion hipofisaria (Allaerts, 1989).

El papel de estirpe progenitora de las células FS, si cabe hablar de tal, podria estar practicamente restringido al
desarrollo postnatal. La actividad proliferativa de las células hipofisaria durante el periodo postnatal precoz es
mantenida fundamentalmente por células inmunonegativas (Shirasawa y Yoshimura, 1982 y Carbajo-Perez y col.,
1989). La contribucién de estos elementos inmunonegativos a la actividad proliferativa global de la PD disminuye
a lo largo del primer mes de vida, a la vez que aumenta la proliferacién de las células inumonorreactivas,
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principalmente al suero anti-GH (Shirasaway Yoshimura, 1982y Carbajo-Pérezy col, 1989). Se ha discutido mucho
sobre la identificacién de estas células inmunonegativas, considerdndose la posibilidad de que sean células FS
(Carbajo-Pérez y col., 1989). Las primeras células FS reactivas al suero anti-S-100 aparecen en la PD de la rata hacia
finales de la segunda semana postnatal, aumentando en nimero e intensidad de tincién de forma progresiva hasta la
madurez (Shirasawa y col., 1983). Estos autores sugirieron que la actividad mitdtica de las células FS disminuiria
a medida que se diferenciaban en células productoras de proteina S-100. En un estudio reciente por Carbajo-Pérez
y Watanabe (enviado a publicar), no se han podido encontrar células marcadas con bromodesoxiuridina (células en
fase S) que simultdneamente reaccionen con suero anti S-100, confirmando de esta manera la hipétesis de Shirasawa
y col. (1983) por la que la funcién de las células FS como células progenitoras seria muy limitada en el animal adulto.

La funcién de células progenitoras se ha atribuido también a otros tipos celulares. As{, Gon y col. (1988) han
descrito la existencia de células G-C (granuladas y ciliadas), y sugieren para ellas una funcién de células interme-
diarias durante el desarrollo ontogénico de la hip6fisis de la rata. Recientemente Borreli y col. (1989) refieren la
existencia de una célula tronco mamosomatotropa que desarrolla su funcién esencialmente en los primeros dias de
vida, pero que también estd presente en la hipéfisis del animal adulto.

El incremento de la actividad proliferativa hipofisaria tras la castracién parece ser un proceso autolimitado. Tras
alcanzar el mdximo a las dos semanas, desciende considerablemente a partir del primer mes y regresa a valores
normales hacia el segundo mes tras la orquidectomia (Stadtlery col., 1970 e Inoue y col., 1980). Durante este periodo,
no sélo aumenta el nimero de células en divisidon, sino que también se acelera el ritmo de sintesis de DNA
(acertamiento de la fase S aproximadamente a la mitad) y ademds es posible una disminucién de la duracién de la
fase G2 (descanso premitético) y de la duracidn del propio proceso de mitosis (Stadtler y col., 1970).

No hay acuerdo en cuanto a los tipos celulares implicados en el aumento de la actividad proliferativa hipofisaria
tras la castracion. Inoue y Kurosumi (1981), Romano y col. (1984) e Inoue y col. (1985) describieron que, como
consecuencia de la gonadectomia, no sélo aumenta el niimero de mitosis en las células que no reaccionan frente al
suero anti LH. Inoue y col. (1985) arguifan que el incremento del porcentaje de gonadotropas de un 5,4 % a un 8,4
% de la poblacién hipofisaria (de un 9 % a un 14 % par Childs y col. (1982) no justifica el incremento en el contenido
hipofisario de DNA y el aumento de peso de la gldndula tras la castracién (no debe ser olvidada, al valorar el peso
hipofisario, la importante hiperhemia postcastracion, descrita ya por Addison en 1917. Otros autores no refieren
cambios en el indice mitdtico global de la PD tras la castracién, aunque exista un aumento del nimero de mitosis en
las células gonadotropas (Pomerat, 1941; Sakumay col., 1984 y Sakai y col., 1988). En nuestra experiencia, el nimero
de células marcadas con BrDU en la hip6fisis del ratén dos semanas después de la castracién (27,8 células /mm? es
similar al de los ratones controles (28,6 células/mm?) (Carbajo-Pérez, observaciones no publicadas).

Las modificaciones de la actividad mitética que siguen a la castracion parecen afectar al balance entre las células
gonadotropas y las células productoras de prolactina, si se tienen en cuenta los datos aportados por Sakuma y col.
(1984) y Sakai y col. (1988) (Tabla 1).

Ninguno de estos autores describe modificaciones en el nimero total de mitosis ni en la proporcién de figuras
mitdticas en las células GH.

Los esteroides gonadales actian basicamente activando la proliferacion celular hipofisaria. Esta, varifa durante
el ciclo estrual con valores maximos en el dia del estro (Hunt, 1943 y Hunt y Hunt, 1966) y la administracién de
estrégenos eleva el indice mitético de la hip6fisis (Hunt, 1947 y Pérez y col., 1986). Esta accién estimuladora parece
tener lugar sobre las células de prolactina (Takahashi y col., 1984; Pérez y col., 1986 y Osamura 1988). Es por tanto
deesperarquelacastracion, que sigue de unacaidaradical de los niveles de estrégenos, lleve consigo unadisminucion
del nimero de mitosis de las células Prl. El indice mitético global de la PD no se afecta por el gran incremento de
la actividad mitética que experimentan las células gonadotropas.

Los mecanismos a través de los que la castracion estimula la actividad mitética de las células gonadotropas no
estdn plenamente esclarecidos. La disminucién de los esteroides sexuales circulantes es, sin lugar a duda, el factor
desencadenante. Esto se confirma al inhibirse el incremento de la actividad mitética en las células gonadotropas
inducida por la castracién mediante la terapia sustitutiva con esteroides sexuales (Romano y col., 1984 e Inoue y col.,
1986).

La intervencién de algunas de las hormonas hipotaldmicas en el control de la proliferacién de las células
hipofisarias ha sido ampliamente documentada. La actividad mitética de la PD aumenta en la rata tras la
administracién de TRH, aumentando al mismo tiempo la proporcién de mitosis correspondiente alas células baséfilas
(Kunertradeck y Pawlikowsky, 1975). El tratamiento prolongado con CRF (Gertz y col., 1987) induce un incremento
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del nimero de células ACTH y aumento selectivo de la actividad mitética de estas células (McNicol. y col., 1988).
Por otra parte, la administracién de CRF potencia el efecto activador de la AVP sobre la proliferacién celular en
cultivos primarios hipofisarios (McNicol y col., 1989). El tratamiento prolongado con GRF aumenta el porcentaje
de células somatotropas que captan timidina tritiada y la proporcidn de estas células en el conjunto de la poblacién
hipofisaria (Billestrup y col., 1986). Alteraciones en el sistema dopaminérgico pueden aumentar (mediante el
bloqueo de los receptores de la dopamina con pimozide) o disminuir (mediante la administracién de bromocriptina,
agonista dopaminérgico) la actividad mitdtica hipofisaria (Stepien y col., 1978). Sin embargo, la administracién de
LHRH se revelaba sin efecto en la actividad mitdtica de las células gonadotropas (Inoue y col., 1986) o inducia una
disminucién de la captacién de timidina tritiada por estas células tras ser afiadida a cultivos hipofisarios (Stepien,
1981). La participacién de la LHRH en el control de la actividad proliferativa de las células gonadotropas ha sido
recientemente documentada por Sakai y col. (1988). Estos autores demostraron que la administracién de suero anti
LHRH aratas castradas reducia a valores normales la actividad mitética de las células gonadotropas. De esta forma
quedaba establecido que la LHRH es un eslabén imprescindible para el desarrollo de la hiperplasia de las células
gonadotropas tras la castracién.

