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TECNICA DE CREACION DE MOLDES VASCULARES CON RESINAS DE POLIESTER NO
SATURADAS Y SU APLICACION AL ESTUDIO DE LA VASCULARIZACION ARTERIAL
DEL ESOFAGO ABDOMINAL MURINO#*

(THE USE OF UNSATURATED POLYESTER RESIN FOR VASCULAR CASTING AND ITS
APPLICATION TO THE STUDY OF THE ABDOMINAL ESOPHAGUS)

J. ARENA, F. BENEVENT, M. MQNTESINOS, J.R. BALLESTEROS, A. VICTORIA,
V. SMITH-FERRES, F. GOMEZ-FERRER y M. ADOBES-MARTIN

Servicio de Cirugfa. Hospital Clinico Universitario.
Departamento de Ciencias Morfolégicas. Facultad de Medicina de Valencia

RESUMEN

En el presente trabajo se describe la irrigacion arterial intramural y extrinseca del es6fago abdominal murino. Se basa
en la construccién de moldes vasculares de resina de poliester no saturada sobre 91 ratas de la cepa Wistar.

El es6fago abdominal estd irrigado constantemente por cuatro arterias principales (géstrica izquierda, hepdtica izquierda
y esofdgicas descendentes izquierda y derecha). Existen anastomosis constantes con la irrigacién del es6fago tordcico y del
estémago.

PALABRAS CLAVE: Arterias esofdgicas murinas. Moldes vasculares de resina.

SUMMARY

The arteries for the abdominal esophagus are studied in 91 Wistar rats using vascular casts of polyester resin. The blood
supply of such organ comes constantly from the left gastric, left hepatic, descending left and right esophageal arteries. Such
vessels show constant anastomosis with the arteries for the thoracic esophagus and stomach.

KEY WORDS: Murine esophageal arteries. Vascular casts of resin.

* El presente trabajo ha sido financiado por la Comisién Interministerial de Ciencia y Tecnologia (ref. SM88-0008).

Introduccién

Es bien conocido que la irrigacién arterial del es6fago abdominal tiene su origen en la arteria coronaria
estomdquica (1-2). Sin embargo hasta la fecha no se han realizado estudios de la distribucién de las ramas arteriales
peri ni intraesofdgicas asi como tampoco de sus anastomosis con otras ramas arteriales, en especial con aquellas
que irrigan al eséfago tordcico y que han sido descritas previamente por nuestro grupo de trabajo (3). En cambio
si se conoce el patrén macrovascular de otros 6rganos de diseccién mds sencilla y vascularizacién mds rica como
son el estémago y el rifién murinos (4-5). La técnica que se empleé para la realizacién de dichos estudios es la
inyeccién intravascular de resina y el estudio de los moldes vasculares con microscopia electrénica y barrido (6-7).
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El objetivo de presente trabajo consiste en la creacion de un mapa de la vascularizacion extrinseca e intrinseca
del eséfago abdominal murino usando la técnica de construccion de moldes intravasculares con resinas de poliester
no saturadas.

Material y Método

A) Animales. Se han estudiado 91 ratas de la cepa Wistar de ambos sexos (26 machos y 65 hembras).

B) Materiales. Resina de poliester para inyeccion de piezas pequeifias: crystic resin 191 E PA (Trylon CL201
PA, Northants, Wollanston, UK). Monémero C (Trylon Thinner). Catalizador liquido (Trylon Liquid Catalyst
MEKP hardener). Acelerador E (Trylon Activator). Pastas de colores rojo y azul (Opaque Colour Paste Post Office
Red and Mid Blue).

C) Métodos. Para la creacion de moldes vasculares de resina se ha utilizado una modificacién de la técnica de
Tompsett (6) que ha sido descrita en detalle previamente (3).

Resultados

A.— Vascularizacion extrinseca

La vascularizacién del es6fago abdominal tiene cuatro origenes. En el lado derecho depende de la arteria
coronaria estomdquica y de la cardiotuberositaria posterior, mientras que en el lado izquierdo depende de la arteria
hepdtica izquierda y de la arteria cardiotuberositaria anterior que a su vez es rama de la arteria coronaria
estomdquica.

A.l.— Arteria coronaria estomdquica

El es6fago abdominal en su lado derecho estd irrigado constantemente por la arteria coronaria estomdquica
que nace a 8-9 mm del origen del tronco celiaco. La rama esofdgica emerge a 3-7 mm del origen de la arteria
coronaria estomdquica ascendiendo por la cara lateral derecha del es6fago hasta anastomosarse con la arteria
esofdgica descendente derecha o posterior. La arteria coronaria estomdquica tiene un trayecto de convexidad
superior que mide entre 7-9 mm hasta su bifurcacién en la curvatura menor gdstrica. La rama izquierda en su
camino hacia la tuberosidad gdstrica emite un pequefio nimero de ramas cortas ascendentes para la porcion
esofdgica inferior que oscila entre uno y tres (fig. 1).

En un 25% de los animales de la primera serie (n=56), a pesar de la ligadura en bloque del hilio hepdtico se
observo una rama arterial hepdtica izquierda que cruza por delante de la coronaria estomdquica y del cardias, y
asciende por la cara lateral izquierda del es6fago buscando la arteria esofdgica descendente izquierda o anterior.
En el 100% de los especimenes de la segunda serie (n=35), en los que no se 1igé la arteria hepdtica principal pudo
evidenciarse la presencia de esta rama esofdgica de origen hepdtico (fig. 2).

A.2.— Arteria cardiotuberositaria anterior

La arteria cardiotuberositaria anterior nace de la arteria coronaria estomdquica y su distribucién se describird
posteriormente junto con el estudio de la vascularizacién intrinseca.

A.3.— Arteria cardiotuberositaria posterior

La arteria cardiotuberositaria posterior, rama de la arteria coronaria estomdquica, también contribuye a la
vascularizacién del eséfago abdominal, y serd descrita en el siguiente apartado.
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

Vascularizacion arterial extrinseca del eséfago tordcico inferior y abdominal.

Arteria esofdgica descendente derecha o posterior (EDD). Arteria coronaria estomdquica (CE). Ramas
esofdgicas directas (RE). E: es6fago. TG: tuberosidad gdstrica.

Rama esofégica de la arteria hepética izquierda.

Rama arterial procedente de la circulacién hepdtica (RH) distal a la ligadura de la arteria hepdtica comdin.
Eséfago abdominal (E). Arteria descendente esofdgica procedente de la bronquial izquierda. AH: arteria
hepdtica izquierda. D: diafragma. H: higado.

Anastomosis directa de la arteria esofdgica descendente derecha o posterior (EDD) con la arteria coronaria
estomdquica (CE). Origen de la arteria cardiotuberositaria posterior (CP).

Ramas directas para el es6fago (RED). H: higado. AHI: rama esofdgica de la arteria hepdtica izquierda.
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FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

Arteria cardiotuberositaria posterior (CP).

Higado (H). Rama Directa para el es6fago abdominal que se acompaiia de su correspondiente tronco
vagal -RE-). ES: estémago. E: es6fago. v: venas de drenaje.

Anastomosis entre las arterias esofdgica ascendente (coronaria estoméquica), esofdgica descendente y
cardiotuberositaria posterior. Visién posterior.

H: higado. E: es6fago. EA: arteria esofigica ascendente rama de la coronaria estomédquica. EDD: arteria
esofdgica descentente, rama de la arteria bronquial. RE: rama esofdgica de la arteria cardiotuberositaria
posterior.

Detalle de la arteria cardiotuberositaria anterior.

Arteria esofdgica descendente anterior o izquierda (EDI). Ramas géstricas del nervio vago (NV). Ramas
esofdgicas ascendentes (RA) de la arteria cardiotuberositaria anterior (CA). CE: coronaria estomédquica. EDD:
esofdgica descendente derecha. E:es6fago. AHI: rama esofdgica de la arteria hepética izquierda. V: rama
ascendente de la cardiotuberositaria anterior y vena de drenaje. ES: estémago.
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B.— Vascularizacion intrinseca

La vascularizacién intrinseca del es6fago abdominal tiene dos origenes fundamentales, segtin se trate de su
vertiente derecha o posterior, o su vertiente izquierda o anterior.

La vascularizacién del lado derecho o posterior procede fundamentalmente de las arterias coronaria
estomdquica y bronquial derecha (via arteria esofdgica descendente derecha). Este hecho ha podido constatarse
en latotalidad de los especimenes. También existe una irrigacion arterial adicional para el eséfago derecho a partir
de la arteria cardiotuberositaria posterior cuya presencia ha podido demostrarse en el 60% de los animales. La
arteria coronaria estomdquica en la totalidad de los especimenes emite entre una y tres ramas directas para el
esofago abdominal, incluyéndose en ellas la anastamosis directa con la esofdgica descendente derecha o posterior
(fig. 3).

