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DUPLICACION DE ARTERIAS RENALES

RENAL ARTERIES DUPLICATION

V. ALMENAR GARCIA, A. MARTINEZ-ALMAGRO, M.A. PALOMINO CORTES

Unidad de Anatomia Clinica.
Departamento de Ciencias Morfolégicas.
Facultad de Medicina.

Valencia.

RESUMEN

Se describe un caso de arteria renal doble, principal y accesoria, en ambos lados procedentes directamente de la aorta,
tras el estudio mediante diseccién de 300 rifiones. Se discute asimismo, la gran diferencia entre los hallazgos en la literatura
revisada y los expuestos por nosotros.

PALABRAS CLAVE: Doble arteria renal. Arterias renales accesorias. Arterias renales supernumerarias. Variaciones en la
vascularizacion renal.

SUMMARY

It’s described one case about double renalis artery, main and accesory, in both sides and they arise from the aorta, after
studing three hundred kidneys by means of dissection.
It’s discussed too, the great difference between the finding at revised literature and the finding exposed by us.

KEY WORDS: Double renal arteries. Accesory renal arteries. Supernumerary renal arteries.Variations in renal
vascularization

Introduccion

El aparato renal comienza su desarrollo en la tercera semana de vida intrauterina, estadio 10 de O’Rabhilly
(10) pasando por las fases de pronefros, mesonefros y metanefros, que queda establecido como sistema renal
definitivo hacia la 5.2 semana, involucionando los demds.

En un principio, este rifién embrionario se va a encontrar en una posiciéon pélvica, pero se produce un
ascenso renal debido, por una parte, a la disminucion de la curvatura corporal y, por otra, al crecimiento a nivel
lumbo-sacro, quedando el rifién en posicién lumbar definitiva (5).

La vascularizacién renal procede, fundamentalmente de la aorta abdominal. Cada rifién recibe una arteria
renal. La derecha nace del lado derecho de la aorta por debajo del origen de la mesentérica superior; la izquierda,
lo hace generalmente un centimetro mas arriba y del lado izquierdo de la aorta. Las dos arterias se amoldan a los
cuerpos vertebrales y cruzan por delante del psoas antes de penetrar en el rifion. Suelen medir de 3 a 5 cm. de

longitud, siendo menor la izquierda. El calibre de las mismas es variable: de 5 a 7 mm. (13), de 6.5 a 6.7 mm.
(8), etc.
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Recuérdese ademds, la presencia de un amplio circulo arterial perirrenal formado por las anastomosis de
ramas procedentes de: mesentérica superior, mesentérica inferior, genital, capsular media, lumbares,
diafragmatica inferior, etc.

La presencia de arterias renales accesorias es un hecho suficientemente probado, pero los hallazgos segtin
los autores consultados varian considerablemente. Para Testut, uno de cada cinco rifilones normales posee arterias
renales accesorias, Abrams afirma que uno de cada quince rifiones presenta duplicacion de arterias renales y que
se da con igual frecuencia en ambos lados aunque no de forma simultdnea. Para Gosling por tltimo, un 20% de
los individuos presentan arterias renales supernumerarias, aunque sin especificar si estaban o no ligadas a
procesos patologicos.

Merklin y Michels, después de practicar unas 185 disecciones, obtienen un 30% de arterias renales con
variaciones anatémicas no patoldgicas, coincidiendo con el porcentaje establecido por Williams, mientras que
para Pansky, solo el 3% de la poblacién muestra variaciones en el nimero de arterias renales y en la posicion de
las mismas.

Por métodos angiograficos hemos revisado los siguientes datos: Edsman 21%, Olson encuentra 152
variaciones tras examinar 638 rifiones, es decir, un 23.8%, mientras que Meschan describe un 25% de arterias
renales multiples.

Estas arterias renales accesorias tienen unos origenes notablemente dispares: iliaca interna, iliaca externa,
iliaca primitiva, gonadal, frénicas inferiores, etc., presentdndose estos origenes como estrechamente relacionados
con rifiones isquémicos (1).

Sin embargo, la mayor frecuencia la presentan las arterias renales accesorias que se desprenden directamente
de la aorta. La existencia de esas ramas tiene, indudablemente, una explicacién embrionaria.

Material y Métodos

Se han disecado 150 caddveres en el Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia en el periodo comprendido entre los cursos académicos de 1976-77 a 1989-90. Estos
caddveres son los que utilizamos durante los dos primeros cursos de la licenciatura en medicina.

Tras el estudio del retroperitoneo, abordamos el pediculo renal individualizando cada uno de sus elementos
constituyentes. Una vez estudiado minuciosamente el conjunto vascular renal, se procede a la apertura del rifién
mediante incisioén longitudinal que sigue el borde libre del mismo.

A lo largo de estos afios, y preocupados por las diferencias establecidas entre los especialistas sobre el tema
de duplicacion en arterias renales, se han estudiado mds de 300 rifiones, encontrandonos sé6lo un caso de
duplicacién bilateral y que fue descubierto a lo largo del tltimo curso académico.

Al plantearnos la existencia, por primera vez durante tan largo periodo de tiempo, de un caso de arterias
renales dobles, se ha procedido a la limpieza y diseccién de la zona aorto-renal y a la medicion de las diversas
estructuras vasculares mediante un calibrador tipo pié de rey «“metric”’» para medidas de precision.

Antes de proceder a la extraccion de la pieza en bloque, se fotografié la zona y las arterias con detalle.
Luego se ha seccionado la aorta a nivel de su salida por el hiato diafragmaético y a un centimetro por encima de
la bifurcacion en iliacas. Tras desprender mediante corte los distintos pediculos vasculares que se originan de la
aorta, se ha llevado la pieza a nuestro laboratorio para un estudio mds minucioso.

Resultados

Se descubri6 en un varén de raza blanca, de 65 afios de edad y con un peso aproximado de 65-70 kgr., una
duplicacién bilateral de arterias renales (Fig. 1), que presentaba las siguientes caracteristicas.
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FIGURA 1.- A.

Retroperitoneo y detalles de arterias renales izquierdas. B.- Pediculo vascular renal izquierdo. C.- Pediculo
vascular renal derecho tras haber seccionado y replegado la vena cava inferior. D.- Vision de conjunto de
las arterias renales derechas e izquierdas. 1. Cava inferior. 2. Vena renal izquierda. 3. Aorta. 4. Arteria
renal superior izquierda. 5. Arteria renal inferior izquierda. 6. Arteria renal superior derecha. 7. Arteria
renal superior derecha. 8. Psoas. 9. Rifién izquierdo. 10. Rifién derecho.
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En el lado derecho hay una arteria renal principal cuyo didmetro es de 4.8 mm. y una arteria renal accesoria,
situada por debajo de la anterior y a 10.2 mm. de distancia, siendo su didmetro de 2 mm.

En el lado izquierdo la disposicion es similar, ya que hay una arteria renal principal, cuyo didmetro es de 5.3
mm. y una accesoria de 3.7 mm., situada también por debajo de la anterior y a 4.5 mm. de distancia.

Cabe destacar que el rifién izquierdo recibe una mayor vascularizacién directa de la aorta que el del lado
derecho, que no se ha apreciado ningtin otro vaso en ambos hilios aparte de los descritos, que ambos rifiones no
presentaban variaciones significativas de tamafio y que no eran asiento de patologia alguna, dato que se confirmé
tras la correspondiente prueba pericial anatomo-patolégica.

En su trayecto hacia cada rifién, las arterias discurren paralelas y con una angulacién, con respecto a la aorta,
muy similar en ambos lados. Es de destacar que las dos arterias renales principales se dividen en cuatro ramas en
el interior del rifién, mientras que las accesorias se bifurcan en dos.

El diametro que presentaba la aorta a nivel del origen de las arterias renales ha sido de 40.2 mm.; la distancia
entre arteria mesentérica superior y arteria renal derecha, de 19.5 mm., y la misma en el lado izquierdo, de 10.4 mm.

Con relacion a los demads troncos vasculares, se individualiz6 el tronco celiaco comprobandose la ausencia
de variaciones anatémicas, siendo asimismo normales ambas arterias mesentéricas.

Finalmente se examiné el ligamento arqueado medio del diafragma, apareciendo totalmente normal. La
distancia entre el punto mds alto del LAM y el origen de la arteria renal superior derecha ha sido de 26.4 mm. y la
del lado izquierdo, de 12.5 mm.

Discusion

Nuestro porcentaje de hallazgos de arterias renales dobles que nacen directamente de la aorta durante estos
ultimos afios, ha sido mucho mds bajo que la media publicada por otros autores, ya que no llega ni al 1%. Cabe
destacar que aunque nosotros no tengamos resultados altos, en el Servicio de Radiodiagnéstico de nuestro
Hospital Clinico Universitario, los casos son algo mds frecuentes.

Pero esa diferencia entre los hallazgos por método disectivo y angiogréfico, tampoco se mantiene en los
trabajos y autores consultados.

En este sentido, Lippert y Pabst encuentran un 22% de casos de arterias renales dobles, siendo el 10% de las
caracteristicas descritas por nosotros. Aunque los datos aportados por Fouroman y Moffat difieren de los
anteriores, estan a mucha distancia todavia de los nuestros.

Posiblemente el factor mds importante que hace que en la sala de diseccién se ven tan pocos casos y por el
contrario, tantos en los servicios radioldgicos, sea la busqueda especifica en estos tltimos, sobre pacientes con
patologia renal.

Por otra parte, estamos viendo si la situacién geografica podria ser un factor determinante o al menos con
alguna incidencia. A este respecto habrd de tenerse en cuenta, que los caddveres cuyos rifiones han sido
estudiados, proceden en su mayor parte de la Comunidad valenciana, un pequefio porcentaje que situamos sobre
el 6%, de Centroeuropa, mientras que el 8% restante es originario de otros lugares de la geografia peninsular
espafiola.

Destacar finalmente, que aunque la patologia renal que se observa en los caddveres estudiados es frecuente y
diversa, ello no ha significado una variacién del drbol arterial, ya que el caso que describimos ha aparecido,
precisamente, en un espécimen con ambos rifiones normales.
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MALFORMACIONES CONGENITAS MULTIPLES ASOCIADAS EN LOS ANIMALES
DOMESTICOS DE CUATRO CASOS

ASSOCIATED MULTIPLE CONGENITAL MALFORMATIONS IN DOMESTIC ANIMALS.
CONTRIBUTION OF FOUR CASES

J. CAMON, D. SABATE, J. FRANCH, M.A. LOPEZ-BEJAR, J. PASTOR, J. RUTLLANT, J. ORDEIG,
E. DEGOLLADA Y J. VERDU

Unidad Docente de Anatomia y Embriologia. Facultad de Veterinaria.
Universidad Auténoma de Barcelona

RESUMEN

La incidencia y el significado de la aparicién de varias malformaciones congénitas asociadas en el mismo individuo han
sido poco estudiados en medicina veterinaria. En este trabajo se describen las malformaciones presentes en cuatro animales
pertenecientes a tres especies distintas y se discuten las posibles razones de la asociacion de estas anomalias desde el punto
de vista de la medicina comparada. Todos los animales presentaban dos o mds malformaciones, constituyendo sindromes
teratologicos no previamente descritos, al menos en estas especies, denominados «de modelo tnico» y hasta ahora no
reconocidos. Un cerdo presentaba un conjunto de anomalias craneofaciales calificable como «sindrome del primer arco»,
junto con un meningocele occipito-parietal. Otro miembro de la especie porcina mostraba holoprosencefalia con ciclopia,
varias anomalfas en la extremidad anterior izquierda y un amplio onfalocele. Se describen también un gato dicefdlico con
raquisquisis y mielosquisis cervicales y un perro con espina bifida, cola retorcida y atresia anal.

PALABRAS CLAVE: Malformaciones congénitas multiples asociadas. Sindromes de malformaciones de modelo tnico.
Animales domésticos

SUMMARY

The incidence and significance of the appearance of various associated congenital malformations in a single individual
have received poor attention in veterinary medicine. In this article, the malformations exhibited by four animals pertaining to
three different animal species are described, and the possible reasons for the association of these anomalies are discussed
from the viewpoint of the comparative medicine. All four animal showed two or three malformations constituting
unrecognized teratological syndromes, so-called one-of-a-kind syndromes, which have not previously been described, at least
in these particular animal species. A pig was affected by a series of craniofacial anomalies consisting in a «first arch
syndrome» together with an occipito-parietal meningocele. Another member of the porcine species showed
holoprosencephaly with cyclopia, various defects un the left front limb and an extensive onfalocele. A dicephalic cat with
cervical rachischisis and myeloschisis, and a dog exhibiting spina bifida, curled tail and atresia ani are also described.

KEY WORDS: Associated multiple congenital malformations. One-of-a-kind syndromes of malformations. Domestic
animals

Introduccion

Algunas malformaciones congénitas pueden presentarse, tanto en el hombre como en los animales
domésticos, bien aisladamente en un individuo o bien simultdneamente o de forma asociada en un mismo
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individuo. En este contexto, se denominan sindromes a las agrupaciones de un cierto nimero de malformaciones
caracteristicas y anatémicamente definidas, que se presentan asociadas en un mismo individuo (Killén y
Winberg, 1969). No obstante, la forma de presentacion de las distintas malformaciones que constituyen un
sindrome teratolégico, referida a su nimero e intensidad, no es siempre constante; de tal manera que en unos
individuos el sindrome aparece completo, pero en otros lo hace de forma incompleta. Esta variabilidad en la
presentacién de algunos sindromes teratolégicos ha supuesto un importante obsticulo para su identificacion clara
y precisa. Un buen ejemplo de esa variabilidad y de la dificultad de identificacion de estos sindromes, derivada
también del hecho de que muchos de ellos ademds han sido interpretados por el estudio de un nimero limitado
de casos observados personalmente por los distintos autores, lo constituyen las siete u ocho formas de alteracion
del desarrollo craneofacial, previamente descritas en la especie humana como entidades independientes y
finalmente agrupadas por McKenzie (1958, 1966) como «sindrome del primer arco».

Por diversas razones, entre las que destacan las de cardcter epidemioldgico y etioldgico, el estudio de los
sindromes de malformaciones congénitas asociadas ha interesado desde hace tiempo en medicina humana (Leck
et al., 1968; Killén y Winberg, 1969; Roberts y Powell, 1975; Leck, 1975; Cohen, 1976; Evans y Polani, 1980;
Cohen y Lemire, 1982). Sin embargo, sus causas y sus implicaciones bioldgicas resultan en gran parte
desconocidas y, a la vez, son materia de enconada controversia (Roberts y Powell, 1975; Leck, 1975;
Kleinebrecht y Degenhardt, 1975; Evans y Polani, 1980).

En medicina veterinaria, el numero de sindromes teratolégicos bien definidos es relativamente escaso
(Noden y De Lahunta, 1985; Szabo, 1989). Dada la variedad de especies animales domésticas y sus formas y
caracteristicas de vida, las tres causas principalmente productoras de malformaciones congénitas les afectan de
forma muy diversa. Asi, son los carnivoros (perro y gato) los mds afectados por sindromes teratolégicos de
origen genético (Foley et al., 1979; Hamori, 1983), mientras que los trastornos ocasionados por sustancias
teratogénicas naturales afectan principalmente a los herbivoros (Keeler et al., 1978; Keeler, 1988). Por ultimo, se
conocen en Veterinaria al menos doce virus distintos que producen malformaciones congénitas aisladamente o
en varias de entre ocho especies animales de mamiferos (véase una revisién en Noden y De Lahunta, 1985). No
obstante, y dada la diversidad de especies, los estudios realizados en los animales domésticos sobre las formas de
asociacion entre distintas malformaciones en un mismo individuo son muy pocos (Priester et al., 1970; Dennis,
1975a; Saperstein et al., 1875; Selby et al., 1971), probablemente porque siguen siendo ciertas las afirmaciones
de Leipold et al. (1983), cuando sefialan que en Veterinaria la informacién sobre malformaciones congénitas es
todavia inadecuada por disponer de la descripcion de aun demasiado pocos casos y por no haberse conseguido un
interés suficiente por la integracion de los procesos subyacentes de naturaleza embrioldgica, anatémica,
patolégica y genética en el estudio de las malformaciones congénitas.

En este trabajo se describen cuatro casos, pertenecientes a tres especies animales distintas, de individuos
afectados por dos o mds malformaciones congénitas que aparecieron de forma espontdnea y concurrente en el
mismo animal y se discuten las posibles razones de la presentacion asociada de estas anomalias.

Material y Métodos

Dos hembras de la especie porcina, una que muri6 a las pocas horas de nacer (caso n.° 1) y otra que nacié
muerta (caso n.? 2), de raza hibrida por cruce industrial Landrace x Large White, procedentes de explotaciones
comerciales distintas de la provincia de Barcelona y pertenecientes a camadas aparentemente normales y sin
historia clinica previa, en ambas explotaciones, de presentacion de malformaciones congénitas abundantes ni de
cardcter grave, fueron presentadas en fresco en nuestro laboratorio. Un gato dicéfalo (caso n.°3), de raza mestiza
y sexo masculino, nacido muerto por operacion cesdrea debida a un parto distécico que se habia prolongado casi
24 horas, tnico miembro de la camada, se mantuvo congelado en un frigorifico y fue presentado al cabo de una
semana. Un perro recién nacido (caso n.° 4), de raza Dobermann, miembro de una camada de animales normales,
de sexo masculino, nacido de padres inscritos en el libro de registro de la raza que presentaban una historia
clinica previa normal, fue llevado a consulta a una clinica veterinaria de la pronvicia de Barcelona por mostrar
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sintomas de pardlisis en las extremidades posteriores. Durante la exploracion clinica se descubri6 la presencia de
una espina bifida lumbosacra con defecto de piel y exposicion de la médula espinal, decidiendo el propietario la
eutanasia del animal.

Los animales fueron inspeccionados y fotografiados a su recepcion e inmediatamente después fueron fijados
por inmersion el gato y el perro y por perfusién a través de los vasos del cordén umbilical las dos hembras
porcinas, en todos los casos con una solucién de formol al 10%, de alcohol de 96° al 5% y fenol al 2%, siendo
sumergidos posteriormente en la misma solucién. Una vez fijados, se realizaron radiografias de baja intensidad
en los cuatro animales. Se practic6 una diseccién completa del gato dicéfalo y en los otros animales se llevo a
cabo una diseccién somera de las regiones anatémicas malformadas y una necropsia del reto del caddver. Se
tomaron fotografias seriadas y se realizaron dibujos esquemadticos de las disecciones realizadas.

Resultados

Caso n.? 1 (Figs. la, b). El animal nacié vivo a término y poco antes de morir se mostraba en decibito
lateral, incapaz de incorporarse, con movimientos incoordinados de las extremidades, con tendencia a mantener
la boca abierta y con dificultades para cerrarla haciendo la lengua ligera protrusion fuera de la cavidad oral. El
animal acusaba sensibilidad tactil y dolorosa, pero no respondia a estimulos acusticos. Externamente, el animal
presenta la rima oris considerablemente aumentada, de tal manera que las comisuras labiales, simétricamente
dispuestas, llegan a quedar situadas a nivel del limite caudal de la orofaringe (macrostomia). existe micrognatia
mandibular con falta de articulacién témporo-mandibular, de tal forma que la mandibula resulta ampliamente
movil y facilmente desplazable en todos los sentidos. Los pabellones auriculares estdn malformados, reducidos
de tamafio y situados bastante mds ventralmente de lo normal. Destaca en ambos lados la ausencia de membrana
timpanica. No obstante, se observa la presencia de sendos conductos que comunican directamente el exterior con
la faringe, tratdndose probablemente de una comunicacion directa de los conductos auditivos externos con las
trompas faringotimpdnicas anémalas. El orificio faringeo de cada una de las dos trompas en amplio, irregular y
anfractuoso, situado también anémalamente, lateralmente a ambos lados a nivel de la raiz de la lengua, por tanto,
mucho mas ventralmente de lo normal (Fig. 1b). En la cavidad oral existe una palatosquisis que afecta a los
huesos palatinos y maxilares; sélo resta la porcion incisiva del paladar con la papila incisiva. La mucosa del resto
del techo de la cavidad oral presenta las crestas palatinas caracteristicas. El paladar blando estd ausente, pero
existen tonsilas palatinas. La laringe aparece normal. Los parpados son de tamafio considerable, el inferior de
cada lado ligeramente edematoso y se aprecia ligera microftalmia bilateral. Hasta aqui, el conjunto de anomalias
craneofaciales observadas en este animal de la especie porcina es, probablemente, compatible con las
correspondientes a las descritas en medicina humana bajo la denominacién genérica de «sindrome del primer
arco» (McKenzie, 1958, 1966) y, mds en concreto, dentro de este amplio sindrome, con la entidad denominada
sindrome de Treacher Collins (Collins, 1900) y sus posteriores redefiniciones (véase McKenzie, 1958).

Ademds de las anormalidades mencionadas, este animal presentaba también en la regién dorsal de la cabeza
una craniosquisis a nivel occipito-interparietal, por la que hacia protusién y se continuaba con la piel una
vesicula meningea de aspecto piriforme, de 6 cm. de largo, de la que partia caudalmente un amplio diverticulo de
39 cm. de largo. Ambas vesiculas formaban un destacado meningocele, cuyas paredes presentaban un aspecto
congestivo y cuyo contenido era ser-sanguinolento (Fig. 1a).

Caso n.? 2 (Figs. 2a, b). Este segundo animal de la especie porcina nacié muerto y con aspecto fetal, a pesar
de que sus compafieros de camada nacieron vivos y a término. Presenta a la vez tres tipos distintos de
malformaciones congénitas. En la cabeza destaca la presencia de una ciclopia como forma mads intensa de
holoprosencefalia, que en este caso consiste en la existencia de una sola Orbita central que aloja un tinico ojo de
considerable tamafio y aspecto congestivo. Los parpados son inexistentes. La cavidad nasal no existe como tal,
pero estd representada por una probéscide de consistencia blanda,d e 3,5 cm. de longitud y 1,2 cm. de anchura.
En su extremo libre presenta un ensanchamiento equivalente al plano rostral (jeta) caracteristico de los sdidos, en
cuyo centro existe un solo orificio nasal que da paso a un conducto ciego. Ventralmente al ojo, los dos procesos
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FIGURA 1A. Caso n.? 1. Cerdo recién nacido a término. Obsérvese la macrostomia, posicion ventral del pabell6n auricular
y las vesiculas que forman un amplio meningocele. Esta presente el cordon umbilical.

FIGURA 1B. Caso n.® 1. Cavidades oral y faringea. Palatosquisis. Epiglotis (flecha). Orificios an6malos de las trompas
faringotimpénicas (F).

FIGURA 2A. Caso n.? 2. Cerdo nacido muerto prematuramente; obsérvense la inmadurez de las pezuiias. Holoprosencefalia
con probdscide, ciclopia a hipoplasia maxilar. La extremidad anterior izquierda presenta falta de rotacion,
focomelia y artrogriposis carpiana. Onfalocele con hernia hepdtica, géstrica, esplénica y yeyunal.

FIGURA 2B. Caso n.? 2. Vista anterior de la cabeza, que presenta una destacada probéscide frontal, ciclopfa con congestién
ocular, ausencia de parpados, hipoplasia de los procesos maxilares y ligera macroglosia.
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FIGURA 3A.
FIGURA 3B.

FIGURA 3C.

FIGURA 4.

&

Caso n.° 3. Gato dicéfalo en dectibito dorsal nacido por cesdrea y estado de desarrollo a término.

Caso n.? 3. Gato dicéfalo en dectibito ventral. Obsérvese la raquisquisis cervical con exposicién del tejido
neural.

Caso n.? 3. Vista dorsal de la vértebras C1 a T2. Obsérvense la separacién de las mitades derecha e izquierda
del arco neural del atlas, la duplicacion de los cuerpos vertebrales en C2 a CS5 y la falta de cierre de los arcos
vertebrales en todas las vértebras cervicales. Las vértebras T1 y T2 son normales.

Caso n.? 4. Perro de 1 dia. Espina bifida lumbosacra y cola retorcida asociadas con atresia anal. Un pliegue de
piel se encuentra ocupando el lugar del orificio anal.
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maxilares rudimentarios se hallan fusionados en la linea media. La mandibula aparece bien desarrollada, al igual
que la lengua. La rima oris resulta anémala por falta de correspondencia y superposicion de sus componentes.

El segundo grupo de malformaciones afecta a la extremidad anterior iquierda. Externamente se observa un
acortamiento de la extremidad, que ha experimientado ademds una falta de rotaciéon normal (sirenomelia),
apareciendo la region del autopodo en supinacion. El carpo se encuentra en hiperflexién y escasamente mévil
(artogriposis); su cara dorsal esta dirigida ldtero-caudalmente, en vez de cranealmente. Tanto en las radiografias,
como durante la diseccién se comprueba ademds una hemimelia casi completa del radio, sélo representado por
su epifisis proximal en contacto con el cubito. La escdpula y el himero se encuentran profundamente
modificados (focomelia). Ambos presentan una forma irregular, un tamafio muy reducido y estdn articulados
entre si; pero la extremidad distal del himero estd libre y dirigida cranealmente, por tanto no articulada con el
cibito y radio. Consecutivamente, los musculos de los tres segmentos proximales de la extremidad se hallan
modificados, bien aparecen rudimentarios o mal situados y algunos faltan.

Finalmente, este mismo animal presenta un amplio onfalocele con salida de la cavidad abdominal de la
mayor parte del intestino delgado, el estémago, bazo, omento mayor, asi como los 16bulos mediales y cuafrado
del higado y la vesicula biliar. Estas visceras se encuentran dentro del cordén umbilical, mucho mds ancho de lo
normal, y revestidas por el amnios.

Caso n.° 3 (Figs. 3a, b, c). Se trata de un gato dicéfalo, monosémico e iniodimico, que presenta dos grupos
de malformaciones. El primero corresponde a una duplicacion cefélica, cuyos detalles anatémicos serdn objeto
de un préximo articulo (Camoén et al., enviado para publicacién). Brevemente, el animal presenta dos craneos
fusionados a nivel de ambos huesos exooccipitales mediales, pero con dos forimenes magnos independientes y
separados por una ldmina 6sea. Las estructuras dseas, musculares, glandulares y nerviosas de las caras mediales
de ambas cabezas se muestran ligeramente hipopldsicas. En ambas cavidades orales existe una amplia
palatosquisis. Las dos lenguas convergen en sus bases. Las dos faringes se fusionan caudalmente para formar
una sola laringofaringe. La laringe, trdquea y es6fago son tinicos.

El hioides y algunos miusculos hioideos estdn parcialmente duplicados. Los sistemas arterial y venoso se
hallan considerablemente modificados. Aunque existen dos tnicas arterias carétidas comunes, la vascularizacion
arterial de las caras mediales de ambas cabezas procede de una gruesa arteria lingual derecha, rama de la carétida
externa derecha, que, describiendo un amplio arco anémalo ventralmente a la base de la lengua derecha, se dirige
al dngulo medial de union entre ambas cabezas, emitiendo distintas ramas para vascularizar sus correspondientes
caras mediales y terminar dando dos cardtidas internas mediales que se introducen por ambas fisuras
petrobasilares mediales. La arteria carétida comun izquierda es de didmetro mds reducido y solo vasculariza la
mitad lateral de la cabeza izquierda. En el sistema venoso destaca la existencia de una vena yugular externa
supernumeraria, que desemboca en un arco hioideo anémalo formado por la confluencia de las ramas liguales de
las dos venas yugulares externas normales. Discurriendo longitudinal y ventralmente por el espacio entre las
mandibulas de ambas cabezas, esta yugular externa anémala recibe, configurando un patrén bastante simétrico a
ambos lados, distintas ramas que drenan las caras mediales de ambas cabezas.

El segundo grupo de malformaciones que presenta este animal consiste en una raquisquisis que afecta
gravemente a las seis primeras vértebras cervicales y algo menos a la séptima (Figs. 3b,c). Esta alteracion va
acompafiada en este caso por una mielosquisis cervical con exposicién al exterior de la médula espinal y el
consiguiente defecto de la piel a ese nivel. Las vértebras, ademds de la falta de cierre del arco vertebral,
presentan una duplicacion del cuerpo, de la que quedan excluidas la sexta y la séptima cervicales. El atlas
presenta las dos mitades del arco neural separadas, articuldindose cada una de ellas con el correspondiente
condilo occipital lateral de cada una de las cabezas.

Caso n.? 4 (Fig. 4). El perro objeto de estudio en este caso presenta un tamaifio y estado de desarrollo
normales y a término. Se observa una espina bifida que radiograficamente afecta a las tres tultimas vértebras
lumbares, de las siete existentes, y a la primera sacra. Hay ademads falta de la piel a ese nivel y exposicion de la
médula espinal. La cola del animal es corta y retorcida en forma de S, encontrandose las vértebras caudales
incluidas dentro de un pliegue de piel, que comunica a toda la cola una anchura externa mayor de lo normal y
forma en conjunto una masa prominente dorsal a la regién perineal. Independientemente de estas alteraciones,
este mismo animal presenta también una atresia anal, observandose en lugar del orificio anal un pequefio pliegue
de piel que ocupa su lugar en la region perineal.
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Discusion

La incidencia de malformaciones congénitas multiples en distintas poblaciones humanas y animales parece
ser bastante mayor de lo que habitualmente podria esperarse. En estudios realizados en medicina humana, las
cifras oscilan entre un 16% (Leck et al., 1968) y un 7% a 4,8% (Roberts y Powell, 1975; Kéllén y Winberg,
1969. respectivamente) de los totales de individuos estudiados que presentaban malformaciones congénitas. En
la literatura veterinaria s6lo hemos podido encontrar cuatro trabajos que aportan cifras precisas sobre la
incidencia de malformaciones multiples. En un estudio basado colectivamente en cinco especies distintas,
Priester et al. (1970) observan un 4,8% de casos con malformaciones multiples dentro del conjunto de la
poblacién afectada por anomalias congénitas. En la especie porcina, la cifra asciende al 20,8% (Selby et al.,
1971). En los évidos, la incidencia es todavia mayor con cifras de 32,9% (Dennis, 1975a). Datos imprecisos,
pero, no obstante, valiosos, sobre diversas asociaciones de malformaciones pueden encontrarse en las revisiones
de Saperstein et al. (1976) sobre la especie felina, de Huston et al. (1977) en los équidos y de Leipold et al.
(1983) en los bévidos. Desafortunadamente, no hemos encontrado datos disponibles sobre este particular en el
caso del perro.

Por otra parte a pesar de lo aparentemente elevado de las cifras que acabamos de citar, deberian,
probablemente, considerarse como estimaciones con el cardcter de minimas. En efecto, en medicina humana se
cree que entre el 30% y el 80% de todos los casos con malformaciones son abortados (Roberts y Lowe, 1975).
Aunque cifras equivalentes a éstas son desconocidas en Veterinaria, debe considerarse evidentemente también la
intervencion del factor aborto como minimizador de las estimaciones posibles de malformaciones simples y
multiples en los animales. Pero, ademds se dan una serie de circunstancias que reducen todavia mads, si cabe, ese
cardcter minimo. Asi, en los animales muchas malformaciones pasan inadvertidas, bien por su caricter discreto,
bien porque su deteccién necesita una necropsia completa, que no es frecuentemente practicada, o bien porque
muchos ganaderos y propietarios tienden a ocultar y destruir rdpidamente los animales abortados o nacidos vivos
o muertos con malformaciones por su cardcter indeseable o por meras razones higiénico-sanitarias.

La presentacion simultdnea de varias malformaciones en un mismo individuo se ha intentado explicar de
diversas maneras. Roberts y Powell (1975) han sefialado tres posibilidades. La primera, que una malformacion
de una parte corporal pueda determinar el desarrollo defectuoso de otra (como ocurre en el sindrome de Pierre
Robin). En segundo lugar, que las alteraciones cromosémicas puedan producir la aparicién de conjuntos de
malformaciones preferentemente a malformaciones aisladas y, finalmente, que determinados agentes
teratogénicos actuen simultdnea o sucesivamente durante el desarrollo sobre varios 6rganos o sistemas
orgédnicos. La intensidad y la intimidad, utilizando términos de los autores citados, con que aparecian asociadas
las 17 malformaciones mds frecuentemente observadas en la actualidad, de pruebas suficientemente
convincentes de que los agentes teratdgenos fisicos y quimicos convencionales estén realmente implicados en la
produccién de malformaciones en la especie humana (salvo en un 5% de los casos), junto con la observacién de
la estrecha interrelacién de las malformaciones mds comunes, favorece la hipdtesis de que existe «una tnica
causa» para la mayoria de las malformaciones humanas y que, probablemente, sea de naturaleza «intrinseca»,
concluyendo que, en ausencia de razones que se opongan a ello, las mutagénesis intrinsecas (Burnet, 1974)
constituirdn una explicacion satisfactoria.

Basdndose en argumentos epidemoldgicos y en estudios de malformaciones hereditarias, Leck 91975)
cuestiona la hipdtesis etioldgica unicista de Roberts y Powell(1975) y se pronuncia por un modelo multifactorial
y heterogéneo sobre la etiologia de las malformaciones, incluidas las de presentaciéon multiple y aplica a estos
procesos el concepto de “enfermedad cuantitativa” formulado por Pickering (1962).

Desde el punto de vista embriolégico, este modelo etiolégico parece mds plausible que la idea de la causa
Unica, puesto que muchos de los mecanismos del desarrollo que estdn relacionados con la presentacién de
malformaciones parecen contener componentes de cardcter cuantitativo, que pueden estar implicados en los
procesos teratologicos. En otros términos, algunas malformaciones pueden no siempre deberse a una causa
especifica, sino solamente a la interaccion incorrecta y fortuita de factores cuantitativos que, en cambio,
correctamente combinados contribuirfan a producir un desarrollo normal (Leck, 1965).