Con este trabajo hemos pretendido hacer una revision del estado actual del conocimiento sobre la proliferacion
celularenlahip6fisis delarata. Larespuesta aimportantes cuestiones permanecen atin en el campo delo especulativo.
La identificacion de una célula tronco hipofisaria es atin por muchos considerada como una quimera. Por otra parte,
el estudio del control hipotaldmico de la proliferacion celular de la adenohipdfisis presenta grandes atractivos,
especialmente en relacion con la génesis, desarrollo y posible control de tumores hipofisarios hormonodependientes.
En los ultimos afios se han descrito nuevas técnicas para el estudio de la proliferacion celular tanto in vivo como in
vitro mediante métodos inmunocitoquimicos (Gratzner, 1982, Raza y col., 1984 y Wynford-Thomas y Williams,
1986). Estas técnicas, sencillas, rdpidas y poco costosas han probado ser titiles para el estudio de la dindmica de
proliferacién celular en la hipéfisis. Es de esperar que su perfeccionamiento contribuya a esclarecer alguna de las
lagunas que atin existen en el control de la proliferacidn celular en la hipdfisis.

TABLA 1

% Mitosis
Control Castrado Control Castrado
Gonadotropas 35% 17,9 % 2,0% 20,8 %
Células Prl. 38,6 % 16,7 % 353 % 13,7 %
SAKUMA y col. (1984) SAKAIYy col. (1988)

Proporcién correspondiente alas células gonadotropas y productoras de prolactina del total de células en mitosis
en ratas normales y castradas tras la administracién de colchicina.
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EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA COMPOSICION FIBRILAR DEL MUSCULO
VASTO LATERAL

EFFECTS OF TRAINING ONFIBRE COMPOSITION OF THE VASTUSLATERALISMUSCLE

J.L. MORALES LOPEZ, E. AGUERA, J.G. MONTERDE y J.L. LOPEZ RIVERO

Departamento de Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas
Facultad de Veterinaria.
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RESUMEN

Se utilizan 72 ratas adultas de la cepa Wistar, que se distribuyen para su estudio en siete grupos. Cada grupo se somete a
diferentes protocolos de ejercicios de velocidad y resistencia, permaneciendo el primer grupo como lote control. Las muestras,
tomadas del Vasto lateral, son tefiidas con la técnica histoquimica de m-ATPasa, que permite controlar la poblacién fibrilar de
las fibras tipo I, ITA y IIB, asi como con la técnica oxidativa NADH-TR, para cuantificar las variaciones en los porcentajes de fibras
FT. En la experiencia se observa que con los programas de entrenamiento aplicados no se produce variacién estadistica en el
porcentaje de fibras tipo I del Vasto lateral. Sin embargo, las fibras tipo ITA tienden a aumentar significativamente, al contrario
que las fibras IIB, que disminuyen. Las fibras FT disminuyen claramente en todos los casos. Esta disminucién se produce con
mayor celeridad con el que lo hace las fibras tipo IIB. Al considerar estas variaciones en relacién a la duracién del entrenamiento
y ala distancia total recorrida, los individuos de los grupos que realizaron entrenamiento de velocidad ofrecieron una adaptacion
fibrilar mds rdpida, siendo progresivo este hecho en los grupos de resistencia.

PALABRAS CLAVE: Histoquimica, miisculo, entrenamiento, rata.

SUMMARY

Seventy-two adult Wistar rats were divided into seven groups for experimentation. Each group underwent a different speed
and endurance training programme, except the first group, which was used as a control. Samples of Vastus lateralis muscle were
stained with m-ATPase to determine the proportion or type I, IIA and IIB fibres, and with NADH-TR in order to quantify variations
in FT fibres percentages. The results showed that the training programmes implemented did not lead to statistical variations in
the percentage of type I fibres in the Vastus lateralis. However, the proportion of IIA fibres rose significantly, whereas that of type
IIB fibres fell. The clear decrease noted in FT fibres in all cases occurred more rapidly than the decrease in type IIB fibres. Analysis
of these variations in terms of the duration of training and the total distance covered showed that fibre adaptation was faster in
groups undergoing speed training, and progressive in groups undergoing speed training, and progressive in groups undergoing
endurance training.

KEY WORDS: Histochemistry, muscle, training, rat.
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Introducciéon

La gran plasticidad del musculo esquelético ha sido demostrada mediante procedimientos experimentales
(inervacion cruzada, hipogravedad, estimulacion eléctrica, etc.). A pesar de ello, cambios extremos similares a €stos
no han podido ser provocados por los métodos convencionales de entrenamiento (Bagby et al., 1972; Salmons y
Henriksson, 1981; Snow, 1983). No obstante, debe tenerse en cuenta que la magnitud de las adaptaciones del tejido
muscular esquelético estdn relacionadas con el grado de estimulo aplicado por los ejercicios de entrenamiento.

En cualquier caso, las variaciones que se producen en el tejido muscular tras el entrenamiento dependen
fundamentalmente de cada musculo, del tipo de entrenamiento al que es sometido (carrera, natacién, sobrecarga
estdtica, etc.) y de la intensidad y/o duracién del mismo. Asi, muchos investigadores han utilizado programas de
entrenamiento de resistencia, con fuerte componente aerébico (Jansson y Kaijser, 1977; Dudley et al., 1982; Green
et al., 1984; Essén-Gustavsson y Lindholm, 1985), pero son escasos los que han considerado los efectos del
entrenamiento de velocidad, con un mayor componente de trabajo anaerdbico (Saubert et al., 1973; Jansson et al.,
1978; Dudley et al., 1982).

Las diferencias entre las modalidades de resistencia y velocidad se establecen en relacién a los pardmetros
duracién-intensidad del ejercicio programado (Herbison y Gordon, 1973; Jaweed et al., 1974). De esta forma, el
ejercicio de resistencia serfa aquel de baja intensidad y larga duracién y el de velocidad el de alta intensidad y corta
duracién. El limite entre ambas modalidades de ejercicio de carrera seria celular, exigiendo, en el ejercicio de
velocidad, el uso de rutas metabdlicas anaerdbicas (Shepherd y Gollnick, 1976).

Asi, en el presente estudio hemos determinado los efectos sobre la composicién fibrilar utilizado de dos
modalidades de entrenamiento -velocidad y resistencia-, aplicando diferente protocolos de ejercicio en cada uno de
estos bloques. Hemos elegido el Vasto lateral del miisculo Cuddriceps femoral, un misculo de eminente contraccién
rdpida y de gran protagonismo en la protraccién del miembro pelviano tras la consiguiente flexién de la rodilla.

Material y Métodos

En la experiencia se han utilizado 72 ratas adultas (de veinte semanas de edad en el momento del sacrificio) de
lacepa Wistar de ambos sexos, de un peso corporal medio de 230 gry 350 gr para hembras y machos, respectivamente.
La alimentacion (granulado comercial) y el agua fue suministrada ad libitum. Después de un periodo de aclimatacién
de una semana, los animales se distribuyeron en siete grupos. Cada grupo qued¢ constituido por doce animales -mitad
hembras y mitad machos-, excepto los grupos VIy VII que estuvieron conformados por seis ratas cada uno.