La arteria cardiotuberositaria posterior (fig. 4) emite entre una y tres ramas esofdgicas que se anastomosan a
su vez de una manera plexiforme con la €sofdgica descendente posterior (50% de los especimenes) y con la
coronaria estomdquica, siendo la anastomosis longitudinal con la esofdgica descendente poco frecuente (20% de
los especimenes) (figs. 4y 5).

La vascularizacién del eséfago abdominal en su lado izquierdo depende fundamentalmente de la arteria
hepdtica izquierda (fig. 6) y de la arteria cardiotuberositaria anterior rama de la coronaria estomdquica. La arteria
hepdtica izquierda emite entre una y tres ramas esofdgicas incluida su anastomosis con la esofdgica descendente
izquierda o anterior (figs. 2, 3 y 6). Esta arteria se anastomosa constantemente con la arteria esofigica
descendente izquierda o anterior y en el 75% de los especimenes con la arteria cardiotuberositaria anterior, siendo
en estos casos la anastomosis de cardcter plexiforme (fig. 6). En un 85% de los casos las ramas esofagicas de la

arteria hepdtica izquierda se anastomosan con las de cara posterior contribuyendo a formar parte del plexo
esofdgico a ese nivel.

La arteria cardiotuberositaria anterior emite entre una y tres ramas para la porcién inferior del eséfago
abdominal, que se anastomosan con la arteria hepdtica izquierda de manera plexiforme (Figura 6).

Discusion

Eles6fago abdominal murino estd irrigado fundamentalmente por larama esofdgica ascendente de 1a coronaria
estomdquica, unas pequeflas ramas nacidas del borde superior de las arterias cardiotuberositarias anterior y
posterior asf como por ramas de la arteria hepdtica izquierda. Esta descripcién coincide parcialmente con las
realizadas por Hebel y Stromberg asi como por Greene, en tanto en cuanto la descripcién de la rama esofédgica de
laarteria coronaria estomdquicay de la arteria hepdtica izquierda fué hecha con anterioridad por los citados autores
(1-2). .

En el presente trabajo se demuestra la existencia de anastomosis constantes entre la arteria esofdgica
descendente izquierda o anterior y las arterias hepdtica izquierda y cardiotuberositaria anterior. A su vez la arteria
esofdgica descendente posterior se anastomosa directamente con la arteria coronaria estomdquica y también
aunque de manera plexiforme con la arteria cardiotuberositaria posterior. Dichas anastomosis, que constituyen el
plexo esofdgico abdominal no han sido descritas previamente por otros autores.

La existencia de una rama arterial procedente de la circulacién hepdtica aparece en el 25% de los esofaoos
humanos y representa un vestigio de la primitiva circulacién gastrohepética (8). A diferencia de lo que se ha
descrito en el ser humano, en el caso del eséfago abdominal murino no hemos encontrado ramas esofégicas directas
de las arterias frénicas inferiores ni de la arteria esplénica (9-10).
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ESTRUCTURA COMPARADA DE LA GLANDULA ADRENAL

COMPARATIVE STRUCTURE OF THE ADRENAL GLAND

M. BESCOS, F. LOSTALE, A. WHYTE, A.TORRES, J. WHYTE y R. SARRAT

Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Facultad de Medicina
Universidad de Zaragoza

RESUMEN

Hemos realizado un estudio de Anatomia Comparada de las glaindulas adrenales con el fin de aportar datos morfoldgicos
sobre la estructura de la misma.

Tras una revision bibliogréfica de la estructura normal de las dos partes que componen la gldndula, corteza y médula,
hemos procesado y analizado gldndulas adrenales de diversos mamiferos en condiciones normales.

Los mamiferos estudiados han sido: Rata, gato, cordero, cerdo, ternera, toro de lidia y humano.

En todos ellos se han analizado por separado: La cdpsula, el tejido conectivo, cada una de las tres capas del cértex, el limite
cértico-medular y la médula, asi como la vascularizacién e inervacién glandular.

PALABRAS CLAVE: Glindulas adrenales. Estructura. Mamiferos.

SUMMARY

This work is a study in Comparative Anatomy of the adrenal glands and its objective is to provide a series of
morphological data about their structure.

After a bibliographical review about the normal structure of the two halves of the gland, the adrenal glands of various
mammals in normal conditions have been processed and analysed.

The mammals upon which the study has been carried out are: rat, cat, lamb, pig, calf, fighting bull and human being.

A series of aspects have been analysed separately in all of them: the capsule, the connective tissue, all the three layers
of cortex, the cortical-medullary limit, the medulla and also the glandular vascularitation and innervation.

KEY WORDS: Adrenal Gland. Structure. Mammalian.

Introduccién

En las gldndulas adrenales se distinguen a simple vista dos partes: una externa de coloracién amarillo vivo y
consistencia compacta denominada corteza y otra interna de coloracién blanco grisdcea y consistencia mds laxa
denominada médula. Estas dos zonas poseen un esqueleto conectivo que externamente rodea a todo el 6rgano
formando la capsula.

Lacdpsulahasido descrita por Trautmann (1942), Sissony Grosman (1942), Lépez Ferndndez (1974), Rossow
(1978) y Geneser (1986) compuesta por fibras, eldsticas y musculares lisas, y ocasionalmente pigmentos. Estos
autores aseguran que la cdpsula emite hacia el interior del 6rgano numerosas y delgadas prolongaciones, ricas en
vasos y nervios, que llegan hasta la zona fronteriza con la médula adrenal. Junqueira (1974) niega que la cdpsula
emita septos hacia el interior del parénquima glandular.
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Las variaciones de este tejido conectivo segtinlaedad y la especie animal han sido analizadas por Stivie (1946),
Rotter (1949) y Alvarez-Morujo (1971).

El cértex adrenal constituye el mayor volumen de la glandula y ha sido estudiada, estructural y funcionalmente,
por Holmes (1984), Long (1967) y Eisenstein (1967) en la especie humana, Frazao (1952) en los bovidos, Fujioka
(1956) en el cerdo, Grau (1967) en los 6vidos y Nicander (1957) en la rata.

La distribucioén en tres capas concéntricas (glomerular, fascicular y reticular) es clara en todas las especies,
pero el limite entre estas y la zona donde se produce la regeneracion del 6rgano presenta grandes controversias entre
los distintos autores. Tonutti (1953) nos describe los campos de transformacién externo, situado entre las capas
glomerular y fascicular, e interno, entre las capas fascicular y reticular, asegurando que es en estos campos donde
se regenera la gldndula. Ito y Takahasi (1964) describen una zona de transicién externa y le dan significacion
regeneradora de las capas fascicular y reticular. Utilizando timidina tritiada Brenner (1963) y Pappriz (1972)
describieron una migracién centripeta desde la zona externa del cdrtex en el gato y el ratén.

El limite cértico-medular suele ser nitido en todas las especies.

La médula adrenal estd compuesta por paraneuronas. Ha sido estudiada en las distintas especies por muchos
autores entre los que destacamos a Molbert (1960) y Malendowicz (1986) en la rata, Blaschko (1953) en los
boévidos y Lépez-Ferndndez (1974) en los évidos. Con métodos histoquimicos se distinguen dos tipos de células:
claras o ragiocromas y oscuras o hialocromas, productoras de noradrenalina y adrenalina respectivamente.

Material y Método

Para nuestro estudio hemos utilizado gldndulas adrenales de rata (23), cordero (15), cerdo (15), ternera (15),
toro de lidia (7) y humanas (9).

Las gldndulas adrenales extraidas han sido lavadas con suero fisiolégico para arrastrar los restos de sangre y
detritus. A continuacién realizdbamos unos cortes en los polos para que penetrara mejor el fijador, este ha sido la
solucion de Bouin o formol diluido al 10%. Tras ser deshidratadas, en alcoholes a concentraciones progresivamente
crecientes, las piezas fueron incluidas en parafina o paraplat y posteriormente cortadas en serie a 7 micras.
Finalmente han sido tefiidas por el método tricrémico de Martins modificado por Goldberg.

Resultados

La gldndula adrenal de la rata muestra una cdpsula bien definida. En la zona periadrenal encontramos multitud
de fasciculos nerviosos asi como ganglios vegetativos incluidos entre los tractos conjuntivos, dentro de estos
ganglios las células presentan una gran uniformidad en cuanto a tamafio y forma.

En el cértex se observan sus tres capas bien delimitadas: Glomerular, fascicular y reticular.