Kleinebrecht y Degenhardt (1975) discrepan también de la teoria etioldgica unicista y del carécter intrinseco
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(genético) de la mayoria de las malformaciones humanas. Basandose en los resultados de un programa aleman de
seguimiento de gestaciones y desarrollo infantil, concluyen que numerosas malformaciones pueden explicarse
como resultado de la combinacién de numerosos factores de importancia aparentemente secundaria y de
naturaleza extrinseca e intrinseca. Cohen 91976) se pronuncia también por la heterogeneidad etioldgica de las
malformaciones multiples, aunque reconoce que queda por determinar la causa de muchas de ellas, pero apunta
varias posibilidades. Asi, algunas malformaciones asociadas pueden constituir trastornos de origen monogénico
con efectos pleiotrépicos (Neel, 1958).

Otras malformaciones miltiples pueden responder a un tipo de herencia poligénica. Segun esto, un
porcentaje de individuos de cada generacién quedaria por debajo de la proporcién obligatoria de loci
heterocigéticos necesarios para asegurar un desarrollo normal, presentando, en consecuencia, malformaciones
congénitas (Lerner, 1954). A causa de un fenémeno de interaccién se cree que el umbral para la expresion
simultdnea de dos o mds anomalias se reduce. Algunas malformaciones multiples pueden constituir delecciones o
duplicaciones citogenéticamente indetectables. Algunas otras pueden ser producidas por agentes teratogénicos
ambientales y, finalmente, un pequefio porcentaje de malformaciones miltiples puede responder a asociaciones
producidas al azar.

En Veterinaria tienen particular interés los posibles sindromes de malformaciones multiples de caradcter
hereditario poligénico y los producidos por agentes teratogenicos. Con respecto a los priemros y teniendo en
cuenta la presion de intensa seleccidn genética a que se someten numerosas poblaciones animales en condiciones
de explotacion, hasta llegar en ocasiones a una estrecha consanguinidad, la aparicion de una cierta proporcién de
malformaciones congénitas puede ser el precio que una determinada poblacion tiene que pagar a cambio de otros
caracteres genéticos deseables. En este caso, el fendmeno de interaccién implicaria que algunos individuos con
malformaciones multiples podrian servir de vehiculos a través de los cuales una poblacién eliminaria con un
criterio econémico los fenotipos desviados resultantes de la segregacion de un cierto nimero de sistemas
genéticos.

Las malformaciones aisladas y sindromes producidos por agentes teratogénicos son bien conocidos en los
animales herbivoros domésticos, particularmente rumiantes. Baste con hacer referencia a los producidos en los
descendientes por el consumo de determinadas plantas por parte de las madres durante la gestacién (Keeler,
1972, 1988; Keeler et al., 1978). Igualmente, son bien conocidos los sindromes producidos experimentalmente
en animales de laboratorio (véase un amplia revision en Szabo, 1989). No obstante, el interés notoriamente
creciente por los efectos y la naturaleza de estos agentes, merece también algunas consideraciones
embrioldgicas. Asi, los agentes teratogénicos pueden ser simples o compuestos y pueden consistir en sustancias
téxicas, radiaciones o deficiencias nutricionales, que, a su vez, pueden resultar afectadas por determinados
procesos metabdlicos y pueden actuar sobre un complejo sistema de umbrales cambiantes (Evans y Polani,
1980). Cuando un agente teratogénico afecta a un determinado 6rgano o sistema organico durante el desarrollo,
si la concentracién estd por debajo del umbral teratogénico, el 6rgano en cuestion se desarrollaria normalmente,
pero si se encuentra a niveles equivalentes a los del umbral, algunos 6rganos resultarian alterados, mientras otros
podrian quedar indemnes. Si la concentracién supera ampliamente el umbral teratogénico, todos los érganos
sensibles de un determinado estado o momento de desarrollo resultarian afectados. Es probable que los umbrales
teratogénicos varién entre embriones individuales y entre 6rganos e individuos en diferentes estados de
maduracién. Finalmente, si asumimos con Leck (1975), que los mecanismos que intervienen a nivel bioquimico
en el desarrollo no tienen probablemente porqué ser totalmente diferentes para estructuras y 6rganos distintos y
si los factores de esta naturaleza que intervienen en un determinado proceso del desarrrollo lo hacen también en
otro u otros, no resultaria entonces extrafio encontrar individuos en los que aparezcan malformaciones en los
diversos 6rganos afectados.

Las malformaciones congénitas asociadas que presentan los animales estudiados en este trabajo responden,
en su mayorfa, a sindromes teratolégicos acertadamente calificados por Cohen (1976) como sindromes no
reconocidos o “de modelo tnico” (“one-of-a-kind syndromes”). En efecto, ninguna de tales asociaciones la
hemos encontrado descrita en la literatura veterinaria tal como se han presentado en nuestros casos y afectando a
las especies concretas a que éstos pertenecen. No obstante, son factibles algunos comentarios. Asi pues, con
respecto al caso n.? 1, que presenta simultineamente un sindrome del primer arco y un meningocele; esta dltima
afeccion resulta claramente hereditaria en la especie porcina (Trautwein y Meyer, 1966; Stewart et al., 1972;



MALFORMACIONES CONGENITAS 17

Héamori, 1983), de la que parece ser responsable un gen autosémico recesivo con penetrancia variable. El otro
conjunto de anomalias craneofaciales que presentaba este animal y que hemos considerado equivalente a un
sindrome del primer arco (McKenzie, 1958), no lo hemos encontrado descrito como tal en la especie porcina y
tnicamente Selby et al. (1971) hacen referencia en un estudio de poblaciones a cerdos que presentaban el
sindrome de Pierre Robin. Sin embargo, otros casos similares al observado por nosotros han sido descritos, uno
en la especie ovina (Gurtl, 1877) y dos mas en los béovidos (Joest, 1926; Lesbre, 1927), con la simple calificacién
de fisura bucal congénita o0 macrostomia para esta malformacion. En la aparicion de fisura bucal congénita en
varios miembros de una familia de leones, Henschele (1959) sospeché que este proceso podria tener una
transmision hereditaria, pero sugirié también la intervencion de otros distintos factores, tales como la edad de la
madre, el nimero de miembros de la camada y las condiciones generales de vida. En la especie humana,
McKenzie (1958, 1966) ha revisado el cardcter hereditario y la etiologia del sindrome del primer arco, sefialando
que un gen o grupo de genes constituirfan el factor iniciador, responsable de la inhibicion o incluso supresién del
desarrollo de la arteria estapédica, fundamental para el desarrollo posterior de los derivados del primer arco
visceral y parte de los del segundo. Por otra parte, la circulacién sanguinea compensatoria, a base de anastomosis
vasculares de teritorios préximos, resultaria insuficiente, resultando una inhibicién del desarrollo y crecimiento
de las estructuras pertenecientes al drea vascularizada por la arteria estapédica andmala y sus ramas. La
penetrancia del gen o genes responsables dependeria del estado nutricional y de la dieta consumida por la madre
durante las primeras semanas de gestacion. Finalmente, la expresividad y especifidad del gen dependerian de los
detalles anatémicos concretos y del periodo de tiempo en que se produjera el desajuste en los diferentes vasos
sanguineos principales y colaterales implicados.

La ciclopia que presentaba el animal de la especie porcina del caso n.® 2, como forma mdés grave de
holoprosencefalia, ha sido descrita en esta misma especie como resultado de la infeccién de la madre por
Erysipelothrix rhusiopathiae (agente productor de la erisipela porcina o mal rojo) durante la gestacién
(Drommer, 1982). La aparicién de ciclopia se ha descrito también en corderos nacidos de ovejas que habian
consumido falso eléboro (Veratrum californicum) durante el dia 14 de la gestacion (Binns et al., 1965). En ese
periodo el embrién ovino se encuentra en fase de formacién de la placa neural. Sin embargo, el consumo de la
citada planta el dia 15 de gestacion ya no determina la aparicién de malformaciones craneofaciales. El animal de
este mismo caso presentaba también malformaciones en la extremidad anterior izquierda, asi como un amplio
onfalocele con salida de parte de las visceras abdominales. Noden y De Lahunta (1985) describen un caso
parcialmente similar en un gato que presentaba onfalocele y ectromelia bilateral de las extremidades anteriores.

La dicefalia raramente va acompafiada de craniorraquisquisis o raquisquisis con mielosquisis en los animales
domésticos (caso n.° 3). S6lo hemos encontrado en la literatura un caso similar al aqui presentado, publicado por
Drommer (1982), en un cordero, que, ademds de dicefalia, manifestaba una raquisquisis extendida pricticamente
a lo largo de toda la columna vertebral con exposicién al exterior de la médula espinal (mielosquisis). En la
especie humana parece existir, en cambio, cierta asociacion entre las duplicaciones cefélicas y la patogenia de
malformaciones del tubo neural, particularmente anencefalia y mielosquisis (Spiers, 1974; James, 1976; Riccardi
y Bergmann, 1977). Aunque no estrictamente constante, esta asociacién resulta todavia mds estrecha en la
diprosopia humana (Riccardi y Bergmann, 1977). En los animales domésticos la diprosopia tampoco parece
relacionada con malformaciones del tubo neural que no correspondan a la mera duplicacién de estructuras
(Camon et al., 1990). Otra diferencia relevante consiste en que casi la especie humana la dicefalia cursa
practicamente siempre con duplicacién casi completa de toda la columna vertebral, mientras que en los animales
la duplicacién sélo afecta a los cuerpos de algunas vértebras cervicales.

La asociacion entre espina bifida, alteraciones de la cola y atresia anal, tal y como la hemos descrito en el
perro (caso n. 4), sélo la hemos encontrado referida en los 6vidos (Dennis y Leipold, 1972; Dennis, 1975b).
Mientras en esta ultima especie la atresia anal parece ir frecuentemente acompaiiada de otras malformaciones
(Dennis y Leipold, 1972), en los suidos, donde esta malformacién es una de las mds frecuentes, tiende a
presentarse de forma aislada (Selby et al., 1971). Desconocemos los datos sobre este particular concernientes al
perro, a pesar de ser una de las especies en que la atresia anal es de comun presentacion. En cualquier caso, las
tres observaciones realizadas en este animal tienen, independientemente, un claro cardcter hereditario (Hamori,
1983). Las alteraciones del desarrollo de la cola, resultando ésta retorcida, excesivamente corta o incluso
faltando por completo, pueden estar asociadas con espina bifida lumbosacra en el perro (Curtis et al., 1964) y en
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el gato (Leipold et al., 1974). En efecto, ambos tipos de malformaciones cuando aparecen asociadas pueden ser
el resultado de un proceso de cruzamientos intensivos para obtener, por seleccion genética, animales con el
cardcter anuro o braquiuro, como ocurre especialmente en los gatos de la raza Manx. Durante el proceso de
cruzamientos selectivos para obtener el cardcter deseado, aunque constituya una anormalidad esquelética, se
manifiestan también diversas anomalias en el médula espinal. Muchos de los animales nacidos son incapaces de
utilizar sus extremidades posteriores y otros pueden mantenerse en pie o caminar, pero carecen de control
voluntario de la miccién y de la defecacion, constituyendo, en definitiva, un claro ejemplo de cémo la seleccién
de un cardcter puede provocar la aparicién de otros que pueden terminar incapacitando al animal (Noden y De
Launta, 1985).

A pesar de la naturaleza discordante, por su aparicién en sistemas organicos a veces muy dispares, de varias
de las malformaciones asociadas, observadas en los cuatro casos aqui descritos y en otros aportados por la
literatura, un atento andlisis, en otros estudios que resultan bastante necesarios, de las caracteristicas
morfolégicas y embrioldgicas de las malformaciones miltipes asociadas y sus posibles interrelaciones, sin
olvidar, naturalmente, otras cuestiones relevantes en este contexto, tendrian quizéd resultados prometedores en
cuanto al mayor conocimiento de la etiologia, epidemiologia, patogenia y prevencioén de estos procesos.
Igualmente, posibles nuevas interdependencias entre distintos mecanismos y procesos del desarrollo embrionario
y fetal podrian ser conocidos.
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RESUMEN

En el Lébulo Intermedio de la Hipdfisis se ha considerado cldsicamente la existencia de un solo tipo celular con
capacidad secretora, las células productoras de POMC. Otros elementos descritos en esta gldndula, las células PAS-positivas
también presentan algunas caracteristicas morfolégicas de actividad secretora y, aunque su funcién es desconocida, existen
multiples hipétesis al respecto. En este trabajo intentamos relacionar en mamiferos la PAS positividad con el posible sistema
regulador serotoninérgico del Lébulo Intermedio.

ABSTRACT

It has classicaly been considered that only one type of secretory cells exist in the intermediate lobe of the pituitary gland,
the POMC-producing cells. Furthermore, morphologic characteristiocs of secretory activity have also been found in PAS-
positive cells of the intermediate lobe. However, the funtioonal meaning of the latter is not clear. In the present report a
relationship between PAS-positive cells and the serotoninergic control of the rat intermediate lobe is hypothesized.

PALABRAS CLAVE Hip6fisis. Lobulo Intermedio. Células PAS positivas. Células foliculo estrelladas. Serotinina.
Mamiferos.

Introduccion

El Lébulo Intermedio de la Hipdfisis (LI) es un tejido glandular que alcanza un desarrollo considerable en la
mayor parte de los mamiferos inferiores, apareciendo como una estructura pluriestratificada. Se describe en €l la
existencia de tres variedades celulares.

Una de ellas son las células glandulares tipicas, a las que cldsicamente se les di6 el nombre de
intermediocitos (Amat y col., 1976), células principales (Van Eys, 1980a), por su predominio en el citado 16bulo,
0 melanotropas por su funcién (Klein y col., 1970), ya que son las responsables de la sintesis de hormonas como
la MSH, aunque también producen otros péptidos derivados de la POMC.

Otra estirpe celular del LI, también con capacidad secretoria, son las células PAS-positivas. Presentan signos
de intensa actividad tales como el nimero de grdnulos de secrecién o el voluminoso aparato de Golgi, que
muestra unas caracteristicas de actividad inusual en el LI (Alluchon-Gerard, 1978). Van Eys (1980b) acepta la
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posibilidad de que produzcan hormonas, pero considera como desconocidos los productos de sintesis. Podrian
esta implicadas en mecanismos de regulacién del calcio (Olivereau, 1969 y Olivereau y Olivereau 1979a y b),
osmorregulacién (Olivereau y col., 1980) o en la produccién de sustancias de naturaleza glicoproteica (Olivereau
y Chambole, 1979).

El tercer tipo celular cldsico son las denominadas células intersticiales (Foster, 1971), estrelladas (Salazar,
1963 y Amat, 1976), foliculares (Farquhar, 1957) o foliculo-estrelladas (Vila Porcile, 1972). Considerando el
papel multifuncional que se les atribuye, estas células intervendrian en acciones tan variadas como de soporte,
tréficas, de regulacion de la microcirculacion de las cavidades intersticiales (Vila Porcile, 1972), fagocitosis
(Young Y COL., 1965), endocitosis (Forbes, 1972), reabsorcién de la segregacién de coloide (Bergland Y
Rorack, 1969) y fagocitosis de células degeneradas (Farquhar, 1971 y Dingemans y Feltkamp 1972).

La existencia de reactividad positiva al PAS en las células foliculo-estrelladas y la localizacién en las
mismas de reactividad al suero anti-serotonina (Carvajal y col., 1991), asi como la existencia de proteina S-100,
proteina especifica que no estd presente en otros tipos celulares adenohipofisarios, nos ha llevado a intentar
relacionarlas con las cldsicamente descritas como PAS positivas.

Material y Método

Se han utilizado para este trabajo un total de 18 ratas de ambos sexos de la cepa Sprague-Dawley, cuyo peso
oscilaba entre los 250 y 300 g. Los animales, previamente al experimento, han permanecido estabulados a una
temperatura de 20°C+2, humedad ambiental controlada y ritmo luz diurna (9 horas) oscuridad nocturna. Se les
suministré una dieta equilibrada rata-rat6n cria (Panlab) y dispusieron permanentemente de agua.

Previa anestesia, fueron perfundidos por via intracardiaca con una solucién de Bouin durante 20 minustos.
Posteriormente se efectué una craneotomia para extraer el bloque hipotdlamo-hipofisario, al que se mantuvo
inmerso durante tres dias en la misma solucién, a fin de completar el proceso de fijacion. Las muestras asi
obtenidas fueron sumergidas en una solucion saturada de carbonato de litio durante 4 horas; tras el lavado se
deshidrataron e incluyeron en parafina siguiendo los procedimientos habituales. Posteriormente los bloques
fueron cortados de forma seriada con un microtomo Leitz 1512, obteniendo secciones de 2 um. de espesor con
cuchilla de vidrio.

Inmunocitoquimica

Se ha seguido el procedimiento de la peroxidasa anti-peroxidasa descrito por Sternberger y col. (1970). Las
secciones seleccionadas, tras la desparafinizacién e hidratacion, fueron incubadas en cdmara de humedad durante
1 hora a 4°C, con suero anti-proteina especifica S-100 (Dakopatts-Z311), a la dilucién de 1:300. Con otro lote se
utilizé un suero especifico anti-serotonina (Chemicon-AB938), a la dilucién de 1:1500, siendo el periodo de
incubacién de 12 horas a 4°C. Posteriormente las muestras de ambos grupos fueron incubadas durante 30
minutos con suero de cerdo anti-Ig de conejo (Dakopatts-Z196) a dilucién 1:100 e igualmente y siguiendo la
misma pauta se traté el material de ambos grupos con suero de conejo conjugado con peroxidasa, y el complejo
soluble PAP (Dakopatts-Z113), revelando la reaccién con el medio de Graham-Karnovsky (1966).

Histoquimica

Otro grupo fue tefiido siguiendo el protocolo del PAS (McManus, 1946): tratamiento con dcido periddico 5
minutos, lavado repetido con agua destilada, incubacién durante 15 minutos con reactivo de Schiff y lavado en

agua corriente de 10 minutos de duracién.
L
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En todas las preparaciones se procedié a la deshidratacion y montaje de las muestras, siguiendo los
protocolos habituales, para su posterior estudio con un microscopio éptico Leitz Dialux-22. Las fotografias se ha
realizado con pelicula Kodak Panatomic.

Resultados

Tras el estudio del LI de las hipdfisis de los animales pertenecientes a los tres grupos, no se han observado
diferencias significativas que pudieran reflejar variaciones en la reactividad entre ambos sexos.

El marcaje con suero anti-serotonina ha mostrado en el LI trazos reactivos a este suero, que podrian
identificarse como recorridos de fibras nerviosas de naturaleza serotoninérgica, si bien no son muy abundantes.

Asi mismo, cabe destacar la existencia de material inmunorreactivo en el citoplasma de algunas células
aparentemente de tipo glandular (fig. 1). Es destacable el gran polimorfismo celular, observidndose elementos
triangulares o piramidales, fusiformes y poligonales. En todos los casos su presencia ha sido constante. En
algunas ocasiones, cuando se trata de células poligonales, se puede apreciar como de los vértices parten una o
varias prolongaciones de diferente longitud y grosor, que se distribuyen por los espacios intercelulares del
parénquima glandular. La intensidad de reaccién tanto en las expansiones citoplasmdticas como en el material
intracelular no es muy intensa.

Las imagenes del LI obtenidas tras la utilizacion del suero anti-proteina especifica S-100 muestran al igual
que en los animales del grupo anterior un gran poliformismo (figs. 2 y 3). Hay células con contornos irregulares
e intensamente teflidas de las que, ocasionalmente, parten gruesos tractos reactivos, junto a otras mucho mas
numerosas, de forma poligonal y citoplasma debilmente tefiido, en las que es raro encontrar prolongaciones
citoplasmaticas.

Con la tincién del PAS se diferencian claramente dos tipos celulares. Unas son redondeadas y carentes de
prolongaciones (fig. 4). Las otras, son células poligonales, con largos procesos citoplasmaticos, que se ramifican
a distancia y suelen disponerse en zonas con aspecto mds o menos fibroso (fig. 5). La distribucién en ambos
casos es similar a la de las células reactivas a los sueros anti-serotonina y anti-proteina especifica S-100.

La capa marginal del LI muestra reactividad al PAS, al suero anti-serotonina y al suero anti-proteina S-100,
con una intensidad variable, siendo generalmente mas marcada frente al suero anti-proteina S-100.

Discusion

La inervacion serotoninérgica del LI podria estar restringida a determinadas especies de vertebrados
inferiores (Thornton y Geschwind, 1975), anfibios (Kondo y col., 1983 y Ueda y col., 1984) o tele6steos (Groves
y Batten, 1985 y Margolis-Kazan y col., 1985), donde intervendria como elemento esencial en la regulacion de la
actividad glandular.

En los mamiferos la serotonina parece estar localizada en los granulos de las células gonadotropas (Payette y
col., 1985), y su existencia a nivel de LI es discutida. En lepéridos (Stoeckel y col., 1983 y Schimchowitsch,
1984), han detectado la existencia de tractos de fibras reactivas a un anticuerpo monoclonal anti-serotonina.
Utilizando técnicas de autorradiografia ultraestructural (Calas, 1981) y de inmunocitoquimica (Friedman y col.,
1983), se ha puesto en evidencia la existencia de sinapsis neuroglandulares serotoninérgicas y de un denso plexo
nervioso de fibras inmunoreactivas al suero anti-serotonina en el LI de la rata. No obstante, estos hallazgos no
son coincidentes con los resultados obtenidos por Kondo y col. (1983), quienes afirman no haber apreciado la
existencia de inervacion serotoninérgica en el LI de diferentes mamiferos como la rata, el hamster o el perro; o
con los de Carvajal y col. (1991), que solamente encuentran algunas fibras reactivas dispersas en el LI
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FIGURA 2.

S. CARBAJO Y COLS.

b

Célula poligonal mostrando inmunorreactividad a un suero antiserotonina (tlecha ancha). Se aprecia la
existencia de prolongaciones citopldsmicas (flechas estrechas) con una longitud variable. X 6000.
Cé¢lulas reactivas a un suero anti-proteina especifica S-100. Es de destacar el gran polimorfismo celular.
Agunas células tienen el aspecto tipico de las células glandulares (fig. 2, flecha ancha). Hay diferencias
considerables en cuanto a la intensidad de la reactividad. tanto en los somas como en las prolongaciones
(figs. 2y 3, flechas estrechas). X 6000.
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FIGURA 3. Células reactivas a un suero anti-proteina especifica S-100. Es de destacar el gran polimorfismo celular.
Agunas células tienen el aspecto tipico de las células glandulares (fig. 2, flecha ancha). Hay diferencias
considerables en cuanto a la intensidad de la reactividad, tanto en los somas como en las prolongaciones
(figs. 2 y 3, flechas estrechas). X 6000.

FIGURA 4 Y 5. Células PAS-positivas en el LI. Algunas son redondeadas yaparentemente carecen de prolongaciones, por
lo que muy bien pudiera tratarse de elementos de tipo glandular (fig. 4, flecha). Otas son poligonales yc on
prolongaciones citofidlsmicas muy extensas (fig. 5, flechas), X 6000.
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Tras descartar la posible existencia de reacciones cruzadas del suero anti-serotonina, nunca superiores al 1%,
con fracciones protéicas intracelulares o con otras sustancias como la 5-metoxitriptamina, la norepinefrina o la
epinefrina y, a la vista de las imédgenes obtenidas, dada la concluyente positividad y especificidad de los sueros
utilizados para la realizacién de este trabajo, cabe admitir que, la inmunoreactividad al suero anti-serotonina que
aparece en somas celulares del LI, viene dada por la presencia en los mismos de productos de naturaleza
serotoninérgica, aunque no haya razonres suficientes para considerar la posibilidad de que estas células supongan
una hipotética fuente endégena de serotonina.

Como alternativa, se podria admitir que la inmunoreactividad que aparece en los cuerpos celulares de aspecto
no glandular del LI, seria el resultado de la captacién por estas células, que actuarian como reservorio, de
serotonina sintetizada en otros lugares del sistema nervioso, y liberada en los terminales de las fibras
serotoninérgicas. ,

En nuestro trabajo hemos encontrado en una misma célula, mediante el estudio de cortes seriados, material
reactivo tanto frente al suero anti-serotonina como al suero anti-proteina especifica S-100, lo que determina su
especificidad, tratdndose por tanto de células foliculo estrelladas (ALLAERTS, 1989); si bien, frente a este
ultimo suero, hemos observado algunos elementos debilmente tefiidos y que no aparecian en cortes adyacentes.

En las células PAS-positivas hemos observado que sus caracteristicas morfoldgicas, cualidades tintoriales y
distribucién, son similares a las de las células serotonin-positivas. La presencia de serotonina en células PAS-
positivas ha sido confirmada en peces por MARGOLIS-KAZAN vy col. (1985). Por estos argumentos pensamos
que se debe tratar de células pertenecientes a una misma estirpe, las células foliculo estrelladas.

Desde el punto de vista funcional, algunos hechos como la capacidad de las células foliculo-estrelladas para
llevar a cabo procesos de endocitosis (FORBES, 1972 y ALLAERTS, 1989); el reciente descubrimiento de su
efecto inhibidor sobre la estimulacién e inhibicién de hormonas hipofisarias, actuando como un sistema “buffer”
fisiolégico capaz de modular la respuesta de las células glandulares (ALLAERTS y col., 1990); y las
aseveraciones acerca de la capacidad de sintesis de las células PAS-positivas, refuerzan nuestra hipétesis, lo cual
casi nos permite afirmar que en el LI solamente existen dos variedades celulares, las células melanotropas y las
células foliculo estrelladas.
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ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR EN LA ,ADENOHIP(/)FISIS DEL RATON
MACHO ADULTO EN DIFERENTES PERIODOS DEL DIA TRAS LA ADMINISTRACION
DE BROMODESOXIURIDINA

CELL PROLIFERATION IN THE ANTERIOR PITUITARY OF MALE NICE AT
DIFFERENT PERIODS OF THE DAY AS REVEALED BY BROMODEOXYURIDINE

E. CARBAJO PEREZ'y Y.G. WATANABE

Departamento de Biologia.
Facultad de Ciencias, Universidad de Niigata. Niigata. Japon.

RESUMEN

Para estudiar las variaciones circadianas en la proporcién de células adenohipofisarias que estdn en fase de sintesis de
DNA se han estudiado tres grupos de ratones machos adultos. Los animales recibieron una inyeccién intraperitoneal de
bromodesoxiuridina, a las 6:00, a las 13:00, o a las 21:00 horas respectivamente, y fueron sacrificados tres horas mas tarde.
La bromodesoxiuridina incorporada a los nticleos en fase de sintesis fue revelada mediante técnicas inmunohistoquimicas
utilizando un anticuerpo monoclonal anti bromodesoxiuridina. La mayor densidad numérica de células marcadas con
bromodesoxiuridina se encontré al mediodia (13:00-16:00 h.) y la menor en el grupo estudiado durante la noche (21:00-24:00
h.). En nimero de nicleos marcados fue mayor en la regiones posteriores que en las regiones anteriores de la glandula en el
grupo estudiado al mediodia; sin embargo, la distribucion de éstos fue casi uniforme durante la noche.

PALABRAS CLAVE: Proliferacién celular, Bromodesoxiuridina, Inmunocitoquimica, Variaciones circadianas, Hip6fisis,
Ratén adulto.

SUMMARY

To investigate daily variations of the rate of DNA replicating cells in the anterior pituitary, bromodeoxyuridine was
given intraperitoneally to adult male mice. Three groups of animal were injected at 6:00, 13:00 or 21:00 h. respectively and
killed three hours later. Bromedeoxyuridine incorporated into DNA was revealed immunohistochemically using a
monoclonal antibody. The density of bromodeoxyuridine-labelled cells was highest in the afternoon (13.00-16.00 h.) and
lowest at night (21.00-24.00 h.). The density of labelled nuclei was greater in the posterior than in the anterior portions of the
pituitary in the afternoon although it was almost the same thoroughout the gland at night.

KEY WORDS: Cell proliferation, Bromodeoxyuridine, Immunocytochemistriy, Daily Variations, anterior pituitary, mouse.

Introduccion

Se ha demostrado variaciones circadianas en los ritmos de poliferacién celular en distintos 6rganos
endocrinos tales como la glandula suprarrenal (Halberg y col. 1959; Kirillov y Kurilenko, 1977; Uerberberg y

1. Visitante becado, miembro del Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Facultad de Medicina. Universidad de
Salamanca. Espaiia.
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col. 1982; McNicol y col. 1989a) y la hipéfisis (Hunt, 1959; Nouét y Kujas, 1975). Los datos aportados sobre el
ritmo de proliferacion varian de una gldndula a otra, incluso existen contradicciones sobre la actividad
proliferativa de una misma glandula al contrastar los resultados de distintos autores. Hunt (1943), sefial6 que la
actividad mitética de la hipdfisis de la rata era minima en el periodo comprendido entre las 23:00 y las 8:00
horas, mientras que Nou&t y Kujas (6) describieron un pico de mdxima actividad mitética a las 6:00 h. Esta
diferencia podria ser aplicada, aunque sélo parcialmente, por el uso de diferentes técnicas.

Wyndford-Thomas y Williams (1966) han descrito recientemente el método para identificar las células en
fase de sintesis de DNA tras ser éste marcado mediante la administracion de Bromodesoxiuridina (BrDU) in
vivo. Este procedimiento se ha aplicado con éxito para el estudio de la proliferacién celular en la glandula
adrenal de la rata por McNicol y col. (1987) y en la hip6fisis del ratén (Carbajo-Pérez y col. 1989) y de la rata
durante el periodo postnatal (Carbajo-Pérez y Watanabe, en prensa). También ha sido aplicado para el estudio in
vitro de la proliferacion celular en la hipdfisis de la rata (McNicol y col. 1989b). En el momento actual los datos
en relacién con las variaciones circadianas de la actividad proliferativa de la hipdfisis son escasos, por ello, en
nuestro estudio se ha planteado su estudio en ratones machos adultos en diferentes periodos del dia utilizando la
técnica de la BrDU.

Material y Métodos

Animales

Se han utilizado ratones machos adultos de la cepa DDY que se mantuvieron en condiciones de temperatura
controlada (21° C+2), fotoperiodo de luz diurna y oscuridad nocturna y alimento y agua ad libitum. Todos los
animales recibieron una inyeccion intraperitoneal de 0,03 g. por kg. de peso de BrDU (Amersham, U.K.) y se
sacrificaron por decapitacion tres horas mds tarde. Para prevenir la influencia de ritmos anuales, todos los
animales fueron inyectados uno o dos dias después del equinoccio de primavera (salida y puesta del sol a las
5.46 y a las 17.56 respectivamente, hora local). En funcién de la hora de inyeccién (6:00, a las 13:00 o 21:00
horas) los animales fueron divididos en tres grupos (n=4 en cada grupo).

Procesado de las muestras y técnica inmunocitoquimica

Tras el sacrificio se extrajo la hip6fisis que fue fijada durante 12-24 horas en solucién de Bouin. Tras ser
deshidratadas las muestras se incluyeron en parafina segin los procedimientos habituales. De cada hipdfisis se
obtuvieron secciones frontales de 3 mm., que fueron montadas a intervalos de 120 mm. conservando la seriacién
en sentido antero-posterior. Tras la desparafinizacion las secciones se lavaron en tampén fosfato salino (PES 0.2
M, pH 7.4) y se inici6 la reaccién inmunocitoquimica para poner de manifiesto los nicleos marcados con BrDU
siguiendo un protocolo similar al descrito para un experimento previo (Carbajo-Pérez y col. 1989). Las secciones
fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-BrDU mas DNasa (Amersham, UK) durante 60 min. y
posteriormente con suero anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa. La reaccion fue visualizada con 3,3’-
diaminobenzicina.

Estudio morfométrico

Los nticleos marcados con BrDU fueron contados directamente al microscopio a 400 X. De cada animal se
recogieron los datos de todas las secciones en una serie (9 secciones por animal). La superficie de las secciones
se midi6 con la ayuda de un analizador de iméagenes (IBAS 2000, Zeiss), calculando la densidad numérica (DN=
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proporcién del ndmero de células marcadas con BrDU por drea total estudiada) expresada como nimero de
células marcadas/mm’. Para calcular el nimero total de células por unidad de superficie se tifieron algunas
secciones con hematoxilina, contando el nimero de niicleos contenidos en un drea predefinido.
Independientemente del grupo estudiado se obtuvo una proporcién aproximada de 10.000 células/mm?, lo cual
permite el cdlculo indirecto del nimero de células marcadas con BrDU/100 células.

Para determinar la existencia de variaciones en la DN entre distintas zonas de la pars distalis, se calculd la
DN en tres regiones: anterior (Secciones a 120, 240 y 360 mm del polo anterior de la hipdfisis), medio (480, 600
y 720 mm) y posterior (840, 960 y 1080 mm). Para la comparacién de medidas se utilizé el test ¢ de Student.

Resultados

Los nicleos marcados con BrDU se identificaron con facilidad incluso a pocos aumentos (Figs. 1 y 2) y,
aunque distribuidos por toda la glandula, los nicleos marcados parecian ser mds numerosos hacia las porciones
dorsales del 16bulo anterior.

La densidad numérica (DN) en los grupos inyectados a las 6:00 y a las 13:00 fue significativamente mayor
(p>0,05) que en el grupo de animales estudiado durante la fase de oscuridad (Tabla 1). En el grupo inyectado a
las 13:00 h. la DN fue mayor que en el de las 6:00 h. aunque esta diferencia no tuvo cardcter estadisticamente
significativo.