Los animales del grupo I permanecieron enreposo durante todala experiencia (lote control). Los restantes grupos
se sometieron a diferentes programas de ejercicios de carrera utilizando un traedmill (Letica), aplicando una
pendiente de 0° (grupos II y III: grupos de velocidad) o 5° (grupos IV, V y VI: entrenamiento de resistencia). Los
animales del grupo Il realizaron cinco carreras diarias de un minuto a intervalos de reposo de un minuto; la velocidad
fue incrementada progresivamente desde 35 m/min la primera semana hasta 55 m/min la cuarta. Las ratas del grupo
IIT fueron sometidas a cuatro carreras diarias de un minuto de duracién a intervalos de reposo de un minuto,a una
velocidad constante de 55 m/min la cuarta. Las ratas del grupo III fueron sometidas a cuatro carreras diarias de un
minuto de duracién a intervalos de reposo de un minuto, a una velocidad constante de 55 m/min durante las cuatro
semanas que duré laexperiencia. Los individuos del grupo de IV realizaron una carrera diaria de diez minutos durante
un periodo de dos semanas. Los animales del grupo V realizaron inicialmente el mismo programa de ejercicio del
grupo IV, continuando durante dos semanas mds realizando una carrera diaria de veinte minutos. Las ratas del grupo
VI realizaron igual protocolo que el grupo V, continuando durante otras dos semanas realizando una carrera diaria
de treinta minutos de duracién. En estos grupos la velocidad aplicada fue de 30 m/min. Finalmente, los animales del
grupo VII (entrenamiento mixto) se sometieron al mismo protocolo del grupo V, continuando durante dos semanas
realizando el programa del grupo III.
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Finalizado el programa de entrenamiento para cada grupo se procedid al sacrificio de los animales, empledndose
cloroformo administrado mediante sobredosificacién inhalatoria. Las muestras —tomadas del Vasto lateral del
musculo Cuddriceps femoral del miembro derecho a mitad del vientre muscular— se someten a congelacién
ultrarrdpida mediante el método propuesto por Dubowitz y Brooke (1973), procediéndose a continuacién a la
obtencién cortes seriados de 10 um de grosor en un criostato a -20°C. Estos cortes fueron tefiidos por adenosin
trifosfatasa miofibrilar (m-ATPasa) a pH 9.4 tras preincubacién dcida a pH 4.4 (Brooke y Kaiserm 1970), evaluando,
asi, la capacidad contrictil celular (Bdrany, 1967). La capacidad oxidativa de las fibras fue valorada mediante la
técnica nicotinamida adenina dinucleétido-tetrazolium reductasa NADH-TR) (Novikoff et al., 1961).

Las fibras musculares fueron clasificadas en tipos I (de tonalidad oscura), ITA (claras) y IIB (intermedias) (figura
la) segun su actividad m-ATPasa (Brooke y Kaiser, 1970). En el corte tefiido con NADH-TR (figura 1b) se
cuantificaron a las fibras que mostraban «alta» o «baja» capacidad oxidativa (Davies y Gunn, 1972). Las fibras con
baja capacidad oxidativa se corresponde con las fibras de contraccion rdpida y baja capacidad oxidativa (Snow y Guy,
1980), fibras llamadas FT por Lindholm y Piehl (1974). Una vez identificadas las tres porciones musculares que se
consideran en el Vasto lateral (Armstrong y Phelps, 1984), se escogid para el estudio cuantitativo la porcién mixta
del mismo, calculando un minimo de 500 fibras.

Los resultados cuantitativos se expresan como medias (+ desviacién tipica, Sd). Las diferencias entre grupos
confrontados fueron valoradas mediante las pruebas F de Snedecor y T de Tukey (SAS Institute Inc, 1982).

Resultados

Los andlisis preliminares evidenciaron ausencia de diferencias estadisticas entre sexos en la composicién fibrilar
de este musculo, por lo que en los sucesivos andlisis las hembras y los machos se han considerado conjuntamente.

Los datos obtenidos en cada grupo se muestranen latabla 1. Enlatabla se adjuntalos resultados correspondientes
al andlisis de varianza realizado entre grupos para cada tipo fibrilar. Los porcentajes de fibras tipo I no han variado
significativamente con los diferentes programas de entrenamiento. Sin embargo, las fibras IIA aumentan con
significacién estadistica (P<0,5) en su presencia practicamente en todos los casos. Por el contrario, las fibras IIB
disminuyen. En en el Vasto lateral de los individuos del grupo VII -que realizé entrenamiento de tipo mixto- donde
estas variaciones estadisticas se expresan mds ampliamente. Las fibras FT disminuyen significativamente en todos
los casos.

VARIABLE ATPasa NADH-TR
GRUPOS % Tipo I % Tipo ITIA % Tipo IIB % Tipo FT
Grupo I 27 £ 135 237 4:1.3 73.4x2.1 37.8+24

Grupo II 28+1.3 262+2.1 TLOEZS 29.8 £ 1.3»
Grupo III 35£1.7 276+ 1.3 68.9 & 1.44 274%1.2
Grupo IV 32+1.2 26.2+2.44 70.2.4 2.5 32.6 £ 1.5%¢
Grupo V SLELS 27.5+1.8 69.4 + 1.9+ 29.9 £ 1.8x>
Grupo VI 4.0%+0.6 29.3::2 308 66.7 £ 2.6 25.2 % 1 .4pvc0
Grupo VII 39+14 31.0 = 3.4a8coe 65.1 £ 4.0r8ce 24.7 £ 1.5

Los indices A, B, C, D y E indican diferencia significativa con los grupos I, I, II1, IV y V, respectivamente

TABLA 1.  Resultados del andlisis de varianza desarrollado para estudiar las diferencias existentes entre grupos respecto a
las variables que contemplan la poblacién fibrilar (media + Ds).
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FIGURA 1. Microfotografias seriadas mostrando la identificacién de los tipos de fibras musculares en el m. Vasto lateral.
x200. A.- actividad miosin adenosin trifosfatasa (m-ATPasa tras preincubacién dcida a pH 4.4). B.- NADH-TR.
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Discusion

Como se observa en los datos del grupo control, el Vasto lateral se caracteriza por ser un mdsculo de eminente
contraccién rdpida. La presencia de fibras tipo I (lentas) es muy escasa (2,7 %). Dentro de las fibras tipo II (rdpidas),
las fibras IIB son las mds abundantes (73,4 %), frente a una presencia de fibras IIA del 23,7 %, lo que induciria a pensar
que es un musculo de escasa fatigorresistencia (Snow, 1983; Stull, 1986). Sin embargo, la proporcién encontrada de
fibras con moderada (FTH) o alta (ST) capacidad oxidativa es del 62,2 %, es decir, que el 48,5 % de las fibras IIB
ofrecieron evidente actividad oxidativa. Esto indicarfa, por el contrario, que esta porcién muscular posee cierto grado
de fatigorresistencia (Baldwin et al., 1972; Nemeth y Pette, 1981).

En este estudio no se han encontrado diferencias con significacién estadistica en el porcentaje de fibras tipo I
entre el grupo control y los grupos que realizaron ejercicios de entrenamiento, es decir, que en ningtin caso la
poblacién fibrilar, en cuanto a la proporcién de fibras lentas y rdpidas (I/II), varia significativamente con los
protocolos de ejercicios aplicados. Este hecho estd de acuerdo con las experiencias de Bagby et al (1972) y Salfions®
y Henriksson (1981), que tampoco encontraron modificacién de larelacién I/II como consecuencia del entrenamiento.
Estos resultados reforzarian lo expresado por Komi et al. (1977) y Szentkty y Schlegel (1985), de que el equilibrio
I/IT de los musculos tiene un fuerte componente genético. Sin embargo, otros autores (Jaweed et al. 1977); Watt et
al. 1982; Green etal. 1984) hanreportado modificaciones de estarelacién causada por el entrenamiento, lo cual podria
implicar que los ejercicios programados empleados en este trabajo no han sido suficientemente altos como para
provocar esta modificacion.

En los programas de entrenamiento aplicados por nosotros hemos jugado con los factores intensidad y duracién
del ejercicio para establecer el protocolo de entrenamiento para cada grupo. Asi, en los grupos de velocidad (grupos
II y IIT) el factor intensidad de ejercicio ha tenido mds importancia; ademds, la velocidad aplicada alcanzé hasta 55
m/min, lo que implica una Vo2 superior al 100% del maximo poder aerébico (ejercicio anaerébico) (Shepaherd y
Gillnick, 1976). Por el contrario, en los grupos de resistencia (grupos IV, V y VI), el factor duracién en todos ellos
fue de 30 m/min, lo que supone alrededor del 80% del Vo2, .porellolosindividuos realizaron un ejercicio de cardcter
aerébico.