Analizando cada una de las capas apreciamos como en la capa glomerular, hipercromadtica, las células se
agrupan en nichos con gran aciimulo de nicleos, debido al pequefio tamafio que tienen las células. Su capa
fascicular presenta un aspecto esponjoso, con las células formando cordones perfectamente alineados y separados
por capilares de aspecto sinusoidal que les sirven de eje. En la capa fascicular, en su parte mds externa, hemos
encontrado la mayor actividad mitética de todo el cértex. En la capa reticular se observa cémo las células pierden
la alineacion entrecruzdndose con el tejido conectivo y los vasos.

En esta especie observamos un limite cértico-medular claramente visible.

El cordero presenta una vigorosa cdpsula de naturaleza conjuntiva constituida por numerosos haces de fibras
de coldgena que presentan una disposicién paralela a la superficie capsular y con un trayecto ondulado. Enla parte
mads superficial hemos podido constatar, en todos nuestros casos, una gran abundancia de filetes nerviosos. En la
parte mds interna se puede apreciar cémo delgados haces de coldgena penetran hacia el interior de la capa
glomerular delimitando los glomérulos.
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FIGURA 1. Adrenal de cordero. Nétese la capa glomerular poco definida, sin transito marcado con la capa fascicular. El
esqueleto conjuntivo muestra septum de los que se desprenden finos haces coldgenos.

FIGURA 2. Adrenal de cordero. Detalle de la capa fascicular interna. Mostrando dos tipos de células distintas.

FIGURA 3. Adrenal de cerdo. Detalle de la zona superficial del cortex. Nétese las profundas invaginaciones capsulares,
determinadas por los vasos, que se hunden en el espesor del cértex.

FIGURA 4. Adrenal de ternera. Nétese c6mo la capa reticular se introduce en la medular formando auténticos radios de
aspecto "dendritico".

FIGURA 5. Adrenal de toro de lidia. N6tese la presencia de un glomérulo subcapsular con abundantes granulaciones de
aspecto lipidico en su interior.

FIGURA 6. Adrenal humana. Nétese en la capa fascicular cémo las células se agrupan en cordones de varios elementos
de espesor.
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En el cortex, la capa glomerular estd poco definida, sin que exista un transito marcado con la capa fascicular
y las células se agrupan en cordones. En la parte externa de la capa fascicular hemos encontrado el méds alto indice
mitdtico de todo el cértex. El esqueleto conjuntivo de esta capa muestra una disposicién radiada que hace que los
cordones celulares, a medida que profundizan, se inclinen divergentemente desde los septum conjuntivos, de los
que se desprenden finos haces coldgenos a modo de "vectores". En la capa fascicular interna hemos encontrado
dos tipos celulares bien distintos: Uno, el cldsico de células claras de aspecto redondeado o ligeramente facetado
y otro, de células mds cromdfilas, con intensa basofilia, poligonales, con niicleos tendentes a la acidofilia y en
menor porcentaje que las anteriores (figs. 1 y 2). La capareticular presenta una poblacién celular més heterogénea,
con pérdida de la disposicion radiada caracteristica de la capa fascicular.

El limite cértico-medular es neto, con pequefias invaginaciones hacia la capa medular dandole un aspecto
festoneado.

El cerdo presenta una cépsula que con frecuencia se introduce en el espesor del cértex, formando profundas
invaginaciones producidas por los vasos sanguineos (fig.3).

La capa glomerular no estd formada por los clédsicos nichos celulares sino por cordones de gran densidad
celular, muy cromdfilos y delimitados por fuertes tractos conjuntivos que se anclan en la vigorosa cdpsula. Tanto
en lacapa glomerular como en la cdpsula es tipico de esta especie observar la inclusion de tejido medular formando
islotes en cuyas inmediaciones encontramos abundantes vasos sanguineos.

Ellimite entre las capas glomerular y fascicular es neto y bien definido, sobre todo por el cambio de coloracién
de sus células. La capa fascicular se dispone en largos cordones perpendiculares a la superficie, entre los que
circulan paralelamente los capilares, rodeados por una fina red de coldgena. En la capa reticular las células pierden
su alineacién y encontramos una gran densidad celular con intensa coloracion.

El limite cdrtico-medular es impreciso, dificilmente delimitable debido a las constantes imbricaciones que se
producen entre el tejido reticular y la médula. De la médula salen expansiones que atraviesan todo el cértex para
terminar subcapsularmente.

La ternera tiene una vigorosa cdpsula donde se ven abundantes nervios y marcada vascularizacién.

En el cortex las células de la capa glomerular presentan un aspecto folicular, que recuerda a los foliculos
tiroideos, con la luz aparentemente vacia de contenido. En la capa fascicular las células se agrupan en cordones
paralelos y en la capa reticular se pierde esta estructuracién. En esta especie hemos encontrado a la capa reticular
formando auténticos radios de aspecto "dendritico" que se introducen en la médula (fig.4).

El limite cértico-medular, neto y preciso, presenta abundante participacion de tejido conectivo que se va
intercalando con las células de la capa reticular.

En el toro de lidia destaca la gran robustez de la cdpsula conjuntiva que rodea a toda la gldndula.

La capa glomerular adopta una clara tendencia a la forma folicular con una disposicién en estratos, el mds
superficial lo encontramos incluido entre las fibras de coldgena de la cdpsula y estd formado por nichos celulares
de células claras, un segundo estrato con glomérulos tipicos en los que encontramos unos con luz y otros sin ella
y un tercer estrato de células glomerulares que se caracterizan por estar mas pigmentadas. Analizando los foliculos
de la capa glomerular encontramos que sus células estdn cargadas de patentes y abundantes granulaciones de
aspecto lipidico e incluso hemos encontrado una pequeiia cantidad de material coloideo, de aspecto baséfilo, en
su interior (fig.5). Esta disposiciéon de la capa glomerular es propia y singular de estos especimenes. Las capas
fascicular y reticular no presentan variaciones respecto a la ternera.

El limite cértico-medular presenta grandes variaciones pero es constante la gran participacion de tejido
conectivo y vasos en esta zona.

La glandula adrenal humana tiene una cdpsula conjuntiva fina y delicada que envia finos septos conjuntivos
hacia el interior del parénquima adrenal al que sirven como vectores.

La capa glomerular estd muy bien definida. Sus células son pequeflas y estdn agrupadas en pequefias masas
esferoidales separadas por finos tractos conjuntivos. La capa fascicular se compone de células ligeramente
mayores que las anteriores, con citoplasmas espumosos, agrupadas en hileras o cordones de varios elementos de
espesor. Estos cordones celulares delimitan a los sinusoides y se disponen de forma paralela o radiada, siguiendo
los tractos conjuntivos que envia la cdpsula hacia el interior de la gldndula. La distribucién casi paralela de los
cordones celulares se pierde en la capa reticular y las hileras celulares se anastomosan en una complicada red entre
cuyas mallas se encuentran los sinusoides y capilares sanguineos.
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Queremos hacer constar que el material humano del que hemos podido disponer para nuestro estudio procedia
de necropsias y hemos hallado numerosas variaciones estructurales: Suprarrenales humanas en las que se
conservan las tres capas del cértex bien definidas (fig.6), gldndulas en las que la capa glomerular y la capa
fascicular han degenerado y s6lo se conserva bien estructurada la capareticular y en otras ocasiones hemos podido
observar una gran congestion en la capa reticular que nos impide la identificacion de sus elementos celulares.

Discusion

En todas las especies estudiadas estd presente la cdpsula fibrosa rodeando a las glandulas adrenales. Esta
cdpsula es vigorosa en todas las especies estudiadas a excepcion de la humana en la que es fina y delicada. De la
capsula se desprenden tractos conjuntivos que forman el esqueleto conectivo sobre el que asientan las células,
hecho que niega Junqueira (1974).

Estamos de acuerdo con Alvarez (1971) en que existen variaciones en la cantidad y distribucién del tejido
conectivo segtin la especie estudiada. Nuestro estudio pone en evidencia este tejido conectivo, tanto en el cértex
como en la médula, cuya distribucién puede llegar a ser tan tipica que nos permite establecer diferencias
comparativas entre las adrenales de las distintas especies estudiadas. As{ en la rata encontramos finos tractos
conjuntivos entre las células mientras que en el cordero observamos unas gruesas trabéculas que parten de la
cédpsulay atraviesan todo el cértex hasta la médula y en el toro de lidia estas trabéculas estdn tan desarrolladas que
engloban y afslan células de la capa glomerular.