Hora de ndmero area total Nucleos marcados con BrDU

inyeccién de estudiada n° total niicleos/mm’
animales (mm?)

6:00 4 31.3 810 27+4*

13:00 4 28.3 869 31+5%

21:00 4 26.2 493 1943

TABLA 1. Densidad numérica de nticleos marcados con BrDU (DN= niicleos/mm?) en el 16bulo anterior de la hipofisis de
ratones machos adultos en tres periodos diferentes del dia. Valores expresados como media + error estandar de
las medias.

Diferencia significativa con el valor correspondiente al del grupo inyectado a las 21:00 horas (test t de Student,
p<0,01).

No se han encontrado diferencias entre las DNs de las regiones anterior, media y posterior del 16bulo
anterior de la hipdfisis en los animales inyectados por la noche. En los otros dos grupos la DN fue mayor en la
region posterior (Fig. 3).

Discusion

La técnica para la identificacion de células en fase de sintesis de DNA tras la inyecci6n in vivo de BrDU ha
demostrado su utilidad para el estudio de la proliferacién celular en la hipéfisis (Carbajo y col. 1989, Carbajo y
Watanabe, en prensa). Este método, por su relativa simplicidad, podria llegar a ser aplicado de forma rutinaria en
el estudio de los complejos problemas que plantean la proliferacion y la diferenciacién celular en la hipdfisis
(Carbajo-Pérez y col. en prensa). La escasez de datos acerca de las variaciones circadianas del ritmo de
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FIGURAS 1y 2.

FIGURA 3.

NUCLEOS MARCADOS CON BrDU/mm?

Visién parcial de dos secciones frontales de la hip6fisis de ratones machos adultos inyectados con BrDU
tres horas antes del sacrificio. Los puntos negros corresponden a nicleos inmunoreactivos a la BrDU. Se
hace evidente que en la Fig. 1, correspondiente a un animal inyectado a las 13:00 h. el nimero de
niicleos marcados es mayor que en la Fig. 2, que corresponde a un animal inyectado a las 21:00 h. 140
X.

Densidad numérica de los niicleos marcados con BrDU en las regiones anterior (A), media (M) y
posterior (P) del 16bulo anterior de ratones macho adultos en tres periodos diferentes del dia (u 13:00-
16:00; ii 6:00-9:00; n 21:00-24:00). Se representan medias + ES. Los valores marcados con el mismo
superindice son significativamente diferentes entre si (p<0,01, tes 7 de Student).
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proliferacion celular en la hip6fisis nos indujo a plantear el estudio y cuantificacion de las células marcadas tras
la administraciéon de BrDU en tres diferentes periodos del dia.

Hemos encontrado que el indice de células en fase sintesis es mayor durante la fase de luz, con valores
maximos alrededor del medio dia, mientras que la proliferacion celular disminuye por la noche. Comparar
nuestros datos con los obtenidos por otros autores no es tarea ficil dado que no se cuenta con un patron claro de
correlacion entre el ritmo de sintesis de DNA y el ritmo mitdtico en diferentes tejidos, siendo este tdltimo el
procedimiento empleado generalmente para cuantificar la actividad proliferativa. Barbason y col. (1987) han
descrito en el higado de la rata que las fases del ritmo de sintesis de DNA preceden en 9 horas a las de mitosis.
Sin embargo, en la zona fasciculata de la corteza adrenal de la rata, Uerberberg y col. (1982) han descrito que los
dos picos, el de sintesis y el de mitosis son casi simultdneos. Complicando mads esta relacion, Uerberberg y col.
(1983) describieron que la actividad de sintesis de DNA y el ritmo mitdtico varian independientemente el uno
del otro en la zona glomerulosa, habiéndose obtenido resultados similares por Scheving y Pauli (1967) en el
epitelio corneal.

En nuestro experimento no ha sido posible determinar la relacién entre el ritmo de sintesis de DNA y el
ritmo mitético en la hipdfisis, ya que aunque se intenté hacer una valoracién de la actividad mitética en
secciones tefiidas con hematoxilina férrica, la cuantificacién precisa del nimero de mitosis no fue posible debido
al numero extraordinariamente pequefio de figuras de metafase y a la gran dificultad que entrafia la correcta
identificacion de nicleos en profase. Considerando los datos aportados por otros investigadores en relacion con
el ritmo circadiano de la actividad mitética hipofisaria, encontramos que Nouét y Kujas (1975) describieron un
pico mitdético muy marcado a las 6:00 h. en ratas macho sacrificadas por perfusién con la solucién de Bouin-
Holland. En contraste, Hunt (1943) encontré el punto mdximo de actividad mitética a las 24:00 h. en ratas
hembras que habian sido tratadas con colchicina 9 horas antes. Una comparacion directa entre los datos de estos
investigadores no es posible dado a las diferentes técnicas empleadas y, ademds, porque en el momento actual no
se conoce hasta qué extremo el sexo puede afectar el ritmo circadiano de mitosis.

En nuestro estudio las mayores modificaciones en el nimero de células en fase de sintesis se han observado en
la regién posterior de la glandula. La mayor DN de los grupos de animales correspondientes a los intervalos 6:00-
9:00 y 13:00-16:00 h. fue debido fundamentalmente a un mayor nimero de células marcadas con BrDU en las
porciones posteriores de la gldndula. Las diferencias entre el grupo estudiado en la fase de oscuridad (con la menor
DN) y los otros dos grupos, han sido mds llamativas en la porcion posterior que en la anterior de la pars distalis. Al
demostrarse que no existen diferencias significativas en la DN global de los animales inyectados a las 6:00 y a las
13:00 horas, pero que la DN obtenida en las porciones posteriores del 16bulo anterior en estos dos grupos es
significativamente diferente, también hace pensar en una mayor contribucién de las porciones posteriores del 16bulo
anterior de la hip6fisis en las variaciones circadianas de la proliferacion celular en esta glandula.

La distribucién de células en mitosis ha sido descrita como uniforme en el tejido hipofisario por Hunt
(1947). Tampoco Shirasawa y Yoshimura (1982) ni Sakuma y col. (1984) encontraron diferencias regionales al
estudiar la actividad mitética en secciones coronales de la hipdfisis de ratas macho. En estos experimentos, el
sacrificio de los animales tuvo lugar a las 6:00 h., tres horas después de la inyeccién de colchicina, basandose en
el gran pico de la actividad mitética que debia tener lugar a las 6:00 h. segtin describieron Noué&t y Kujas (1975).
Sin embargo, de acuerdo con Hunt (1943) este periodo corresponderia al de menor actividad mitética durante el
dia. Como se ha mencionado antes, modificaciones del ritmo de la actividad de sintesis podrian preceder en
varias horas a las modificaciones de la actividad mitética. Si esta hipétesis fuera cierta, nuestros datos y los de
Hunt (1943) estarian estrechamente relacionados. De forma consiguiente, la distribucién uniforme de los nicleos
con BrDU en el grupo de animales estudiados en el periodo de oscuridad, cuando la actividad de sintesis es
minima, se podria corresponder con la distribucion homogénea de las figuras mitdticas descrita por Shirasawa y
Yoshimura (1982) y Sakuma y col. (1984) en el tejido hipofisario.
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RESUMEN

Reconocemos cuatro segmentos en la Arteria Vertebral, de acuerdo con criterios anatomorradiolégicos y
anatomoquirtrgicos: Segmento pretransversario, transversario, occipito-atloideo e intracraneal. En este trabajo nos ocupamos
de estudiar la morfologia microscépica y ultramicroscépica de los diferentes segmentos arteriales citados. De acuerdo con
nuestros hallazgos el segmento pretransversario de la Arteria Vertebral corresponde a una arteria eldstica, de forma
progresiva la arteria se transforma en una arteria muscular. Dentro del segmento transversario hay diferencias morfolégicas
notables, dependiendo de su relacién con el trayecto intravertebral o intervertebral de la arteria.

PALABRAS CLAVE: Arteria Vertebral, estructura y ultraestructura.

SUMMARY

We accept four segments in the vertebral artery, according with anatomochirurgical and anatomoradiological
knowledge: pretransversary, transversary, suboccipital and intracraneal segments. In this paper we study the structural and
ultraestructural findings of these different arterial segments. According to our findings pretransversary segment is a tipical
elastic artery. Advancing upward the artery becomes a muscular artery. In the transversary segment there are structural and
ultraestructural differences depending on its relation with intravertebral o intervertebral part of the artery.

KEY WORDS: Vertebral artery, structural morphology, ultraestructural morphology.

Introduccion

La Arteria Vertebral (AV) de acuerdo con los trabajos de LANG (1965), BARGMANN (1968), PIFFER y
ZORETTO (1980) entre otros, puede dividirse, de acuerdo con criterios anatomorradioldgicos y
anatomoquirurgicos en 4 segmentos:

1- Segmento Pretransversario o V1, que comprende el fragmento arterial situado entre el origen subclavio de la
arteria y su punto de penetracion transversaria.

2- Segmento transversario o V2, que comprende la porcién arterial que va desde su punto de penetracion
transversaria, en el agujero vertebral de la sexta vértebra, hasta el espacio intertransversario situado entre las
vértebras cervicales segunda y tercera. El segmento V2 puede dividirse en dos: el tramo transversario que
queda cubierto por el canal 6seo de las apdfisis transversas de las vértebras cervicales, denominado
intradseo, y el transversario extradseo que queda entre los canales transversos de las vértebras.

3- Segmento Occipito-Atloideo o V3.

4- Segmento Intracraneal o V4, que se corresponde con el segmento arterial localizado en dicha region.
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A la vista de los antecedentes reseflados y comprobada la existencia de lagunas y discordancias entre ellos,
nos proponemos realizar un estudio de la Arteria Vertebral humana en sus distintos tramos.

Material y Métodos

Se han estudiado los siguientes especimenes:

7 pares de arterias de neonatos (menos de 48 horas de vida); 5 pares de arterias de nifios fallecidos entre los
2 y los 8 afios de edad; 25 pares de arterias de adultos fallecidos entre los 25 y los 80 afios de edad.

Todas las arterias vertebrales, han sido procesadas para su estudio a microscopia de luz, y ocho vertebrales
del grupo 3 lo han sido para su estudio ultraestructural.

El procesado del material ha sido realizado de forma rutinaria, utilizando las coloraciones de Orceina, Azan,
Kliiver-Barrera, Verhoef y Fucsina paraldehido de gabe en cuanto a las preparaciones destinadas al estudio
estructural, y siguiendo los pasos estandarizados para el material con destino al microscopio electrénico de
transmision.

Resultados

Los hallazgos obtenidos en este estudio los vamos a dividir en 2 apartados fundamentales:
A) Resultados obtenidos con microscopia de luz y técnicas histolégicas de rutina.
B) Aportaciones procedentes del estudio ultraestructural.

A) La estructura mural de la A.V. del neonato se caracteriza por su debilidad, faltando el tejido eléstico en la

Tunica Media (TM). Durante la infancia se desarrollan primero las laminas eldsticas externas (LEE) e interna

(LEI). Posteriormente con el paso al periodo escolar y juvenil aparecen las fibras eldsticas, progresivamente mas

numerosas, en la TM.

En lo que a morfologia de la AV adulta se refiere, vamos a comentar algunas diferencias estructurales
observadas en sus distintos segmentos, a microscopia ptica.

1.- La AV tiene una estructura mural eldstica en los primeros milimetros del segmento pretransversario V1, pero
antes de que haya transcurrido un centimetro ya ha adquirido una estructura mural tipicamente muscular.
Destaca la nitidez de la MEI, una MEE mds tenue y una vigorosa adventicia.

2- El tramo V2 no presenta variaciones con respecto al anterior en lo que MEI, se refiere, pero destaca la drastica
reduccion de material eldstico en la TM. Existe una diferencia entre la estructura adventicial de las porciones
intradsea y extradsea del segmento arterial V2, consistente en un mayor vigor de esta membrana en el tramo
extradseo.

3.- El tramo V3 presenta una gruesa pared que vuelve en ocasiones a tener material eldstico esporddicamente en
su tunica media, a la vez que una considerable adventicia.

4.- La porcién V4 Intracraneal, presenta un importante adelgazamiento de la TM, ausencia total de material
elastico, la intima algo engrosada y muy poca definicion de las MEI y sobre todo MEE. Llama la atencion,
en contra de algunas descripciones, la abundante adventicia.

En el estudio que acabamos de realizar sobre la Arteria Vertebral, no hemos encontrado (y entendemos que
es un dato negativo de interés) en ninguno de sus segmentos, dispositivos reguladores del flujo tipo ‘PADS’,
como se han descrito en otras arterias de la economia.

B) En cuanto a los hallazgos habidos en el estudio ultraestructural queremos destacar aquellos mas
significativos, sistematizdndolos y agrupandolos en sus diferentes segmentos arteriales:
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FIGURA 1. Adventicia de la arteria vertebral humana. Segmento V1. Nétese en a) fibras musculares lisas “ancladas™ en la
lamina eldstica externa muy bien delimitada; y en b) haces de fibras musculares seccionados de través. Cortes
semifinos. Azul de toluidina
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FIGURA 2. Arteria vertebral humana. a) Miofibroblasto del espacio subintimal.

b) Detalle de la ldmina elastica externa a nivel del segmento V2 (extradseo).
¢) Adventicia del segmento V3. Nétese una fibra nerviosa amielinica.
d) Detalle de las uniones intercelulares a nivel de la intima.
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1.- En el segmento Pretransversario (V1) la intima de la Vertebral estd compuesta por un endotelio que descansa
sobre un espacio subendotelial muy ancho y muy celular. Una neta MEI separa ésta capa de la TM. Las
caracteristicas del endotelio no difieren de las encontradas a otros niveles de las AV, y son las siguientes:

1 a.- Abundancia de vesiculas micropinociticas que se acumulan preferentemente en las proximidades de la luz

y de la membrana basal.
I c.- Abundancia de microfilamentos, cuerpos de Palade, mitocondrias, algunas cisternas de reticulo endopldsmico rugoso y

otros organulos citoplasmdticos.

La capa de células endoteliales descansa sobre una membrana basal continua, a través de la cual se une al
espacio subendotelial.

Entre la ldmina eldstica interna y el endotelio intimal pueden encontrarse tres tipos de células: musculares lisas,
fibroblastos y miofibroblastos.

La membrana eldstica externa es neta y continua y destaca su relacién con fibras musculares, dispuestas en
grupos, o aisladamente, por su cara adventicial.

2.- Segmento V2 intraoseo o intratransversario: La Intima de éstos segmentos presentan un adelgazamiento del
espacio subendotelial, alcanzando a formarse 8 capas de células como media, compuestas por fibroblastos,
miofibroblastos y fibras musculares. La MEI es continua, festoneada y vigorosa. En la capa media se
observan abundantes fibras musculares, circularmente dispuestas, y manteniendo frecuentes contactos entre
ellas. Destaca la disminucién del material eldstico en la media, aunque es la fibra conectiva mads
frecuentemente observada en esta regién. La LEE es en los segmentos transversarios intraoseos mds
caudales continua y neta, siendo mds delgada y discontinua en los homénimos mds craneales.

La adventicia de todos estos segmentos V2 intraespinosos es delgada, predominando la coldgena sobre los demads
componentes conectivos.

Segmento V2 extraoseo o extratransversario: Las Unicas diferencias respecto al segmento V2 intraoseo es que
existe un engrosamiento del espacio subendotelial que alcanza las 12 hileras celulares como media, no
variando sin embargo los tipos celulares constitutivos del referido espacio subendotelial. La LEE del
segmento extraoseo es claramente mds gruesa que su homénima intraosea.

3.- Segmento Suboccipital. La Intima estd constituida por un endotelio que descansa sobre un espacio
subendotelial constituido por unas 10 hileras de células.

Aunque la MEI mantiene todo su vigor y caracteristicas de continuidad y grosor, la MEE es delgada y
discontinua. La Adventicia es muy rica en coldgeno y tiene un grosor similar al observado por la Adventicia
del segmento arterial V2 extraoseo. Con frecuencia se ven fibras amielinicas rodeadas de material conectivo.

4.- En el segmento intracraneal V4 destaca el grosor relativo de la intima respecto de las otras tlnicas arteriales,
aunque su espacio subendotelial solo tenga 8 capas de células. Existe una nitida MEEI, pero falta la MEE y
no pueden verse fibras eldsticas en la TM; asi mismo destaca la menor celularidad de la capa media, que
comporta una relativa delgadez de dicha capa. La Adventicia es mds gruesa que en todo el territorio
Transversario y Suboccipital, alcanzando practicamente el grosor del segmento pretransversario.

Pueden observarse algunos “vasa vasorum” en la Tunica Adventicia de cualquiera de los segmentos
precedentemente descritos. Las fibras amielinicas, cualquiera que sea el segmento del vaso estudiado, sélo
las hemos observado en la tinica adventicia, salvo en una ocasion en la que hemos tenido la oportunidad de
encontrar una fibra amielinica en intima relacién con una célula muscular de la tiinica media.

Discusion

Desde los trabajos de Argaud (1909), Dubreuil y Lacoste (1931) y Piffer y Zoretto (1980), se conoce a la
Arteria Vertebral como un vaso tipicamente muscular; otros autores como Lang (1965) o Bargmann (1968)
encuadran a la arteria entre las eldsticas. A éste respecto debemos indicar que después de observar los cambios
estructurales que dicha arteria sufre a lo largo de su recorrido, entendemos que ambas tendencias son
perfectamente compatibles. Los autores que aseveran la cualidad elastica de la arteria s6lo pueden basarse en el
estudio de los primeros milimetros del segmento pretransversario del vaso. A partir de ésta zona la arteria
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adquiere un cardcter tipicamente muscular. Wilkinson (1972) indica que al penetrar la arteria en la duramadre
disminuye el coldgeno de su Adventicia. Piffer y Zoretto (1980) indican lo contrario. Después de nuestro estudio
estamos de acuerdo con éstos tltimos, ya que hemos podido constatar el paso de fuertes faciculos coldgenos, que
atan la Adventicia a la duramadre en su punto de penetracion en esta.

Con respecto a los distintos segmentos en que hemos dividido a la arteria Vertebral, estamos en completo
desacuerdo con Wilkinson (1972), quien afirma que esta arteria no sufre cambios estructurales a todo lo largo del
recorrido que hace desde su origen hasta 1 cm. antes de perforar la duramadre. La arteria Vertebral varia
progresiva y significativamente de uno a otro segmento y atin dentro del segmento V2 hemos observado notables
diferencias en la estructura mural, dependiendo de la posicién extra o intratransversaria. La “proteccion” del
hueso vertebral es responsable de estas diferencias morfoldgicas, tanto en el nivel estructural como en el
ultraestructural. Estas diferencias, especialmente significativas en lo que al grosor del espacio subendotelial y de
la Adventicia se refieren, no habian sido previamente descritas.

BIBLIOGRAFIA

ARGENSON, C.; FRANCKE, J.P.; SYLLA, S.; DINTIMILLE, H.; PAPASIAN, S. y MARINO, V.: Les Arteres Vertebrales.
Anat. Clin. 2: 29-41 (1979).

ARGAUD, D.: Recherches sur I’histopathologie des elements contractiles et conjontifs des parois arterielles chez les
molusques et les vertebres. J. Anat. Phys, norm. et Pathol., Paris, 45: 95-96 (1909).

DUBREUIL, G. y LACOSTE, A.: Histophysiologie des parois vasculaires arterielles et veineuses de I’homme. Ann. Anat.
Path., Paris, 8: 988-1041 (1931).

PIFFER, C.R. y ZORETTO, N.L.: Microscopic anatomy of the Vertebral artery in the suboccipital and intracraneal. Anat.
Anz. Jena, 147: 382-388 (1980).

LANG, J.: Mikroskopische Anatomie der Arterien. Angiol., Base 2: 225-284 (1965).

BARGMANN, W.: Histologia y Anatomia microscépicas humanas. Ed. Labor, Barcelona (32 ed.): 259-303 (1968).

WILKINSON, I.M.S.: The vertebral artery. The extracraneal and intracraneal structure. Arch. Neurol., 27: 392-396 (1972).

Correspondencia: M.A. Crovetto de la Torre
Maximo Aguirre 5-4B.
Las Arenas . Vizcaya . Espaia.



An. Anat. 37:41-51 (1991)

TIPOS DE NEURONAS PIRAMIDALES EN LAS CAPAS 11 Y III DE LA CORTEZA CE-
REBRAL DEL CONEJO

TYPES OF PYRAMIDAL NEURONS IN LAYERS II AND III OF THE RABBIT CEREBRAL
CORTEX

S.M. GOMEZ-URQUIJO, J.L. BUENO-LOPEZ, C. REBLET, A. LOPEZ MEDINA,
M.J. MASEDA ARMESTO

Seccién de Anatomia Departamento de Neurociencias.
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RESUMEN

Hemos estudiado con técnicas de impregnacién argéntica la morfologia de las neuronas piramidales de las capas II y III.
Hemos encontrado dos tipos distintos de células. Uno de ellos presentaba dentritas basales horizontales o descendentes,
colaterales axénicas principalmente horizontales y soma de perfil triangular. El otro tipo de neurona piramidal es de soma
redondeado, dentritas basales con mayor frecuencia ascendentes y colaterales axénicas verticalizadas u oblicuas ascendentes.
Es plausible que existiendo tales diferencias en los campos dentriticos las aferencias a ambos tipos de neuronas sean distintas.
Por otra parte la diferente colateralizacién axonal sugiere diferencias en los blancos sinépticos.

PALABRAS CLAVE: Morfologia neuronal, Neocortex, Golgi.

SUMMARY

We have studied with the rapid Golgi method the morphology of the pyramidal neurons in layers II and III of the
cerebral cortex. We have found two distinct types of piramidal neurons. The first type displayed horizontal or descending
basal dendrites, horizontal axon collaterals and triangulaar somatic shape. The second type presented rounded soma, radially
arising from the somata basal dentrites and vertical or ascending axonal collaterals. Owing to the differences in the dendritic
patterns it is conceivable tha the imput to both types of neurons are different. On the other hand, the distinct axonal
collateralization suggest for both types different synaptic targets.

KEY WORDS: Neural morphology, Neocortex, Golgi.

Introduccion

Desde las primeras observaciones microscopicas de la corteza cerebral se pudieron comprobar dos
caracteristicas peculiares como son su organizacion en capas y la presencia de unas células de seccién triangular.
Estas células pronto fueron denominadas neuronas piramidales o pirdmides cerebrales y al ser observadas con
métodos que demostraban toda la morfologia neuronal, se comprob6 que compartian otras caracteristicas de
importancia. Las principales son la presencia de abundantes espinas dendriticas, una prominente dendrita apical,
varias dendritas basales que nacen de la zona opuesta y, principalmente, un axén de proyeccién que penetra en la
sustancia blanca. También se pudo observar que su perfil no siempre era piramidal e incluso se consideraron
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Tipos de neuronas piramidales de las capas II y III de la corteza cerebral del conejo.

FIGURA 1-(A). Representacion de la distribucion del drbol basal de ambos tipos celulares. En abscisas se colocan las
distancias entre los puntos de interseccién (en micras) y en ordenadas los valores medios de
intersecciones. Se representan con circulos llenos las intersecciones de las dendritas basales de las
neuronas triangulares y con circulos huecos las correspondientes a las neuronas redondeadas. La
diferencia es especialmente marcad en las primeras 70 mm. (B): Esquema de las caracteristicas mas
importantes de las neuronas piramidales triangulares: forma somatica triangular, dendritas basales de
division paulatina y confinadas al espacio sub-somadtico y colaterales axdnicas horizontales. (C): Esquema
de las caracteristicas mds importantes de las neuronas piramidales redondeadas incluyendo la forma
somdtica, las dendritas basales ocupando niveles radiando desde el soma y dividiéndose en penachos, y
las colaterales axdnicas ascendentes.
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FIGURA 2- (A). Dibujo con camara clara de cuatro células piramidales triangulares. Se puede apreciar tanto la forma
triangular de sus somas como la distribucién de sus drboles dendriticos basales bajo el plano basal del
soma. Obsérvese en (3) la inclinacién tanto del soma como del drbol dendritico basal con respecto a la
linea normal a la superficie pial. Se aprecia la aparicién de colaterales axénicas horizontales. (B), (C) y
(D): Microfotografias de dos células piramidales triangulares en las que se observa el 4rbol basal sub-

somadtico y la forma triangular del soma. (E) Detalle de (D) mostrando la direccién horizontal de las
dendritas basales.
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FIGURA 3-(A). Dibujo con cdmara clara de cuatro células piramidales redondeadas con su caracteristica forma somatica,
la divisién de las dendritas basales en penachos y las colaterales axdnicas verticalizadas. Nétese
especialmente la profusa colateralizacién vertical de la neurona (2). (B), (C) y (D): Microfotografias de

células piramidales redondeadas en las que se aprecia la forma somadtica y la divisién de las dendritas
basales en “Y” o “en penacho”.
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como células piramidales algunas neuronas cuya forma se alejaba de la piramide ideal hasta llegar a presentar un
perfil semilunar como son las pirdmides modificadas descritas por Lorente de N6 (1922).

Estudios anteriores sobre morfologia de las neuronas piramidales hacian hincapié principalmente en la
distribucién por tamafios (Peters y Kara, 1985). Sin embargo se ha comprobado que las diferencias en la
morfologia somadtica de las células piramidales y su patron de distribucion dendritica en ocasiones estd en
relacion con diferentes propiedades fisiologicas (Deschenes et al. 1979) y recientemente se han asociado
distintas morfologias neuronales a distintos blancos sindpticos (Katz, 1987; Schofield et al., 1987; Games and
Winer, 1988; Hallman et al., 1988; Hiibener and Bolz, 1988). Estas diferencias no se refieren tanto al tamafio de
la célula como a su forma. Por ello en este estudio hemos buscado diferentes formas celulares que puedan tener
significacién funcional dentro de las células piramidales, prestando especial atencién a la distribucion dendritica
y la forma somdtica.

Material y Métodos

Para la realizacion de este estudio se han utilizado 12 conejos albinos de edades comprendidas entre los 25 y
los 30 dias.

La impregnacion argéntica se realizé segtin el método rapido de Golgi modificado por Valverde. Para ello se
procedio a la fijacién del cerebro, con el animal convenientemente anestesiado, por perfusién percardiaca de un
solucién salina fisiolégica a 37 grados y posteriormente con una solucién de fijaciéon con mezcla de aldehidos
(glutaraldehido 1% y paraformaldehido 1%) en tampén fosfato 0,1M pH 7.4 con cloruro célcico 0,02mM. Una
vez fijado se extrajo el cerebro y se tallaron bloques de diversas dreas de la corteza cerebral, con un tamafo
conveniente, que se mantuvieron en solucion al 2,4% de dicromato potdsico con tetréxido de osmio al 0,2% en
agua destilada. Tras un periodo variable de tiempo (4-7 dias) los bloques se extrajeron para su posterior
inmersion en una solucién de nitrato de plata al 0,75% en la que permanecieron durante 24-48 horas. Tras
deshidratar los bloques en series de glicerinas de pureza ascendente (20%, 40%, 60%, 80% y 100%) se procedi6
al corte de los bloques a 100 mm y a la inclusion de las secciones obtenidas en resina de araldita entre porta y
cubre deshidratdndolos para ello con alcohol ascendente y 6xido de propileno.

El estudio se realiz6 sobre las dreas Oc y Te de la corteza cerebral del conejo segin el mapa
citoarquitecténico de Fleischhauer et al. (1980) y se centrd en el estudio de las capas piramidales
supragranulares.

Las neuronas impregnadas en capas II y III fueron dibujadas con un microscopio Nikon Optiphot provisto de
camara clara a 40X y sobre ellas se realizé un contaje de inserciones dendriticas con una serie de circulos
concéntricos centrados en el soma y separados por una distancia de 10 mm entre si (Sholl, 1953). Se contaron
independientemente las intersecciones dendriticas con los circulos que aparecian inferiormente al plano
horizontal que atraviesa el soma en su punto de mayor anchura y las que aparecian por encima de este plano. Los
resultados de estas mediciones se promediaron para cada distancia, situacion y tipo celular.

Resultados

Para la distincion de las células piramidales entre las impregnadas por el cromato de plata nos basamos en la
coexistencia de dos criterios que son caracteristicos y suficientemente definitorios: la presencia de abundantes
espinas dendriticas y una dendrita apical dirigida hacia la superficie pial. Estos criterios nos delimitan un grupo
de pirdmides tipicas de morfologia somdtica variable, pero dejan aparte grupos de células cldsicamente
consideradas como piramidales; entre ellas las pirdmides modificadas (Lorente de N6, 1922) y las piramides
invertidas (Van der Loos, 1965), que no fueron objeto de este estudio.
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Un primer tipo de pirdmides que podemos describir son las pirdmides cldsicas cuyo soma presenta perfil de
tridngulo equildtero. En estas células las dendritas basales surgen de la arista laterobasal del soma con direccion
horizontal; las ramificaciones secundarias toman direccién ascendente abarcando un campo aproximadamente
semiesférico sin sobrepasar el nivel del plano basal somdtico. La mediacién de las intersecciones dendriticas con
los circulos daba una media muy baja en el espacio que se situaba entre los 0° y los 180° del eje horizontal mayor
del soma (véase fig. 1). Estas células se presentan principalmente en la capa III. El tamafio celular puede ser muy
variable pero en general aumenta con la profundidad a la que se encuentra situado el soma neuronal dentro de la
capa. El ax6n puede surgir de una dendrita basal o de la superficie basal del soma y se dirige hacia la sustancia
blanca. Las colaterales axénicas, cuyo nimero y emergencia dependen en gran medida de la altura a la que se
encuentra la neurona, en general son horizontales y en la propia capa. S6lo en ocasiones aparece alguna rama
recurrente oblicua hacia las capas superiores; estas ramas ascendentes suelen ser de las primeras en surgir del
axo6n (fig. 2).

Otra forma de células piramidales, dentro de las pirdmides tipicas, son las pirdmides redondeadas cuyo soma
se aleja en mayor o menor grado de la forma triangular adoptando perfiles piriformes e incluso esféricos. En
estas células, al ser el polo apical redondeado, la dendrita apical surge de forma mds abrupta. Las dendritas
basales surgen en una extensiéon mds amplia del soma neuronal y no siempre se circunscriben a la parte basal
surgiendo en ocasiones de la mitad apical del soma. Otra caracteristica de las dendritas basales es su direccién
aproximadamente radial, en relacién al soma, para dividirse a pocas micras de éste en un penacho, algunas de
cuyas ramas toman direccion ascendente dirigiéndose hacia la pia y sobrepasando el nivel somatico. Por esta
direccién ascendente, el nimero de intersecciones de las dendritas basales con los circulos concéntricos era
mayor, por encima del plano horizontal centrado en el soma, que en el caso de las piramides triangulares
descritas anteriormente (fig. 1). Este tipo de células es mas frecuente en la capa II. El tamafio somatico es, en
general, menor que el de las pirdmides triangulares descritas anteriormente. El axén de estas células, en general,
da mds colaterales que el de las cldsicas pirdmides triangulares y estas colaterales son mas frecuentemente
ascendentes quedando el campo delimitado por ellas en una zona columnar (fig. 3).

Discusion

Los resultados que ofrecemos sefialan la existencia de dos tipos de células entre las cldsicas pirdmides
cerebrales. Estos tipos, diferenciados principalmente por su patrén de distribucion dendritica basal, también se
reflejan en la forma somadtica y en la arborizacién axonal.

El hecho de que la morfologia somdtica varie con el patron de emergencia dendritica es facilmente
relacionable con la distribucién del citoesqueleto que forma el anclaje de éstas y da forma al pericarion. Asi las
c€lulas con las dendritas basales naciendo de forma radial desde el cuerpo tienden a ser redondeadas mientras
que aquellas que presentan las dendritas surgiendo desde los dngulos basales tienen formas mas abruptas.

Otro dato importante es el hecho de que las colaterales axonales sigan un patrén semejante al de
arborizacién dendritica. Las células redondeadas tienen un campo dendritico basal esférico o casi esférico
consecuencia de la ramificacion radial de sus dendritas, cuya extensién ascendente es mucho mayor que las
triangulares. Estas células son las que presentan normalmente las colaterales axénicas recurrentes y
verticalizadas de modo que los campos dendritico y axonal se superponen. En las células triangulares de campo
receptor basal semiesférico las dendritas primarias siguen largos trayectos horizontales siendo muy raras las
ramificaciones ascendentes; las colaterales axdnicas son asimismo horizontales evitando el campo dendritico
propio para enviar su sefial a puntos distantes. Este hecho sugiere que ambos tipos de neuronas reciben diferentes
tipos de aferencias por sus distintos campos receptores y que sus blancos sindpticos son distintos al presentar una
diferente colaterizacion axonal.

La colaterizacién axonal intragris de las células piramidales ha sido estudiada ya pero sin prestar especial
atencién a su relacion con la forma somatica o el patrén de arborizacion dendritica (Schwark and Jones, 1989).
Se ha encontrado en la corteza somatosensorial primaria que las colaterales intrinsecas de las células piramidales
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supragranulares no abandonan el drea en la que estd la célula. Estas colaterales acaban mayoritariamente
sinaptando sobre espinas dendriticas, presumiblemente de otras células piramidales (Kisvarday et al., 1986).