En todos los grupos ejercitados se ha producido una modificacidn de la relacién de los subtipos fibrilares ITA
y IIB. Esta variacién en los porcentajes (aumento de la presencia de fibras IIA y disminucién de las fibras tipo IIB)
indican una conversién de las fibras tipo IIB en fibras tipo IIA. Este aumento de la relacién IIA/IIB como
consecuencia del entrenamiento es un hecho ampliamente aceptado (Baldwin et al., 1972; Jansson y Kaijser, 1977;
Ingjer, 1979; Green et al., 1984). En nuestra experiencia se han evidenciado fibras tipo II de tonalidad de tincién
variable e intermedia entre la de los tipos IIA y IIB. Esto indicarfa que estas fibras (fibras tipo IIAB) se encuentran
en diferentes estadios de conversién fibrilar y que la interconversion fibrilar se produce via fibras IIAB (Jansson y
Kaijser, 1977; Ingjer, 1979; Snow, 1983).

En los dos grupos de velocidad los individuos recorrieron una distancia total de 4.500 metros. El porcentaje de
fibras ITA del grupo IT aument6 un 2,5 %. Pero tinicamente en el grupo I1I 1a elevacién en la presencia de estas fibras
(3,9 %) llega a poseer significacion estadistica respecto al lote control. En este sentido cabe indicar que mientras en
el grupo que biomatemadticamente se establecen diferencias los individuos realizaron un entrenamiento especifico
de velocidad, a una velocidad constante de 55 m/mim, en el otro —grupo II- alcanzaron esta velocidad de forma
paulatina, comenzando los ejercicios a una velocidad de 35 m/min.

En los grupos de resistencia (grupos IV, V y VI) los individuos recorrieron 3.000, 9.000 y 18.000 metros,
respectivamente. En todos ellos se produce aumento, significativo respecto al lote control, en el porcentaje de fibras
ITA. Ademds, esta elevacion de este tipo de fibras se realiza de forma secuencias con la progresion de los ejercicios
(figura 2), estableciéndose una correlacién lineal (r = 0,997) entre el porcentaje de fibras ITA y la distancia total
recorrida o el tiempo total de ejercicio. El incremento de estas fibras desde el grupoIal IV se produce de forma
brusca, lo que indicarfa una adaptacién inicial mds acelerada.

Al comparar ambos bloques de entrenamiento —resistencia y velocidad—, observamos que no se produce
diferencias estadisticas entre los grupos, a excepcion de los grupos VIy II. Sin embargo, observamos que en relacién
a la distancia total recorrida (figura 2a), en el grupo III se produce una mayor adaptacién fibrilar que si esa misma
distancia hubiera sido recorrida con entrenamiento de resistencia. Esta mayor adaptabilidad con el protocolo de
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FIGURA 2. Variaciones en el porcentaje de fibras IIA en relacién a la distancia (A) y al tiempo (B) total de carrera.
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ejercicio del grupo III se acentiia si consideramos el aumento de las fibras tipo IIA en relacién a la duracién total de
entrenamiento (figura 2b). Todo lo anteriormente indicado apunta hacia la consideracién de que el Vasto lateral de
la rata y con los protocolos aplicados, el entrenamiento de velocidad tiene mayor trascendencia en la adaptacién
fibrilar que los de resistencia. Este hecho se ve reforzado al considerar al grupo VII, que partiendo del mismo
protocolo que el grupo VI, se distancia netamente de este dltimo, m4s atin si se considera el aumento de fibras IIA
en relacidn al tiempo total de ejercicio.

El otro aspecto de interés en la presente experiencia fue determinar la adaptacidn oxidativa de las fibras. Como
se puede observarenlatabla 1, entodos los grupos ejercitados se produce un aumento significativo de en el porcentaje
de fibras con alta o moderada capacidad oxidativa (ST=FTH). En efecto, independientemente de que las fibras
adquieran un nuevo potencial contréctil, el entrenamiento lleva a una pérdida acusada de fibras de baja reaccién
oxidativa -fibras FT-, puesto que éstas adquirieron al menos una moderada capacidad oxidativa (FTH) (Baldwin et
al., 1972; Dudley et al. 1982; Hoppeleer, 1987), pues resulta presumible una disminucién acusada de la presencia de
fibras FT, puesto que independientemente de la modalidad o tipo de entrenamiento, las fibras musculares adquieren
una mayor capacidad oxidativa. Si relacionamos la pérdida de fibras IIB —de las cuales mds del 50 % poseen
inicialmente metabolismo fundamentalmente glucolitico— con la de las fibras FT, observamos que éstas ultimas
disminuyen con mayor celeridad con que lo hace las fibras IIB. Estos resultados indicarfan, que la conversién de las
fibrasIIA enIIB se produce tras una previa adaptacién enzimdtica de las fibras IIB en direccién a unamayor capacidad
oxidativa, con el objeto de adecuar el nuevo potencial contrdctil con la diferente exigencia metabdlica que ello
conlleva. Esto se ve reforzado por el hecho de que en todos los casos las fibras IIAB mostraban una alta reaccién
oxidativa. En relacién a los dos bloques de entrenamiento, los resultados indican lo mismo que lo expuesto
anteriormente enrelacion alas fibras ITA, es decir, que la intensidad del entrenamiento repercute mds en la adaptacion
metabdlica de las fibras que la duracién del mismo.
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CRECIMIENTO CEFALOFACIAL DURANTE LOS 4 PRIMEROS ANOS DE LA VIDA. VARO-
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CEPHALOFACIAL GROWTH FROM BIRTH TO 4 YEARS AGE. MALES (I)

J.L.NIETO y N. TAJADA
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Facultad de Medicina. Zaragoza

RESUMEN

Se presenta un modelo de crecimiento cefdlico para hembras desde el nacimiento hasta los cuatro afios de edad, que incluye
laobservacién mediante metodologialongitudinal (nacimiento a 2 afios) y transversal (3 y 4 afios) de 20 pardmetros antropolégicos
( didmetros e indices), segtin la técnica antropomértrica descrita por Olivier. La muestra se compone de 614 nifios aragoneses
nacidos a partir del 1-I-1987. Se han calculado percentiles y confeccionado grificas para cada uno de los didmetros estudiados.

PALABRASCLAVE: Cefalometria. Crecimiento. Infantil.

SUMMARY

The authors present a model of cephalometric growth in females from birth to 4 years age.The study employed a longitudinal
method (birth to 2 years age) and a cross-sectional one (3 and 4 years age). 20 cephalometric parameter are studied in 614 infants
born in Aragén. Methodology used for sampling, recording data and data processing are showed.

KEY WORDS: Cephalometry. Growth. Infant.

Introduccion

La abundante bibliografia antropométrica que existe escasamente se refiere al desarrollo céfalico y facial de las
poblaciones infantiles durante los primeros afios de la vida. A ello no son ajenas las graves dificultades de
procedimiento debidas a la especial idiosincrasia de este grupo de edad.

No obstante durante la época postnatal y primeros afios el tamafio cefdlico experimenta los incrementos mds
notables de su vida extrauterina y los cambios mds profundos en sus proporciones. Las tendencias seculares y
condiciones del ambiente modifican asi mismo el ritmo e intensidad de ese desarrollo. Una y otra circunstancia
aconsejan la elaboracién de patrones de crecimiento céfalico autéctonos, periédicamente actualizados, elaborados
sobre muestras representativas de las poblaciones de referencia.
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Material v métodos

El estudio parte de dos muestras diferentes.

La primera, utilizada para una observacion longitudinal, se constituye de 214 nifios aragoneses 106 varones y
108 hembras seguidos desde el nacimiento hasta los dos afios de edad, con controles alos 0, 3, 6, 12, 18 y 24 meses.

La segunda, que ha servido para una observacion tansversal, se compone de 400 nifios igualmente aragoneses,
100 varones y 100 hembras de 3 afios & 6 meses, y 100 varones y 100 hembras de 4 afios = 6 meses, elegidos con
criterios de azar, en los que se ha realizado una medicién dnica.