En el cértex la disposicién de las células de la capa externa o glomerular es variable segtin la especie: nichos
en la rata, cordones en el cordero y en el cerdo, siendo mucho mds densos y croméfilos en este tiltimo, foliculos
en la ternera y el toro de lidia y masas esferoidales en el hombre. _

La células de la capa fascicular se disponen formando cordones separados por los tabiques conjuntivos y los
capilares, sélo en las gldndulas humanas hemos apreciado un aumento en el espesor de estos cordones. En el
cordero dentro de esta capa hemos observado dos tipos de células: uno el cldsico de células claras y forma
redondeada y otro de células muy cromdfilas con intensa basofilia y nicleos tendentes a la acidofilia que pueden
ser indicativos de su diferente composicién citoplasmatica.

El limite cértico-medular puede ser nitido y preciso, como ocurre en la rata, la ternera y el hombre, o
dificilmente delimitable debido a las constantes invaginaciones entre la capa reticular del cértex y lamédula, como
ocurre en el cerdo.

En la médula las células son siempre de mayor tamaiio que en el cértex y como las describié Al-Lami (1970)
se disponen formando cordones o grupos redondeados que estdn delimitados por vasos sanguineos, siendo
frecuente la presencia de ganglios y fibras nerviosas.

La cantidad y distribucién de las células ragiocromas e hialocromas es muy variable segiin la especie
estudiada. En el cerdo las células hialocromas se presentan agrupadas en nichos alrededor de los vasos medulares,
mientras que las células ragiocromas se disponen periféricamente respecto a las hialocromas. En la ternera las
c€lulas hialocromas se encuentran aisladas entre los cordones de células ragiocromas, cuyo niimero es mucho
mayor.
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ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS ALTERACIONES MORFOLOGICAS
CELULARESDELA MUCOSA GINGIVAL CONENF.PERIODONTAL EXPERIMENTAL TRAS
LA IRRADIACION LASER L. R. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN LA RATA ALBINA (I)

ELECTRONIC MICROSCOPE STUDY OF THE MORPHOLOGICAL CELLULAR OF THE
GINGIVAL MUCOSA ALTERATIONS WITH EXPERIMENTAL PERIODONTAL DISEASE
AFTER LASER IRIRRADIATION. AN EXPERIMENTAL STUDY OF THE ALBINO RAT (I)

A. CAMPOS, A. VICTORIA, M. MONTESINOS, E. FERRES-TORRES, V. SMITH-AGREDA
y V. SMITH-FERRES

Departamento de Ciencias Morfolégicas.Facultad de Medicina. Valencia

RESUMEN

Las alteraciones celulares presentes en laenfermedad periodontal experimental por inyeccién gingival de inmunocomplejos,
las reagrupamos en : degeneracién hidrépica de estructuras membranosas, dilatacién del RER, dilatacién anémala de la
cisterna perinuclear, expresivas todas ellas de degeneracién celular. Degeneracién con dreas de citolisis, citosomas y
productos de fagocitosis evidenciados por los fagolisosomas. El periodo de restitucién hacia la curacién del proceso, con
sustitucién y reorganizacién completa, estd notablemente acortado —menos de la mitad—en los animales irradiados con Léser
IR diariamente durante 2-3 semanas.

PALABRAS CLAVE: Liser IR. Enfermedad periodontal experimental. Antiinflamatoria.

SUMMARY

The cellular alterations present in the experimental periodontal disease an caused by a gingival injection inmunocomplexes
we group them in: the hydropic degeneration of membranois structures, a dilation of RER an anomalus dilation the perinuclear
cistern, all of them showing a cellular degeneration. The cellular degeneration with areas of cytolisis, cytosomes and products
of the phagocytosis demostrated by the phagolisosomas. The period of restoration to the process of recovering with the
substitution and complete reorganization, the period which is remarkably shortened by less than half in the animals which are
irradiated with laser IR daily for 2-3 weeks.

KEY WORDS: Laser IR. Exp. Periodontal Illness. Antiinflammatory.

Introduccion

La gran trascendencia de la enfermedad periodontal actualmente y el creciente interés despertado por la
radiacién Laser como agente terapéutico en el campo médico, nos indujo a comprobar su accién sobre dos cuadros
inflamatorios, agudo y crénico, provocados en la mucosa gingival de la rata albina, cepa Wistar. Sometiendo
dichos campos inflamatorios a sucesivas irradiaciones Laser IR, demostrando sus propiedades antiinflamatorias
a nivel ultraestructural.
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Los procesos inflamatorios son producidos por inyeccion de complejos inmunes formados por IgG humana
y anti IgG humana procedente de conejo. Procedemos con dos técnicas, inyeccidn dnica en la mucosa gingival
vestibular provocando un proceso agudo similar al flemdn paradonal agudo e inyeccidn repetitiva en mucosa
palatina a nivel del primer molar desencadenando un infiltrado crénico que recuerda segtin Golub, Garant y
Ramamurthy la enf. periodontal humana o periodontitis crénica destructiva, sirviéndonos como modelos
experimentales para la posible aplicacién del Laser IR en el campo clinico como antiinflamatorio.

Material y Método

Partimos de 32 ratas albinas de la cepa Wistar, repartidas en 8 series:

—4 testigos.

—4 simuladas.

—4 experimentales de 4 dias, representan el momento de eclosion del proceso agudo.

—4 experimentales que representan el momento de eclosion del proceso agudo con atenuacién de la
sintomatologia en el drea vestibular y establecimiento del infiltrado celular crénico en m. palatina.

—4 experimentales irradiadas de 8 dfas.

—4 experimentales de 16 dias.

—4 experimentales irradiadas de 16 dias, representa la curacion del proceso debido a la accién antiin-
flamatoria de los Laser IR.

—4 experimentales de 34 dfas, representa la curacién del proceso por medios naturales.

Dentro de las series experimentales irradiadas disponemos de las series de 8 y 16 dias y cuyas caracteristicas
resumimos:

Experimento de 8 dias. Experimento de 16 dias.

Inyec. tnica vestibular—dia 1. Inyec. tnica vestibular—dia 1.

Inyec. repetida palatina—1,3,5 y 7 dias. Inyec. Unica palatina.

Irradiacién diaria. Irrad. diaria durante 16 dias a partir eclosion.
Sacrificio dia 8. Sacrificio dfa 16.

Serie exp. y exp. irrad. Serie exp. y exp. irrad.

Lairradiacién de los animales se lleva a cabo diariamente con Laser IR 904 nm, 8—10W potencia pico, 4.000Hz
de frecuencia y 5 min. tiempo de exposicion, dosis total 0,6-1 J/cm?.

En los dias determinados se procede al sacrificio del animal y extraccién de la pieza para su procesamiento
amicroscopia electronica, contrastando los cortes para mayor nitidez de las estructuras con el método de Reynolds
del citrato de plomo.

Resultados y Discusion

Vamos a detallar los resultados obtenidos en el estudio ultraestructural de los componentes celulares.

Comencemos por las alteraciones citopldsmicas, como las modificaciones de las organelas membranosas. Se
observan cambios degenerativos tal como degeneracién hidrépica de las mitocondrias, con extraccién de la matriz,
abombamiento, fragmentacion y transformacion en lamelas densas de las crestas mitocondriales. Mds evidente en
las series experimentales de 8 dias, con inflamacién subaguda en unos casos e infiltrado celular en otras. En la serie
experimental de 4 dias las hemos visto hacerse coalescentes hasta vacualizarse.
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FIGURA 1.
FIGURA 2.
FIGURA 3.
FIGURA 4.

Exp. 4d. 2.000X. Proceso inf. agudo.

Exp. 4d. 4.500X. Vacuolas liticas.

Exp. 8d. 6.800X. Fagolisosoma diabético.

Exp. 8d. Irrd. Proceso inf. crénico. Cel. Cebada.
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A nivel del reticulo endopldsmico rugoso se aprecia dilataciéon con fusién intercisternal dando lugar a un
sistema canalicular laberintico, en algunas zonas muestra fragmentacion de membranas limitantes para formar
tipicos citosomas. Encontrdndose en las series experimentales de 4 y 8 dias.

Conreferencia al nicleo, en las serie experimental de 8 dias, encontramos dilataciones anémalas de la cisterna
perinuclear en leucocitos polimorfonucleares neutréfilos.

Se pueden destacar identaciones nucleares en fibroblastos con falsas imadgenes de dinucleacién, pertenciente
a la serie experimental de 16 dias, encontrando una serie de mitocondrias de apariencia normal. Existen también
polirribosomas y un buen RER, situado este fibroblasto en la vecindad de una zona de fibrosis donde las fibras
adoptan una distribucién andrquica, aprecidndose también fibras de coldgena de aspecto normal y estriacion
transversal.

En la series experimentales de 4 dias desaparece el nucléolo y niicleo disminuye de volumen hasta hacerse
picnético en ocasiones con gran condensacion de la cromatina y degeneracion celular.