Con respecto a las capas infragranulares se han encontrado diferencias morfolégicas que se asocian a
distintas caracteristicas funcionales. Deschenes et al. (1979) encontré que las células corticales de proyeccién a
la médula espinal presentaban distinta morfologia segtin su velocidad de conduccién del impulso nervioso: las
células de conduccién rdpida presentaban soma de mayor tamafio, su territorio dendritico era mds amplio con
una dendrita basal larga caracteristica y por ultimo su penacho apical era poco ramificado y con escasas espinas;
las células de conduccidn lenta presentaban un campo dendritico basal més reducido en extension y su penacho
terminal era mds ramificado y profusamente espinoso. Katz (1987) por su parte describe las diferencias entre las
células de la capa VI cuyo blanco sindptico es el claustro y las que proyectan al nicleo geniculado. Estas dltimas
presentan un drbol dendritico mds reducido en extensién pero mds denso y sin que su dendrita apical sobrepase
la altura de la capa III, al contrario de las células que proyectan al claustro que invariablemente alcanzan la capa
I con su penacho apical. Ademds se diferencian en las colaterales intragrises de su axén que en el caso de las
pirdmides proyectantes a claustro son horizontales y en las proyectantes al nicleo geniculado lateral son
ascendentes hasta la capa IV. La morfologia de las células corticotectales de la capa V de la corteza se ha
estudiado repetidamente y con distintos métodos (Schofield et al., 1987; Games and Winer, 1988; Hallman et al.,
1988; Hiibener and Bolz, 1988) y se han identificado como grande pirdmides de la parte m4s profunda de la capa
V con una gruesa dendrita apical que llega a la capa I en forma de grueso penacho y un amplio y denso campo
dendritico basal. Las pirdmides de conexion callosa dentro de la propia capa V son completamente distintas, de
menor tamafio somdtico con un campo dendritico basal reducido y con una dendrita apical ramificada que no
sobrepasa la capa III (Games and Winer, 1988; Hallman et al., 1988; Hiibener and Bolz, 1988).

En las capas supragranulares sin embargo no se han encontrado atin que distintos tipos morfoldgicos tengan
distinta funcién y distintas proyecciones. En las capas II y III las células piramidales proyectan siempre a otras
zonas corticales pero su forma de proyeccion puede ser muy variada. Asi cada tipo celular podria especializarse
en una forma de proyeccion especifica; por ejemplo, proyecciones callosas, asociativas y dentro de estas tltimas,
proyecciones de dreas sensoriales primarias a secundarias o viceversa. Biihl y Singer (1989) han encontrado que
células con distintos patrones dendriticos proyectan a través del cuerpo calloso, pero faltan datos sobre la
participacion de distintos tipos de pirdmides de las capas supragranulares en otras formas de conectividad
corticocortical.

Los datos con trazadores de conexiones y los obtenidos de la inyeccién intracelular de marcadores podrdn
explicar si las diferencias de morfologia de las células piramidales de las capas II y III se corresponden
realmente con diferencias fisioldgicas o con distintos blancos sindpticos para cada tipo celular.
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RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la osificacién postnatal del esqueleto apendicular (miembro tordcico) del ovino.
Para ello, hemos utilizado 40 ovinos de ambos sexos y raza merina autdctona, distribuidos en cuatro lotes de 0, 45, 105 y 270
dias de edad. Se ha efectuado un exdmen radiolégico de sus miembros tordcicos completos en diversas posiciones,
analizando los nicleos de osificacién visibles en las imdgenes y considerando los momentos en que se producian la
consolidacién de las distintas metafisis.

Con todo ello se aprecia radioldgicamente la evolucién que experimentan los miembros tordcicos del ovino en las
distintas edades estudiadas. Se determina que las metéfisis epifisiarias experimentan una variacién a lineas epifisiarias
siempre entre los 45 y los 105 dias de edad.

PALABRAS CLAVE: Osificacion, radiologia, esqueleto apendicular y ovino.

SUMMARY

The present work studied the process of posnatal ossification of appendicular skeleton (thoracic limb) in the sheep. We
have used 40 Merino breed lambe distributed in four groupe of 0, 45, 105 y 270 days of age respectively. Inmediately after
we carried out a radiographic study on thoracic limb at differente positions. From x-rays present ossification nucleii were
analyzed taking into acount the time of fussion of differente metaphysis.

We have determined that epiphysis metaphysis change to epiphysis line between 45 to 105 days of age.

KEY WORDS: Ossification, radiology, appendicular skeleton and ovine.

Introduccion

Las investigaciones radiol6gicas referentes a la osificacién del esqueleto apendicular de los ovinos se
iniciaron a finales del siglo pasado (Tschriwinsky, 1880; Lesbre, 1987). Las pautas sefialadas por estos autores
son tratadas con mds profundidad por Tood/Tood (1936) y especialmente por Smith (1956 y 1968) y Barone
(1976), quienes realizaron un ordenamiento completo de los tiempos de fusion (Tabla 1).

Rajtova en 1974, realizé un ensayo comparativo del desarrollo posnatal del esqueleto de los miembros en
oveja y cabra, afirmando que en la cabra los huesos largos crecen de una manera més uniforme que en la oveja y
los cartilagos de conjuncién desaparecen mds temprano. En general, los machos cabrios tienen unos huesos mas
largos y anchos y algunas epifisis se unen a las didfisis mas tarde que en las hembras caprinas. Chao-Chien
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(1975) especifica que los huesos de los miembros de la cabra permanecen sin fusionarse hasta los 10 meses y
medio de edad.

No obstante, resulta obligado hacer constar que quizds haya sido la especie canina la que ha suscitado mayor
atencion entre los diversos autores (SEOUDI, 1948: HARE, 1960; CHAPMAN, 1965 y GARCIA MONTERDE,
1982), quienes sefialan que los nicleos de osificacion en el mismo orden cronolégico, pero las edades concretas
en las que tienen lugar su primera expresion estdn sujetas a variaciones dependientes del factor racial, mientras
que el sexo, parece no influir en el momento de aparicién de los centros de osificacion.

El interés de nuestro estudio radica en sumar algunas particularidades a los trabajos ya existentes y en
confirmas fases concretas en el crecimiento del ovino.

CENTROS LESBRE TSCHIRWINSKY TOOD&TOOD BRUNI&ZIMMERL SMITH BARONE

EPIFISARIOS (1897) (1888) (1936) (1951) (1956) (1976)
ESCAPULA

Tubérculo 5 - 8 J > 5
HUMERO

Proximal 42 16-21 36 4 17 24-36
Tub. mayor - - - - 28 -
Distal 34 3 8 34 4 34
Ep. lateral - - - - 4 =
Ep. medial - - - - 4 -
RADIO

Proximal 34 3 6 34 4 -
Distal 42 16-21 33 42 21 -
CUBITO

Proximal 36-42 - - 42 21 -
Distal 42 - 33 36 26 -
METACARPO 20-24 15-16 - 20-24 16 -
1 FALANGE 7-10 - - 7-10 8 -
2 FALANGE 5-7 - - 5-7 8 -
FEMUR

Proximal 36-42 16 33 36 17-18 -
Trocan.mayor - 16 33 - 17-19 -
Trocan.menor - 10 - - 13 -
Distal 36-42 16-21 33 42 18-20 -
TIBIA

Proximal 42 16-21 33 42 25 -
Tuberosidad - - - - 15 15-20
Distal 15-20 10 12 15-20 15 -
ROTULA - - - - - 24
PERONE 36 - - 42 15 -
METATARSO 20-24 15-16 - 36 15 36
1 FALANGE 7-10 - - 7-10 9 -
2 FALANGE 5-7 - - 5-7 6 -
COXAL 5 - - 5 - 5

TABLA 1. Tiempo de fusion (en meses) de los centros epifisiarios apendiculares del ovino segtin diversos investigadores.
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FIGURA 1. Imagen radiogréfica lateral del hombro y codo y esquema explicativo correspondiente.
1) nacimiento - 2) 45 dias - 3) 105 dias y 4) 270 dias.

n
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FIGURA 2.

M.T. GUILLEN. Y COLS.

Imagenes radiograficas dorsopalmar (a) y lateral (b) de la mano (con extremidad distal del antebrazo) y
esquema explicativo correspondiente. 1) nacimiento - 2) 45 dias - 3) 105 dias y 4) 270 dias.
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Material y Método

Se han utilizado 40 ovinos de raza merina autdctona distribuidos en cuatro lotes de 10 individuos cada uno
(5 machos y 5 hembras), segtin edades (nacimiento, 45, 105 y 270 dias de edad). A continuacién, se efectué un
estudio radioldgico de los miembros tordcico y pelviano completos en las posiciones lateral y craneo-caudal
(dorsopalmar o dorso-plantar, en mano y pie respectivamente).

Las radiografias fueron realizadas en un aparato Siemens-Monophos 150S del servicio de Radiologia de la
Facultad de veterinaria de Céceres, con distintas programaciones (segin drea del miembro radiografiada y
tamaio del individuo) que oscilaron entre 40-70 Kv y 16-36.5 mAs.

Resultados (Tabla 2)
Niicleos de osificacion Estructuras a las que se fusionan Edad
M. TORACICO
Tuberculosidad escapula +escapula 270
Epifisis proximal himero +diafisis humeral 270
Tubérculo mayor humero +didfisis humeral 270
Epifisis distal hiimero +diafisis humeral 105
Epicoéndilo lat. himero +diafisis humeral 105
Epicéndilo med. himero +diéfisis humeral 270
Epifisis proximal radio +diéfisis radial 105
Epif. proximal metacarpiana +diaf. metacarpiana Nacim.
Epif. proximal flange prox. +diéf. falangiana 170
Epif.distal falange prox. +diéf. falangiana Nacim.
Epif. proximal falange media  +diéf. falangiana 105
Epif. distal falange media +didf. falangiana Nacim.

TABLA 2. Tiempo de fusion referidos a los 0, 45, 105 6 270 dias de los niveles 6seos analizados (miembro tordcico)

HOMBRO Y CODO (Figs. 1)

Al nacimiento (Fig. 1. 1)

- Tubérculo de la escdpula (tE) separado de su hueso.

- Nicleo de la cabeza humeral (cH) bastante desarrollado.

- Nicleo del tubérculo mayor (tmH) extenso.

- Tubérculo menor (tH) se proyecta muy circunscrito.

- Metifisis proximal del himero (mpH), evidente, amplia y sin discontinuidades.

- Epicéndilo lateral del humero (elH) bien delimitado.

- Epicondilo medial del himero (emH), muy reducido (en fase mds avanzada se desarrollard mas
ampliamente que en el lateral): nétese en la imagen la hendidura radiolégica correspondiente al futuro
tejido 6seo del territorio, ahora en formacion.

- El resto de la epifisis distal se muestra visiblemente marcada (tréclea humeral y céndilo humeral).

- Metafisis distal del himero (mdH) notoria.

- En el cubito, el nicleo de la tuberosidad del olecranén (O); se encuentra en fase de proliferacion.
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- La cabeza del radio, (cR) posee un niicleo amplio.

- La metafisis proximal del radio (mpR) en este momento se aprecia netamente separada de su diafisis.

45 dias (Fig. 1.2)

- Tubérculo de la escdpula (tE) en fase activa de osificacion (mas amplio).

- Nucleos del tubérculo mayor (tmH) y menor (tH) mas desarrollados.

- Metéfisis proximal y distal del himero (mpH y mdH) con discontinuidades (se inicia la consolidacién
epifisiaria).

- Epicondilo lateral (elH) casi consolidado.

- Epicondilo medial (emH) con expansion.

- Metéfisis proximal del radio (mpR) en reduccion (se acerca la fusién epifisio-diafisiaria)./05 dias (Fig. 1.3)

- Tubérculo de escdpula (tE) casi fusionado.

- Nucleo del tubérculo mayor (tmH) en fase avanzada de osificacion.

- Nucleo del tubérculo menor (tH) claramente expresado (osificacion secundaria a término).

- Aparece la linea 6sea epifisiaria proximal del himero (IpH) mientras la distal tiene mayor grado de
osificacion.

- Epicoéndilo lateral (elH) consolidado.

- Surge la linea epifisiaria proximal del radio (1pR).

270 dias (Fig. 1.4)

- Fusion total del tubérculo (tE) a la escépula.

- Nicleo del tubérculo mayor (tmH) fusionado.

- El cierre metafisiario proximal avanza (1pH). El distal si ultim6 su proceso.

- Epicondilo medial (emH) cerrado.

- La tuberculosidad del olécranon (tO) que se ha ido expansionando en las imdgenes de los 45 y 105 dias, se
encuentra ya en fases finales de evolucion: el cartilago (nivel radio-licido) se encuentra reducido y con
aspecto aserrado. Resta por aparecer la linea radiopaca de fusion.

MANO (con extremo distal del antebrazo). (Figs. 2)

Al nacimiento (Fig. 2.1)

- La metifisis distal del radio (mdR) es amplia, abierta y cartilaginosa.

- Tanto los huesos de la fila proximal del carpo (carpo-cubital-Cc, intermedio-I, carporradial-Cr y Accesorio-Ac)
como los de la distal (42, 2°4+3°y 1°) se proyectan redondeados; este hecho es mas notorio para el h. accesorio (Ac).
- Las metdfisis distales del metacarpo III + IV (mdM) aparece bien reflejada, como corresponde a la plena
funcionalidad en que estd inmersa. »

- La tréclea del metacarpiano III + IV es doble, pero todavia no existe como tal la cisura intertroclear (cit).

- Los surcos longitudinales dorsal (sld) y palmar (slp) que contindan la cisura por las caras de referencia, se
encuentran bien delimitados, haciendo patente la unién de los cuerpos de los metacarpianos Il y IV.

- Se detectan radiolégicamente las metafisis proximales o metafisis funcionales de las falanges proximales y
medias (mpFP, mpFM), mientras que las falanges distales muestran un nticleo de osificacion cada una, en un
estado cartilaginoso, pero sin caracteristicas especiales.

- Los sesamoidemos experimentan una osificacion tardia. Se observan los sesamoideos proximales (Sp), muy
pequefios y radiolicidos. Atn no aparecen los sesamoideos distales.

45 dias (Fig.2.2)

- La metafisis distal del radio (mdR) estd mds cerrada que a los 0 dias, pero sin desaparecer el tejido hialino.

- Los huesos de ambas filas del carpo son mayores y pierden su forma redondeada, para ir adoptando una
morfologia cuadrada, con bordes rectos y cortantes. El hueso accesorio (Ac) es extenso.

- Las metafisis distales del metacarpiano III + IV (mdM) comienzan con una regresion de sus cartilagos.

- Aparece claramente la cisura intertroclear (cit).

- Las falanges proximales y medias presentan un incremento en sus longitudes y sus metafisis proximales
(mpFP, mpFEM) estdn en fase de consolidacion.

- Estan mds osificados los huesos sesamoideos proximales (Sp) y aparecen por primera vez los distales (Sd).

105 dias (Fig. 2.3)
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- La metafisis distal del radio (mdR) se va cerrando, disminuyendo al tiempo el tejido cartilaginoso constituyente.

- Los huesos del carpo estan bien conformados, aunque atin no existe la consolidacion total (falta en los carpianos
2° + 32y 4°). El hueso accesorio (Ac) se evidencia mas desarrollado y unido a su correspondiente fila.

- Las metafisis distales del metacarpo (mdM) al igual que sucedi6 en el radio, se hallan mds cerradas.

- Falanges proximales y medias, con la cadencia de reduccion metafisiaria descrita (mpFP, mpFM).

- Huesos sesamoideos mds amplios que en la edad anterior.

270 dias (Fig.2.4)

- En este estadio, la metafisis distal del radio se enuncia ya como linea epifisiaria distal del radio (1dR) al sufrir

la regresion del cartilago, aunque todavia no se haya alcanzado la total fusién 6sea.

- El cibito y su epifisis distal (edC), presentes desde el nacimiento, no nos han aportado hasta ahora datos

relevantes en las imdgenes, bien por enmascararlo el radio o por la radiolucidez de sus tejidos jovenes

integrantes; sin embargo, en esta etapa procede resefiar la presencia de su metéfisis distal (mdC), sin cerrar (a

diferencia de lo postulado en este sentido para el radio).

- En general, los huesos del carpo han experimentado una gran variacion, pues en lugar de grandes espacios entre

ellos, se aprecia una nitida coaptacién.

- Las metafisis distales del metacarpo III + I'V varian a lineas epifisiarias distales (1dM).

- Falanges proximales y medias consolidadas.

- Los huesos sesamoideos visibles y osificados.

Discusion

La edad de fusion de la epifisis proximal del himero varia segtn los diversos investigadores: LESBRE
(1887): 42 meses; TSCHIRWINSKY (1880): 16-21 meses; TOOD/TOOD (1936): 36 meses y SMITH (1956):
17 meses. Sin embargo, en nuestra experiencia, la consolidacion se efectia antes, a los 9 meses (270 dias). El
tubérculo mayor del himero se fusiona para SMITH (1956) a los 28 meses y nosotros lo hallamos en fase
consolidacién a los 9 meses. También discrepamos de este tltimo investigador con respecto a las fusiones de los
epicondilos lateral y medial del himero, que mientras para €l se realizan al mismo tiempo (4 meses), para
nosotros se produce primero el lateral (105 dias) y posteriormente el medial (270 dias).

En sentido general, GARN et al. (1967) establecen un standard radiogrifico para la osificacién postnatal,
sefalando un hecho a nuestro entender importante y con el que coincidimos: “el andlisis radiogréfico no es “per
se” suficiente como portador de datos que diferencien con claridad unas edades de otras a lo largo del
crecimiento. A esta afirmacidn, afiadimos que nos parece un método aceptable pero debe estar complementado
con otros.

Como principal conclusién resaltamos que el andlisis radiolégico contribuye a la diferenciacion de las etapas
del crecimiento estudiadas. En el miembro toricico, las metéfisis epifisiarias experimentan una variacion a lineas
epifisiarias siempre entre los 45 y 105 dias de edad.
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RESUMEN

Aunque el contenido mineral 6seo (CMO) del organismo humano se ha correlacionado con diversas variables
antropométricas, no hay un consenso en cudl de ellas puede influir mds el mismo. Por ello y en una amplio colectivo de
mujeres premenopatsicas (n=105), por ser éstas mds propensas a padecer osteoporosis, valoramos el CMO o masa 6sea por
absorcién foténica con fuente de rayos X de doble energia y lo correlacionamos con su masa muscular, el porcentaje de
grasa, el peso, su masa corporal y la edad.

Sélo encontramos correlacion significativa con el peso (p<(001) y con la masa corporal (p<0.001), pero con ésta el
valor de r es menor. Ello nos lleva a postular que el continuado esfuerzo mecanico que ocasiona el peso sobre el esqueleto es
el principal condicionante de estimulo para el desarrollo de la masa 6sea.

PALABRAS CLAVE: Variables antropométricas. Contenido Mineral Oseo. Mujeres Premenopatsicas.

SUMMARY

Several anthropometrical variables seen to correlate with bone mineral content (BMC), but it remains controversial
which of them have the greatest influence over it. Therefore, the purpose of this study was to measure the BMC or bone mass
by bone desitometry with dual energy X rays (DEXA) in a wide group (n=105) of premenopausal women, a status
predisposed to suffer from osteoporosis, and correlate it with their lean body mass, fat percentage, weight, body mass and age.

We only found significant correlation with the weight (p<0.001) and body mass (p<0.001), being the r value lower in the
latter. We can then postulate that the continued mechanic stress of the weight over skeleton is the main stimulus for bone
mass development.

KEY WORDS: Anthropometrical variables. Bone Mineral Content. Premenopausal status.

Introduccion

El contenido mineral de nuestro esqueleto, principalmente el calcio, es muy importante por estar implicado
en multiples y vitales funciones endocrino-metabdlicas (19). El medir el contenido mineral éseo total (CMOT)
da una idea muy precisa del contenido total del calcio ya que éste es un componente constante (37%) del
contenido mineral (15); siendo a su vez el CMOT un dato fiable y estimativo de masa dsea (32).
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Dependientes de las razas se han indicado cambios en la masa 6sea (6), que ya Herodotus sefial6 observando
los restos 6seos de una batalla entre persas y egipcios (12). Aun asi, para una misma raza, no hay un consenso en
si la masa 6sea, independientemente del condicionamiento genético, se relaciona con la masa muscular (MM),
con el peso (P) o con la grasa (MG), habiendo referencias que indican una relacién con la obesidad, con el P o
con la MM (20,30,29).

Los valores de masa 6sea adquieren especial importancia en la mujer, por ser esta mas propensa a padecer de
osteoporosis después de hacerse menopdusica (21). Por ello, en un amplio colectivo de mujeres
premenopaisicas, valoramos el CMOT y lo correlacionamos con distintas variables antropométricas como las ya
comentadas, es decir, con la masa muscular (MM), con el porcentaje de grasa (%MG), con la masa corporal
(MC) y con el peso (P), que calculamos segtn la férmula de Tomas y cols. (31).

Material y Métodos

Se estudian a 105 mujeres premenopdusicas con edades entre 20 y 49 afios, que se seleccionaron con
criterios de homogeneidad en razén a que no fumaran, ni ingerieran alcohol, que tuvieran 1 6 mas hijos a los que
dieran lactancia y realizaran el mismo tipo de vida (amas de casa) sin practica adicional de deportes.

Por el estudio clinico y analitico se descarté cualquier enfermedad que pudiera influenciar en su
metabolismo 6seo. Los valores séricos de creatinina eran en todas inferiores a 1.2 mg/dl. Ninguna habia estado
inmovilizada méds de 15 dias en los dos dltimos afios y no tomaban ningiin tipo de medicacién (corticoides,
hidantoinas, barbitiricos, vit. A 6 D, tiazidas, etc.) que pudieran influir en el metabolismo cdlcico.

A todas, en periodos alejados de la ingesta se les midi6 el CMOT, la MM, el %MG, la MC y el P, por
absorcion foténica de doble energia de rayos X (DEXA) con aparato Norland XR-26 (Norland Co. Fort
Atkinson. Wisconsin USA, Emsor S.A. Madrid). La medicion se realiz6 en dectbito supino, en un tiempo medio
de 21 minutos, con una tension en el 4nodo del tubo de 100KV cc y con una corriente de 1 mA cc; utilizando una
resolucion horizontal de 6,5 mm, una vertical de 13 mm y una velocidad de 80 mm/segundo. Este proceder tiene
en nuestras manos un coeficiente de variacion del 1.6%.

El estudio estadistico se hizo utilizando el test de correlacion de Pearson entre el CMOT con la Edad, la
MM, el %MG, la MC y el P, con un computador personal modelo Casio FX-820P (Casio Co.Japén), con
programas biomédicos incorporados.

Resultados

En la tabla 1 se muestran los valores medios y desviacién standard de la Edad, del CMOT, la MM, el %MG,
la MC y del P, de las 105 mujeres estudiadas. Como puede verse la edad media era de 34.848.3 afios, con un
rango de 20 a 49 afos. El CMOT fue de 2.623+484 gr., la MM de 29.844.4 kg., el %MG de un 41.944.3%, la
MC de 25.3%1.7, y el peso medio de 61.616.5 kg.

En la tabla 2 se muestran los valores de r y p segtn el test de correlacién de Pearson encontrado entre el
andlisis de los distintos pardmetros. Como puede verse la mds alta correlacion se encuentra entre CMOT y peso
(r=0.648; p<0.01), siendo también significativa la correlacién entre CMOT y MC (r=0.510; p<0.01), no
existiendo correlacion significativa con la Edad, con la MM, ni con el %MG.

En la figura 1 se muestra la correlacién entre CMOT y P y en la figura 2 la del CMOT y la Edad.
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FIGURA 1. Diagrama de la correlacién observada entre el Peso y el Contenido Mineral Oseo Total (CMOT) en 105
mujeres premenopdusicas consideradas normales.

FIGURA 2. Correlacién observada entre el Contenido Mineral Oseo Total (CMOT) y la Edad en 105 mujeres
premenopdusicas consideradas normales.



64 E.R. HERNANDEZ Y COLS.

Edad 34.848.3 afos
CMOT 26231484 gr.
MM 29.844.4 kg.
%MG 41.944.3%
MC 25.3+1.7

P 61.616.5 kg.

TABLA 1. Valores medios y desviacion standard de la edad, contenido mineral 6seo total (CMOT), masa muscular (MM),
porcentaje corporal de grasa (%MG), mas corporal (MC) y peso P, de las 105 mujeres estudiadas.

r p

CMOT vs Edad 0.169 ns
MM 0.087 ns
%MG 0.173 ns
MC 0.510<0.001
P 0.648 <0.001

TABLA 2. Valores de r y p segtn el test de correlacién de Pearson entre CMOT y los restantes pardmetros estudiados,
siglas igual que en la tabla 1.

Discusion

La medicioén del CMOT con DEXA se considera una técnica muy fiable y con muy bajo coeficiente de variacion
(24,11,14) y sin los inconvenientes de la medicién con doble is6topo (DPA) (3). Esta, de por si, ha demostrado ser
muy exacta (13) y tener un gran poder de discriminacién entre individuos normales y patolégicos (9).

Lo primero que llama la atencién en nuestro estudio (figura 2), es que el CMOT en las mujeres fértiles no
varia con la edad. Gilsanz y cols. (7) y Buchana y cols. (2), utilizando otras técnicas, indican que disminuye
después de los 20 afios. Gotfredsen y cols. (8), que valoran el CMOT con DPA, técnica similar a la nuestra,
tampoco encuentran cambios en las mujeres en los afios precedentes a la menopausia.

La obesidad se considera un factor protector de la masa dsea (4), ya sea por facilitar mas estrégenos (20) o
por inducir un mayor peso. Rosenthal y cols. (23), valorando masa ésea por columna, por tomografia axial
computerizada, no observan correlacion entre masa dsea y tejido graso, al igual que nosotros aqui, lo que nos
lleva a senalar su falta de influencia, al menos en mujeres premenopdusicas, sobre la masa dsea; aunque se haya
demostrado que los obesos son menos susceptibles de padecer de osteoporosis (25).

En el organismo humano el mayor componente de los tejidos blandos es el miisculo (10). Nosotros no
encontramos relacion entre el CMOT y la MM, dénde el nivel de r fue el mds bajo de los observados (tabla 2).
Aunque varios autores han correlacionado la masa 6sea con la muscular (1,18); nosotros en anteriores estudios
(22) no pudimos correlacionar ambos. Dado que el ejercicio es estimulante de la masa 6sea y muscular (17), el
que no hayamos encontrado correlacion en nuestro estudio, puede justificarse por la vida sedentaria del colectivo
estudiado; sin dejar de tener en cuenta la reciente observaciéon de Snow-Harter y cols. (28), que indican que la
potencia muscular no es correlacionable con la masa dsea.

La masa corporal si presenta una correlacion significativa y de signo positivo con el CMOT, pero mas alto
nivel de significacion lo encontramos con el peso (figura 1); dado que para el cdlculo de la MC una variable es el P
y la otra la talla, el econtrar mds significacién con el P que con la MC, nos indica que la masa ésea o CMOT es mas
dependiente del P que de la talla o MC. De Simone y cols. (5); Wronski y cols. (33); Nelson y cols. (16) y Pocock y
cols. (18), también observan una relacion significativa entre masa dsea y P. Por otro lado, se sabe que la
osteoporosis que se acompaia de una disminuida masa 6sea incide preferentemente en mujeres de poco peso (25).
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En definitiva, y en nuestro medio, por el estudio efectuado podemos senalar que el CMOT, dentro de las
distintas variables antropométricas estudiadas se correlaciona muy significativamente con el P, y con la MC lo
que nos lleva a indicar que el P tiene un efecto protector sobre el esqueleto, quizds facilitando a través de la vida,
un pequeiio pero continuado esfuerzo mecdnico; ello justifica el que simples paseos de 30 minutos de duracion,
tres veces por semana, hayan demostrado que son capaces de enlentecer la pérdida de masa dsea
postmenopdusica (26,27).

Este trabajo se ha realizado con la ayuda de la CICYT n° 0P89-00438.
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CONTRIBUCION AL ESTUDIO MORFOLOGICO DE LA PELVIS OSEA EMBRIONARIA
Y FETAL

MORPHOLOGY STUDY OF PELVIS DURING EMBRYOGENIC AND FOETAL
DEVELOPMENT

J.L. NIETO, A. GIMENO, L. CAMPO.

Dto. Ciencias Morfolégicas. Facultad de Medicina.
Universidad de Zaragoza.

RESUMEN

Se realiza un estudio morfolégico pelviano durante el desarrollo embrionario y fetal, mediante la reconstruccion
tridimensional de Born. Se describe el cierre pelviano (embrién de 37 mm. cc.) y los distintos giros que realiza la pelvis a
través de ejes laterolaterales (coronal) y verticales (sagital). El estudio abarca desde embriones de 16 mm.cc. hasta fetos de
95 mm.cc. de longitud craneo-caudal (cabeza-coxis).

PALABRAS CLAVE: pelvis, embriologia, cierre pelviano.

SUMMARY

It is realized a study of the pelvis morphology during embryogenic or fetal development by d’Born tridimensional
rebuild. It is discribe the pelvic clasure (embryone 37 mm.cc.) and the different turns in the laterolateral (coronal) and vertical
arces (sagital). The study include embryos from 16 mm.cc. to 95 mm.cc. of craneo caudal longitude (Head-crape).

KEY WORDS: Pelvis, embryology, pelvic clasure.

Introduccion

La decidida intervencion de la pelvis en la sustentacion y deambulacién corporal, unido a la exigencia de un
modelado adecuado para la progresion fetal, justifica las graves alteraciones causadas en estos mecanismos por
pequefios vicios de su conformacién. Aunque las grandes deformidades pelvianas, relacionadas con
determinadas afecciones como la coxalgia, el mal de Pott o la luxacién congénita de cadera, resultan cada dia
mds excepcionales como causa de patologia pelviana, persisten todavia bastantes deformaciones moderadas,
muchas de ellas de cardcter congénito. Sin embargo, estas circunstancias apenas han motivado el interés por
conocer los momentos criticos de la embriologia pelviana.

En embriones de 4,5 mm.cc., todavia no se aprecian los blastemas primarios, aunque si los esbozos de los
miembros inferiores. En embriones de 12,5 mm.cc., en cambio, ya son visibles el blastema iliaco, los procesos
isquiaticos y pubicos y la placa articular del sacro (BLECHSCHMIDT, 1954). La bibliografia consultada apenas
aporta datos sobre la morfologia pelviana en embriones y fetos mayores de 30 mm.cc., quizds por entender que
el coxal ha alcanzado ya su forma definitiva.
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Estos estudios generales sobre la génesis pelviana se han complementado con la investigacion de algunas
encrucijadas de la pelvis. Entre otras, la embriologia de la sinfisis pubiana ha despertado la atencién de diversos
investigadores como SOURI, (1958), NIETO y TORRES (1988). Respecto al dimorfismo sexual de la pelvis
embrionaria, LAVELY (1947), apenas encuentra diferencias sexuales en la pelvis, afectando estas, en todo caso,
a la forma del estrecho superior y del arco pubiano.

Material y Método

Para este trabajo hemos utilizado 14 series de embiones y fetos humanos, entre 16 y 95 mm.cc., procedentes
de la coleccién del Departamento de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Zaragoza, cuyas caracteristicas
principales resefiamos en la tabla I. En cada caso, tras estudiar los esbozos cartilaginosos de la pelvis y reconocer
al microscopio la estructura de las principales visceras de la zona, hemos procedido a realizar reconstrucciones
tridimensionales, a 15 aumentos, de la regién pelviana, utilizando planchas de cartén de 0,3 mm. de grosor,
segun la técnica de BORN. Ademads de estudiar la morfologia pelviana y las relaciones viscerales de su cavidad,
hemos realizado las mediciones necesarias para conocer los valores de los distintos didmetros pelvianos asi como
los indices de correlacién entre la longitud fetal y dichos pardmetros pelvianos.

TABLA 1 Resumen de las caracteristicas de los embriones y fetos estudiados

Nimero Longitud Edad Seccién Grosor Aumento Cortes
Fetal Fetal Gestac. Cortes Cortes Reconst. Reconst.
1 16 mm.cc. 7 sem. Transver. 10pn 15 1de3
2 18 mm.cc. 7  sem. Transver. 10p 15 1de3
3 23 mm.cc. 7,5 sem. Transver. 20un 15 3de4
4 24 mm.cc. 7,5 sem. Transver. 20 15 3de4
5 26 mm.cc. 7,5 sem. Transver. 26u 15 1de2
6 33 mm.cc. 9 sem. Longitud. 20p 15 3de4
7 33 mm.cc. 9 sem. Transver. 35u 15 4
8 37 mm.cc. 9,5 sem. Transver. 37u 15 4de 3
9 42 mm.cc. 10  sem. Longitud. 20 15 Todos
10 43 mm.cc. 10 sem. Longitud. 20p 15 3de4
11 60 mm.cc. 3 meses Transver. 35un 15 4de3
12 70 mm.cc. 3,5 meses Transver. 60u 15 2del
13 82 mm.cc. 3,5 meses Transver. 67u 15 2del
14 95 mm.cc. 4  meses Transver. 60 15 2del
Resultados

Nuestros resultados expresan de manera manifiesta una serie de cambios progresivos que conducen a los
esbozos pelvianos a establecer su morfologia definitiva.
A) Fosas Iliacas. Bordes Coxales.

Las fosas iliacas empiezan a observarse en los embriones de 16 y 18 mm.cc., apareciendo luego bien
definidas en toda la serie. En los embriones mds pequefios (23-42 mm.cc.), su disposicién es casi vertical. La
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fosa externa es plan o ligeramente convexa, en tanto que la interna es concava en su parte dorsal. Alrededor de
las doce semanas (feto de 60 mm.cc.), las fosas iliacas ya se muestran perfectamente conformadas y con su
disposicion definitiva. La interna, concava hacia arriba y la externa hacia abajo.