En cada nifioy a las edades referidas se han medido segtin la técnica antropométrica de Olivier los siguientes
pardmetros: longitud, anchura y altura cefdlicas, altura morfolégica de la cara, anchura bicigomadtica, anchura frontal
minima, anchura bigoniaca, anchura, altura y prominencia nasal, longitud biorbitaria y anchura orbitaria. A partir de
estas medidas absolutas se han obtenido los siguientes indices cefalométricos: cefélico, altura-longitud, altura-
anchura, facial, céfalofacial, goniocigomadtico, frontoparietal y nasal.

Los datos recogidos se han procesado en la base de datos D’ Base III Plus y tratados con el paquete estadistico
SPSS.

En este trabajo se presentan los datos correspondientes a la muestra de varones.

Resultados v discusion

Valores del neurocrdneo.- Los didmetros anteroposterior (glabelo-iniaco) y transversal (biparietal), asi como la
altura cefélica o auricular crecen cuantiosamente durante los primeros 4 afios de vida (58,6 mm., 41,8 mm. y 50,7
mm. respectivamente), siendo su crcimiento mds intenso durante el primer afio. La velocidad de crecimiento, muy
alta durante los primeros meses, tiende a estabilizarse hacia el final del segundo aiio de vida.

La altura cefdlica es el didmetro que proporcionalmente se incrementa mds durante este periodo seguido de la
longitud y anchura méximas, determinando estos diferentes ritmos de crecimiento los cambios de la morfologia
cefdlica observados. La paulatina disminucién del indice cefélico traduce el progresivo alargamiento de la cabeza
a partir de la intensa braquicefalizacién presente al nacimiento (ind. cefélico 80,96%). Asi mismo, la predominancia
de cabezas bajas al nacimiento (ind. altura-longitud 58,23% e ind. altura-anchura 70,11%) evoluciona al predominio
de cabezas altas a los 4 afios (hipsicéfalas y acrocéfalas), més rotundo respecto a las longitud (ind. altura-longitud
67,56%) que a la anchura (ind. altura-anchura 86,30%).

Valores del esplacnocrdneo.- Los dos grandes didmetros faciales, altura morfolégica de la cara y anchura
bicigomdtica crecen desde el nacimiento hasta los 4 afios con incrementos absolutos de 35,4 mm. y 29,9 mm.
respectivamente. La cara del recién nacido, fundamentalmente ancha y baja, presenta una clara tendencia a alargarse
durante este periodo, como traducen los progresivos incrementos del indice facial. Si bien hasta los 4 afios
predominan las caras euriprosopas o anchas, con valores del indice facial siempre inferiores a 84%, los sucesivos
aumentos del mismo son expresion de lamayor intensidad de crecimiento de la altura sobre la anchura, que deterrnina
el progresivo alargamiento de la misma.

El crecimiento de la cara hasta los 4 afios es proporcionalmente inferior al de los didmetros del neurocrdneo, como
demuestran las variaciones del indice céfalofacial.

Laanchura frontal minima crece de forma muy activa durante este periodo, con ganancias absolutas de 41,5 mm.,
crecimiento proporcionalmente mds intenso que el de la cabeza y 1a cara, como reflejan las variaciones de los indices
frontoparietal y frontocigomatico. Estas secuencias de variacién muestran en nuestra serie la estrechez relativa de
la frente al nacimiento y el paulatino ensanchamiento de la misma.

El crecimiento de la mandibula supera al de la anchura bicigomadtica durante este periodo. A partir de los 3 meses
de vida hay ya una franca predominancia de mandibulas anchas, que es mayoritaria a los 4 afios.
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VARONES
m m.
Edad N° Longitud ! Anchura Altura Indice Indice Indice Indice
(m) Miéxima | Mdxima | Auricular | Cefélico | Front-Par.|Alt -Long | Alt -Anch
0 106 116,7+40| 943+35| 67,7+3,6| 8096+ 3,1] S4,49+39| 57,23 +3.2]70,11 £3,6
3 102 1379+42| 1083 +38]| 873+4,1| 78,69 +3,8] 57,77+ 7,1| 63,28 £3,4|80,72 14,0
6 98 1506 +44 | 117,7+39| 958+49|7827+3,7|58,12+4,2] 63,70+3,8/ 81,19 +4,1
12 99 160,5+5,1|1238+42] 1044349 7709+38|61,20+3,4]6510+32|83591+43
18 97 1679 +51( 1297 +4,2] 108,0+3,5| 77,21 £3,7 62,12+ 3,6 | 64,41 £ 2,5| 83,41 + 3.8
bz} 95 172,10 £ 62| 1327 £56( 112,1+6,7| 7734 £+ 45| 63,21 £ 38| 6528+39| 856757
36 100 1739+6,2[1347+54]| 1158+ 6,6 77,74 + 446552+ 35| 6634139 8595+5.6
48 100 | 175316,1[1361+53[1184+63|7854+4,1]67,28+34| 67,56+ 39[86,28+53
VARONES
mm.
Edad | No Alt.Morf.| Anch. Anch. Anch. Indice Indice Indice
a . ¢ ; 2 . .
(m) Cara Bicigomat.|Front- Min| Bigon. Facial Front-Cig.| Gonio-Cigo
0 106 |55.08+38| 823435 |51,0244,6|63,19+38]|6679+44|6238+57| 7685+39
3 102 |6441+35]| 924452 |6226+34| 71,88 +43| 69,88 +4,1]|67,63+34| 77,65+4,0
6 98 69,67+3,1]982+54 |6830+3,1|783+53 |7058+4,1| 69,47£33| 7988+4,3
12 99 7996 £331103,7+56|7568+3,5(8243+45]76,71+50(7320+37- 79,71 +4,2
18 97 82,26+32|1069+55|79,66+3,1 |8591+39|7695+44|7441+36]| 80,69 14,1
24 95 8508+43]|1094+4,6|8356+37(89,12+5,1|77.85+50|7651+34]| 81,70+47
36 100 |88,12+46|1109+42 (8881137 [91,20+5,1 [80,43+54 |80,02+34 |8215+44
48 100 (9043445 (1122443 (9254438 [9249+438 |[8085+5,1 |8290+3.7 8312439
VARONES
mm.
Anch. Anch. Anch. Alt. Prominen.| Indice
Edad | N° s ; :
(m) Biorbitar.| Orbitar. Nasal Nasal Nasal Nasal
0 106 | 6504 +43] 2103+1,1| 21,87+1,6/1903+16| 810+1,6|11407+18
3 102 | 69,02+50| 22,54 +1,2| 22,48 +1,4|2187+ 14 | 987+1,7|102,54+ 1,7
6 98 | 73,08+44(2373+14 | 23,13 +£1,3[23,03+1,4|11,18+1,7(100,19£1,7
12 99 77,16 £43] 2580+ 1,5 23,92+ 1,712593+ 1,6 [1244+21 | 9196% 1.6
18 97 80,21 £43] 27,11 £ 1,6( 24,79+ 1,6/ 2894 + 1.5‘ 1303+£2,1| 8501216
24 95 8331+43] 2792+1,5| 2562+15[3004+16|1338+23| 8501%16
36 100 8521+44(2940+16(2579+1,7|33,164+1,7]|1403+22| 7796%39
48 100 86,72+ 39(3054+17(2684+16(3562+1,7]1511+2,1| 7560%3,6
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Valores nasales y orbitarios.- Los didmetros nasales crecen de forma regular hasta los 4 afios, con mayor
incremento proporcional de la altura sobre la anchura que determina el progresivo estrechamiento de la nariz durante
este periodo, reflejado en las sucesivos descensos del indice nasal. Hasta los 12 meses todas las observaciones se
incluyen en la categorra de nariz ancha (platirrinas)

Las longitudes dérbitarias muestran un crecimiento constante, con incrementos mas notorios durante el primer
afio. El crecimiento de ambos es paralelo al del didmetro bicigomatico.
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Dto. Ciencias Morfolégicas
Facultad de Medicina. Zaragoza

RESUMEN

Se presenta un modelo de crecimiento cefdlico para hembras desde el nacimiento hasta los cuatro aflos de edad, que incluye
laobservacion mediante metodologia longitudinal (nacimiento a 2 aflos) y transversal (3 y 4 afios) de 20 pardmetros antropolégicos
( didmetros e ndices), segiin la técnica antropomértrica descrita por Olivier. La muestra se compone de 614 nifios aragoneses
nacidos a partir del 1-I-1987. Se han calculado percentiles y confeccionado grificas para cada uno de los didmetros estudiados.