En la superficie celular podemos ver desde ligeras modificaciones como disminucién de los fenémenos de
pinocitosis, observados sobre todo en la serie experimental sin irradiar de 16 dias, hasta verdaderas soluciones de
continuidad que conducen a la rotura total y desintegracién de la célula.

Como suceso carateristico de este experimento, realizado con la inyeccidn intragingival de inmunocomplejos,
queremos destacar la numerosa presencia de numerosos productos de fagocitosis, evidenciados por los fagolisoso-
mas encontrados en los fagocitos mononucleares en varios estadios evolutivos. Se trata de inmunocomplejos
fagocitados a los que se les ha unido un lisosoma en distintas etapas evolutivas, constituyendo el fagolisosoma,
expresion de uno de los mecanismos de defensa celular ante la presencia de cuerpos extrafios. Los encontramos
preferentemente en la serie experimental de 8 dias como exponente de un proceso inmunolégico activo.

Resumiendo, se han visto cambios degenerativos, celulares sobre todo, en las series de 4 y 8 dias tales como:
degeneracion hidrépica de estructuras membranosas, dilatacién de RER, dilatacién anémala de la cisterna
perinuclear, degeneracidn celular con dreas de citolisis, citosomas y productos de la fagocitosis evidenciados por
los fagolisosomas, siendo menos severos estos cambios degenerativos en la serie experimental de 8 dias como
exponente de su paso a la cronicidad. Vistos los resultados a microscopia electrénica bajo una concepcién general
podemos detallar cudles han sido los cambios a nivel particular en cada estirpe celular considerada.

Asi vemos neutréfilos y macréfagos con fagolisosomas de Ag—Ac. Estos fagolisosomas no aparecen en las
series simuladas, inyectadas con solucién salina.

Los monocitos se nos caracterizaron por la presencia de largos y sinuosos procesos celulares, filas
paralelas de RER y grdnulos liposomiales. A veces contenian fagolisosomas, marcdandose asi su diferen-
ciacién a macréfagos.

También hemos captado la presencia de Linfocitos—lake (linfocitos B) mds grandes que los linfocitos con
perfiles de RER, indicando su diferenciacién a plasmoblastos.

Linfocitos con condensaciones periféricas de heterocromatina, ribosomas libres y pocas organelas. Células
cebadasrepletas de histamina a punto de degranulacion. Células plasmadticas claramente diferenciadas. Fibroblastos
con un buen ap. de Golgi y RER normal.

Presencia de coldgeno intracelular, hallazgo poco frecuente, y en algunos casos ciertas alteraciones mito-
condriales con pérdida de las crestas, se podria especular sobre la posibilidad de que los fibroblastos estuvieran
algo hipertrofiados.

Un hallazgo relativamente frecuente ha sido la presencia de leucocitos eosindfilos con las tipicas inclusiones
cristalinas de peroxidasa p nucleoides que se observaron en las series de 8 dfas con proceso inflamatorio subagudo,
leucocitos que acudieron al foco inflamatorio atraidos por el FQE (factor quimiotdctico de los eosinéfilos).

Si comparamos las series experimentales de 4 dias con las series experimentales de 8 dfas sin irradiacién
podemos observar una discreta disminucién de la sintomatologia como exponente de su paso a la cronicidad.

Si estudiamos las series de 16 dias sin irradiacién encontramos una mejoria notoria de las alteraciones
citopdticas e incluso extracelulares, y finalmente si analizamos la serie experimental de 16 dias irradiada
observamos una "restitutio ad integrum" total con reorganizacién completa tanto del material intracelular como
del extracelular, de donde podemos concluir que:

— La accion antiinflamatoria de la radiacion Léser IR se deja notar con sélo 4 dias de irradiacion, sobre un
campo inflamatorio agudo.
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—La accién antiinflamatoria se hace mds patente cuando irradiamos el proceso inflamatorio agudo durante 16
dias llegdandose précticamente a la "restitutio ad integrum".

— Siendo consecuencia general que la radiacién Ldser IR aplicada en un proceso inflamatorio con un ritmo
diario y durante un periodo de tiempo de 2-3 semanas es un potente y eficaz antiinflamatorio.
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RESUMEN

La enfermedad periodontal experimental nos ha permitido observar a ME los cambios sufridos por el tejido conjuntivo
en el desarrollo del proceso inflamatorio, desorganizacién, disociacion y degeneracidn, fibrosis y disminucién del didmetro
de las fibras. Evidencidndose en los animales sometidos a tratamiento de irradiacién Léser IR, una marcada accion
anticolagenolitica, acortdndose considerablemente el periodo de recuperacién de la normalidad.

PALABRAS CLAVE: Liser IR. Colagenolisis. Anticolagenolitica.

SUMMARY

The experimental periodontal disease has permitted us to observe ME the changes suffered by conjunctive tissue in the
development of the inflammatory process, the disorganization, the dissosiation, and the degeneration fibrosis and the decrease
in the diameter of the fibres. A remarkable anticollagenolitica is evident in the animals which have been submitted to a laser
IR radiation treatment with a considerable shortening of the recorvery period to normality.

KEY WORDS: Laser IR. Collagenolisis. Anticollagenolitica.

Introduccién

La gran trascendencia de la enfermedad periodontal actualmente y el creciente interés despertado por la
radiacién 1dser como agente terapéutico en el campo médico, nos indujo a comprobar su accién sobre dos cuadros
inflamatorios, agudo y crénico, provocados en la mucosa gingival de la rata albina, cepa Wistar. Sometiendo
dichos campos inflamatorios a sucesivas irradiaciones Laser IR, demostrando sus propiedades antiinflamatorias
a nivel ultraestructural.
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Los procesos inflamatorios son producidos por inyeccién de complejos inmunes formados por IgG humana
y antilgG humana procedente de conejo. Procedemos con dos técnicas, inyeccidn tinica en la mucosa gingival
vestibular provocando un proceso agudo similar al flemén paradontal agudo e inyeccidn repetitiva en mucosa
palatina a nivel del primer molar, desencadenando un infiltrado crénico que recuerda, segiin Golub, Garant y
Ramamurthy la enfermedad periodontal humana o periodontitis crénica destructiva, sirviéndonos como modelos
experimentales para la posible aplicacién del Léser IR en el campo clinico como antiinflamatorio.

Material y Método

Partimos de 32 ratas albinas de la cepa Wistar, repartidas en 8 series:
—4 testigos.
—4 simuladas.
—4 experimentales de 4 dias, representan el momento de eclosion del proceso agudo.
—4 experimentales que representan el paso a la cronicidad del proceso agudo con atenuacién de la
sintomatologia en el drea vestibular y establecimiento del infiltrado celular crénico en m. palatina.
—4 experimentales irradiadas de 8 dias.
—4 experimentales de 16 dias.
—4 experimentales irradiadas de 16 dfas, representala curacién del proceso debido ala accién antiinflamatoria
de los Laser IR.
—4 experimentales de 34 dias, representa la curacién espontdnea del proceso por medios naturales.
Dentro de las series experimentales irradiadas disponemos de las series de 8 y 16 dias, con las caracteristicas
generales de produccion del proceso inflamatorio aguado o crénico y de irradiacién descritos, sacrificdndolos en
la fecha determinada.
La irradiacién se realiza con un aparato Cavity de IR de 904 nm, 8-10 W de potencia fija pico, 4.000 Hz de
frecuencia y 5 min. de tiempo de exposicién con una dosis total de 06-1J/cm?.
Las piezas se fijan con glutaraldehido al 5 % para su posterior procesamiento para microscopia electrdnica,
contrastando los cortes para mayor nitidez de las estructuras con el método de Reynolds del citrato de plomo.

Resultados y Discusion

A nivel ultraestructural, ademads de las alteraciones celulares que ya han sido motivo de estudio, encontramos
alteraciones del medio extracelular y del componente coldgeno.

Las alteraciones mds importantes en la biopatologia ultraestructural del coldgeno son:

— Desorganizacion, disociacién y degeneracion.

— Incremento patolégico—fibrosis—.

— Disminucién del didmetro individual de las fibras.

Debido alaaccién degradativa enzimadtica de la colagenasa y mucopolisacaridasa o hialuronidasa proveniente
de los polimorfonucleares, hemos encontrado una desorganizacién e incluso degeneracién del coldgeno en
multiples dreas. Hay edema con resolucion intersticial de las fibras, que aparecen desflecadas y desnaturalizadas.
Parece ser que el primer paso serfa la degradacién de la sustancia cementante, sustrato sobre el que asientan las
fibrillas para constituirse en fibras. Dicha sustancia constituye cadenas laterales unidas a la proteina coldgena y
son las primeras en degradarse, aprecidndose un incremento en el tamafio de los espacios interfibrilares con la
consiguiente disociacién de las fibras. La explicacién de estos fendmenos se halla en la disgregacion de los enlaces
inter e intramoleculares, asi como en la rotura en los enlaces electroestdticos con las cadenas laterales de
mucopolisacaridos. Un paso mds en este deterioro del coldgeno seria la alteracion de la arquitectura de las fibras
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FIGURA 1.  Exp. 4 dias 4.500 X. Coldgeno desorganizado.