La cresta ilfaca, al principio aplanada, (embriones de 16-24 mm.cc.), se transforma enseguida en convexa.
Casi simultdneamente, una basculacion de la pelvis, sobre un eje transversal, hace que la cresta iliaca adopte
ademds una inclinacién anteroposterior.

Las espinas ilfacas anteriores y posteriores, ya esbozadas en los embriones mas pequefios de la serie (16-24
mm.cc.), se hacen notoriamente manifiestas a partir del embrién de 33 mm.cc. A los tres meses, en el feto de 60
mm.cc. ya han alcanzado el desarrollo completo, con unas escotaduras innominadas muy bien definidas.

Las espinas cidticas, esbozadas en los embriones de 23-26 mm.cc., aparecen ya perfectamente configuradas
en el feto de 60 mm.cc., con una escotadura cidtica muy desarrollada.

B) Sinfisis del pubis

La conformacion de la sinfisis del pubis marca uno de los hechos fundamentales del desarrollo pelviano. En
los embriones mds tempranos de nuestra serie (23-26 mm.cc.), los esbozos de la sinfisis aparecen sin soldar,
paralelos y notoriamente separados, disposicion que recuerda, en algunos casos, al anillo pelviano de las aves.

En el curso del desarrollo ontogénico posterior, se produce una rotacién hacia adentro de los esbozos
sinfisarios de cada lado, que conduce a una aproximacion progresiva de estas porciones, que terminardn por
fusionarse en el feto de 37 mm.cc. Este giro pelviano, alrededor de un eje vertical que apenas afecta a las
porciones iliaca e isquiatica del hueso, ademas del cierre del anillo, es responsable de una disminucién de los
tedricos didmetros antero posteriores de la pelvis (embriones entre 26 y 33 mm.cc.).

En las series embrionarias mds jovenes (23 a 33 mm.cc.), los esbozos pubianos rebasan la altura alcanzada
por las fosas iliacas y por la unién lumbosacra. En el feto de 37 mm.cc., la sinfisis se sitia por debajo de las
crestas ilfacas pero permanece todavia por encima de la articulaciéon lumbosacra. Estas alturas se igualan en el
feto de 42 mm.cc. En el de 70 mm.cc., el pubis ya se sittia por debajo del futuro promontorio.

C) Tuberosidad isquidtica

Es la region pelviana de desarrollo ontogénico mds confuso. Aparece escasamente marcada en los
embriones mds jovenes estudiados por nosotros (23-26 mm.cc.). Su evolucion posterior varia bastante segun los
embriones estudiados, aunque en general presenta escaso desarrollo.

D) Cavidad cotiloidea. Agujero obturador

En nuestra serie, la cavidad cotiloidea aparece inicialmente como una depresién mal definida y poco
profunda (embriones entre 23 y 26 mm.cc.). En los embriones de 33 mm.cc., esta cavidad ya aparece
conformada, haciéndose paulatinamente mds amplia y profunda (fetos entre 37 y 60 mm.cc.). Desde su
aparicion, el rodete glenoideo se encuentra abierto por abajo y hacia adentro, en tanto que por arriba forma un
extenso techo a la cavidad (feto de 60 mm.cc.). Configurado de esta forma, el cotilo apenas sufre nuevas
modificaciones morfolégicas.

El agujero obturador aparece constituido en todos los embriones de la serie. Su morfologia ovoide y de eje
mayor oblicuo, no sufre variaciones decisivas en el tiempo estudiado por nosotros, como podemos ver en los
fetos de 37 y 60 mm.cc. Su plano de orientacién, como el de la cavidad cotiloidea, estd condicionado por la
evolucion de ambos esbozos pubianos.

E) Region Sacrocoxigea

A consecuencia de la curvatura del dorso embrionario, la columna sacrocoxigea aparece fuertemente
acostada en los embriones mds pequefios de la serie (16,18 y 23 mm.cc.). En el embrién de 33 mm.cc. el sacro
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Embrion humano de 24 mm.cc. Vision anterosuperior de la pelvis Osea. Fosas iliacas verticales. Escotaduras
cidticas delimitadas. Ramas isquiopubianas paralelas y separadas.

Embrién humano 24 mm.cc. Esbozos pubianos muy separados. En columna lumbar los agujeros de
conjuncién aparecen conformados. Canal raquideo abierto.

Embrién humano 26 mm.cc. Vision anterior de la pelvis. La cavidad cotiloidea, aunque esbozada, contintia
sin delimitarse. El anillo pelviano no ha completado su cierre.

Embrién humano 33 mm.cc. Visién anterior de la pelvis. Cavidad cotiloidea conformada. Sinfisis pubiana sin
fusionarse.
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Feto humano 60 mm.cc. Vision anterior y superior de la pelvis. Fosas ilfacas han ampliado su superficie. El
promontorio aparece esbozado.

Feto humano 60 mm.cc. Vision superior de la pelvis dsea. La morfologia parece definitiva.

Feto humano 70 mm.cc. Vision anterior y superior de la pelvis. La sinfisis pubiana se sitia por debajo del
plano del promontorio. Tuberosidades isquiaticas visibles.

Feto humano 82 mm.cc. Vista anterosuperior. Aspecto robusto de la pieza. Espinas cidticas muy voluminosas.
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adopta una posicion vertical, aunque el coxis sigue manteniendo su posicion horizontal. Sélo a partir del feto de
60 mm.cc., la regién sacrocoxigea comienza a adoptar su posicion definitiva.

Al verticalizar el sacro su posicion acostada, el anillo pelviano se eleva respecto a la regién sacrocoxigea. A
consecuencia de este enderezamiento, en el feto de 37 mm.cc., el plano del estrecho inferior de la pelvis se sitda
a nivel del tercer agujero sacro. Pocos dias mas tarde, sin embargo (feto de 42 mm.cc.), el anillo pelviano y la
region sacrocoxigea presentan ya una topografia que puede considerarse como definitiva.

El canal sacro se encuentra ampliamente abierto por detrds (como vemos en este embrién de 24 mm.cc.) y
no comienza a cerrarse hasta el feto e 37 mm.cc. La cresta sacra, lo mismo que las apdfisis espinosas de las
lumbares, s6lo empiezan a manifestarse en nuestro feto de 60 mm.cc.

F) Estrechos pelvianos

La morfologia de los estrechos superiores es muy irregular en los estadios mds precoces (embriones de 18 a
23 mm.cc.), debido a la ausencia de la mayoria de sus puntos de referencia. Estos no adoptan su orientacion
fisiolégica hasta transcurrida la décima semana de gestacion. A partir de estas fechas, y una vez fusionado el
anillo pelviano, la morfologia del estrecho superior varia, de unos embriones a otros, entre la forma triangular y
ovoidea.

El estrecho medio, de forma circular u ovoide, suele ser muy angosto como consecuencia del notable
desarrollo de las espinas cidticas. También en este caso, es preciso esperar a la novena semana de desarrollo para
verlo constituido.

El estrecho inferior, por su parte, estd notablemente condicionado por la topografia del pubis respecto a la
region sacrocoxigea. Su plano de delimitacion, muy acostado todavia en los embriones de 16 y 18 mm.cc., se
hace vertical en el embrién de 33 mm.cc. y no acaba de adoptar su orientacién fisiolégica hasta los fetos de 37-
42 mm.cc.

G) Biométrica pelviana

El estudio biométrico de los principales pardmetros (didmetros, altura) de la pelvis embrionaria demuestran
que sus crecimientos parciales estdn estrechamente relacionados con el general del embrion (coeficientes de
correlacién entre 0,77 y 0,99).

Por otro lado y debido al peculiar paralelismo de las ramas isquiopubianas, observado en los embriones mas
jovenes de nuestra serie (16 a 23 mm.cc.), podemos afirmar que, en estos casos, las longitudes anteroposteriores
del embrién rebasan con claridad a las transversales, sin embargo, al aproximarse entre si los esbozos sinfisarios
(embrién de 26 mm.cc.), la biometria de los didmetros anteroposteriores y transversos comienzan a acercar sus
valores, hasta igualarlos en los embriones entre 33 y 42 mm. de longitud craneocaudal.

Centrandonos en la grifica de la pelvimetria externa, es posible comprobar como los didmetros bicrestileo y
biespinoso anterior, crecen de manera notable y ascendente a medida que se incrementa la longitud embrionaria.
El didmetro biespinoso posterior, al comienzo, sigue un crecimiento similar a los de los anteriores. Sin embargo,
como se comprueba en la gréfica correspondiente, su crecimiento se frena de manera proporcional y uniforme en
todas las reconstrucciones pelvianas de fetos mayores de 42 mm.cc. Estos resultados nos hacen deducir que, a
partir de un momento determinado del desarrollo, la pelvis se ensancha por delante de forma mds acusada que
por detras.

En el estrecho superior, se mantiene la paulatina aproximacién entre los valores de los didmetros
anteroposteriores y transversos. En este caso, parece prevalecer, aunque sea por muy poco, la supremacia del
didmetro anteroposterior. En este estudio, esta peculiaridad se acentua, como demuestra la grifica
correspondiente, en el embrién de 82 mm.cc. de angulacién sinfisaria muy abierta, lo que proporciona al
estrecho superior una forma mds ovoide y cuadrangular.

Mais complejo es el estudio biométrico de los didmetros pelvianos del estreco medio. Una vez constituida la
excavacion (embrién de 33 mm.cc.), sus didmetros anteroposterior y transverso estin muy préximos en sus
valores como corresponde a la morfologia circular u ovoide de este estrecho. Esta relacion se rompe, en nuestro
estudio, en el feto de 83 mm.cc., con una inversién de valores y un predominio de las longitudes transversas.
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La morfologia del estrecho inferior de la pelvis aparece profundamente condicionada por el grado de
elevacion del pubis y por la posiciéon mds o menos acostada y prominente del vértice del coxis, con predominio
del anteroposterior en las series mds jovenes y mayor igualdad e incluso superioridad del transverso en algunos
de los fetos de mayor longitud.

La altura pelviana, muestra un crecimiento progresivo y bastante uniforme. En cuanto a la cavidad cotiloidea
muestra una evolucion bastante proporcional a lo largo de las series estudiadas. Respecto al dngulo subpiibico, su
angulacion va disminuyendo a medida que avanza el desarrollo pelviano.

Por ultimo, hemos de hacer constar que los indices de correlacién y de regresion entre las variables
estudiadas y la longitud fetal, asi como la relacién entre las distintas variables de cada estrecho, resultan
altamente satisfactorias, con indices de correlacion en el estrecho superior, mayores de 0,9 para la mayoria de
parametros comparados. En el estrecho medio esta dependencia estadistica sigue siendo elevada (indice de
correlacion superior a 0,8). S6lo en el estrecho inferior, desciende algo, aunque conservando un satisfactorio
indice de correlacion (entre 0,7-0,9).
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EFECTOS DEL GLUTAMATO MONOSODICO SOBRE LAS NEURONAS DEL NUCLEO
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio morfométrico ultraestructural de las neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo de ratas trata-
das a los 4 dias de edad con una tnica dosis de 4 mg/g peso corporal de glutamato monosédico (GMS) en solucién acuosa
por via subcutdnea, que fueron sacrificadas 7, 30 y 120 dias después, asi como de ratas normales y controles (inyectadas con
agua bidestilada) de las mismas edades. En relacién con los animales normales y controles de las respectivas edades, las neu-
ronas del niicleo arcuato de los animales sacrificados 7 dfas después de la administracion de GMS muestran un incremento de
las dreas celular, nuclear y citoplasmadtica. En las sacrificadas a los 30 dias de la administracién del GMS existe una disminu-
cién de estos pardmetros. En los animales sacrificados 120 dias después del tratamiento con GMS existe un incremento de las
dreas celular y citoplasmatica, sin modificaciones en el tamaiio del nicleo celular. Se discuten estos hallazgos en relacién con
datos ultraestructurales previos..

PALABRAS CLAVE: Nicleo arcuato, Glutamato monosddico, Morfometria, Ultraestructura, Rata.

SUMMARY

A morphometric-ultrastructural study was carried out on the neurons of the hypothalamic arquate nucleus of rats treated
at 4 days of age with a single subcutaneous dose of 4 mg/kg b.w. of monosodium glutamate (MSG) in aqueous solution that
were sacrificed at 7, 30 and 120 days, and of normal and control (injected with bidistilled water) animals of the same age.
With respect to the normal and control rats, the neurons of the arquate nucleus of the animals sacrificed at 7 days after MSG
administration showed an increase in the cellular, nuclear and cytoplasmic areas. In the animals sacrificed at 30 days follo-
wing MSG administration a decrease in these parameters was observed. In the rats sacrificed at 120 days after MSG adminis-
tration an increase was observed in the cellular and cytoplasmic areas, but no alterations in the size of the cellular nucleus.
These findings are discussed in relation to previous ultrastructural data.

KEY WORDS: Arcuate nucleus, Monosodium glutamate, Morphometry, Ultrastructure, Rat
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Introduccion

El glutamato monosédico (GMS), ampliamente utilizado como aditivo en alimentacion, es sabido que tiene
efectos neurotéxicos, fundamentalmente sobre el nicleo arcuato del hipotdlamo, cuando se administra en el peri-
odo neonatal (para revision véase Pastor y col., 1990).

Las lesiones causadas por el GMS en el nicleo arcuato provocan severos transtornos neuroendocrinos, que
en conjunto constituyen el “sindrome del glutamato monosédico”, caracterizado por disminucién del crecimien-
to, hipogonadismo, hipotiroidismo y obesidad (Olney, 1969; Redding y col., 1971; Kizer y col., 1978; Pizzi y
col., 1979; Rodriguez-Sierra y col., 1980; Seress, 1982; Clough y col., 1986).

En un trabajo previo (Pastor y col., 1990) hemos estudiado la ultraestructura del territorio del nicleo arcuato,
asi como del epéndimo del receso infundibular del tercer ventriculo, en ratas tratadas con GMS a los 4 dias de
edad y sacrificados 7, 30 y 120 dias después de la administracion de esta sustancia. En el presente trabajo se des-
criben las alteraciones morfométricas de las neuronas del nicleo arcuato de estos animales.

Material y Métodos

Hemos utilizado para nuestro estudio 60 ratas albinas machos de la cepa Sprague-Dawley, sometidas a un
ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, que han dispuesto de comida y agua a voluntad. A treinta animales se les
administré a los 4 dias de edad una dosis de L-glutamato monosédico (4 mg/g peso corporal; Sigma) en solucién
acuosa por via subcutdnea (grupo experimental - GMS). Quince animales fueron inyectados a los 4 dias de edad
con agua bidestilada (grupo control - BID). Quince animales no sufrieron ningtin tipo de experiencia (grupo nor-
mal - NOR). El sacrificio de los animales de cada grupo se realizd, por terceras partes, a los 11 (grupos 4+7), a
los 34 (grupos 4+430) y a los 124 (grupos 4+120) dias de edad. El procesamiento de las piezas se describe en un
trabajo previo (PASTOR y col., 1990).

Para realizar el andlisis morfométrico se eligieron al azar dos animales de cada uno de los grupos (NOR 4+7,
NOR 4+30, NOR 4+120, BID 4+7, BID 4+30, BID 4+120, GMS 4+7, GMS 4+30, GMS 4+120), procediéndose
a obtener cortes ultrafinos del territorio del niicleo arcuato. De cada uno de los animales se escogieron aleatoria-
mente dos rejillas. Una vez la rejilla en el interior del microscopio electrénico (Philips EM-201), se selecciond
uno de los cortes montados en funcién de su aspecto y de la preservacion del tejido. Tras localizar el territorio
del nicleo arcuato se obtuvieron nueve micrografias (a 670 aumentos en el negativo de 35 mm), de forma total-
mente aleatoria pero procurando no superponer las imdgenes. Como quiera que de cada animal se utilizaron dos
rejillas, en una de ellas se obtuvieron las imdgenes de un nicleo arcuato y en la otra del niicleo contralateral.
Puesto que de cada grupo se utilizaron dos animales, el resultado son 36 micrografias de cada grupo. La tnica
finalidad de las mencionadas micrografias fue la de la realizacion de los estudios morfométricos. Se hicieron por
separado las imdgenes destinadas al estudio cuantitativo para tener la seguridad de que la eleccién de la muestra
se realizaba de forma totalmente aleatoria y no venia determinada por ningin otro criterio. Tras positivar los
negativos en papel fotografico, con una magnificacion 5x, se obtuvieron imédgenes equivalentes cada una a 1545
um? del territorio del niicleo arcuato. En las 36 imdgenes de cada grupo se midieron todos los somas de las neu-
ronas cuyo nicleo hubiese sido afectado por el corte. Mediante un analizador semiautomadtico de imagenes IBAS
I KONTRON se determind el 4rea celular y el drea nuclear de cada uno de los somas, obteniéndose el drea cito-
plasmatica por la diferencia entre los valores indicados. Para el cdlculo de la significacion estadistica de las dife-
rencias entre las medias aritméticas de las dreas celular, nuclear y citoplasmadtica se ha utilizado la “t” de
Student.

Resultados

El analis morfométrico ultraestructural de las neuronas del nicleo arcuato de las ratas sacrificadas a los 11
dias de edad (grupos 4+7) demuestra la existencia de un incremento estadisticamente significativo del area celu-
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GRAFICO 1. Areas celulares de las neuronas del nicleo arcuato
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TABLA 1. Areas celulares de las neuronas del nucleo arcuato

Area celular (um’) (Media = S.D.)

74.19 £ 20.10
74.95 £20.84
97.71.£33.38

87.83 £ 23.15
86.56 + 28.38
76.56 +17.38

77.35£21.27
78.61+£21.19
95:26:+35.52

GMS 4+7 > NOR 4+7 (< 0.001)
GMS 4+7 > BID 4+7 (p < 0.001)
BID 4+7 - NOR 4+7 (N.S.)

GMS 4+30 < NOR 4+30 (p < 0.001)
GMS 4+30 < BID 4+30 (p < 0.001)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)

GMS 4+120 > NOR 4+120 (p < 0.001)
GMS 4+120 > BID 4+120 (p< 0.001)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)

N.? neuronas medidas

104
113
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GRAFICO 2. Areas nucleares de las neuronas del niicleo arcuato
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TABLA 2. Areas nucleares de las neuronas del niicleo arcuato

Area celular (um?) (Media £ S.D.) N.? neuronas medidas
NOR 4+7 30103 £12.35 104
BID 4+7 41.10 £ 10.96 113
GMS 4+7 50.58 £18.14 95
NOR 4+£30 43.01+11.86 102
BID 4+30 42.09 +12.39 113
GMS 4+30 37.48 £10.84 93
NOR 4+120 40.80 £ 11.51 101
BID 4+120 39.35+10.44 91
BMS 4+120 39.23 +14.07 92

GMS 4+7 > NOR 4+7 (< 0.001)
GMS 4+7 > BID 4+7 (p < 0.001)
BID 4+7 - NOR 4+7 (N.S.)

GMS 4+30 < NOR 4+30 (p < 0.001)
GMS 4+30 < BID 4430 (p < 0.001)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)

GMS 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)
GMS 4+120 - BID 44120 (N.S.)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)
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GRAFICO 3. Areas citoplasmaticas de las neuronas del niicleo arcuato
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Grupo

NOR 4+7
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TABLA 3. Areas nucleares de las neuronas del niicleo arcuato

Area celular (um?) (Media + S.D.) N.? neuronas medidas
35.16 £ 14.78 104
33.85+15.37 133
47.13 £20.60 95
44.81 £ 14.96 102
44.47 £ 12.36 113
39.08 £13.94 93
36.56 + 14.79 101
39.26 £ 14.98 91
56.03 £ 31.22 92

GMS 4+7 > NOR 4+7 (p < 0.001)
GMS 4+7 > BID 4+7 (p < 0.001)
BID 4+7 - NOR 4+7 (N.S.)

GMS 4+30 < NOR 4+30 (p < 0.005)
GMS 4+30 < BID 4430 (p < 0.005)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)

GMS 4+120 - NOR 4+120 (p < 0.001)
GMS 4+120 - BID 4+120 (p < 0.001)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)
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GRAFICO 4. Areas citoplasmaticas de las neuronas del niicleo arcuato
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TABLA 4. Areas celulares de las neuronas del niicleo arcuato

Grupo Area celular (um?) (Media = S.D.) N.? neuronas medidas
NOR + BID 4+7 74.58 £20.45 217
GMS 4+7 97.71 £33.38 95
NOR = BID 4+30 87.16 £25 98 215
GMS 4+30 76.56 £ 17.38 93
NOR + BID 4+120 7795 £21.19 192
GMS 4+120 95.26 + 35.52 92

NOR + BID 4+30 > NOR + BID 4+7 (P> 0.001)
NOR + BID 4430 > NOR + BID 4+120 (P >0.001)
NOR + BID 4+120 < NOR + BID 4+7 (P< 0.05)

GMS 4+30 < NOR + BID 4+7 (P < 0.001)
GMS 4+30 < GMS 4+120 (P < 0.001)
GMS 4+120 - GMS 4+7 (N.S)



GLUTAMATO MONOSODICO EN NEURONAS DE RATA 81

GRAFICO 5. Areas celulares de las neuronas del nicleo arcuato
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TABLA 5. Areas celulares de las neuronas del nicleo arcuato

Grupo Area celular (um?) (Media = S.D.) N.? neuronas medidas
NOR + BID 4+7 40.11 £ 11.66 217
GMS 4+7 50.58 +18.14 95
NOR =+ BID 4+30 42.48 +14.39 215
GMS 4+30 37.48 £10.84 93
NOR + BID 4+120 40.11 £11.02 192
GMS 4+120 39.23+ 14.07 92

NOR + BID 4+30 > NOR + BID 4+7 (P> 0.05)
NOR + BID 4+30 > NOR + BID 4+120 (P >0.05)
NOR + BID 4+120 < NOR + BID 4+7 (N.S)

GMS 4+30 < NOR + BID 4+7 (P < 0.001)
GMS 4430 < GMS 4+120 (N.S)
GMS 4+120 - GMS 4+7 (P < 0.001)



F.E. PASTOR Y COLS.

GRAFICO 6. Areas citoplasmaticas de las neuronas del niicleo arcuato

NOR + BID ' GMS

. 447 D 44120

TABLA 6. Areas celulares de las neuronas del niicleo arcuato

Grupo Area celular (um?) (Media = S.D.) N.? neuronas medidas
NOR + BID 4+7 34.48 £ 15.06 217
GMS 4+7 47.13 £20.60 95
NOR = BID 4+30 44.63 £17.10 215
GMS 4+30 39.08 £ 13.94 93
NOR + BID 4+120 37.84 £ 14.90 192
GMS 4+120 56.03 + 31.22 92

NOR + BID 4+30 > NOR + BID 4+7 (P> 0.001)
NOR + BID 4+30 > NOR + BID 4+120 (P >0.001)
NOR + BID 4+120 < NOR + BID 4+7 (P >0.05)

GMS 4430 < NOR + BID 4+7 (P >0.005)
GMS 4430 < GMS 4+120 (P >0.001)
GMS 4+120 - GMS 4+7 (P >0.05)
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lar en los animales tratados con GMS, en relacién con los normales y controles (Grafico 1 y Tabla I). Dicho
incremento afecta tanto al drea nuclear (Grafico 2 y Tabla II) como al drea citoplasmadtica (Grafico 3 y Tabla III).

Por el contrario, en los animales sacrificados a los 34 dias de edad (grupos 4+30) las neuronas de las ratas
tratadas con GMS muestran una disminucion estadisticamente significativa del drea celular (Gréfico 1 y Tabla I)
cuando se comparan con las de los animales normales y controles de la misma edad. La referida disminucién
afecta tanto al drea nuclear (Gréfico 2 y Tabla II) como al 4rea citoplasmdtica (Grafico 3 y Tabla III).

En los animales sacrificados a los 124 dias de edad (grupos 4+120) hemos comprobado que el drea celular
de las neuronas del nicleo arcuato estd incrementada, de forma estadisticamente significativa, en las ratas trata-
das con GMS, en relacién con los animales normales y controles (Gréfico 1 y Tabla I). Este incremento se pro-
duce exclusivamente en base al area citoplasmética (Grafico 3 y Tabla III), no existiendo diferencias significatia-
vas en el area nuclear (Gréfico 2 y Tabla II).

Como quiera que no existen diferencias estadisticamente significativas de los distintos pardmetros cuantifi-
cados entre los animales normales y controles de la misma edad (Tablas I, II y III), procedimos a agruparlos con-
siderandolos como una tnica poblacién (NOR+BIB), para la que determinamos las medidas de centralizacién y
dispersion (Tablas IV, V y VI). Esto nos ha permitido comparar la evolucién de los distintos pardmetros (dreas
celular, nuclear y citoplasmadtica) en relacién con la edad del sacrificio, tanto para los animales tratados con
GMS como para el conjunto de los normales y controles. En el Grafico 4 y en la Tabla IV se comprueba que el
area celular de los animales normales y controles sacrificados a los 34 dias de edad es mayor, de forma estadisti-
camente significativa, que la de los mismos animales sacrificados a los 11 y a los 124 dias. Este mayor tamafio
del éarea celular se corresponde con un incremento del drea nuclear (Grafico 5 y Tabla V) y, preferentemente, del
drea citoplasmadtica (Gréfico 6 y Tabla VI).

Por el contrario, en los animales tratados con GMS hemos observado una evolucion totalmente inversa a la
de los animales normales y controles. En el Gréfico 4 y en la Tabla IV se comprueba que a los 34 dias de edad el
area celular de las neuronas del niicleo arcuato de los animales tratados con GMS es menor que la de los anima-
les sacrificados a los 11 y a los 124 dias de edad. Los animales tratados con GMS de 34 dias de edad presentan
en relacién con los sacrificados a los 11 dias una disminucién tanto del drea nuclear (Gréfico 5 y Tabla V) como
del drea citoplasmadtica (Gréfico 6 y Tabla VI). Por otra parte en los animales tratados con GMS el incremento
del area celular que se produce a los 124 dias de edad, en relacién con los sacrificados a los 34 dias, se debe
exclusivamente a un aumento del 4drea citoplasmadtica (Gréfico 6 y Tabla VI), sin que se modifique el drea nucle-
ar (Grafico 5 y Tabla V).

Discusion

En un trabajo previo (Pastor y col., 1990) hemos descrito la ultraestructura del territorio del nticleo arcuato
de ratas tratadas con GMS a los 4 dias de edad y sacrificadas a los 7, 30 y 120 dias del tratamiento. En el presen-
te trabajo pretendemos correlacionar nuestros referidos hallazgos ultraestructurales con las modificaciones mor-
fométricas de las areas celular, nuclear y citoplasmatica de las neuronas del nicleo arcuato. Las neuronas del
nucleo arcuato de los animales sacrificados a los 7 dias de la administracion del GMS presentan ultraestructural-
mente signos de hiperactividad, destacando el incremento del reticulo endopldsmico rugoso en relacién con los
animales normales y controles de la misma edad (Pastor y col., 1990). Por otra parte, el estudio morfométrico de
estos grupos de animales indica que a los 11 dias de edad las neuronas del nicleo arcuato de las ratas tratadas
con GMS muestran un incremento de las dreas celular, nuclear y citoplasmatica en relacion con los animales nor-
males y controles de la misma edad. Si tenemos en cuenta que tras la administracion de GMS existe una lesion
de las neuronas del nicleo arcuato que aparece pocos minutos después, inicidndose una recuperacion a partir de
las 12 horas (Lemkey-Johnston y col., 1976; Mestres y Rascher, 1983), es de suponer que tanto los signos ultra-
estructurales de hiperactividad (Pastor y col., 1990) como el incremento del tamafio de las neuronas que apare-
cen a los 7 dias de la administracién de la sustancia son indicativos de una reaccion compensadora de las neuro-
nas que sobreviven al efecto lesivo agudo del GMS.
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En los animales tratados con GMS sacrificados a los 34 dias de edad hemos observado una marcada dismi-
nucioén del tamafo neuronal en relacién con las ratas normales y controles de la misma edad. Este dato coincide
con el hecho de que a esta edad parece existir un segundo efecto lesivo del GMS (Pastor y col., 1990), que
podria estar en relacion con las observaciones de Marani y col. (1982). Segtn estos autores el GMS provocaria,
ademads de un efecto lesivo inmediato, una aceleracion de la emigracién de los somas neuronales dopaminérgi-
cos desde la eminencia media hacia el nicleo arcuato. En condiciones normales dicha emigracion tiene lugar
entre los dias 22 y 55 después del nacimiento (Marani y col., 1981), y en los animales tratados con GMS se ade-
lanta aproximadamente dos semanas. Ademds de la aceleracion de la emigracion de los somas dopaminérgicos,
el tratamiento con GMS provocaria, segliin Marani y col. (1982), que dichas células se destruyesen al alcanzar el
territorio del niicleo arcuato, lo que es considerado por los citados autores como un efecto secundario del GMS,
distinto del efecto inmediato que tiene lugar a los pocos minutos de la administracion de la sustancia neurot6xi-
ca. Marani y col. (1982) argumentan que, cuando tiene lugar el efecto neurot6xico inmediato del GMS adminis-
trado neonatalmente, los somas dopaminérgicos atin no han emigrado hacia el nicleo arcuato y, por lo tanto, la
ausencia de estas células después del dia 25 de edad representa un efecto lesivo posterior en el tiempo al agudo e
inmediato. En este sentido pensamos que tanto la disminucién del tamafio neuronal en el nicleo arcuato como
nuestras anteriores observaciones sobre la existencia de signos ultraestructurales de lesion en este territorio a los
34 dias de edad (Pastor y col., 1990), pueden explicarse por la posible destruccién de neuronas dopaminérgicas
emigradas en esos momentos hacia el nicleo arcuato, de acuerdo con los resultados de Marani y col. (1982).

En los animales sacrificados 120 dias después de la adminintracién de GMS hemos comprobado la existen-
cia de una hipertrofia de las neuronas del nicleo arcuato, en relacién con los animales normales y controles de la
misma edad, debida exclusivamente a un incremento del drea citoplasmatica, puesto que no existen modificacio-
nes en el drea nuclear. Ademds, a esta edad se comprueba también un incremento del tamafio celular en los ani-
males tratados con GMS en relacién con los también tratados sacrificados a los 34 dias de edad. Esto puede
interpretarse como consecuencia de una fase de recuperacién que seguiria al efecto lesivo tardio del GMS. Estos
datos coinciden con las observaciones ultraestructurales (Pastor y col., 1990) que indican que en la mayor parte
de los animales tratados con GMS vy sacrificados a los 124 dias de edad no existen signos ultraestructrurales de
lesién.

En definitiva, tanto los datos ultraestructurales (Pastor y col., 1990) como los morfométricos presentados en
este trabajo indican que tras la lesién aguda e inmediata que sufre el nicleo arcuato de los animales tratados
neonatalmente con GMS, a la que sigue una fase de recuperacion, ampliamente referida en la literatura
(Lemkey-Johnston y col., 1976; Mestres y Rascher, 1983), tiene lugar un segundo efecto lesivo, que nosotros
hemos comprobado en animales sacrificados al mes de la administracién del GMS, y que probablemente esté
relacionado con la destruccién de neuronas dopaminérgicas emigradas al niicleo arcuato desde la eminencia
media (Marani y col., 1982). Este segundo efecto lesivo es seguido de una fase de recuperacién, que hemos
comprobado en la mayor parte de los animales sacrificados a los 120 dias del tratamiento con GMS.
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CUERPOS DE HERRING TERMINALES EN LA LUZ DEL TERCER VENTRICULO
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RESUMEN

Se describe en el interior del tercer ventriculo de la rata la existencia de estructuras idénticas a los cuerpos de Herring del
haz supradptico-hipofisario. Estas estructuras contienen abundantes grdanulos de neurosecrecién con un didmetro
comprendido entre 100 y 200 nm y algunas mitocondrias. Algunos de los cuerpos de Herring intraventriculares poseen un
acimulo de microvesiculas claras de un didmetro de 30-50 nm, lo que permite identificarlos como terminales
neurosecretores. Se discuten estos hallazgos en relaciéon con la presencia de hormonas neurohipofisarias en el liquido
cefalorraquideo.

PALABRAS CLAVE: Cuerpos de Herring terminales, Tercer ventriculo, Ultraestructura, Rata.

SUMMARY

A report is made of the existence in the third ventricle of the rat of structures identical to the Herring bodies of the
hypothalamo-neurohypophysial tract. These structures contain numerous neurosecretory granules with a diameter ranging
between 120 and 250 nm and also some mitochondria. Some of the intraventricular Herring bodies display a cluster of
electron-lucent microvesicles with a diameter of 30-50 nm, thereby permitting their identification as neurosecretory endings.
The findings are discussed in relation to the presence of neurohypophyseal hormones in the cerebrospinal fluid.

KEY WORDS: Terminal Herring bodies, Third ventricle, Ultrastructure, Rat.

Introduccion

Desde hace mas de dos décadas se conoce la existencia de hormonas neurohipofisarias en el liquido
cefalorraquideo (LCR) (Heller y col., 1968; Vorherr y col., 1968; para revision véanse Mens y col., 1982a;
Robinson, 1983; Schwartz y Reppert, 1985; Jolkkonen y col., 1988), habiéndose demostrado modificaciones en
los niveles de vasopresina en el LCR durante el envejecimiento, asi como tras estimulos hormonales y osméticos
(para revision véase Jolkkonen y col., 1988). Por otra parte, se sabe que la vasopresina existente en el LCR tiene
un origen central y que no procede de filtracion a nivel de los plexos coroideos (véanse Zaidi y Heller, 1974;
Wang y col., 1982; Ang y Jenkins, 1982; Schwartz y Reppert, 1985), admitiéndose cldsicamente que serian
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fibras del haz supradptico-hipofisario las que liberarian el material neurosecretor en el interior del tercer
ventriculo (véanse Wittkowski, 1968; Mens y col., 1982a), si bien no existen pruebas concluyentes sobre esta
cuestion.