PALABRAS CLAVE: Cefalometria. Crecimiento. Infantil.

SUMMARY

The authors present a model of cephalometric growth in females from birth to 4 years age.The study employed a longitudinal
method (birth to 2 years age) and a cross-sectional one (3 and 4 years age). 20 cephalometric parameter are studied in 614 infants
born in Aragén. Methodology used for sampling, recording data and data processing are showed.

KEY WORDS: Cephalometry. Growth. Infant.

Introducciéon

El crecimiento infantil refleja una continua modificacién de sus modelos precisando la necesidad de una
constante actualizacién de los mismos. Las circunstancias ambientales y tendencia secular determinan cambios
temporales tanto en la secuencia o ritmo de crecimiento como en su intensidad en cada una de las edades. Ello bastarfa
para justificar la necesidad de patrones de crecimiento autdctonos sobre muestras obtenidas en las poblaciones de
referencia.

Si a ello afiadimos la escasez de referencias bibliogréficas sobre el desarrollo cefdlico y facial durante la primera
época de la vida, época en la que por otra parte la cabeza experimenta el crecimiento mds activo y los cambios de
sus proporciones mds profundos de la vida extrauterina, se comprenderd el interés que compromete al tipo de
investigaciones como la que presentamos, en la que se aporta un modelo de crecimiento cefdlico de nifias aragonesas
desde el nacimiento hasta los 4 afios.



148 J.L. NIETO Y COLS.

Material v métodos

Para la presente observaciotn se ha partido de dos muestras diferentes La primera muestra, de tipo longitudinal
ha estado formada por 214 nifios nacidos en Aragdn, 106 varones y 108 hembras, que han sido medidos a los 0, 3,
6,12, 18 y 24 meses. La segunda muestra, que ha servido para una observacién tansversal, ha estado compuesta de
400 nifios igualmente nacidos en Aragdn, 100 varones y 100 hembras de 3 afios & 6 meses, y 100 varones y 100
hembras de 4 afios = 6 meses, elegidos con criterios de azar, en los que se ha realizado una medicidn tnica.

A las edades referidas se ha medido en cada niflo, segin la técnica antropométrica de Olivier, los siguientes
pardmetros: longitud, anchura y altura cefdlicas, altura morfolégica de la cara, anchura bicigomatica, anchura frontal
minima, anchura bigoniaca, anchura, altura y prominencia nasal, longitud biorbitaria y anchura orbitaria. A partir de
estas medidas absolutas se han obtenido los siguientes indices cefalométricos: cefdlico, altura-longitud, altura-
anchura, facial, céfalofacial, goniocigomatico, frontoparietal y nasal.

Los datos recogidos se han procesado en'la base de datos D’ Base III Plus y tratados con el paquete estadistico
SPSS.

Se presentan los datos correspondientes a la muestra de hembras

Resultados y discusion

Valores del neurocrdneo.- los didmetros anteroposterior (glabelo-iniaco) y transversal (biparietal) asf como la
altura cefdlica resultan inferiores a las de los varones (3,2 y 1-2 mm. respectivamente). Esta predominancia del
tamafio masculino es ya evidente al nacimiento y se mantiene durante el periodo observado pero sin tendencia a
incrementarse. Las velocidades de crecimiento en consecuencia son similares en ambos sexos.

Lamayor braquicefalizacién de las hembras, ya presente al nacimiento con valores del indice cefdlico a esa edad
de 81,2%, se mantiene en todas las edades estudiadas. Los paulatinos descensos del indice cefélico, cuantitativamente
similares en ambos sexos, traducen la mayor, aunque discreta, braquicefalizacién de las nifias.

A los 4 afios los porcentajes de cabezas altas en general son algo inferiores a los de los varones.

Valores del esplacnocrdneo.- Los promedios femeninos de altura facial y anchura bicigomadtica son inferiores
alos masculinos ( 0,5 - 1 mm. ), diferencia presente en el momento del nacimiento, que se mantiene a lo largo de la
observacién, siendo en general los incrementos biométricos cuantitativamente similares para ambos sexos.

En nuestra serie no hemos hallado que la cara femenina sea mds larga y estrecha que la masculina. Los valores
y porcentajes hallados por nosotros no establecen diferencias significativas entre ambos sexos, y si un timido
alargamiento de la cara varonil traducido en la discreta superioridad del indice facial masculino a cualquier edad, del
ordendel 0,5%,y enlos porcentajes de caras medias (mesoprosopas) y largas (leptoprosopas) también discretamente
superior en los nifios a partir de los 12 meses de edad.

Los indices frontoparietal, frontocigomadtico y goniocigomadtico se comportan de forma similar en ambos sexos,
aunque los valores absolutos de las nifias son mfenores a los de los varones.

No se han apreciado dimorfismos sexuales evidentes en el comportamiento de la anchura bigoniaca, que
mantiene valores absolutos levemente superiores en los varones respecto a las nifias.

Valores nasales y orbitarios.- La nariz femenina, de dimensiones absolutas siempre inferiores a las masculinas,
es el pardmetro que acusa con mds claridad el dimorfismo sexual de la cabeza. La predominancia masculina de los
didmetros nasales, presente al nacimiento, tiende a incrementarse hasta los 4 afios. El indice nasal muestra valores
mds altos a cada edad en varones, lo que traduce que la tendencia a la nariz estrecha o leptorrinia es mds precoz en
los varones que en las hembras.
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HEMBRAS
m m.
Edad N° Longitud | Anchura Altura Indice Indice Indice Indice
(m) Méxima | Md4xima | Auricular | Cefalico | Front-Par | Alt-Long | Alt -Anch
0 108 1138+42| 922+34| 657+38|81,224+33]|5467+44|57,79+3,5| 71,0437
3 106 [1348+42| 1063+39| 854+38]|79,02+3,8|5802+4,2]6334+32]|80,23137
6 101 1473443 | 1158+4,1| 949+43]|7886+4,1]|5848+4,0(6453+38(8198+39
12 101 157,3+49 | 122,0+4,1| 1022445 77,76 +38|61,47+3,4|6502+3,1|8388142
18 98 164,5+4911279+42| 1066136 77,65+40 6248 +37|6474+24|8351+£39
pZ) 98 1692+64 | 131,5+54| 111,0+ 64| 7805+44| 6343 +38| 6584 +40]| 8492165
36 100 171,1 £6,1]| 1328+ 55| 1148+6,7| 77,65+4,5| 66,46 +3,7| 67,05+4,0| 864158
48 100 173,2+6,1| 1348+ 53| 1184+6,5| 7842+4,2] 67,50+3,4| 6841 +4.1| 87,08+4,9
HEMBRAS
mm.
. | Alt. Morf. Anch. Anch. Anch. Indice Indice Indice
Eg:)d N Cara Bicigomat.| Front-Min| Bigon. Facial Front-Cig.| Gonio-Cigo|
0 108 5422+ 40| 814+34| 5057447 6217137 664445 620337 76,19 £39
3 106 6353 +34] 91.6+50| 61,68 +3,1] 7083 +4,1] 6942+42 67,21 £32 77,51 £39
6 101 68,74 +132| 97,7+52] 67,75+29] 77,79 +5,1| 70.25+394 6921+33| 79,66+ 4,5
12 101 | 79,06 + 34| 102,6+55| 75,08 +3,5| 81,65+45 76,92 +46]7294+35| 719.41£44
18 98 81,55+ 3,1| 1069+ 56| 78,86 +3,4| 8522+40| 76,29 +4,1] 73,65 5,7 79,71 £ 4,1
A4 98 84,82+ 4.2 109,7+4,5| 83,48 +3,8{ 89,021 54| 77,10+ 4,6] 76,02+ 34| 8096 +4,9
36 100 87,21 +44] 1108 +4,4| 8834+36| 90,71 £50] 79,19 +49| 79,86 +3,5| 8180145
48 100 8998 +44| 1113+4.2( 91,52+3,6| 92,01 +48| 8086+49]| 8198 +3.4| 83,1843
HEMBRAS
m m.
Edad Ne Anch An.ch. Anch. Alt. Prominen.| Indice
(m) Biorbitar.| Orbitar. Nasal Nasal Nasal Nasal
0 108 }16193+43 | 1986+22|2180+4+1,7|19,02+16]795+1,7 114793 17
3 106 [69,11+£53| 22,12+£1,3|2241+£15|21,60+1,5| 94219 |103,29% 1,5
6 101 |72,53+49| 23,57+1,7(12299+ 14 |2294+1.7 [1099+1,7 [100,19 ¢ 1,6
12 101 | 7504 +56| 2571 +1,6[2392+1,7 [2591£18 |1196+21 9196416
18 98 79.18+43 | 2687+ 1712482+ 1,6 |12895+1,5 |[1295+1,2 | 8565+ 16
bz 98 82,13+42 | 2764+15(2533+18 2985+ 18 |13,14423 | 8476117
36 100 8360+45(29,114£16(2520+1,7 [33.09+1,7 [13,88+2,2 |7608¢+34
48 100 86,18 £4,01 30,11 £1,6(2552+ 1,6 [33.62+ 1,7 [1492+22 | 7594+ 33
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CAMBIOS DURANTE EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA CAPACIDAD TROFICA
DE EXTRACTOS QUE AFECTAN A LAS NEURONAS DE LOS GANGLIOS CILIARES