FIGURA 2. Exp. 8 dias 6.000 X. Proceso Inf. Crénico. Fibra de coldgeno fagocitado.

FIGURA 3.  Exp. 8 dias 6.000 X. Irradiada Inf. Cel. Cr. Prolongacién pseudipédica del monocito.
FIGURA 4. Exp. 8 dias 4.600 X. Irradiada. Cschwann. Fagolisosomas.
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FIGURA 5.  Exp. 8 dias 13.000 X Irradiada. Inclusiones cristalinas.
FIGURA 6. Exp. 16 dfas 5.000 X. Splitting de la vaina de mielina.
FIGURA 7. Exp. 16 dias Irradiada. Fibroblasto, queratinocito.
FIGURA 8. Exp. 8 dfas. Exocitosis transepitelial.
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manifestada por la pérdida de las tipicas bandas cruzadas del coldgeno insoluble, disminuye el grosor y la tipica
periodicidad axial.

Consecuencia de esta separacién de las moléculas de la sustancia cementante se encuentra aflojamiento e
intumiscencia de las fibras maduras, siendo estos cambios propios de estadios mds precoces.

Un hecho constante y de gran relevancia anatomo—patoldgica, presente en los dos modelos experimentales
(PIA y ICC) es la reduccién en la concentracion del coldgeno que detectamos tanto en microscopia 6ptica
electrénica y a nivel funcional por el andlisis cuantitativo de la excrecién urinaria de hidroxiprolina. Ademds de
laaccién degradativaextracelular de laLPMN también intervendriala endocitosis o digestion intracelular de fibras
maduras de coldgeno intacto. A nivel ultraestructural hemos encontrado tres niveles gradativos de esta posible
fagocitosis y digestién intracelular a cargo de los monocitos fibroblastos, observdndose claramente una fibra
madura, con su tipica periodicidad axial de 640 A totalmente intracelular.

Se han observado ares de fibrosis préximo a focos de gran destruccién tisular, constituidos por paquetes de
fibras orientadas andrquicamente, sin patrén de orientacién alguna.

Es evidente una disminucion del componente coldgeno en zonas de gran infiltracién inflamatoria y en rela-
cién con la intensidad de éste. Pérdida de coldgeno debida a la degradacion enzimdtica del coldgeno extracelular
por las enzimas liberadas por las células inflamatorias.

La presencia de fibras de coldgeno fagocitadas, descritas anteriormente por el fibroblas en ese proceso de
digestion intracelular, también adscrito al macréfago y al osteoclasto, ha determinado que autores denominen al
fibroblas en estas ocasiones como fibroclasto.

Otro factor que también influirfa en la disminucidén del coldgeno seria la inhibicidn de la colagenogenesis de
coldgeno, por la interaccién del linfocito sensibilizado con el fibroblasto. Influida por los cambios citopdticos del
fibroblas, consecuentes a la accién directa del linfocito sensibilizado y a la liberacién de linfoquinas.

Con relativa frecuencia hemos observado la presencia de gotas lipodicas que podria considerarse como un
cambio citopdtico con posible interaccidn con la sintesis del coldgeno.

Ampliamos este estudio ultraestructural a otras estructuras presentes en la zona y que presentan as{ mismo
modificaciones, tal como a nivel del sistema nervioso periférico donde se observan lesiones degenerativas
eneaxones y c€lulas de Schwann y rechazo del axén por la franja del citoplasma donde termina la vaina de mielina
que se encuentra dilatada.

En las hojas de cebolla de 1a vaina de mielina, hemos visto lesiones de "splitting” o separacion de las mismas.

Hemos encontrado fenémenos de trasepitelial, encontrando elementos inflamatorios como linfocitos en el
estrato espinoso, explicables por el aumento de las defensas naturales y de la permeabilidad transepitelial. Se trata
de elementos linfoideos pequefios con niicleo redondeado u oval, rodeado por un estrecho halo citopldsmico, en otras
ocasiones el niicleo presenta numerosas identaciones. Quizds se trate de linfocitos T sensibilizados que atraviesan
labarreraepitelial para aumentarlas defensas del organismo, acudiendo al lugar atraidos por sustancias quimitotdcticas
liberadas por los queratinocitos lesionados, estos linfocitos a su vez liberarfan sustancias quimitotdcticas que
lesionarfan a su vez a los queratinocitos, credndose un circulo vicioso. »

Independientemente del modelo inflamatorio conseguido en ambos casos, existe una respuesta inflamatoria
gingival con alteraciones cuantitativas y cualitativas del coldgeno.

La accién antiinflamatoria del Ldser IR se deja sentir con sélo 4 dias de irradiacién sobre un campo
inflamatorio agudo, como se deduce del comportamiento de las series de 8 dias irradiadas y sin irradiar.

Esta accion antiinflamatoria anticolagenolitica es mds patente cuando irradiamos un proceso inflamatorio
agudo durante 16 dias consiguiendo la "restitutio ad integrum".

Y como consecuencia general la radiacién Laser IR aplicada en un proceso inflamatorio con un ritmo diario
y por un periodo de tiempo comprendido entre 2-3 semanas, es un potente y eficaz antiinflamatorio.
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CELULAS PAS POSITIVAS Y CELULAS FOLICULO ESTRELLADAS, UNA ESTIRPE
CELULAR COMUN EN EL LOBULO INTERMEDIO DE LA HIPOFISIS

PAS-POSITIVE AND FOLLICLE-STELLATE CELLS, A COMMON TYPE OF CELLS IN
THE INTERMEDIATE LOBE OF THE PITUITARY GLAND

S. CARBAJO, E. CARBAJO-PEREZ, J. RODRIGUEZ, S. CASTRO y J.C. CARVAJAL

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Universidad de Salamanca

RESUMEN

En el l6bulo intermedio de la hip6fisis 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 miiltiples
hipétesis al respecto. En este trabajo intentamos relacionar en mamiferos la PAS positividad con el posible sistema regulador
serotoninérgico del 16bulo intermedio.

PALABRAS CLAVE: Hipéfisis. Lébulo intermedio. Células PAS positivas. Células foliculo estrelladas. Serotonina.
Mamiferos.

SUMMARY

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. Furthemore, morphologic characteristiocs of secretory activity have also been found in PAS—
positive cells of the intermediate lobe. However, the functional 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.

KEY WORDS: Hypophysis. Pars intermedia. Pas positive cells. Serotonin.

Introduccion

El I6bulo intermedio de la hipéfisis (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 dio nombre de intermediocitos
(Amat y col., 1976), células principales (Van Eys, 1980 a), por su predominio en el citado 16bulo, o 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 granulos de secrecién o el voluminoso aparato de Golgi, que muestra
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unas caracteristicas de actividad inusual en el LI (Alluchon—Gerard, 1978). Van Eys (1980 b) acepta la posibilidad
de que produzcan hormonas, pero considera como desconocidos los productos de sintesis. Podrian estar implicadas
en mecanismos de regulacion del calcio. (Olivereau, 1969 y Olivereau 1979 a 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 regulacién de la microcirculacidn de las cavidades intersticiales (Vila Porcile, 1972), fagocitosis
(Youngy col., 1965), endocitosis (Forbes, 1972), reabsorcion de la secrecion de coloide (Bergland y Torack, 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), asf 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—ratén cria (PANLAB) y dispusieron permanentemente de agua.

Previa anestesia, fueron perfundidos por via intracardiaca con una solucién de Bouin durante 20 minutos.
Posteriormente se efectud una craneotomia para extraer el bloque hipotdlamo-hipofisario, al que se mantuvo
inmerso durante tres dias en lamisma solu¢idn, a fin de completar el proceso de fijacion. Las muestras asi obtenidas
fueron sumergidas en una solucién 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 desparafinizacion 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) adilucién 1:100 e igualmente y siguiendo
la misma pauta se traté el material de ambos grupos con suero de conejo conjugado con peroxidasa, y complejo
soluble PAP (DAKOPATTS—Z113), revelando la reacciéon con el medio de Graham—Karnovsky (1966).

Histoquimica

Otro grupo fue tefiido siguiendo el protocolo del PAS (McManus, 1946): tratamiento con dcido periédico 5
minutos, lavado repetido conaguadestilada, incubacién durante 15 minutos conreactivo de Schiff y lavadoenagua
corriente de 10 minutos de duracion.