Ahora bien, para la vasopresina se ha comprobado, ademds, que su concentraciéon en el LCR muestra un
ritmo circadiano, generado endégenamente y sincronizado al ciclo de iluminacién, con valores altos durante la
fase de luz y bajos durante la fase de oscuridad (Mens y col., 1982b; Schwartz y col., 1983; Robinson, 1983;
Schwartz y Reppert, 1985; Jolkkonen y col., 1986, 1988), habiéndose implicado al nicleo supraquiasmatico del
hipotdlamo en la generacion de este dltimo ritmo. Por tanto, y para el caso de la vasopresina, el origen podria ser
doble: por una parte las neuronas magnocelulares del cldsico sistema hipotdlamo-lébulo posterior de la hipdfisis
y por otra el nicleo supraquiasmdtico. Incluso se admite que otros territorios cerebrales podrian contribuir a la
liberacién de vasopresina en el LCR.

En el presente trabajo se aportan evidencias ultraestructurales sobre la posible liberaciéon de hormonas
neurohipofisarias en el LCR por fibras del haz supraéptico-hipofisario.

Material y métodos

Las observaciones descritas en el presente trabajo se han realizado tras el estudio de cuarenta ratas machos
albinas de la cepa Spraguey-Dawley, de entre uno y seis meses de edad, que han sido utilizadas como animales
controles en diversos experimentos realizados en nuestro Departamento.

Tras ser anestesiados con tiopental sédico (50 mg/Kg peso), los animales fueron perfundidos a través del
ventriculo izquierdo, primero con una solucién heparinizada de cloruro sédico 0.15 M y posteriormente con
glutaraldehido al 5% en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4, a 4 °C. Tras la perfusién los hipotdlamos fueron tallados
en planos frontales de 0.5 mm de espesor, que permanecieron en el mismo fijador durante 12 horas.
Posteriormente, la piezas fueron postfijadas con tetradéxido de osmio al 1% en el tampdn antes descrito,
deshidratadas con acetonas de gradacion creciente e incluidas en Durcupan (Fluka). Se obtuvieron cortes
ultrafinos con un ultramicrotomo LKB Ultrotome III 8800, que fueron estudiados con un microscopio
electrénico de transmision Philips EM-201. Para contrastar el material se utiliz6 acetato de uranilo al 2% en la
acetona de 70° y el método de Reynolds en los cortes ultrafinos.

Resultados y Discusion

En el interior de la luz del tercer ventriculo es frecuente la observacién de elementos supraependimarios,
esto es, formaciones que estan situadas sobre el epitelio ependimario. De ellas, unas estructuras son dependientes
de las propias células ependimarias, tales como yemas y bulbos citoplasméticos propulsados desde el polo apical
de los ependimocitos, mientras que otros elementos son independientes del epéndimo, resaltando entre ellos las
células supraependimarias y las fibras y botones nerviosos intraventriculares (Pastor y col., 1981).

Entre los elementos nerviosos intraventriculares con relativa frecuencia puede observarse la existencia de
formaciones que por su ultraestructura podemos identificar como cuerpos de Herring (figs. 1 a 3), cuyo
contenido estd constituido, fundamentalmente, por granulos elementales de neurosecrecién (con un didmetro de
nm) y algunas mitocondrias. Este es el contenido tipico de los cuerpos de Herring tipo I de la clasificacién de
Dellman y Rodriguez (1970).

Sabido es que los cuerpos de Herring son dilataciones que presentan las fibras del haz supraéptico-
hipofisario en su trayecto desde los nicleos magnocelulares del hipotdlamo hasta el 16bulo posterior de la
hipofisis. Dentro de estos cuerpos de Herring hay que distinguir los no terminales, esto es las dilataciones
existentes a lo largo de las fibras del haz supradptico-hipofisario, en las que no se produce liberacién hormonal,
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y los cuerpos de Herring terminales, situados al extremo de las citadas fibras neurosecretoras, junto a los
capilares de endotelio fenestrado del 16bulo posterior de la hipdfisis. En estos tltimos es donde tiene lugar la
liberacién hormonal hacia el torrente circulatorio y se diferencian de los no terminales por poseer un actimulo de
microvesiculas de 30 a 50 nm de didmetro y que con el microscopio electrénico parecen vacias de contenido
(Heap y col., 1975; Morris, 1976). Estas microvesiculas se admite que estan relacionadas con el secuestro del
Ca™™ que penetra en el terminal neurosecretor con la llegada del impulso nervioso (véase Nordmann y
Chevalier, 1980).

Los cuerpos de Herring observados por nosotros en la luz del tercer ventriculo son tanto del tipo no terminal
(figs. 1, cabeza de flecha, y 3) como del tipo terminal (figs. 1, flecha, y 2), como lo demuestra en estos ultimos la
presencia del acimulo de microvesiculas claras. Bien es cierto que puede ocurrir que el corte ultrafino no haya
afectado al acimulo de microvesiculas en un cuerpo de Herring que las posee, en cuyo caso al corte pareceria
corresponder a un cuerpo de Herring no terminal. Ahora bien, aquel cuerpo de Herring en el que se observe
dicho acimulo de microvesiculas es indudablemente de tipo terminal. Como quiera que hemos observado
cuerpos de Herring de este tipo (figs. 1 y 2), podemos afirmar categoricamente su existencia en el interior del
ventriculo diencefélico. Por otra parte, es indudable que la liberacién hormonal que tiene lugar a ese nivel ha de
producirse forzosamente hacia el LCR que hay en la luz ventricular.

Varios estudios han demostrado la presencia en el interior del tercer ventriculo de fibras supuestamente
pertenecientes al haz supradptico-hipofisario (Wittkowski, 1968; Coates, 1981; Weindl y Sofroniew, 1982;
Kozlowski, 1982; Pastor y col., 1982; Amat, 1989). No obstante, han sido pocos los autores que han afirmado
categdéricamente el caracter terminal de estas estructuras, funddndose en la presencia del acimulo de
microvesiculas (Wittkowski, 1968; Pastor y col., 1982; Amat, 1989). Wittkowski (1968) describe la existencia
de cuerpos de Herring terminales y mantiene la hipétesis de que pueden segregar hacia el LCR del tercer
ventriculo, denominando a este proceso “neuroventriculocrinia”; no obstante, este autor no apunta ningin
significado funcional para este fendmeno. Martinez y de Weerd (1977), en un magnifico trabajo sobre la
superficie ependimaria del receso infundibular de la rata, incluyen una imagen que corresponde a un cuerpo de
Herring terminal, aunque estos autores no lo identifican como tal.

La importancia de la presencia de cuerpos de Herring en el interior de la luz del ventriculo diencefélico
radica en que pueden ayudar a dilucidar, al menos en parte, el origen de las hormonas neurohipofisarias en el
LCR. Aunque la presencia de péptidos neurohipofisarios y sus proteinas transportadoras es conocida desde hace
afos (véase Introduccién), el origen de las mismas, esto es, el modo como alcanzan el LCR, no estd
perfectamente aclarado. El hecho de que la concentracién de vasopresina muestre un ritmo circadiano en el LCR
ha hecho que se proponga al niicleo supraquiasmatico como responsable de la existencia de esta neurohormona
en el LCR (véase Mens y col.; 1982b; Schwartz y col., 1983; Robinson, 1983; Schwartz y Reppert, 1985). No
obstante, en la actualidad se tiende a admitir que podrian ser varios nicleos hipotaldmicos (e incluso territorios
extrahipotaldmicos) los que contribuirfan a los niveles de hormonas neurohipofisarias en el LCR; dentro de ellos
el nicleo supraquiasmatico seria el responsable de las modificaciones circadianas ritmicas (Jolkkonen y col.,
1988).

Nuestros hallazgos estdn de acuerdo con esta tltima hipétesis, porque los cuerpos de Herring terminales que
hemos observado en el interior del tercer ventriculo creemos que pertenecen al haz supradptico-hipofisario
originado en los nicleos magnocelulares del hipotdlamo. Ello es asi por dos razones. En primer lugar porque su
aspecto es en todo idéntico al de los cuerpos de Herring terminales que existen en el 16bulo posterior de la
hipéfisis; en segundo lugar, por el tamafio de los granulos secretores que contienen, pues sabido es que la
vasopresina sintetizada por neuronas del nicleo supraquiasmatico estd contenida en grdnulos de menor tamafio
que los del sistema hipotdlamo-hipofisario (Van Leeuwen y col., 1978). También en apoyo de nuestra creencia
podemos citar el trabajo de Kozlowski (1972), en el que demuestra que algunas de las fibras neurosecretoras en
relacion con el ventriculo contienen oxitocina, y sabido es que en el nicleo supraquiasmatico no se sintetiza esta
neurohormona (Bollo de Miguel, 1990).

En resumen, nuestros resultados demuestran la existencia de terminales neurosecretores en el interior del
tercer ventriculo. Por sus caracteristicas ultraestructurales los podemos considerar cuerpos de Herring terminales.
Pensamos que estas estructuras intraventriculares explican, al menos en parte, la presencia de hormonas
neurohipofisarias en el LCR.
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

Epéndimo del tercer ventriculo de rata. Se observan los polos apicales de los ependimocitos, de los que
emergen microvellosidades y un cilio. En la luz del tercer ventriculo (III) destaca la presencia de dos cuerpos
de Herring. Uno de ellos es de tipo no teminal (cabeza de felcha) y otro es de tipo terminal (flecha)
(15.680x).

Detalle a mayores aumentos (30.660x) del cuerpo de Herring sefialado con una flecha en la figura anterior.
Obsérvese el actimulo de microvesiculas claras.

Epéndimo del tercer ventriculo de rata. Se observan polos apicales de ependimocitos y en la luz del tercer



CUERPOS HERRING TERMINALES EN LA LUZ DEL TERCER VENTRICULO 91

Agradecimiento

Los autores expresan su agradecimiento a Valentin Alonso, Soledad Garcia, Maria Manteca y Olvido Martin por su
asistencia técnica.
Este trabajo ha sido financiado por la Comisién Asesora de Investigacién Cientifica y Técnica (Proyecto 288/84).

BIBLIOGRAFIA

AMAT, P. (1989).- El epéndimo de la regién tuberoinfundibular del tercer ventriculo y sus relaciones con los mecanismos
neuroendocrinos. An. Anat., 35: 21-30.

ANG, V. T. Y. y J. S. JENKINS (1982).- Blood-cerebrospinal fluid barrier to arginine-vasopressin, desmopressin and
desglycinamide arginine-vasopressin in the dog. J. Endocrinol., 93: 319-325.

BOLLO de MIGUEL, E. (1990).- Estudio imnunohistoquimico del niicleo supraquiasmatico del hipotdlamo de gato. Tesina
de Licenciatura. Universidad de Salamanca.

COATES, P.W. (1981).- A comparison of intraventricular nerve fibers and supraependymal cell clusters in the third ventricle
of monkeys and sheep. En: Neurosecretion: molecules, cells, systems. (Farner y Lederis, eds.). Pp.:438-440. Plenum
Press, Nueva York.

DELLMAN, H.D. y EIM. RODRIGUEZ (1970).-Herring bodies; an electron microscopic study of local degeneration and
regeneration of neurosecretory axons. Z. Zellforsch., 111: 293-315.

HEAP, P.F., C.W. JONES, J.F. MORRIS y B.T. PICKERING (1975).- Movement of neurosecretory product through the
anatomical compartments of the neural lobe of the pituitary gland. Cell Tissue Res., 156: 483- 497.

HELLER, H., S. H. HASAN y A. O. SAIFI (1969).- Antidiuretic activity in the cerebrospinal fluid. J. Endocrinol., 41: 273-
280.

JOLKKONEN, J., L. TUOMISTO, T. J. B. VAN WIMERSMA GREIDANUS, E. LAARA y P. J. RIEKKINEN (1986).-
Vasopressin levels in the cerebrospinal fluid in rats of different age and sex. Neuroendocrinology, 44: 163-167.

JOLKKONEN, J., L. TUOMISTO, T. J. B. VAN WIMERSMA GREIDANUS y P. J. RIEKKINEN (1988).- Vasopressin
levels in the cerebrospinal fluid of rats with lesions of the paraventricular and suprachiasmatic nuclei. Neurosci. Lett.,
86: 184-188.

KOZLOWSKI, G.P. (1982).- Ventricular route hypothesis and peptide-containing structures of the cerebroventricular system.
Front. Horm. Res., 9: 105-118.

MARTINEZ MARTINEZ, P. y H. de WEERD (1977).- The fine structure of the ependymal surface of the recessus
infundibularis in the rat. Anat. Embryol., 151: 241-265.

MENS, W. B.J., A.F. VAN DAM, M. A. H. VAN EGMOND, E. A. D. BAKKER, J. J. LEGROS, T. B. VAN WIMERSMA
GREIDANUS (1982a).- Neurohypophyseal hormones in cerebrospinal fluid. Front. Horm. Res., 9: 119-130.

MENS, W. B. J,, E. A. D. ANDRINGA-BAKKER y T. J. B. VAN WIMERSMA GREIDANUS (1982b).- Changes in
cerebrospinal fluid levels of vasopressin and oxytocin of the rat during various ligh-dark regimes. Neurosci. Lett., 34:
51-56.

MORRIS, J.F. (1976).- Distribution of neurosecretory granules among the anatomical compartments of the neurosecretory
processes of the pituitary gland: a quantitative ultrastrucural approach to homone storage in the neural lobe. J.
Endocrinol., 68: 225-234.

NORDMANN, J.J. y J. CHEVALIER (1980).- The role of microvesicles in buffering (Ca>") in the neurohypophysis. Nature,
287: 54-56.

PASTOR, F.E., F.J. DOMINGUEZ y P. AMAT (1981).- Ultraestructura de los elementos intraventriculares diencefélicos.
Phronesis, 2: 99-106.

PASTOR, F.E., D. TORANZO, L. MUNOZ BARRAGAN y P. AMAT (1982).- Localization of the terminal Herring bodies
in the hypothalamus-hypophysis. Neurosci. Lett., suppl., 10: S376.

ROBINSON, L. C. A. F. (1983).- Neurohypophyseal peptides in cerebrospinal fluid. Prog. Brain Res., 60: 129-145.

SCHWARTZ, W. J. y S. M. REPPERT (1985).- Neural regulation of the circadian vasopressin rhythm in cerebrospinal fluid:
a pre-eminent role for the suprachiasmatic nuclei. J. Neurosci., 5: 2771-2778.

SCHWARTZ, W. J., R. J. COLEMAN y S. M. REPPERT (1983).- A daily vasopressin rhythm in rat cerebrospinal fluid.
Brain Res., 263: 105-112.

VAN LEEUWEN, F.W., D.F. SWAAB y C. RAAY (1978).- Immunoelectronmicroscopic localization of vasopressin in the
rat suprachiasmatic nucleus. Cell Tissue Res., 193: 1-10.

VORHERR, H., M. W. B. BRADBURY, M. HOGHOUGHI y C. R. KLEEMAN (1968).- Antidiuretic hormones in
cerebrospinal fluid during endogenous and exogenous changes in its blood level. Endocrinology, 83: 246-250.

WANG, B. C., L. SHARE, J. T. CROFTON y T. KIMURA (1982).- Effects of intravenous and intracerebroventricular
infusion of hypertonic solutions on plasma and cerebrospinal fluid vasopressin concentrations. Neuroendocrinology, 34:
215-221.



92 F.E. PASTOR Y COLS.

WEINDL, A. y M. V. SOFRONIEW (1982).- Peptide neurohormones and circumventricular organs in the pigeon. Front.
Horm. Res., 9: 88-104.

WITTKOWSKI, W. (1968).- Elektronenmikroskopische Studien zur intraventriculiren Neurosekretion in den Recessus
infundibularis der Maus. Z. Zellforsch., 92: 207-216.

ZAIDI, S. M. A. y H. HELLER (1974).- Can neurohypophysial hormones cross the blood-cerebrospinal fluid?. J.
Endocrinol., 60: 195-196.

Correspondencia: Prof. Dr. P. Amat
Departamento de Anatomia e Histologia Humanas.
Facultad de Medicina

Universidad de Salamanca

Avda. Campo Charro, s/n

37007 Salamanca. Espaifia



An. Anat. 37: 93-101 (1991)

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DE GLUTAMATO MONOSODICO
SOBRE EL TESTICULO DE RATA

EFFECTS OF NEONATAL ADMINISTRATION OF MONOSODIUM GLUTAMATE ON THE
RAT TESTIS

B. PELAEZ, F.E. PASTOR, J. L. BLAZQUEZ, D. TORANZO, A. SANCHEZ, A. J. ALVAREZ-
MORUJO, P. AMAT

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas.
Departamento de Investigacion y Microscopia Electrénica.
Hospital Clinico Universitario.

Facultad de Medicina.

Universidad de Salamanca.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio ultraestructural de testiculos de ratas tratadas a los 4 dias de edad con una tnica dosis de 4
mg/g peso corporal de glutamato monosédico (GMS) en solucién acuosa por via subcutdnea, que fueron sacrificadas 7, 30 y
120 dias después, asi como de ratas normales y controles (inyectadas con agua bidestilada) de las mismas edades. Asimismo
se ha realizado un estudio morfométrico de la superficie de seccién de los tiibulos seminiferos en cortes histolégicos. El
estudio muestra que no existen alteraciones ultraestructurales entre los testiculos de las ratas tratadas con GMS y los de los
animales normales y controles. Independientemente de la edad, el GMS no determina cambios ultraestructurales ni en el
tejido conjuntivo peritubular ni en las células de Sertoli, ni en las sexuales de los cordones seminiferos, ni tampoco en las de
Leydig que existen en los espacios intersticiales. El andlisis morfométrico muestra que la superficie de seccion de los tibulos
seminiferos de los animales tratados con GMS estd disminuida, de forma estadisticamente significativa, en relacién con la de
los animales normales y controles, en las diferentes edades estudiadas, siendo dicha disminucién porcentualmente mayor a
los 11 y a los 34 dias que a los 120 dias.

PALABRAS CLAVE: Testiculo, Glutamato monosédico, Morfometria, Ultraestructura, Rata.

SUMMARY

An ultrastructural study was made of the testes of rats treated at 4 days of life with a single subcutaneous dose of 4
mg/kg b.w. of monosodium glutamate (MSG) in aqueous solution that were sacrificed at 7, 30 and 120 days after the
injection, and normal and control rats (injected with bidistilled water) of the same age. A morphometric study was also
carried out on the cross-sectional surface of the seminiferous tubules in histological sections. The study shows that there are
no ultrastructural alterations among the MSG-treated rats and the normal and control animals. Regardless of age, MSG does
not lead to ultrastructural changes either in the peritubular connective tisue or in the Sertoli cells, or in the sex cells of the
seminiferous tubules or in the Leydig cells present in the interstitial spaces. The morphometric analysis shows that the cross-
sectional surface of the seminiferous tubules of the MSG-treated rats is decreased, with statistical significance, as compared
with that of the normal and control animals, at the different ages studied; this decreases is percentually greater at 11 and 34
days than at 120.

KEY WORDS: Testis, Monosodium glutamate, Morphometry, Ultrastructure, Rat.
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Introduccion

La administracién de glutamato monosédico durante el periodo neonatal tiene efectos neurotoxicos que dan
lugar a severos transtornos neuroendocrinos (para revision véanse Pastor y col., 1990, 1991).

Particular interés se ha prestado a las disfunciones de la esfera reproductiva determinadas por la
administraciéon de GMS a roedores, tales como retraso de la pubertad (Rodriguez-Sierra y col., 1980), ciclos
vaginales irregulares (Redding y col., 1971; Rodriguez-Sierra y col., 1980), retraso de la apertura vaginal
(Rodriguez-Sierra y col., 1980), disminucion de los niveles séricos de estrégenos (Matsuzawa y col., 1979;
Nemeroff y col., 1981) y de testosterona (Nemeroff y col., 1981; Badger y col., 1982), disminucién de receptores
estrogénicos hipotaldmicos (Grant y col., 1978; Rodriguez-Sierra y col., 1982), alteraciones en los niveles
plasmaticos de LH (Clemens y col., 1978; Sridaran y col., 1981) y de la liberacién de LHRH (DePaolo y Negro-
Vilar, 1982; Badger y col., 1982), niveles séricos de prolactina elevados (Clemens y col., 1978; Nemeroff y col.,
1978), transtornos de la conducta sexual (Pizzi y col., 1977; Kruissink, 1980), disminucion del peso de las
gbnadas, tanto del ovario como del testiculo (Redding y col., 1971; Nemeroff y col., 1977a; Bakke y col., 1978;
Clemens y col., 1978; Seress, 1982), etc.

El mecanismo por el cual se desarrollan los efectos del GMS sobre la esfera sexual dista de estar claro, ya
que los resultados obtenidos por diferentes autores no son concordantes. Se ha supuesto generalmente que dichos
efectos serian la consecuencia de la destruccion que ocurre en el sistema tuberoinfundibular dopaminérgico y de
las subsiguientes alteraciones hipofisarias, referidas al transtorno de la secreciéon de hormonas gonadotropas
(para revision véase Nemeroff y col., 1977a,b; Dada y Blake, 1984; Dawson, 1986). No obstante, como antes
deciamos, el mecanismo no estd claro en absoluto. De hecho Dada y Blake (1984) llegan a afirmar, tras un
detenido estudio de los niveles de gonadotropinas, que los efectos gonadales del GMS podrian ser el resultado de
niveles periédicamente bajos de gonadotropinas, de actividad reducida de estas hormonas, de déficit de
receptores testiculares para las gonadotropinas, de un efecto téxico directo del GMS sobre el testiculo o de
cualquier otro mecanismo.

En trabajos previos (Pastor y col., 1990, 1991) hemos estudiado los efectos sobre el nucleo arcuato del
hipotdlamo de la administracion de una tinica dosis de GMS (4 mg/g peso corporal) a ratas machos de 4 dias de
edad, que fueron sacrificadas 7, 30 y 120 después. En el presente trabajo se describen las observaciones
ultraestructurales y morfométricas de los testiculos de estos animales.

Material y Métodos

Hemos utilizado para nuestro estudio 60 ratas albinas machos de la cepa Sprague-Dawley, sometidas a un
ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas, que han dispuesto de comida y agua a voluntad. A treinta animales se les
administré a los 4 dias de edad una dosis de L-glutamato monosddico (4 mg/g peso corporal; Sigma) en solucién
acuosa por via subcutdnea (grupo experimental - GMS). Quince animales fueron inyectados a los 4 dias de edad
con agua bidestilada (grupo control - BID). Quince animales no sufrieron ningin tipo de experiencia (grupo
normal -NOR). El sacrificio de los animales de cada grupo se realizd, por terceras partes, a los 11 (grupos 4+7),
a los 34 (grupos 4+30) y a los 124 (grupos 4+120) dias de edad, segiin la pauta descrita en un trabajo previo
(Pastor y col., 1990). Finalizada la perfusion se obtuvieron los testiculos de cada animal; uno de ellos se destin
al estudio ultraestructural y el otro, tras ser lavado durante 2 horas en tampén fosfato 0.1 M pH 7.4, fue fijado en
Bouin-Hollande-sublimado durante 48 horas, lavado con una solucién acuosa saturada de carbonato de litio
durante 12 horas, deshidratado e incluido en parafina segtin el proceder habitual en técnica histoldgica; cortes de
6 um de espesor fueron tefiidos con hematoxilina-eosina, realizdndose en ellos la medicién de las superficies de
seccion de los tibulos seminiferos mediante un analizador semiautomatico de imagenes IBAS-I Kontron. De los
diferentes grupos de animales (NOR 4+7, BID 4+7, GMS 4+7, NOR 4+30, BID 4+30, GMS 4+30, NOR 4+120,
BID 4+120 y GMS 4+120) se obtuvieron las medidas de centralizacion y dispersion, contrastdndose la
significacion estadistica mediante el test Z.
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Resultados

El exdmen con el microscopio electrénico de los testiculos de ratas tratadas con GMS demuestra que en
éstos no existen alteraciones ultraestructurales de ninguno de los tipos celulares que los componen, en relacion
con las observaciones efectuadas en animales normales y controles. Esta ausencia de alteraciones se evidencia en
todos los grupos de edad (11, 34 y 124 dias) y contrasta con la existencia de modificaciones cuantitativas,
referidas al calibre tubular, en los mismos testiculos de los animales tratados con GMS en relacién con los de las
ratas normales y controles de la misma edad.

En los animales de 11 dias los cordones seminiferos son macizos (fig. 1), constituidos en gran parte por
células de Sertoli, y rodeados por una capa de fibroblastos (figs. 2,3,4). Abundan los islotes de células de Leydig,
que con frecuencia presentan en sus citoplasmas muchas gotas de lipidos (fig. 3).

En todos los grupos de animales de 11 dias se encuentra una gran actividad mitética de células intersticiales,
sin que podamos confirmar que se trate de células de Leydig (fig. 2; flecha). En la figura 3 se aprecia una de
estas mitosis (sefialada con una flecha) que podria corresponder a un pericito.

En los cordones seminiferos, como es légico, la espermatogénesis estd detenida, encontrdndose
espermatogonias pero no espermatocitos. En algunos casos las espermatogonias estdn en mitosis (fig. 4;
asteriscos) y se hallan rodeadas por células de Sertoli de tal forma que el conjunto remeda un foliculo ovarico.

A los 34 dias de edad el calibre de los tubos seminiferos es mucho mayor que el de los animales de 11 dias
pero, al igual que en éstos, contindan siendo macizos. En algunos de los cordones seminiferos, sin embargo,
empieza a esbozarse una luz (fig. 5). Asimismo se observa que se ha activado la espermatogénesis y se detectan
no solo espermatogonias, sino también espermatocitos y espermatides. Atln no se encuentran espermatozoides.

A esta edad ya no se ven figuras de mitosis en las células del intersticio testicular, por lo que sorprende la
imagen de la figura 6 que corresponde a una mitosis de una tipica célula de Leydig (sefialada con un asterisco)
en un animal tratado con GMS.

En los diferentes grupos de ratas sacrificadas a los 124 dias tampoco se han detectado alteraciones
sustanciales en la ultraestructura de los testiculos de los animales tratados con GMS. En los tibulos seminiferos
es patente la existencia de una luz; en sus paredes se observan las células sexuales en todos los estadios de la
espermatogénesis (fig. 7). Nos ha llamado la atencién la presencia de gran cantidad de lisosomas en algunas
células de Sertoli de animales experimentales (fig. 8).

El estudio cuantitativo refleja, como es ldgico, el gran incremento en la superficie de corte de los tibulos
seminiferos que tiene lugar con el aumento en la edad del animal (véanse el grafico 1 y la tabla I).

Comparando las datos obtenidos dentro de un mismo grupo de animales, se comprueba la existencia de
diferencias, entre los animales experimentales y los normales y controles, respecto de la superficie de seccion de
los tibulos seminiferos. En todos los casos se observa una disminucion estadisticamente significativa del area
tubular de los animales tratados en relacién con los normales y controles de la misma edad (véanse gréafico 1y
tabla I). Esta disminucién es mds notoria en los animales sacrificados a los 11 y 34 dias de edad en los que,
porcentualmente, es de un 20 %, y un 19 %, respectivamente, que en los sacrificados a los 124 dias, en que la
disminucién es de un 5,5%.

Discusion

En la actualidad son bien conocidos los efectos neurotoxicos del GMS cuando se administra a roedores
durante el periodo neonatal (véanse Pastor y col., 1990, 1991), que determinan una profunda alteracion
neuroendocrina, habitualmente descrita como “sindrome del glutamato monosédico”, caracterizado por retraso
en el crecimiento, hipogonadismo, hipotiroidismo y obesidad (Olney, 1969; Redding y col., 1971; Kizer y col.,
1978; Pizzi y col., 1979; Rodriguez-Sierra y col.,1980; Seress, 1982; Clough y col., 1986). Dentro de las
alteraciones de la esfera sexual que determina el GMS (véase Introduccién) en la literatura se ha prestado
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FIGURAL.
FIGURAZ2.
FIGURA3.

FIGURAA4.

Microfotografia del testiculo de una rata GMS 4+7. Corte semifino de control tefiido con azul de toluidina.
Se observan dos cordones seminiferos macizos. (Obj.: 25x)

Testiculo de una rata normal de 11 dias de edad (NOR 4+7). La flecha sefiala una célula del intersticio en
mitosis. (2350x).

Testiculo de una rata normal de 11 dias de edad (NOR 4+7). Se observa un islote de células de Leydig (L) y
una célula intersticial en mitosis (flecha), probablemente de tipo pericitario (2350x).

Testiculo de una rata GMS 4+7. Seccién de un cordén seminifero rodeado por la tinica propia. Se observan
dos espermatogonias en mitosis (asterisco) rodeadas por células de Sertoli. (2350x)



FIGURAS.

FIGURAG.
FIGURAT.

FIGURAS.
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Microfotografia del testiculo de una rata GMS 4+30. Corte semifino de control tenido con azul de toluidina.
En algunos cordones seminiferos comienza a aparecer una luz. Entre los cordones hay islotes de células
intersticiales. (Obj.:10x)

Intersticio del testiculo de una rata GMS 4+30. Se observa una célula de Leydig en mitosis con mitocondrias

de matriz muy oscura (asterisco). (3350x)
Microfotografia del testiculo de una rata GMS 4+120. Corte semifino de control tefiido con azul de toluidina.

En la luz se observan colas de espermatocitos. (Obj.: 25x)
Zona basal de un tibulo seminifero de una rata GMS 4+120. Obsérvese la gran cantidad de lisosomas

existentes en el citoplasma de una célula de Sertoli. (4825x).
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GRAFICO 1. Superficie seminiferos
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( . NORMALES . CONTROLES D GMS W
TABLA 1
Grupo Area celular (um?*) (Media £ S.D.) N.? neuronas medidas
NOR 4+7 2889+ 627 601
BID 4+7 2839 + 476 400
GMS 4+7 2282 +539 600
NOR 4430 20050 + 2803 600
BID 4+30 20351 £ 3344 600
GMS 4+30 16353 £+ 3246 600
NOR 4+120 39710 + 8083 400
BID 4+120 38807 £ 8072 600
BMS 4+120 37102 = 5906 600

GMS 4+7 > NOR 4+7 (< 0.001)
GMS 4+7 > BID 4+7 (p < 0.001)
BID 4+7 - NOR 4+7 (N.S.)

GMS 4430 < NOR 4+30 (p < 0.001)
GMS 4+30 < BID 4430 (p < 0.001)
BID 4+120 - NOR 4430 (N.S.)

GMS 4+120 > NOR 4+120 (p < 0.001)
GMS 4+120 > BID 4+120 (p< 0.001)
BID 4+120 - NOR 4+120 (N.S.)
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particular atencién a los efectos de dicha sustancia sobre la funcion gonadal. Ya Olney (1969), trabajando con
ratones, describi6 que la administracion de GMS provocaba infertilidad en las hembras, mientras que los machos
mostraban un indice de fertilidad normal y sus testiculos eran indistinguibles de los de los animales no tratados.
También en el ratén, Holzwarth-McBride y col. (1976) describieron disminucién del peso de testiculos y
ovarios, que se acompaiiaba de una disminucion de la fertilidad; ésta afectaba mds a las hembras. En los machos
el examen histolégico de los testiculos no mostraba alteraciones, mientras que éstas si aparecian en los ovarios.

Diversos autores han descrito en las ratas tratadas con GMS la existencia de una disminucion del peso de las
goénadas, tanto del ovario como del testiculo (Redding y col., 1971; Nemeroff y col., 1977a; Bakke y col., 1978;
Clemens y col., 1978; Seress, 1982), pero con apariencia histolégica normal, existiendo controversia en cuanto a
los efectos sobre la fertilidad, pues Bakke y col. (1978) indican que el tratamiento conlleva una disminucién de
la fertilidad en los machos, mientras que no se afecta la de las hembras; por el contrario Seress (1982) describe
infertilidad en las hembras, que por otra parte muestran una conducta sexual normal.

Nuestros resultados permiten afirmar que el GMS, a la dosis y pauta de administracién utilizada por
nosotros, no provoca lesion histologica alguna sobre el testiculo. El tnico efecto observado ha sido una
disminucién del calibre tubular de los animales tratados, en relacién con los normales y controles de la misma
edad. Esta disminucion del calibre tubular parece que tiende progresivamente a la recuperacion, ya que es mas
intensa en los animales de menor tiempo de evolucién tras la administracion de GMS (disminucién del 20% en
las ratas GMS 4+7 y del 19% en los GMS 4+430) que en los sacrificados 120 dias después de la inyeccion
(disminucién del 5.5%).

Estos datos nos obligan a pensar que, en caso de que la disminucién del calibre tubular sea consecuencia de
las lesiones producidas en el niicleo arcuato, dicho efecto ha de ser debido a la lesién inmediata desencadenada a
los pocos minutos de la administracién del neurotéxico (véase Pastor y col., 1990, 1991).