CHANGESDURING THEEMBRIONARY DEVELOPIN THEEXTRACT TROPHY CAPACITY
THAT AFECT THE CILIARY GANGLIA NEURONS

F. PADILLA, M. BUSTOS y F. PUERTA

Departamento de Ciencias Morfoldgicas
Facultad de Veterinaria.
Universidad de Cérdoba.

RESUMEN

Hemos estudiado el contenido en factores neurotréficos de los extractos de tejidos intraoculares de embriones de pollo de
entre 5 y 18 dias de incubacién, que afectan a la supervivencia neuronal con los extractos procedentes de embriones de 16 dias
de edad y el nimero méximo de neuronas que emitfan neuritas con los de 14 dfas. Con los extractos en solucién en el medio
nutritivo, conseguimos la mayor supervivencia con los extractos procedentes de embriones de entre 12 y 18 dias de edad y el
mdéximo niimero de neuronas que emitfan neuritas con los extractos de 14 dias.

PALABRAS CLAVE: Embrién de pollo, ganglio ciliar, cultivo de neuronas, extracto de tejidos, factores neurotréficos.

SUMMARY

We have studied the neurotrophic factors contened in the chick embryo’s eye tissue extract between 5 and 18 days old, wich
affect survival and neurite outgrowth for the neurons of the chick embryo ciliary ganglia from 8 days old.

Using the extract for the pretreatment of the polyornitithine substratum, we obtained the best neuronal survival when the
extract of 16 days old was employed, and the best enurite outgrowth using extracr with 14 days old. With the extract in solutions,
we obtained the best neuronal survival when employed the extract between 12 and 18 days old, and the best neurite outgrowth
vhen the extract by 14 days old was employed.

KEY WORDS: Chick embryo. Ciliary ganglia. Neurons culture. Tissue extract. Neurotrophic.

Introducciéon

Los tejidos (dianas) que son inervados in vivo por las neuronas pertenecientes alos ganglios del sistema nervioso
periférico de diversos animales, juegan un papel importante en el desarrollo de los mismos. Hamburguer (1975)
observé que el niimero de neuronas motoras de embriones de pollo que sobrevivian al proceso de muerte neuronal
normal, guardaba proporcionalidad con la cantidad de tejido a inervar existente; posteriormente Landmesser (1979)
sugiere que las neuronas durante ciertos periodos son dependientes de los tejidos que inervan, compitiendo por algiin
aspecto de los mismos (sinapsis o factores tréficos) que se encuentran en una cantidad limitada.
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Las neuronas de los ganglios ciliares (GC) de embriones de pollo pueden sobrevivir in vitro y emitir neuritas con
una combinacién de suero y extracto de embrién de pollo (Varon y col. 1979). Sin embargo, los diferentes tejidos
que constituyen los embriones de pollo presentan diferente actividad neurotréfica; para las neuronas de los GC la
mayor actividad tréfica se encuentra en los extractos de tejidos oculares, y dentro de estos en la fraccién compuesta
por la coroides, iris, cuerpo ciliar y epitelio pigmentado (Adler y col. 1979).

Los factores neurotréficos que se han conseguido aislar y en algunos casos purificar son proteinas. De todos ellos
el factor de crecimiento nervioso (NGF), ha sido el mds estudiado y es necesario para la supervivencia y emisién de
axones por las neuronas de los ganglios simpiticos y sensoriales del embrién de pollo tanto in vivo como in vitro
(Burnham y col. 19872).

La sensibilidad de las neuronas a los factores tréficos varia con la edad (Manthorpe y col. 1981 y Skaper y col,
1986) asi mismo la capacidad tréfica de los extractos también varia con la edad (Henderson y col. 1984 y Lindsay
y col. 1979), esta capacidad ha sido determinada generalmente en solucién en el medio nutritivo, aunque existen
evidencias (Alcain y Padilla 1987) de la existencia de moléculas tréficas que actian ligadas al substrato de
poliornitina.

El objetivo del presente trabajo es el de estudiar los efectos de los extractos de tejidos oculares procedentes de
embriones de pollo de entre 5 y 18 dias de incubacidn (utilizados en solucién o preacondicionamiento el substrato
de cultivo) sobre la supervivencia y emision de neuritas por las neuronas de los GC.

Material y Métodos

Los extractos se prepararon a partir de tejidos procedentes de embriones de pollode 5, 7, 8, 10, 14, 16 y 18 dfas.
Cuando prepardbamos extractos de 5 dias primeramente procediamos a la enucleacién de los ojos, desechando los
restos de tejidos adheridos ala capa externa de la esclerdtica asi como el cristalino y el humor vitreo; los demds tejidos
fueron utilizados para la obtencién de los extractos. Con el resto de las edades utilizadas se procedié después de la
enucleacion de los ojos a la extraccion de la coroides, iris, cuerpo ciliar y epitelio pigmentado que fueron utilizados
en la elaboracién de los extractos.

Los tejidos obtenidos fueron lavados en solucién salina de Hank’s libre de Ca* y Mg* (SSH), posteriormente
se homogeneizaron en F, (sobre hielo picado); la cantidad de medio utilizada fue dependiente de la edad de los
embriones y estaba comprendida entre 1 ml por cada ojo (para los extractos de 16 y 18 dfas) y 1 ml por cada 8 ojos
(para los extractos de 5 dias). Los homogenados fueron centrifugados a 200G durante 30 minutos a temperatura
ambiente y el sobrenadante era almacenado a -20°C, posteriormente los extractos eran nuevamente centrifugados a
39.000G durante 60 minutos y a 4°C; el extracto obtenido se esterilizaba mediante filtracion a través de un filtro
Millipore de 0.22 um de didmetro de poro. Del extracto obtenido se tomaba una alicuota para determinar su
concentracién de proteinas.

Determinacion de proteinas

La concentracién de proteina de los extractos se determind segtin el método de Lowry y col. (1951).