En todas las preparaciones se procedid a la deshidratacién y montaje de las muestras, siguiendo los protocolos
habituales, para su posterior estudio con un microscopio 6ptico Leitz Dialux-22. Las fotografias se han realizado
con pelicula Kodak Panatomic.
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Resultados

Tras el estudio del LI de las hip6fisis 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, obsevdndose 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 cémo 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 imégenes del LI obtenidas tras la utilizacién del suero anti—proteina especifica S—100 muestran al igual
que en los animales del grupo anterior un gran polimorfismo (figs. 2 y 3). Hay células con contornos irregulares
e intensamente tefiidas de las que, ocasionalmente, parten gruesos tractos reactivos, junto a otras mucho mds
numerosas, de forma poligonal y citoplasma débilmente tefiido, en las que es raro encontrar prolongaciones
citoplasmadticas.

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
adistancia 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

Lainervacion 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 teleésteos (Groves y Batten,
1985 y Margolis—Kazan y col., 1985), donde intervendrian como elemento especial 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 inervacidn 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.

Tras descartar la posible existencia de reacciones cruzadas del suero anti—serotonina, nunca superiores al 1%,
con fracciones proteicas intracelulares o con otras sustancias como la 5-metoxitriptamina, la norepinefrina o la
epinefrina y, a la vista de las imdgenes 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 razones suficientes para considerar la posibilidad de que estas células supongan
una hipotética fuente endégena de serotonina.
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FIGURA 1.

FIGURAS 2 y 3.
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Célula poligonal mostrando inmunorreactividad a un suero antiserotonina (flecha ancha). Se aprecia la
existencia de prolongaciones citopldsmicas (flechas estrechas) con una longitud variable. X 6.000.
Células reactivas a un suero anti—proteina especifica S-100. Es de destacar el gran polimorfismo celular.
Algunas 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 6.000.
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FIGURAS 4y5. Células PAS—positivas en el LI. Algunas son redondeadas y aparentemente carecen de prolongaciones, por
lo que muy bien pudiera tratarse de elementos de tipo glandular (fig. 4, flecha). Otras son poligonales y con
prolongaciones citopldsmicas muy extensas (fig. 5, flechas). X 6.000.
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Como alternativa, se podria admitir que la inmunoreactividad que aparece en los cuerpos celulares de aspecto
no glandular del LI, serfa el resultado de la captacidn por estas células, que actuarfan 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 tltimo
suero, hemos observado algunos elementos débilmente tefiidos y que no aparecian en cortes adyacentes.

En las células PAS—positivas hemos observado que sus caracteristicas morfolégicas, 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 y col. (1985). Por estos argumentos pensamos que se
debe tratar de células pertenencientes 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. Para esclarecer este extremo serdn necesarios futuros estudios en los que, bajo distintas condiciones
experimentales, se confirme la captacion y excrecion de neurotransmisores por las células foliculo estrelladas.
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TIPIFICACION INMUNOCITOQUIMICA DE LOS ELEMENTOS GLIALES Y NEURONALES
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IMMUNOCYTOCHEMICAL TYPYFICATION OF GLIAL ANDNEURONAL ELEMENTSIN
CULTURE OF RAT FETAL CORTEX
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RESUMEN

Empleando el método inmunocitoquimico de la PAP con suero especifico contra proteina fibrilar 4cida (GFAP), enolasa
neuronal especifica (NSE) y la subunidad de proteina de neurofilamento NF-70, se desarrolla un estudio de los elementos
celulares obtenidos a partir de dispersiones celulares de cortezas cerebrales de ratas obtenidas en el dia 17 del desarrollo fetal.
Se valoran las caracteristicas morfolégicas de las células gliales y neuronales durante las dos primeras semanas de cultivo,
asi como la correlacién GFAP, NSE y NF-70 a lo largo del desarrollo.

PALABRAS CLAVE: Glia. GFAP. Enolasa neuronal especifica. NF-70 proteina de neurofilamento. Corteza cerebral.
Cultivos celulares.

SUMMARY

By means of the PAP immunocytochemical method with specific sera against glial fibrillary acidic protein (GFAP),
neuronal specific enolase (NSE) and neurofilament (NF-70) protein, a study of the cellular elements obtained from dispersed
cells of cerebral cortex (taken from rats on day 17 of fetal life) wac carried out. The morphological features of the both types
of cells (glia and neurons) during the two fiast week of incubation of the culture as well as the correlation of GFAP, NSE and
NF-70, was evaluated.

KEY WORDS: Glia. GFAP. Neuronal specific enolase. NF-70 neurofilament protein. Cerebral cortex. Cultures.

Introduccion

Dentro del término general de filamentos intermedios, se diferencian cinco clases, siendo cada una de ellas
especifica de un tipo o linea celular (Liem y col., 1978; Lazarides, 1980; Anderton, 1981; Steiner y Parry, 1985;
Traub, 1985). De ellas, los filamentos gliales, formados por una proteina de 54 KDa (GFAP), marcan especificamente
células gliales y los neurofilamentos, las neuronas (Liem y col., 1982; Norton y Goldman, 1980; Schalaepper,
1987; Robinson y Anderton, 1988). La enolasa neuronal especifica (NSE), enzima intracitopldsmica glucolitica
(Schmechel y col., 1978; Marangos y Schmechel, 1880), es otro marcador neuronal; sin embargo, su especificidad
es menor que la de los neurofilamentos ya que puede marcar células de estirpe no neuronal (Kato y col., 1982;
Vinores y col., 1984; Schmechel, 1985; Haimoto y col., 1985)
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Estos marcadores permiten evidenciar la estirpe ala que pertenecen los elementos celulares presentes en cultivos
del sistema nervioso. Por ello, con la finalidad de caracterizar morfolégicamente los elementos celulares existentes
en cultivos monocapa, a partir de corteza cerebral de fetos deratas de 17-18 dias de gestacién, alolargodelaevolucién
del cultivo, se empleé una bateria Inmunocitoquimica que nos permitiera marcar proteina fibrilar glial &cida (GFAP),
enolasa neuronal especifica (NSE) y la subunidad de proteina de neurofilamento de 68 KDa (NF-70).

Material y Método
Técnica de cultivo

Se utilizaron ratas wistar que se cruzaron en el laboratorio detectandose la prefiez por observacién al
microscopio del fluido vaginal con solucidn salina (NaCl, 0,15M). En el dia 17-18 de la gestacién se extrajeron
los embriones, mediante proceder quirtirgico aséptico, que fueron colocados en placas de petri con PES (PO, O,
IM y NaCL, 0,15M). Tras extraer los fetos del saco embrionario, fueron decapitados, disecciondndose los
hemisferios cerebrales en PBS; fueron liberados de las meninges y se lavaron tres veces con solucién salina de
Hank (HBSS) sin calcio ni magnesio, se suspendieron en el medio de dispersion y se dispersaron mecanicamente
con pipetas Pasteur y jeringas con agujas de didmetro sucesivamente menor (20, 21 y 22 gauges). Las suspensiones
celulares finales se resuspendieron en un volumen apropiado de medio de cultivo con una concentracion final de
5-7 x 10° células/placa, y se incubaron a 37° C en una atmdsfera saturada de humedad compuesta por 95% de aire
y 5% de C0,. El medio de incubacién se renové periédicamente (4 dias) y el desarrollo morfolégico de los cultivos
se monitorizé mediante microscopia 6ptica de contraste de fases. El medio de cultivo empleado fue el MEM
suplementado con glucosa (6 g/1), 80 mU/ml de insulina, 2% de glutamina y 100 U/ml de penicilina-estreptomicina.
Para el mantenimiento de los cultivos, el MEM se suplement6 con 10% de suero fetal bovino y 10% de suero de
caballo.

Inmunocitoquimica

El estudio se desarroll6 a los 4, 7, 10 y 15 dfas de incubacidn, transcurridos los cuales y tras ser retirado el
medio, los cultivos fueron lavados en PBS y posteriormente fijados en paraformaldehido al 4% en tampén fosfato
(0,1M, pH: 7,4), tras lavado en TBS (tampén Trissalino 0,05M, con un 8% de NaCl, adicionado con Triton X-100
al 0,2%), fueron procesados inmunocitoquimicamente mediante el método de la PAP (Sternberger y col., 1970),
usando como sueros primarios, suero anti-GFAP (Dako), suero anti-NSE (Dako) y suero anti-subunidad NF-70.
Este tltimo fue obtenido por inmunizacién a conejos neozelandeses con la subunidad de 68 KDa de proteina de
neurofilamento extraida a partir de cerebro de cerdo (siguiendo el método de Shelanski y col., 1973), aislada y
cuantificada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (segin los métodos de Laemmli, 1970 y Lowry y col.,
1951, respectivamente). Su especificidad se determind tras transferencia a papel de nitrocelulosa (Towbin y col.,
1979) evidenciando su capacidad de unién a la mencionada subunidad (Schlaepfe y cot., 1981). Para
inmunocitoquimica se emplearon diluciones de 1:500 para GFAP, 1:800 para NSE y 1:150 para NF-70 en TBS
. El suero puente empleado fue suero de cerdo anti-inmunoglobulina de conejo (Dako), a dilucién 1/100 en TBS
y complejo soluble PAP (Dako), a dilucién 1/100, también en TBS. El proceder de revelado fue el método de
Graham-Karnovsky (1966), visualizdndose la reaccién en un microscopio Zeiss-Axiophot.