Al margen de los efectos del GMS sobre el testiculo, las imdgenes de éste, tanto en animales experimentales
como en los normales, son muy llamativas y expresivas de una “cronologia de maduracién”. En cualquiera de los
grupos considerados, a los 11 dias de edad la estirpe germinativa estd representada solamente por
espermatogonias, que en las paredes de los tibulos alternan con las células de Sertoli. A los 34 dias, el tibulo
seminifero presenta una espermatogénesis avanzada hasta el estadio de espermdtide redonda. Por dltimo, en las
ratas de 124 dias la espermatogénesis es completa, siendo abundantes las espermdtides maduras en los tibulos
seminiferos. Insistimos en que estas imagenes no guardan relacién con la administraciéon de GMS y que el efecto
de esta sustancia sobre el testiculo es recuperable, al menos a la dosis que hemos utilizado.

También es interesante relacionar la actividad mitética de las células intersticiales durante el desarrollo
normal (Roosen-Runge y Anderson, 1959; Baillie, 1961; Hitzeman, 1962; Gondos y col., 1977) y el aumento de
esta actividad en condiciones experimentales, tales como la administracién de hormona coriogonadotropa
(Chemes y col., 1976; Christensen y Peacock, 1980) y la criptorquidia experimental (Kerr y col., 1979), con
nuestros resultados. Nosotros hemos observado, aunque no cuantificado, un gran nimero de mitosis en células
de la tunica propia y del intersticio, tanto en ratas experimentales GMS 4+7, como en las normales y controles de
11 dias de edad.

Otro comentario marginal es el que sugiere la observaciéon de una mitosis de una célula de Leydig en una
rata sacrificada 30 dias después de la administracion de GMS, sin que haya la menor duda en cuanto a su
identificacion, pues en la imagen (fig. 6) se aprecian todas las caracteristicas ultraestructurales de este tipo
celular.

El hallazgo de esta mitosis puede relacionarse con la siguiente pregunta: ;De dénde derivan las células de
Leydig? Se sabe que hay dos periodos de desarrollo de estas células, el fetal y el puberal (véanse para revision
Kuopio y col., 1989a,b), y se admite que pueden originarse bien de unas células troncales o bien de células de
Leydig maduras. No obstante, en las secciones de parafina de los testiculos, observadas con el microscopio de
luz, no es facil la identificacién de tales células de Leydig, incluso en aquellos modelos experimentales en que se
ha inducido hiperplasia de estas células. Dicho con otras palabras, el microscopio de luz no ofrece garantias de
identificacion de una célula intersticial en mitosis para clasificarla como de Leydig. Por ello es muy importante
la aportacién de imdgenes ultraestructurales de mitosis de este tipo celular. La microscopia electrénica permite
identificarlas y, consecuentemente, afirmar su origen a partir no ya de cé€lulas troncales, sino de las propias
células de Leydig maduras. En este sentido tiene valor, al menos documental, nuestra imagen de una célula en
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mitosis cuyas caracteristicas ultraestructurales corresponden a una célula de Leydig madura, en el testiculo de
una rata GMS 4+30. Los primeros en mostrar una imagen ultraestructural de mitosis de una célula de Leydig
fueron Kerr y col. (1979) en testiculos criptorquidicos de ratas. Nuestra imagen adquiere valor, no sélo por su
caracter demostrativo, sino porque permite negar la afirmacién de Orth (1982) sobre la falta de evidencia de
mitosis de células de Leydig en ratas jévenes; asimismo, segiin Fouquet y Kann (1987), tampoco las hay en ratas
sexualmente maduras.

Insistimos en que el valor de la imagen ultraestructural de una mitosis de célula de Leydig en el testiculo de
una rata GMS 4+30 es el documental, como lo es el de la mitosis de la célula de Leydig del testiculo humano
adulto descrita por Amat y col. (1986).
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio ultraestructural y cuantitativo sobre los cuerpos laminares espirales que se observan en
neuronas del nicleo arcuato de ratas castradas. Se han utilizado animales machos y hembras castradas al mes de edad y
sacrificadas uno y tres meses después de la intervencion. Los cuerpos laminares espirales se observan excepcionalmente en
animales normales y controles, siendo relativamente abundantes en los animales castrados. Estas estructuras estdn
constituidas por ldminas concéntricas de reticulo endoplasmico liso. El estudio cuantitativo demuestra que en los machos el
mayor incremento de cuerpos laminares espirales en las neuronas del nicleo arcuato tiene lugar al mes de la castracion,
mientras que en las hembras el mayor incremento de estas estructuras ocurre a los tres meses de la castracion.

PALABRAS CLAVE: Cuerpos laminares espirales, nicleo arcuato, castracion, ultraestructura, morfometria, rata.

SUMMARY

An ultrastructural and quantitative study was made of the membranous whorled bodies observed in the neurons of the
arquate nucleus of castrated rats. Male and female animals castrated at one month after birth and sacrificed at one and three
months after surgery were used. Whorled bodies are exceptionally observed in normal and control animals and are relatively
abundant in castrated rats. These structures are formed of concentric layers of smooth endoplasmic reticulum. The
quantitative study showed that in the males, the greatest increase in whorled bodies in the neurons of the arquate nucleus
occurs at one month after castration while in the females the greatest increase occurs at three months after surgery.

KEY WORDS: Membranous whorled bodies, arquate nucleus, castration, ultrastructure, morphometry, rat.

Introduccion

Los cuerpos laminares espirales (CLE) son estructuras compuestas por estrechas cisternas de reticulo
endopldsmico liso, circulares y dispuestas concéntricamente entre si. Fueron descritas por Brawer (1971) con el
nombre de “whorled bodies” en el citoplasma de neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo de ratas machos
castradas. Para este autor los CLE son la variaciéon mds caracteristica en el citoplasma de las neuronas del nicleo
arcuato como consecuencia de la castracion.

Posteriormente King y col. (1974) describieron estas estructuras con el nombre de “ribbon-rolls” en neuronas
del niicleo arcuato de ratas en fase de diestro y en ratas ovariectomizadas. Estos autores clasificaron los CLE en
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tres tipos, atendiendo a la presencia o ausencia de ribosomas asociados a las membranas de estas estructuras,
coincidiendo su CLE tipo III con el descrito por Brawer. Naftolin y col. (1985) coincidieron en su descripcion
con la realizada por Brawer, asi como Leranth y col. (1985), quienes confirmaron la relacién entre los estrégenos
y los CLE.

En el presente trabajo se describen distintos hallazgos ultraestructurales y cuantitativos sobre la presencia de
CLE en el citoplasma de neuronas del nucleo arcuato de ratas castradas.

Material y Métodos

En nuestro estudio hemos empleado 80 ratas albinas Sprague-Dawley. Cuarenta animales (veinte machos -M-
y veinte hembras -H-) fueron castrados quirdrgicamente al mes de edad (animales castrados -C-). La mitad de
los animales de cada sexo se sacrificaron al mes de la castracion (M C 141 y H C 1+1) y la otra mitad a los tres
meses (M C 1+3 y H C 1+43). Veinte animales (diez machos y diez hembras) fueron sometidos a una
intervencién de castracion simulada (animales controles -CS-), sacrificindose la mitad de los animales de cada
sexo al mes de la intervencion (M CS 1+1 y H CS 1+1) y la otra mitad a los tres meses (M CS 1+3 y H CS 1+3).
Veinte animales (diez machos y diez hembras) no fueron sometidos a ningtn tipo de experiencia (animales
normales -N-),siendo sacrificada la mitad de los animales de cada sexo a los dos meses de edad (M N 1+1 y HN
1+1) y la otra mitad a los cuatro meses de edad (M N 143 y H N 1+3). Las castraciones, tanto en machos como
en hembras, se han realizado bajo anestesia con eter etilico. En los animales machos se realiza mediante incision
de las bolsas escrotales y extirpacion de los testiculos, tras ligadura de los cordones espermadticos, con posterior
sutura de la herida. En las hembras se realiza una incision dorsomedial de la piel a la altura de la regién lumbar,
procediéndose a continuacion a la apertura de la pared abdominal lateral. Tras localizar el ovario, se liga la
porcidn distal de la trompa y se extirpa la génada. Tras la extirpacion de los ovarios, se procede a suturar las dos
incisiones en la pared abdominal y, por tltimo, la incisién cutdnea. La castracién simulada se realiza de forma
idéntica a la anteriormente descrita pero no se ligan los conductos y no se extirpan las génadas.

Bajo anestesia con pentotal sédico (30 mg/Kg peso), todos los animales fueron perfundidos a través del
ventriculo izquierdo con una solucidn fijadora de glutaraldehido al 5% en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4, a 4 °C,
precedida por un ligero lavado del arbol vascular con una solucién de cloruro sédico 150 mM. Las piezas de
tejido en que se localiza el nicleo arcuato permanecieron en la solucién fijadora por un periodo de 12 horas. A
continuacion fueron postfijadas en tetragxido de osmio al 1%, en el tampén antes descrito, durante hora y media
a 4 °C. Posteriormente fueron contrastadas en bloque con acetato de uranilo al 2% en acetona de 70°,
deshidratadas con acetona e incluidas en Durcupan (Fluka). Los cortes se realizaron con un ultramicrotomo LKB
Ultrotome III 8800, se contrastaron siguiendo el método de Reynolds y se estudiaron con un microscopio
electrénico de transmision Philips EM-201. Para realizar el andlisis cuantitativo, se obtuvieron al azar 36
micrografias, equivalentes cada una a 1545 um?’ del territorio del niicleo arcuato, de cada grupo de animales; tras
positivar los negativos en papel fotografico se contaron todos los CLE presentes en las 36 imdgenes de cada
grupo de animales, valordandose la significacion estadistica con el test de comparacién de proporciones con
aproximacion a la Normal.

Resultados

Los cuerpos laminares espirales (CLE) se observan de forma constante, en mayor o menor cantidad, en
algunas neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo de animales castrados, tanto machos como hembras, no
encontrdndose o haciéndolo de forma ocasional en ratas normales.

Por regla general los CLE se presentan en neuronas que poseen un gran desarrollo del reticulo endopldsmico
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FIGURA 1. Fragmento del soma de una neurona del nicleo arcuato de una rata hembra castrada al mes de edad y
sacrificada tres meses después de la castracion. Se observan seis cuerpos laminares espirales. La flecha sefiala
una estructura de eje mayor 1.3 um, limitada por una unidad de membrana, de fondo claro y con un escaso
contenido a base de grumos densos. (10.430x).

FIGURA 2. Detalle de un soma neuronal de una neurona del nicleo arcuato. Se observan dos cuerpos laminares espirales.
(30.735x).

FIGURA 3. Fragmento del soma de una neurona del niicleo arcuato. Se observa un cuerpo laminar espiral en cuya parte
central existen formaciones de probable naturaleza lisosomial. (21.900x).
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rugoso (RER) y abundantes polirribosomas dispuestos por el citoplasma entre las cisternas de RER (figs. 1 y 2).
Se configuran como laminas circulares de reticulo liso, concéntricas entre si (fig. 1); en ocasiones no forman
circulos completos, sino arcos muy cerrados con extremos dilatados en forma de cisternas (fig. 2). La lamina
circular mds periférica de los CLE suele continuarse con las cisternas del RER (fig. 1); no obstante, hay que
insistir en que todas las ldminas circulares componentes de los CLE son de reticulo liso.

Los CLE muestran un centro de contenido variable; en algunos casos en el centro hay cisternas lisas
aparentemente vacias o con muy escaso contenido, que seelen ser los extremos dilatados de las mismas cisternas
circulares (fig. 2); en otros casos se pueden observar estructuras semejantes a lisosomas (fig. 3). En algunas
neuronas puede haber dos (fig. 2) o mds CLE, tal como se aprecia en la figura 1, en la que pueden observarse
hasta seis CLE. En ocasiones, cuando los CLE son afectados por el corte en su periferia se presentan en forma de
haces longitudinales.

A veces, en la proximidad de los CLE y como abrazdndolos, existen cisternas estrechas de RER que alternan
con espacios de hialoplasma donde hay polirribosomas (fig. 2). También en la proximidad suele haber
mitocondrias y vesiculas granulares (figs. 1 y 3). En una ocasién se ha sorprendido la existencia de una
estructura, sensiblemente eliptica, de eje mayor 1.3 um, limitada por una unidad de membrana, de fondo claro y
con un escaso contenido a base de grumos densos, en la vecindad de varios CLE (fig. 1, flecha).

Es frecuente que los CLE estén proximos a sinapsis axosomaticas.

El estudio cuantitativo (Tabla I) pone de manifiesto la existencia de un incremento altamente significativo en
el nimero de CLE en los animales castrados, tanto machos como hembras, en relaciéon con los normales y
controles del mismo sexo y edad. Si comparamos los machos castrados de dos y cuatro meses de edad, vemos
como el incremento de CLE es mayor en los de menor edad, mientras que en las hembras sucede lo contrario, es
decir, el aumento de CLE es mayor en las ratas de cuatro meses de edad que en las de dos meses. Por otra parte,
el andlisis morfométrico pone de relieve la extraordinaria escasez, e incluso inexistencia, de CLE en los animales
normales y controles.

TABLA 1

Grupo (machos) CLE Grupo (hembras) CLE
MNA+1 3 HN 1+1 0
MCS 1+1 2 HCS 1+1 1
MC 1+1 19* HC 1+1 10+
MN 1+3 1 HN 143 1
MCS 1+3 2 HCS 143 0
MC 1+3 12+ HCA 143 cY] e

Los CLE estdn expresados por el nimero de estas estrucutras en 36 micrografias correspondientes cada una a 1545 um’* de
tejido.

* + p<0.001; + = p<0.005; animales castrados con respecto a normales y sometidos a castracién simulada el mismo Sexo y
edad (Test de comparacion de proporciones con aproximacion a la Normal)

Discusion

Desde su descripcién por Brawer (1971) en neuronas del niicleo arcuato de ratas castradas, se ha considerado
tradicionalmente la presencia de CLE en neuronas de este niicleo hipotalimico como un signo caracteristico de
la castracion (King y col., 1974; Price y col., 1976; Dominguez, 1981; Walsh y col., 1982; Naftolin y col., 1985;
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Leranth y col., 1985; Amat y col., 1987). No obstante, Ferndndez y col. (1986) describen estas estructuras en el
nuicleo supraodptico difuso del hamster normal, aunque sin realizar estudios cuantitativos.

Los CLE son una variedad de formaciones membranosas espirales, que King y col. (1974) clasificaron en tres
tipos, relaciondndolos con los tejidos en los que aparecen y con las funciones, a base de una extensa revision
bibliogréfica del tema. El tipo I, denominado también parasomas, estd constituido por membranas sin ribosomas
y ha sido observado en células de las génadas, tanto del ovario como del testiculo, epéndimo y gldndula pineal.
El tipo II, que cldsicamente se conoce con el nombre de “Nebenkern”, ha sido hallado en pancreas, suprarrenal,
melanomas, neuronas, espermatides y en células de la bolsa de Rathke. Estd constituido por membranas
circulares dispuestas concéntricamente que contienen ribosomas en toda su superficie; son por lo tanto
membranas de RER. El tipo III, al que los autores designan “ribbon-rolls” -y Brawer (1971) denomina “whorled
bodies”-, son estructuras formadas, al igual que las anteriores, por ldminas circulares concéntricas, en cuyas
superficies mds internas o en las mds externas se adosan ribosomas. Ademds presentan material electrodenso
entre las cisternas.

En relacién con los resultados que aportamos, hemos de sefialar que nuestro concepto de CLE, deducido de
las imdgenes ultraestructurales observadas, coincide con el de Naftolin y col. (1985), para quienes los “whorl
bodies”, como ellos los denominan, son: “organitos intraneuronales, compuestos por ldminas concéntricas de
reticulo endopldsmico liso, que frecuentemente se contintian con elementos del reticulo endoplasmico rugoso”.
Asimismo, nuestros CLE son idénticos al tipo III de la clasificacion de King y col. (1974).

Nuestros datos cuantitativos confirman, en primer lugar, que los CLE son un signo caracteristico de las
neuronas del nicleo arcuato de las ratas castradas, pues no existen, o su presencia es excepcional, en los
animales normales y controles. Considerados en conjunto los datos cuantitativos, se observa un incremento
numérico de los CLE en cualquiera de los grupos castrados con r:specto a los normales y controles del mismo
sexo y edad. Comparando los resultados entre los grupos de ratas castradas se deduce que el incremento de CLE
al mes de la castracién es mayor en los machos que en las hembras, y que a los tres meses la relacion se invierte,
siendo mayor en las hembras que en los machos. Estos datos pueden ser relacionados con la existencia de un
dimorfismo sexual en el nicleo arcuato del hipotdlamo de la rata, puesto claramente de manifiesto por nosotros
atendiendo a la diferente respuesta, tanto cuantitativa como cualitativa, de las neuronas de este ntcleo tras la
castracion (Pastor y col., 1990).

Con respecto al posible significado de los CLE es de resaltar que siempre se ha considerado su relacién con
la esfera sexual. Asi, para Brawer (1971) representarian la adaptacién de la célula a la disminucién de los
esteroides sexuales circulantes tras la castracién, mientras que para Dominguez (1981) podrian ser la expresion
estructural de una accién de las hormonas gonadotropas, incrementadas en los animales castrados, sobre las
neuronas del nicleo arcuato mds directamente relacionadas con la funcién sexual.

En relacion con la posible imbricacién de los CLE con la disminucién del nivel de hormonas sexuales, es de
resaltar que varios autores han demostrado que tras la extirpacién gonadal la terapia hormonal sustitutiva era
capaz de impedir o disminuir la aparicion de CLE en las neuronas del niicleo arcuato (Brawer, 1971; Lerdnth y
col., 1985).

Por otra parte, ciertas experiencias distintas de la castracién en las que se observa un incremento de CLE en
las neuronas del nicleo arcuato, siempre pueden ser referidas a alteraciones en el nivel de hormonas sexuales,
como ocurre tras los tratamientos con morfina (Ford y col., 1973, 1974; Price y col., 1976).

Por tanto, en principio parece clara una relacion estrecha entre los CLE y el nivel de esteroides sexuales. No
obstante, conviene ser cautos, porque Cramer y Ford (1977) han descrito un incremento de los CLE en las
neuronas del nicleo arcuato de ratas neonatales tiroidectomizadas, afirmando que la respuesta de estas neuronas
a la tiroidectomia es similar a la que sigue a la castracion. En el caso de las ratas neonatales tiroidectomizadas,
Cramer y Ford (1977) observaron ciertamente un aumento del nimero de los CLE, pero a ellos mismos les
sorprendid no encontrar neuronas con dos o mds CLE, a diferencia de lo que ocurre en la castraciéon. Cramer y
Ford, en el trabajo antes citado, no saben responder de una manera clara a si el escaso nimero de CLE por
neurona, en su experimento de tiroidectomia, refleja una diferencia normal en la respuesta fisiolégica o una
neurona menos madura, y sugieren que las neuronas del niicleo arcuato pueden responder a la pérdida de un
servomecanismo negativo de las hormonas de las glandulas diana (hormonas gonadales u hormonas tiroideas) de
una manera semejante. Para ellos, el significado del CLE es desconocido, aunque basidndose en su trabajo y en
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los de Brawer (1971), King y col. (1974) y Ford y col. (1974), sugieren que dicho organito puede representar un
signo de aumento de la actividad sintética de la célula.

Por tanto, el significado del CLE, o mds bien, el de su aparicién en neuronas del niicleo arcuato permanece
aun sin obtener una respuesta concreta. Pero ademds, su importancia radica en el hecho de que pueda ser
considerado como un marcador neuronal. En efecto, hasta el momento actual no ha sido posible identificar una
poblacion neuronal en respuesta a cambios ultraestructurales especificos tras alteraciones hormonales. De ahi
que consideremos de gran importancia establecer cudl es el mecanismo que induce la aparicion de esta estructura
en neuronas del nicleo arcuato y si s6lo lo hacen en una poblacién neuronal especifica, para lo que estamos
desarrollando en la actualidad estudios inmunocitoquimicos con la finalidad de comprobar este tltimo punto.
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RESUMEN

Hemos tratado ratas prefiadas con tres dosis teratolégicas de Clorpormazina indistintamente durante 10 dias seguidos y
por via L.P El estudio ultraestructural muestra que los fetos correspondientes a las ratas tratadas, presentan una Capa Germinal
Externa cerebelosa (E.G.L.) con células dotadas de una cromatina celular muy densa o “no activa; hay también una menor
celularidad y un menor indice mitético. Estos resultados parecen ser el efecto de una accién directa de la Clorpromazina sobre
la bioquimica celular, asi como de la hiponutricién desarrollada por el fairmaco en los animales tratados.

PALABRAS CLAVE: Rata. Teratologia. Clorpromazina. Estudio ultraestructural.

SUMMARY

We have treated pregnant rats with three Chlorpromazine teratological doses during ten days (I.P.). The ultraestructural
studies show that fetal E.G.L. has celular cromatin condense, mitotic activity significantly reduced and less celularity. These
effects, apparently, are the result of the Chlorpromazine direct action and the hiponutrition on the treated animal.

KEY WORDS: Rat. Teratology. Chlorpromazine. Ultraestructural studies.

Introduccion

Resulta evidente dentro del marco de los conocimientos médicos actuales que son muchos los factores y
agentes, bien internos o externos al organismo, susceptible de producir, desarrollar e incluso iniciar modificacio-
nes en el adecuado desarrollo embrionario y/o fetal de los diferentes 6rganos y aparatos que forman parte defini-
tiva de nuestro sistema corporal. Esta es precisamente la razén por la que cada dia adquieren mayor importancia
los estudios teratoldgicos. Sin embargo estos agentes, su mecanismo de accidn, e incluso sus efectos no son, en
muchos casos, coincidentes en todos los estudios e investigaciones. Ante la gran controversia aparecida en la
literatura cientifica actual sobre el posible papel teratolégico de un farmaco tan utilizado como la Clorpromazina,
hemos optado por esta problemdtica como trabajo de investigacién, tomando como objeto material el desarrollo
embrionario de la corteza del cerebelo.

Hasta la actualidad, numerosos son los estudios cuyos resultados se posicionan en un sentido u otro. Dentro
de los que muestran posibles influencias de este farmaco sobre la gestacién y en definitiva sobre el embri6én y/o
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feto, se encuentran los realizados por Padamanabhan y Singh (1978), quienes observan una importante disminu-
cion del peso cerebral y de la celularidad del cerebelo en los fetos cuyas madres fueron tratadas con
Clorpromazina. Patel y cols. (1980), comprueban, en este mismo sentido, una significativa disminucién de la
actividad mitdtica en el cerebelo globalmente, y en su corteza de forma especial, asi como abundantes degenera-
ciones celulares. Otros, como Hannah y cols. (1982), observan una disminucién importante de las células de
Purkinge y de su drbol dendritico, asi como una importante condensacién de la cromatina nuclear y picnosis
celulares en diversas zonas del cerebelo correspondiente al embrién y/o feto. Estos resultados son similares a los
obtenidos por otros autores como (Patel y cols., 1973; Balazas y cols., 1977; Lewis y cols., 1977 a y b; Dailey,
1978; RAMOS y cols., 1984 a y b, 1985).

En fin, otros estudios, como es el caso del realizado por Leonard (1981), no aportan ningtin efecto teratoldgico.

Por lo que hasta aqui hemos expuesto, consideramos que es objetivo fundamental del presente trabajo de
investigacion, clarificar la posible relacion teratoldgica entre la Clorpromazina y el desarrollo de la corteza del
cerebelo, centrdndonos especialmente en los aspectos ultraestructurales.

Material y Métodos

Hemos empleado ratas wistar blancas, hembras y virgenes de tres meses de edad, por su elevada fertilidad y
ntiimero de crias. Han sido alojadas en un estabulario debidamente acondicionado y fueron distribuidas al azar en
varios grupos de ratas prefiadas, cuatro en total, de diez animales cada uno de ellos: Grupo Control y tres de
Clorpormazina dosis alta, media y baja, respectivamente. Las dosis del formaco han sido calculadas a partir del
método descrito por Boyland y cols. (1968), teniendo en cuenta la Dosis Eficaz 50 y la Dosis Letal 50 de este
farmaco y por via intraperitoneal. Esto nos permite emplear dosis teratolégicas y no téxicas como sucede fre-
cuentemente. Las dosis obtenidas son 8,5; 15,5 y 22,5 mg/Kg. Todas las ratas fueron tratadas con suero fisiol6gi-
co (Grupo Control) o Clorpromazina, durante 10 dias seguidos, desde el 7 al 16 de prefiez, ambos incluidos, por
ser este el periodo de médxima importancia en el desarrollo embrionario de la corteza del cerebelo. Durante el tra-
tamiento se cuantifica la ingesta de agua, comida y ganancia de peso diaria de cada animal. El dia 18 de prefiez
se extraen los fetos por laparotomia media y se procede al estudio con microscopia electrénica del esbozo cere-
beloso. Las muestras se fijan en tres etapas: 1.- Prefijacion en glutaraldehido al 2,5% amortiguado en buffer
cacodilato a pH 7,2 0,1 M y 4 durante 12 h.; 2.- Fijacién en Os 04 al 1% amortiguado a pH 7,2 con idéntico buf-
fer y 2 h. a 4; 3.- Postfijacién en solucién acuosa de acetato de uranilo al 15 y 2 h. a temperatura ambiente. La
inclusién se realizé en una mezcla de Epol-Araldita, y el contraste de los cortes, se efectué con el citrato de Pb
segin Reynolds seguido de un tratamiento con nitrato de uranilo.

Resultados

El estudio de las muestras correspondientes al grupo Control presentan una capa germinal externa (EGL)
con abundante celularidad, sobresaliendo el hecho de que estas células presentan ya una organizacion de organe-
las bastante caracteristica en su citoplasma. Asi, se demuestra la presencia de numerosos polirribosomas (PR),
ribosomas libres (R), mitocondrias (M), reticulo endopldsmico rugoso (RER) y aparato de Golgi (AG). En con-
secuencia esto nos sugiere en principio, que existe una cierta diferenciaciéon celular (Figura n.° 1). Al mismo
tiempo pueden apreciarse distintos tipos celulares, que junto con lo anteriormente expuesto, y la localizacion
profunda dentro de 1.* Capa Germinal Externa de estas muestras, nos sugieren futuras células de Purkinge (P)
(las mas desarrolladas) y células gliales (G) (las mds pequeiilas) (Figura n.® 2). Es importante hacer notar que los
elementos descritos presentan casi en su totalidad cromatina (C) en disposicién muy laxa, lo cual es indicativo de
una intensa actividad de sintesis por parte de estas células, imprescindible si tenemos en cuenta el elevado indice
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

EFECTOS TERATOLOGICOS DE LA CLORPROMAZINA

Detalle de un neuroblasto en mitosis de la EGL (Capa Germinal Externa), regién superficial. Apréciese la
abundancia de organelas celulares y la disposicion laxa de la cromatina nuclear. (A.G.: Aparato de Golgi; C:

Cromatina; M: Mitocondrias; M.T.: Mitosis; P.R.: Polirribosoma; P.L.: Prolongaciones normales; R.:
Ribosomas) (Grupo Control).

Imdgen de la regién profunda de la E.G.L., mostrando la mitosis de una futura célula de Purkinge (P; M.T.)
(G: Guia; P.L.: Prolongaciones neuronales) (Grupo Control).
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FIGURA 3. Detalle de la E.G.L. donde se aprecia una abundante celularidad y la disposicién laxa caracteristica de la cro-
matina (C) nuclear (P.L.: Prolongaciones neuronales) (Grupo Control).

FIGURA 4. Imdgen de la E.G.L. donde se aprecian abundantes mitocondrias, disposicién densa de la cromatina nuclear
(C) y diversidad celular (N: neuroblastos; G: glia) (Grupo Clorpromazina 15,5 mg/Kg.).
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FIGURA 5. Detalle de la E.G.L. donde se observa la disposicion densa de la cromatina nuclear (C) (N: Neuroblasto; G:
Glia; M: Mitocondrias) (Grupo Clorpromazina 8,5 mg/Kg.).

FIGURA 6. Imigen que muestra un neuroblasto (N) con una prolongacion caracteristica (P.L.), dotada de uss elementos
mds especiales. (G: Glia) (Grupo Clorpromazina 22,5 mg/kg.).
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mitético (MT) que muestran y la fase de diferenciacion en la que se encuentran (Figuras n.° 1, 2 y 3). Entre estas
células se pueden observar ya en este periodo, algunas prolongaciones (PL) nerviosas proximas a los somas neu-
ronales, estableciéndose numerosos contactos entre estos elementos (Flguras n.° 1,2 y 3). Consideramos de gran
interés este aspecto, ya que los contactos ya desarrollados potencian la diferenciacién celular, y a la inversa, son
un indicativo de la misma.

En cuanto a los animales tratados con Clorpromazina, en todas las muestras estudiadas destacan dos hechos
importantes. En primer lugar, que la mayor parte de las células muestran una cromatina nuclear en disposicion
ligeramente mas condensada que en el caso de las células correspondientes al grupo Control, donde se encuentra
en forma muy laxa (Figuras n,® 4 y 5). En segundo lugar es caracteristica también la abundancia de mitocondrias
en los citoplasmas de las células tratadas (Figuras n.° 4 y 5). Todos los grupos presentan igualmente y sobre todo
en la parte interna de la Capa Germinal Externa, dos tipos celulares bien diferenciados, neuroblastos (N) y oligo-
dendroblastos (G) (Figuras n.® 4 y 5). Los primeros presentan una gran organizacion citoplasmatica, con diferen-
ciacién ya manifiesta de diversas organelas citoplasmaticas, asi como de algunas prolongaciones dendriticas
(Figura n.° 6). Estas prolongaciones poseen todos los elementos que las caracterizan en avanzado estado de desa-
rrollo (polirribosomas, mitocondrias, neurotibulos, neurofilamentos, vesiculas, etc.), al mismo tiempo que se han
establecido algunos contactos entre prolongaciones nerviosas y somas de neuroblastos (Figura n.® 6). Sin embar-
g0, y en conjunto, tanto la celularidad como la presencia de prolongaciones y contactos en estos grupos, es lige-
ramente inferior a la del grupo Control, hechos que se apoyan en la menor frecuencia de mitosis. De forma glo-
bal, estas observaciones son ligeramente mds intensas en el caso de los animales tratados con Clorpromazina
22,5 mg/kg. y sobre todo en lo relativo a la actividad mitética.

Discusion

Tres caracteristicas destacan sobremanera a la hora de comparar los resultados del Grupo Control y los
correspondientes a los animales tratados con Clorpromazina en cualesquiera de sus dosis: la menor celularidad e
indice de mitosis en estos tltimos, asi como la generalizada presentacion en ellos de cromatina nuclear densa, y
no “activa” o laxa como la del Control. Estas tres caracteristicas se encuentran intimamente ligadas, ya que la
condensacién cromdtica es poco indicativa de divisién delular (y si todo lo contrario), al mismo tiempo que la
menor frecuencia de mitosis trae consigo una celularidad menos marcada.

Buscando la razén ultima de estos hallazgos, pensamos que dos son los posibles mecanismos que aqui se
unen para originarlos: o bien un efecto directo de la Clorpromazina sobre las células; o bien un factor indirecto
que altera el desarrollo celular como puede ser la hiponutricién embrio-fetal, ya que como hemos observado
durante la presente investigacion, las ratas tratadas con el firmaco comen significativamente menos que las del
Grupo Control.

Con relacion al primero de los mecanismos citados, sabemos desde hace ya algunos afios que la mitosis de
las células embrionarias correspondientes sobre todo a érganos del S.N.C., se encuentra regida por los llamados
neurotransmisores celulares, como las catecolaminas, serotonina y acetilcolina (Sereni y cols. 1966; Buznikov,
1967 Y 1973). La Clorpromazina posee mecanismos de accién antiserotominérgicos y anticolinérgicos entre
otros, por lo que en consecuencia, pudiera, a través de ellos, frenar o enlentecer el proceso de division celular.
Nuestras experiencias con cultivos celulares tratados con Clorpromazina a dosis teratolégicas, muestran resulta-
dos similares, lo que va en refuerzo de esta teoria (Ramos y cols., 1988). En cuanto al segundo mecanismo cita-
do, la hiponutricién, puede actuar en dos vertientes. Por un lado, reduciendo el aporte de sustratos para la sintesis
de los neurotransmisores celulares anteriormente citados (Dodge y cols., 1975; Patel, 1983 B). Por otra parte,
restringiendo la bioquimica celular por déficit de sustratos (sintesis de lipidos, aminoécidos, glucogenolisis, etc)
(Basssy cols., 1970: Subba y cols., 1978; Patel, 1983 b). Investigaciones recientes llevadas a cabo por nuestro
equipo y otros autores, demuestran claramente que un factor como la hiponutricién altera notablemente, no sélo
el ritmo mitotico celular, sino el embrion en general, y en todas las vertientes (Winick, 1969; Patel, 1983; Ramos
y cols., 1986; Ramos y cols., 1988).



EFECTOS TERATOLOGICOS DE LA CLORPROMAZINA 115

Por lo expuesto hasta este punto, creemos que ambos mecanismos, accion directa de la Clorpromazina sobre
la célula en diferenciacion e hiponutricion, se mezclan para dar lugar a estos resultados.
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RESUMEN

Se realiza un programa de entrenamiento de natacion y otro de carrera de resistencia en dos grupos de ratas, con objeto
de valorar los cambios que experimenta el misculo esquelético. Con técnicas histoenzimadticas, se observa un incremento del
potencial oxidativo histoenzimatico e hipertrofia de las fibras tipo IIB en ambos grupos de animales entrenados, sin hallar
diferencias significativas en los porcentajes de los diferentes tipos de fibras respecto del grupo control.

PALABRAS CLAVE: Miisculo, rata, ejercicio, histoquimica.