Cultivos celulares

Se utilizaron placas de cultivo de tejidos de 35 mm de didmetro revestidas de poliornitina a la concentracion de
0.1 mg/ml como describe Padillay col. (1989), el medio de cultivo utilizado fue F ,suplementado con un 10% de suero
de caballo (F S, ). Los extractos de tejidos intraoculares se utilizaron para preacondicionar las placas de cultivo o
en solucién en el medio nutritivo (en 2 ml de F,S, ) y a cinco concentraciones de proteina diferentes (400, 200, 100,
50y 10 pg/placa). El preacondicionamiento de las placas con los extractos disueltos en 1 ml de F, se realizé durante
18 horas a 4°C, antes de su utilizacién se lavaron dos veces con SSH.
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Las células utilizadas en los cultivos procedian de GC de embriones de pollo de § dias de incubacidn, la técnica
utilizada para su extraccién fue la descrita por Bustos y col. (1979), sembrandose 5.000 neuronas en cada placa de
cultivo. El nimero de neuronas supervivientes asi como las que habfan emitido neuritas se determind después de 24
horas de cultivo continuo.

Resultados

Cuando cultivamos células procedentes de GC en el medio de cultivo sin extractos no observamos neuronas
supervivientes después de 24 horas de cultivo.

Placas preacondionadas con extractos de tejidos oculares

Bajo estas condiciones de cultivo primeramente procedimos a la determinacion de la cantidad de proteina
presente en los extractos que habifan sido utilizados para preacondicional las placas de cultivo, estas determinaciones
nos permitian evaluar de una forma indirecta la cantidad de proteina que permanecia adherida al substrato. Las
determinaciones realizadas muestran la no influencia de las edades embrionarias en la cantidad de proteina que se
retira de las placas, encontrando, previa exclusién de los datos procedentes de las placas tratadas con 10 pg de
proteina, un valor de la media aritmética de 66 LLg/placa para la proteina que permanece unida al substrato.

Cuando utilizamos los extractos para preacondicionar las placas de cultivo los resultados respecto a supervi-
vencia neuronal y emisién de neuritas por las neuronas son menos satisfactorios que cuando los extractos fueron
utilizados en solucién en dicho medio.

Los resultados mds bajos respecto a la supervivencia neuronal se obtienen cuando empleamos extractos
procedentes de embriones de pollo de 5 o 7 dias de edad (Figura 1), en estos cultivos las neuronas presentaban un
mal aspecto, caracterizado por la existencia de neuronas con los somas poco refringentes y abundantes formas
redondeadas de soma oscuro; con los anteriores extractos asi como con los procedentes de embriones de 8 dias
también obtenemos los mds desfavorables resultados de todos los extractos estudiados, bajo estas condiciones,
respecto a la emision de neuritas.

Aunque con la utilizacién de extractos procedentes de embriones de 8 dias el desarrollo neuritico era escaso, si
se incrementaba notablemente la supervivencia neuronal respecto a la obtenida con la utilizacién de las anteriores
edades, presentando las neuronas en los cultivos un buen aspecto.

Con la utilizacién de extractos procedentes de embriones de 10 dias de edad obtenemos unos buenos niveles de
supervivencianeuronal (Figura 1), verificandose la presencia de neuronas con emisién de neuritas en todas las placas
observadas; aunque no se cuantificd la longitud de dichas neuritas, si se observé que en las placas tratadas con las
mayores concentraciones de proteina las neuronas presentaban un mayor desarrollo neuritico; este comportamiento
se mantiene con las demds edades estudiadas excepto con los extractos procedentes de embriones de 18 dfas.

De todos los extractos estudiados el mayor desarrollo neuritico se conseguia cuando se empleaban extractos de
12 y 14 dias, evidencidndose en las placas tratadas con las mayores concentraciones de proteina la presencia de
neuronas con largas neuritas ramificadas. Los valores madximos respecto a la supervivencia neuronal se obtiene con
la utilizacién de extractos de 16 dias (Figura 1), observdndose en estas placas pocas neuronas que emitian cortas
neuritas.

Con las extractos de 18 dfas la supervivencia neuronal era baja, las neuronas presentaban un mal aspecto y un
escaso desarrollo neuritico.

Estractos de tejidos oculares en solucion en el medio de cultivo

Cuando los extractos de tejidos oculares procedentes de embriones de 5 dias de incubacién fueron utilizados en
solucion en el medio de cultivo, se observé un buen aspecto de las neuronas, presentando los somas muy refringentes.
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La supervivencia neuronal obtenida fue alta (Figura 2), pero fueron pocas las neuronas que emitieron neuritas, siendo
estas generalmente cortas; similar comportamiento observamos cuando empleamos extractos de 7 y 8 dias.

Los extractos de 10 dias permiten una alta supervivencia neuronal, pero no un importante desarrollo neuritico,
ya que los valores obtenidos son los mds bajos de todas las edades estudiadas bajo estas condiciones.

Con los extractos de 12 dfas se observa, en relacion con las anteriores edades estudiadas, un importante
incremento en el nimero de neuronas que emiten neuritas, observdndose asi mismo un incremento aparente en la
longitud de las mismas. El incremento de la longitud de las neuritas asf como su mayor grado de ramificacién era mas
evidente en las placas que contenian las mayores concentraciones de proteina utilizadas.

La supervivencia neuronal se mantiene en similares niveles en las demds edades estudiadas (Figura 2), siendo
los valores mds altos los obtenidos con los extractos de 14 y 18 dias; aunque con estas edades se obtienen los mayores
niveles de supervivencia neuronal, no ocurre lo mismo con la emisién de neuritas, ya que el mayor niimero de
neuronas con estas prolongaciones se obtiene con los extractos de 14 dfas.

Estudio estadistico

Los datos correspondientes a la supervivencia neuronal fueron sometidos a un andlisis de varianza, en dicho
estudio la aplicacién de la prueba de Tukey muestra que cuando los extractos fueron utilizados para preacondiconar
las placas de cultivo existen diferencias significativas, al nivel del 95%, entre todas las edades estudiadas excepto
entre 557 y 8<>10 dias. Cuando los extractos fueron utilizados en solucidn sélo existen diferencias significativas
entre 10314 y 14<>16 dias.

Discusion

En todos los recuentos celulares realizados excepto en dos series experimentales, correspondientes a la
utilizacién en solucién de extractos de 14 y 18 dias, los resultados fueron inferiores a 5.000 neuronas/placa. En las
placas con unos valores de recuento superiores a 5.000 neuronas/placa se observé una cierta tendencia de las células
a la agregacion en el centro de las placas de cultivo, esta distribucién no uniforme pudo ser la causa del resultado
obtenido.

Alder y col. (1980, 1981), Collins (1978) y Collins y col. (1980) encuentran que los factores neurotréficos que
se unen al substrato de poliornitina son factores promotores de neuritas que no tienen efecto sobre la supervivencia
neuronal. Nosotros después de haber utilizado tejidos oculares procedentes de embriones de pollo de diferentes
edades embrionarias para preacondicionar las placas de cultivo, encontramos que existe(n) agente(s) neurotréfico(s)
que se unen al substrato de poliornitina y que actian sobre la supervivencia y emision de neuritas por las neuronas
de los GC. Estas observaciones coinciden con unas anteriores realizadas por nosotros (Alcain y Padilla, 1987),
trabajando con extractos oculares procedentes de embriones de 18 dfas.

Existe la posibilidad de que parte de la proteina que se une al substrato pierda su unién con el mismo, pase a
solucién y pueda ser arrastrada en los lavados de las placas con la solucién salina. Para estudiar esta posibilidad se
procedié6 a determinar la posible existencia de proteina en la solucién salina empleada en los lavados de las placas,
obteniéndose en todo momento resultados negativos.

La actividad de este(os) gente(s) neurotréficos que se unen al substrato y actdan sobre las neuronas de los GC.
Uno de ellos soporta la supervivencia neuronal y su madxima actividad se encuentra en los extractos de 16 dfas, el otro
serfa un factor promotor de neuritas, encontrandose su méxima act<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>