SUMMARY

It is realized a program of swimming training and another of resistance run in two rat groups with the object of value the
changes in the skeletal muscle. Using histoenzimatic thechnics it is observed an increase in the oxidative potential and hyper-
trophy of the IIB fiber type in both groups of trained animals, and no significative diference were found in the percentage of
the different fiber types respect to the control group.

KEY WORDS: Muscle, rat, exercise, histochemistry.

Introduccion

En los iltimos afios un gran nimero de investigadores han centrado sus estudios en la comprension de la
transformacién que sufre el misculo en respuesta al ejercicio f isico. Todo ello motivado por la gran importancia
que supone una buena dotacién y capacidad de adaptacion del tejido muscular en el desempefio de las activida-
des fisicas, unido al auge experimentado en las tltimas décadas por el deporte popular y de alta competicion.

Numerosos estudios transversales, han demostrado que los atletas de resistencia poseen en sus musculos un
porcentaje mayor de fibras lentas tipo I que los sujetos sedentarios y aquellos no entrenados en resistencia
(Gollnick et al., 1972a; Havu et al., 1973; Costill et al., 1976; Burke et al., 1977; Howald, 1982). Por el contrario
en los sprinters, saltadores y levantadores de peso, comprometidos en el desarrollo de trabajos de potencia, se ha
encontrado un porcentaje mds alto de fibras rdpidas tipo II en sus musculos (Gollnick et al., 1972; Thortensen et
al., 1977; Mero et al., 1981).

* Trabajo subvencionado por la Diputacién General de Aragon.
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Los resultados de estos estudios suscitaron la duda sobre si las diferncias en la composicion de la poblacion
fibrilar entre atletas y personas sedentarias era consecuencia del entrenamiento fisico o se debia a la dotacion
genética.

Se ha utilizado la estimulacion artificial de unidades motoras para ver la influencia de los diferentes modelos
de frecuencia eléctrica sobre las propiedades contrictiles, estructura molecular y funcion metabolica de las fibras
musculares. Con la estimulacién crénica del nervio se consigue una transformacién completa de las fibras tipo 11
en tipo I (Pette et al., 1973; Jolesz y Sreter, 1981). Durante el proceso de transformacion ocurre un aumento de la
densidad capilar y de las actividades enzimadticas oxidativas en la primera semana (Brown et al., 1976; Petie ct
al., 1973), seguido de un cambio en las propiedades isométricas después de dos semanas (Salmons y Henrickson,
1981) y un descenso de los niveles de ATPasa después de tres semanas(Sreter et al., 1974).

La transformacion de fibras tipo I en tipo II ha sido probada en escasas ocasiones y siempre previa denerva-
cién de las fibras lentas a la aplicacion de los estimulos eléctricos.

Entre varios de los estudios longitudinales que no pudieron demostrar la conversién de fibras rdpidas en lentas
con diversos entrenamientos de resistencia se hallan los realizados por Bagby et al., (1972); Gollnick et al., (1973):
Saltin et al., (1976); Bylund et al., (1977); Lavoie et al., (1980); Parsson et al., (1985); Hodgson et al., (1985).

En discrepancia con los resultados de los autores anteriores, Morgan et al., (1971); Syroby et al., (1972);
Jawed et al., (1977); Muller, (1974) y Jansson et al., (1978) encontraron un aumento de las fibras lentas en detri-
mento de las rdpidas tanto en el musculo de animales como de hombres, después del entrenamiento.

También Schantz et al., (1982) y Friden et al., (1983) observaron un incremento de fibras intermedias tipo
IIC y una disminucién de las fibras rapidas tras entrenamientos de resistencia.

Con el entrenamiento de ratas en carrera intensa a intervalos Luginbuhl, (1984) y Torres et al., (1990) obser-
varon diferencias significativas en los porcentajes de distribucién fibrilar respecto a los animales control. En un
programa de entrenamiento similar realizado por Simoneau et al., (1985, 1986) con un grupo de sedentarios pri-
mero y después con gemelos monocigéticos, comprobaron un incremento de las fibras tipo I y una disminucion
de las fibras IIB.

Aumentos significativos del potencial metabdlico oxidativo de las fibras musculares después del entrena-
miento de resistencia han sido ampliamente confirmados. Sobre este aspecto, Souminent et al.. (1977) comenta-
ron la escasa importancia que tienen los factores hereditarios en la determinacion de las actividades enzimadticas
del musculo.

Siguiendo en la linca de algunos trabajos previos, en este pretendemos observar los cambios que experimen-
ta un musculo de la rata (recto femoral) sometido a dos tipos diferentes de entrenamiento, ambos de resistencia.

Material y inetodos

Para desarrollar este trabajo hemos empleado 30 ratas machos, cepa Wistar de cuatro meses de edad, for-
mando tres grupos de diez animales cada uno.

El primer grupo realiz6 un programa de entrenamiento que consistié en nadar una hora diaria, seis dias a la
semana, durante un periodo de diez semanas.

El seguido grupo desarrollé un entrenamiento de carrera sobre tapiz rodanic movido a motor a un« velocr-
dad de 22 inctros por minuto, correspondiendo este trabajo a una absorcion maxima de oxigeno del 65 1l 75%
aproximadamente segtin Bedfor et al., (1979); Devine-Patch y Brooks, (1980); siendo las sesiones y el periodo
de entrenamiento identicos a los del primer grupo.

El tercei grupo permanecio sedentario en sus jaulas durante todo el tiempo que duraron los prograiuus de
entrenamiento.

Al concluir los entrenamientos los animales de los tres grupos fucron anestesiados ¢ campana de eter y tras
la diseccion del recto femoral del cuadriceps, se tomaron cortes traisversales de pocos milimetros de grosor de la
parte media del masculo. Estas muestras se introdujeron en isopentano congelado cn nitrogero liquido (-196%).
De cada pieza se consiguieron cortes seriados de 10 micras de espesoi con un criostaio modeio SLEE HR, sobre
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los que se utilizaron técnicas histoquimicas de miosin ATPasa a ph 9,4 (Dubowitz y Brooke, 1973) y con prein-
cubacion acida a ph 4,3 (Brooke y Kaiser, 1970) y técnicas que nos demostraran la actividad de un anzima oxi-
dativo como la NADH-TR (Novikoff et al., 19861) y de otro glucolitico, la fosforilasa (método del dextrano de
Meyer).

Los porcentajes de los tres tipos de fibras I,IIA y IIB se extrajeron de cortes con la reaccion ATPasa a ph
4,3; contabilizando un total de 200 fibras en cada una de las tres regiones en que dividimos el misculo en sentido
antero-posterior: region superficial, media y profunda. A los porcentajes de los tres tipos de fibras hallados en
cada regién muscular de cada uno de los misculos de los animales se les aplicé la T de Student en un ordenador
Macintosh mediante el programa Stat View.

Resultados

El patr6n de distribucion fibrilar de las tres regiones del musculo de los animales entrenados tanto en nata-
cién como carrera, no presentan ninguna diferencia significativa respecto al de los animales sedentarios, después
de su procesamiento estadistico, como se refleja en la tabla 1. Esto nos indica que no ha habido aumento del
nimero de fibras ni transformacién de un tipo en otro como consecuencia de los entrenamientos.

Se puede observar de forma subjetiva un incremento de la actividad oxidativa NADH-TR en los tres tipos de
fibras después de ambos entrenamientos, siendo especialmente intensa a nivel subsarcolémico en muchas de las
fibras de los animales entrenados en natacion. La actividad fosforilasa por el contrario no parece reflejar dicho
incremento.

Un notable cambio morfolégico han experimentado las fibras IIB en el misculo de ambos grupos de anima-
les entrenados, ya que la mayoria de ellas poseen signos de hipertrofia respecto a las del grupo control como
muestran sus areas transversales.

REGION SUPERFICIAL
TIPOS DE FIBRA CONTROL NATACION C. RESISTENCIA
Tipo I : : i
Tipo IIA 12,5+0,94 11,640,62 11,6+0,60
Tipo IIB 87.4 0,89 88.420,63 88,420,61
REGION MEDIA
Tlpo I 2,640,31 3,040,32 3,140,46
Tipo IIA 31,1+1,05 31,9+0,64 29.7+1,12
Tipo IIB 66.240,95 65,0+0,62 67.4+1,11
REGION PROFUNDA
Tipo I 9,040,55 10,0+0,65 8,310,79
TipolIA 51,2+1,38 53.4+1,33 53,6+1,27
Tipo IIB 39,8+0,99 36,5+0,82 38,040,70

TABLA 1. Porcentajes de los diferentes tipos de fibras en el musculo recto femoral de los animales sedentarios y entrenados
en natacion y carrera de resistencia. Los valores presentados son medias 2 errores standar siendo n=10 ratas.
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FIGURA 1.

FIGURAS 2Y 3.

FIGURA 4.

FIGURAS 5Y 6.
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N

Seccion transversa de la region media del recto femoral de rata sedentaria con ATPasa a ph 4,3.
Observamos escasas fibras tipo I de reaccién intensa y tamafio pequefio, fibras IIA de reaccién clara y
tamafio similar a las anteriores pero en niimero superior y fibras IIB de reaccién intermedia con un area
mayor que la de los dos tipos anteriores que constituyen la casi totalidad del patrén fibrilar

Ambas corresponden a secciones transversas de la region media del recto femoral; de rata entrenada en
natacion la primera y en carrera la segunda. Ambas presentan un patrén fibrilar similar al de la figura 1,
reflejo del resultado obtenido en el tratamiento estadistico de los porcentajes de los tres tipos de fibras,
expuesto en la tabla 1.

Regién profunda del recto femoral de rata sedentaria en corte transverso que muestra la actividad oxida-
tiva de la NADH-TR en las fibras. En esta regién aparece en contraste con las regiones mds superficia-
les del musculo un incremento del nimero de fibras tipo I y ITA con alta actividad oxidativa (dificultan-
do su objetivacién en un tipo u otro la similitud de intensidades entre ambas) frente al de fibras IIB, con
una actividad también mads baja.

Pertenecen a la regién profunda del misculo estudiado de rata entrenada en natacién y carrera respecti-
vamente. En las dos se aprecia de forma cualitativa un incremento subjetivo de la actividad NADH-TR
en los tres tipos de fibras respecto a las de la figura anterior y destaca especialmente la hipertrofia que
han experimentado varias de las fibras IIB tras ambos entrenamientos.
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Discusion

La demostracion por Komi et al., (1977) de una distribucién idéntica de los tipos de fibras en gemelos mono-
cigéticos y dicigbticos por una parte, y de otra, el fracaso de numerosos estudios en revelar una interconversion
fibrilar después de diferentes progamas de entrenamiento, sostienen en opinion de Gollnick y Matoba (1984),
que los porcentajes de los diferentes tipos de fibras en el miisculo estan determinados genéticamente.

Sin embargo los estudios de Jawet et al., (1977) y Muller, (1974) con ratas; Syroby et al., (1972) y Jansson
et al., (19878) en humanos, demostraron una conversion de las fibras tipo II en tipo I después de entrenamiento
de resistencia. Ya hemos comentado previamnete como entrenamientos de carrera intensa a intervalos habian
producido alteraciones del patrén fibrilar.

Ademads del modelo de estimulacién nerviosa como factor que influye sobre el crecimiento muscular, en opi-
nién de Goldberg (1980) también lo son las diferentes hormonas y factores nutricionales.

También las actividades habituales diarias tienen un papel importante en la expresion fenotipica durante la
infancia, como se desprende de los resultados de Saltin et al., (1977) y Bell et al., (1980), donde estos ultimos
encontraron porcentajes mayores de fibras tipo I en el vasto lateral de nifios y nifias de 5 y 6 afios que los halla-
dos por los primeros en jévenes de 16 afios. Howald (1982) cree, que puesto que los factores anteriores son
semejantes en los gemelos monocigéticos, su modelo de distribucion del tipo de fibra se deberia al hecho de
desenvolverse en las mismas condiciones ambientales, por lo que dicho modelo no estaria determinado solamen-
te por los factores genéticos, idea también compartida por Larsson y Ansverd (1985). Simoneau et al.,(1986)
dedujeron después del entrenamiento de gemelos monocigéticos, que el papel de la herencia parecia estar ausen-
te en los cambios de las proporciones del tipo de fibra que se dieron.

Nosotros no hemos hallado diferencias significativas en los porcentajes de los distintos tipos de fibras en el
musculo de las ratas entrenadas en natacion y carrera de resistencia respecto a los controles. A pesar de conside-
rar el periodo de nuestros entrenamientos de una duracién aceptable, si se tiene en cuenta el corto periodo de
vida de la rata; coincidimos con Howald (1982), en que una posible explicacion para estos resultados y a quellos
otros que no pudieron evidenciar algiin tipo de cambio después del entrenamiento de resistencia, seria el periodo
relativamente corto de los estudios junto a una intensidad de entrenamiento posiblemente mas baja que la emple-
ada por los atletas durante varios afos de practica. Para Salmons (1980) la intensidad y duracién de los estimulos
del entrenamiento sobre las fibras musculares en estos programas es mds baja que la empleada en la estimulacién
eléctrica y por esta razon el umbral para las transformaciones moleculares se alcanza raramente, incluso después
de varios afios de entrenamiento.

Ciertas evidencias sugieren que las fibras intermedias o tipo IIC son un estado de transformacion de las
fibras tipo II en tipo I y viceversa (Pierobon-Bormioli et al., 1981; Schantz et al., 1982). Segiin esta sugerencia,
la ausencia de una transformacion de fibras en nuestros resultados, en contraste con otros; nos hace pensar como
comentabamos mds arriba que el periodo de entrenamiento ni siquiera fué suficiente para llegar a este estadio
intermedio, predmbulo de la transformacion fibrilar. Sin embargo de acuerdo con Schantz et al., (1982) y
Luginbuhl et al., (1984), también habria que tener en cuenta el grado de tensién que desarrollan las fibras y la
intensidad del trabajo junto a la capacidad previa para realizarlo.

Las consideraciones anteriores podrian explicar también los resultados controvertidos hasta ahora sobre el
incremento de los potenciales enzimadticos y el grado de hipertrofia que ocurren en las fibras tras programas de
entrenamiento en resistencia.

Sin negar la importancia que sin duda tiene la herencia, admitimos que los factores ambientales ejercen una
influencia no menos despreciable en las transformaciones que experimenta el misculo con la actividad fisica. No
obstante para conocer los mecanismos que rigen dichas transformaciones hay que seguir investigando el grado
de implicacion que tienen diversos factores antes sugeridos, asi como el papel de la herencia en la adaptacion
muscular a los diversos tipos de entrenamientos fisicos.
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RASTRO DEGENERATIVO FIBRILAR TRAS LA DIATERMOGOAGULACION DE LA
ENCRUCIJADA ESTRIODIAGONAL

CHANGES DEGENERATIVE FOLOWING LESIONS OF THE ENTOPEDUNCULARIS
NUCLEUS

A. VICTORIA FUSTER, S. TORREGROSA RICO, E. SMITH FERRES

Departamento de Ciencias Morfolégicas
de la Facultad de Medicina Valencia.

RESUMEN

La diatermocoagulacién de la Encrucijada estriodiagonal izquierda nos permite observar mediante las técnicas de Fink y
Heimer, fibras degeneradas en Insula, niicleo Prepiriforme, cinta diagonal de Broca, septum y asa lenticular, ldmina reticular
taldmica, nicleo amigdalino, cortex cerebral, fasciculo taldmico y ldmina affixa del tdlamo.

PALABRAS CLAVES: Encrucijada estrio diagonal. Degeneracién
SUMMARY
Changes degenerative observation in the limen insulae, n. prepiriformis, allocortex diagonal, septum, ansa lenticularis, s.

reticulars talamus, n., amigdalinus, neocortex, fasxiculus thalamici and 1. affixa talamus behind the entopeduncularis nucleus
lesion fron diathermic-coagulation,

KEY WORDS: Degeneration. Entopeduncularis nucleus.

Introduccion

Trabajo experimental consistente en la implantacién a cronicidad de un electrodo en la Encrucijada
Estriodiagonal izquierda, con el fin de seguir el rastro degenerativo fibrilar producido tras la diatermocoagula-
cion de esta Encrucijada.

Material y Métodos

La experiencia la realizamos en 15 gastos domésticos (de 2,5 a 4,2 Kgr.). Tras anestesiarlos con Nembutal
i.p. (30-40 mgr/K) y situarlos en un marco estereotdctico, procedemos a incidir piel, musculatura temporal, fas-
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cia y periostio, y una vez en el plano 6seo marcamos el punto de implantacién del electrodo, concretamente a
una “unidad relativa” desplazada al lado izquierdo de la octava division retronasiana, a 23 mm de profundidad.
El electrodo implantado es de plata virgen clorurada, mide 23 mm de longitud y 0,3 mm de didmetro y esta aisla-
do totalmente, salvo un milimetro en su extremo profundo o interior.

Al cabo de 30 dias de la intervencion quirtirgica, procedemos a la diatermocoagulacion de esta zona, previa
anestesia del animal. Utilizamos un aparato de electrocauterio, tipo Poluxgin, alimentado por una corriente de
150 V y 3 mA de intensidad. La esférula se consigue al conectar el aparato graduado al n.® 5 durante cuatro
segundos.

A los once dias de la diatermocoagulacion, sacrificamos al animal, perfundiéndole un litro de suero fisiol6-
gico y posteriormente Formol al 10%. Tras disecar el craneo, introduciremos la masa encefélica en formol al
10% durante cuatro a seis semanas. Posteriormente, lo tefiiremos con la técnica de Fink y Heimer.

Resultados

Hemos observado fibras degeneradas en las insulas de Calleja, nicleo prepiriforme, cinta diagonal de Broca,
séptum (fig, 1), lamina affixa del tdlamo (fig. 2), asa lenticular ), fasciculo taldmico (fig. 3), ldmina reticular tala-
mica (fig. 4), nicleo amigdalino y coterza cerebral del hemisferio izquierd
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ANATOMIA DE LOS CANALES DENTARIOS HUMANOS. UN ESTUDIO MORFOMETRICO.

ANATOMY OF THE HUMAN TEETH ROOT CANALS. A MORPHOMETRIC STUDY.
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RESUMEN

Hemos encontrado diferencias significativas en cuanto al nimero de conductos radiculares en determinados tipos de pie-
zas dentarias, respecto a estudios realizados anteriormente mediante otros métodos. Ademas, la relacién entre la edad de indi-
viduo y el tamafio de la cavidad pulpar de los dientes nos permite comprobar la disminucién del tamaiio de dicha cavidad a
medida que la edad del individuo aumenta.

PALABRAS CLAVE: Conducto dentario humano. Morfometria.

SUMMARY

We have encountered significative differences in the number of root canals in different types of teeth, where as when
other methodos were used different results were found. Furthermore as the age of the individual increases the size of the root
canal of the tooth decreases.

KEY WORDS: Root canals. Morphometric.

Introduccion

El conocimiento de la anatomia del diente y de sus anexos resulta imprescindible para realizar cualquier tipo
de maniobra relacionada con la odontologia. Ya PREISWERK (1901) observé que la topografia de las cavidades
pulpares no era tan sencilla como se pensaba, sino que entre los distintos conductos aparecian abundantes anasto-
mosis, asi como conductos secundarios. A partir de entonces se han realizado distintas clasificaciones atendiendo
a la longitud del conducto, nimero de raices y nimero de conductos por grupos de dientes (PUCCI y REIG,
1945), longitudes y anchuras (APRILE y FIGUN, 1960), anatomia interna del primer molar inferior (SKIDMO-
RE y BJORNDEL, 1971), primero y segundo premolares (ZILLICH y DAWSON, 1973), niimero de conductos
(HESSION, 1977). MAYO y cols (1986) presentan un método para valorar la morfologia de los conductos radi-
culares utilizando el ordenador.

Material y Métodos

Para realizar el presente trabajo se han utilizado 111 piezas dentarias humanas, de la denticién permanente.
Inmediatamente después de la extraccion, cada diente es lavado con agua e introducido en un recipiente que con-
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tiene agua oxigenada a una concentracion del 3%, con el objeto de eliminar todos los restos de material organico
tanto del interior como del exterior del diente, permaneciendo en estas condiciones durante un periodo minimo
de tres semanas.

A continuacién se procede a someter a cada pieza a un proceso que nos permite visualizar su interior, es
decir, la cdmara pulpar y los conductos radiculares.

El siguiente paso es la inyeccion, a través del orificio apical, del medio de contraste elegido, que en este caso
se trata de tinta china negra.Para poder visualizar perfectamente el interior del diente, es necesario descalcificarlo
y hacerlo transparente, para lo cual en primer lugar se procede a sumergirlo en una solucién del 4cido nitrico a
una concentracion del 10%, que actiia como agente descalcificante.

Asi permanecen los dientes durante 48 horas, siendo necesario renovar la solucién de acido nitrico cada 8
horas.

Pasado este tiempo, se comprueba mediante palpacion que los dientes han perdido su consistencia dura
tomando una consistencia blanda similar a la de un plastico, conservando su forma y proporciones originales, si
bien la longitud disminuye en uno o dos milimetros debido a la descalcificacion de las cuispides o los bordes inci-
sales.

A continuacién, se sumergen en alcohol de 96° durante 8 horas y después en alcohol absoluto durante 3
horas, con lo que quedan desecados y listos para ser introducidos en un recipiente que contiene salicilato de
metilo, que es el medio en el que los dientes van a volverse transparentes al cabo de varias horas, siendo enton-
ces posible observar el contraste que se habia introducido.

Desde este momento, y para el resto de las observaciones a efectuar, es necesario conservar las piezas denta-
rias sumergidas en el salicilato de metilo, pues en cuanto se extraen de dicho liquido pierden rdpidamente la
transparencia, aunque vuelven a recuperarla inmediatamente tan pronto como son reintegradas a dicho medio.

Para los siguientes pasos es fundamental haber desecado muy bien las piezas introduciéndolas en alcohol
antes de sumergirlas en salicilato de metilo, para eliminar restos de agua, pues el salicilato de metilo es una sus-
tancia totalmente inmiscible con el agua.

Una vez que tenemos las piezas ya agrupadas, se procede a observarlas, siempre sumergidas en salicilato de
metilo, a través de un sistema combinado de microscopio y cdmara de video que nos permite obtener una imagen
ampliada.

En el video digitalizador Sony HBI-G 900 P, ligado a un microcomputador Sony MSX-900 P, equipado con
un software propio del Departamento de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Zaragoza, digitaliza y ana-
liza las imédgenes adjudicando un color sélido al contraste introducido en los dientes y que habia rellenado la
cdmara pulpar y los conductos. Calibrando con arreglo a los aumentos de la imagen, el equipo es capaz de medir
superficies en milimetros cuadrados.

Resultados

En los incisivos centrales y laterales superiores encontramos siempre un solo conducto, sin que se observe la
presencia de conductos laterales. Podemos apreciar las variaciones que sufre la cdmara pulpar con el tiempo; en
una persona joven sus incisivos centrales presentan una cdmara amplia con dos astas pulpares bien marcadas,
mientras que en personas avanzadas la cimara pulpar puede quedar intensamente retraida.

En los caninos superiores, aunque poseen también un tinico conducto es posible encontrar conductos secun-
darios. Llama la atencién la elevada media de edad de extraccidn, la mds alta de todos los dientes del maxilar
superior, lo que da idea de la importancia de esta pieza, tanto funcional como estéticamente. Por otra parte, la
morfologia de su corona, con ausencia de fosas y surcos, la hace menos susceptible a la caries, y el hecho de
poseer una raiz muy larga y potente hace que pueda resistir durante mas tiempo una eventual enfermedad perio-
dontal. Presenta ademds la mdxima superficie de cavidad pulpar de entre todos los dientes del grupo anterior,
puesto que es el mas largo de todos ellos. También llama la atencién el predominio del sexo femenino (66°6%)
sobre el masculino en cuanto a procedencia de las piezas.



ANATOMIA DE LOS CANALES DENTARIOS HUMANOS 131

Los primeros premolares superiores presentan dos raices que pueden ser convergentes, paralelas o completa-
mente divergentes. Presentan numerosos accidentes de disposicion y conductos laterales, apareciendo intercon-
ductos en tres de las piezas estudiadas. Se aprecian claramente los cambios evolutivos de la cdmara pulpar y los
conductos en relacién a la edad, que nos confirma de nuevo la correlacién inversa entre la edad y la superficie de
la cavidad pulpar.

En los segundos premolares superiores encontramos casos con una sola raiz que podia presentar uno o dos
conductos o dos raices que podian estar separadas o fusionadas. La media de edad de extraccion de este diente es
inferior a la del primer premolai, a pesar de que en ningtin caso procede de extraccién por ortodoncia. La media
de superficie en este caso es inferior a la del primer premolar, puesto que todos los casos fueron extraidos debido
a caries, con la consiguiente reduccién del tamafio de la cavidad pulpar.

En los primeros molares superiores la presencia de tres raices es constante, si bien la direccion de las mismas
es variable. Pudieron presentar tres o cuatro conductos principales con constante presencia de conductos secun-
darios. Todos estos primeros molares superiores fueron extraidos debido a la caries, igual que los primeros mola-
res inferiores, muchos de ellos a pacientes muy jévenes, lo que justifica el hecho de que sea el diente que presen-
ta mayor media de superficie de la cavidad pulpar, y también que la media de extraccion sea la mds baja de todos
los dientes del maxilar superior.

Los segundos molares superiores poseen ¢! menos tres conductos pese a que en la mitad de los casos existe
una fusion de dos raices. Es casi constate la presencia de ramificaciones apicales. En cuanto a la superficie de la
cavidad pulpar la media es inferior a la del primer molar. Por otra parte, 1a media de edad de extraccién es supe-
rior en seis afios la del primer molar. Otro detalle que 1lama la atencién es el hecho de que el 90% de los dientes
de este grupo fueron extraidos a mujeres.

Los incisivos centrales inferiores presentan todos ellos un solo conducto, si bien puede encontrarse en algu-
nos casos una tendencia a la bifurcacién y una nueva fusién de los conductos resultantes. Unicamente el 1°8% de
los tratamientos de endodoncia realizados, lo fueron en incisivos centrales inferiores. Sin embargo, junto con el
incisivo lateral inferior, es el diente mds frecuentemente afectado por la enfermedad periodontal.

Los incisivos laterales inferiores presentan caracteristicas similares a las del central. Junto a €l, es el diente
de menor superficie, y junto con el canino inferior, es el diente que presenta la mayor media de edad de extrac-
cioén. La incidencia de caries es baja, asi como la frecuencia de tratamientos de endodoncia realizados en esta
pieza (1°3%).

Los caninos inferiores presentan un sélo conducto, no encontrdndose bifurcaciones ni conductos laterales.
Todos los dientes del grupo anteroinferior (incisivos y caninos) presentan una media de edad de extraccion supe-
rior notablemente a la de las piezas correspondientes del maxilar superior.

Los primeros premolares inferiores poseen una sola raiz, recta y cénica, que puede presentar dos conductos,
comunicados por una compleja red de interconductos, o bien bifurcados y unidos de nuevo. Varias piezas de este
grupo proceden de extraccién por motivos de ortodoncia a pacientes jévenes, de ahi, la amplitud del conducto y
el tamafio de la cavidad pulpar.

Los segundos premolares inferiores presentan un tinico conducto principal aunque es frecuente la aparicion
de conductos laterales a nivel apical. En este grupo, ninguna pieza procedia de extraccién por ortodoncia, y
varias estaban afectadas por enfermedad periodontal, lo que se traduce en importantes diferencias en cuanto a
longitud, superficie y media de edad respecto al primer premolar inferior.

Los primeros molares inferiores poseen dos raices, mesial y distal. En cuanto al nimero de conductos, pue-
den aparecer cuatro (dos sobre la raiz mesial y dos sobre la distal), o tres ( dos mesiales y uno distal). Destaca la
baja media de edad de extraccion, que implica que la ausencia de esta pieza sea muy frecuente en las personas de
nuestra comunidad desde edades muy tempranas. Nueve de cada diez casos recogidos corresponden a personas
del sexo femenino. Se comprueba una vez mas, la relacion inversa entre la edad y el tamafio de la cavidad pulpar.

Los segundos molares inferiores pueden presentar fusionadas parcial o totalmente ambas raices. Pueden pre-
sentar asimismo tres o cuatro conductos. Las dimensiones de los conductos son similares a las del primer molar,
en cambio la superficie media es mayor que la de aquel, pese a que la media de edad es también superior.

En la distribucion por edades de los dientes utilizados en este estudio nos va a permitir obtener una serie de
informaciones acerca de las costubres odontoldgicas de la poblacién de nuestro medio. En primer lugar, se
observan dos picos en el diagrama: un primero que corresponde entre los 15 y 25 afios, en el que ocurren dos cir-
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cunstancias primordiales en cuanto a la pérdida de dientes: la mds importante, la pérdida de los primeros molares
de la denticién permanente debido a la caries, puesto que estos primeros molares, tanto superiores como inferio-
res, son afectados ya desde su erupcion, a los 6 afios de edad, en nifios con abundante ingesta de productos cario-
genos y escaso habito de higiene odontolégica. Ademads, en este grupo de edad se incluyen las extracciones por
motivos de ortodoncia.

En las siguientes etapas de la vida se observa una estabilidad en cuanto a la pérdida dentaria, hasta llegar al
segundo pico que aparece entre los 50 y 60 afios, y corresponde al deterioro progresivo que sufren los dientes a
lo largo de la vida, y que lleva a su pérdida en dichas edades, bien por caries o bien por enfermedad periodontal.

En cuanto a la distribucién por sexos, en el caso masculino no aparecen los dos picos tan destacados como
en el caso femenino, aunque si aparece un pico entre los 15 y 20 afios, y otros dos picos a los 50 y 60 afios. Sin
embargo, entre los 20 y 50 afios, a diferencia del sexo femenino aparece una escasa incidencia de la pérdida den-
tal. En el caso femenino esta pérdida dentaria entre los 25 y 50 afios se ve aumentada por ser la edad de fertili-
dad, y ser tanto embarazo como lactancia épocas de riesgo para la salud dental y gingival.

Resumen de valoresomedio por grupos de dientes

Dientes superiores

Edad Area Longitud Longitud

(afios) (mm ?) conducto (mm.) total (mm.)
Incisivo central 42,2 9,425 12,2 16,6
Incisivo lateral 48,4 10,486 13,9 18,5
Canino 56,9 16,417 16,1 20,4
Primer premolar 40,1 15,848 12,5 17,1
Segundo premolar 31,7 14,8 12,6 16,8
Primer molar 33,7 29,003 13,8 17,7
Segundo molar 36,7 24,577 14,1 17,7

Dientes inferiores

Edad Area Longitud Longitud

(anos) (mm.?) conducto (mm.) total (mm.)
Incisivo central 60 8,081 13,3 15,8
Incisivo lateral 60,7 8,43 11,7 16,3
Canino 60,5 12,599 15,3 20,5
Primer premolar 28,7 16,433 13,6 17,8
Segundo premolar 52,5 11,548 11,5 15
Primer molar 23,8 18,975 13,8 17,3
Segundo molar 27,1 23,92 13,7 16,8

Discusion

En cuanto al método de trabajo, hemos elegido el método citado para descalcificar los dientes y poder visua-
lizar el contraste tras hacer una serie de pruebas con otros medios de contraste.
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FIGURA 1. Distribucidn de los dientes empleados, por grupos de edades.
FIGURA 2. Distribucion por edades, correspondiente al sexo masculino.
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Despues de la extraccion, los dientes habian sido conservados en agua oxigenada durante varias semanas, en
todo caso mds de las tres semanas que cita Skidmore (1971) (a partir de los trabajos de Hibbard y Ireland
(1957)) como periodo necesario para eliminar todos los restos orgdnicos, sin que haya descalcificacion de la
dentina.

A continuacion, se procedi6 a la inyeccion del contraste (tinta china negra) a través del dpice. Skidmore y
Bjorndal (1971) inyectan resina autopolimerizable a través de la camara pulpar. Vertucci (1978) prefiere como
colorante la hematoxilina. Nosotros hemos encontrado mejores resultados con el citado método, por la fluidez
del contraste que permite el rellenado de los conductos secundarios y ofrece una buena imdgen cuando se lleva
al microscopio y despues a la pantalla de video.

En cuanto a la descalcificacién, comprobamos que la concentracion de 4cido nitrico al 10% durante 48
horas, renovdndola cada 8 horas, era la forma mas adecuada para dejar las piezas en buenas condiciones.
Skidmore (1971) descalcifica los dientes en una solucién de dcido nitrico al 35% durante 10 dias. Vertucci
(1974) sigue el método de Seelig (1973) y realiza la descalcificacién en una solucién de 4cido clorhidrico al 5%.

Respecto al siguiente paso, coincidimos con Vertucci en deshidratar los dientes introduciendolos en solucio-
nes de alcohol etilico de 96° y 100° durante tres horas cada vez, puesto que el tltimo agente, en el que los dien-
tes se hacen transparentes, el salicilato de metilo, es inmiscible con el agua, y es necesario eliminar ésta total-
mente para poder obtener buenas imagenes.

Respecto a las medidas de la longitud de cada diente, coinciden en general con las realizadas por Pucci y
Reig (1945) y las de Aprile y Figul (1960), si bien hay que tener en cuenta la descalcificacion de las cispides.

En cuanto a la distribucion de raices y conductos en cada tipo de diente, se encuentran algunas diferencias y
analogias en cuanto a porcentajes, con autores como Pucci y Reig (1945), Pineda y Kutler (1972), Green
(1972), Hession (1977), Kerekes y Tronstad (1977), Zillich y Dawson (1973), etc.
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