Resultados

Al evolucionar el cultivo durante la primera semana, se incrementan los elementos celulares, principalmente
los de estirpe glial, apenas existentes en el momento del planting, apareciendo ya en el cuarto dia de cultivo y
presentando una morfologia fusiforme y nicleo central. En el dia 7 de cultivo, estas células recuerdan a los
fibroblastos que aparecen en cultivos de otra naturaleza (fig. 1). Los elementos neuronales, al cuarto dia de cultivo,
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son células redondeadas e inmunorreactivas a NSE y NF-70 y no a GFAP (fig. 2). Al dia séptimo de incubacién
estas células comienzan a emitir pequefias prolongaciones citopldsmicas que buscan a otras células vecinas de
estirpe neuronal.

La proliferacién de células gliales se incrementa a lo largo de la segunda semana de evolucién del cultivo,
aprecidndose, alos 10dfas y ainmds alos 14 dias, tres tipos de distribucidn celular: el menos frecuente corresponde
a células aisladas de caracteristicas similares a las descritas a los 7 dias de incubacién, y los otros dos tipos, mds
frecuentes, se disponen formando grupos celulares. Uno de ellos estd formado por pelotones celulares compactos
y dificiles de definir, ya que en ellos se mezclan elementos gliales y neuronales de forma andrquica (fig. 3). El otro
agrupamiento se hace en extension, formadndose conglomerados aplanados de células gliales, inmunorreactivas a
GFAP, en los que el elemento celular predominante son células con un gran nicleo, que toma débilmente la
hematoxilina 4cida de Mayer, y un amplio citoplasma que lo contornea del que parten largos y anchos procesos
que, amodo de puente, unen entre si los conglomerados dando al cultivo un aspecto de malla (figs. 4 y 5). El soma
y los procesos muestran clara inmunorreaccién a GFAP, que es de aspecto fibrilar, siendo frecuente el observar
imdgenes de mitosis en esta estirpe celular.

A'los 10y 14 dias de cultivo, asentando sobre los conglomerados celulares o bien situados en las oquedades
delamalla glial se disponen los elementos neuronales (inmunorreactivos a NSE y S-70). En los pelotones celulares,
las caracteristicas morfoldgicas que definen a las células neuronales son imposibles de definir. No ocurre asi en
las neuronas que se sitdan en las oquedades o mallas de células gliales. Estas neuronas presentan ya caracteristicas
de neuronas maduras con somas pequefios en los que asienta el niicleo y prolongaciones finas (fig. 6) que, en
muchos casos, se dirigen hacia otra neurona y llegan a contactar constituyendo cadenas neuronales de dos o mds
elementos (fig. 7), tanto el soma como las prolongaciones presentan inmunorreaccién a NSE y NF-70 (figs. 6, 7
y 8).

Con arreglo a su morfologia se distinguen dos tipos principales de neuronas: neuronas bipolares, de soma
ovalado con dos prolongaciones en cada uno de sus extremos (flechaen fig. 8) y neuronas multipolares, con muchas
prolongaciones dirigidas en todas las direcciones (cabeza de flecha en fig. 8). A veces, se observan neuronas de
soma triangular que presentan dos prolongaciones mds gruesas partiendo de los extremos y una prolongacién, algo
mds fina, que parte del vértice del soma, siendo este tipo neuronal mucho menos frecuente. Todos ellos presentan
somas de pequefio tamafio, con niicleos pequefios e hipercromaticos.

Discusion

El estudio inmunocitoquimico ha permitido identificar exactamente las caracteristicas morfoldgicas de ambos
componentes: neuronal y glial, y su evolucidn a lo largo del desarrollo del cultivo.

Al cuarto dia de incubacién, hay una gran homogeneidad morfolégica en las células tefiidas, como resultado
de la dispersion mecdnica, las células inmunorreactivas son redondeadas y sin prolongaciones. Con la evolucién
del cultivo, surge una diferenciacién neuronal con la emision de prolongaciones axénicas y dendriticas y una
marcada proliferacion e hiperplasia glial, principalmente a lo largo de la segunda semana, lo que coincide con los
estudios realizados por Sotelo y col. (1980), Yen y Fields (1981), Raju y col. (1981), Grould y Franklin (1987).

En el caso de los elementos neuronales, hemos observado que la inmunorreaccién a NSE y NF-70 afectaba
tanto al soma como a las prolongaciones neuronales, 1o que corrobora los hallazgos previos de Yen y Fields (1981),
Shaw y Weber (1981) y Trojanowski y col. (1985).

Larédpida aparicion de reaccién inmunocitoquimica, a NF-70, expresada ya a los cuatro dias de cultivo, apoya
la teorfa de que es la primera subunidad de proteina de neurofilamento en aparecer a lo largo del desarrollo
ontogénico del sistema nervioso, como ha sido demostrado por métodos analiticos o por estudios in vivo (Shan
y Weber, 1982; Calvest y Anderton, 1982; Glicksman y Willard, 1985).

A pesar de que los marcadores neuronales y gliales empleados permiten diferenciar claramente ambas estirpes
celulares y resultan ser mds especificos que los criterios morfolégicos, nuestro estudio nos permite establecer
algunos criterios que diferencian claramente elementos gliales de elementos neuronales. Las células gliales
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FIGURA 1.
FIGURA 2.

FIGURA 3.
FIGURAS 4y 5.
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Elementos fusiformes, reactivos a GFAP, observados en el dia 7 de cultivo. x 100.

Elementos redondeados de estirpe neuronal, inmunorreactivos a NF-70 (flechas) obtenidos a partir de un
cultivo en el cuarto dia de incubacién. x 100.

Pelotones celulares compactos, dificiles de definir, en el dia 14 de cultivo (reaccién para GFAP). x 10.
Conglomerados celulares aplanados, de células inmunorreactivas a GFAP, obtenidos el dia 14 de cultivo, que
se disponen formando una malla fibrilar, obsérvense las figuras de mitosis (flecha). x 60.
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.
FIGURA 6. Elementos celulares reactivos a NSE en el dia 14 de cultivo. x 100.
FIGURA 7. Elementos celulares inmunorreactivos a NF-70 en el dia 14 de cultivo, formando cadenas neuronales. x 20.
FIGURA 8. Patrones morfoldgicos tipicos de los elementos reactivos a NF-70 en el dia 14 de cultivo. Nétese la presencia

de neuronas bipolares (flecha), junto a neuronas multipolares (cabezas de flecha). x 20.
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presentan un amplio tamailo, con un gran niicleo que se tifie débilmente con la hematoxilina; mientras que las de
estirpe neuronal presentan un soma pequefio, con un nicleo pequefio, redondo e hipercromdtico. Ademds, las
prolongaciones gliales suelen ser amplias; mientras que las neuronales son, por lo general, finas. No obstante, a
lolargo de laevolucidén del cultivo y, principalmente, en las primeras fases existen muchas formas intermedias con
rasgos morfoldgicos similares entre las células de estirpe glial y las de estirpe neuronal, que aconsejan el estudio
inmunocitoquimico.

Nuestros resultados parecen confirmar que las neuronas cultivadas son capaces de desarrollar un sustrato
citoesquelético y enzimdtico normal que garantiza su organizacién y diferenciacion.
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APORTACIONES AL ESTUDIO DEL PROCESO DE OSIFICACION POSTNATAL DEL
ESQUELETO APENDICULAR EN EL OVINO. IL.- PARTE: MIEMBRO PELVIANO

CONTRIBUTION OF STUDY OF THE PROCESS OF POSTNATAL OSSIFICATION OF
APPENDICULAR SKELETON OF THE SHEEP. II.PART: PELVIC LIMB

M.T. GUILLEN, S. REGODON, A.I. MAYORAL y A. ROBINA

Cétedra de Anatomia y Embriologia. Facultad de Veterinaria de Ciceres
Universidad de Extremadura

RESUMEN

En el presente trabajo se ha estudiado la osificacién postnatal del esqueleto apendicular (miembro pelviano) en el ovino.
Para ello, hemos utilizado 40 ovinos de ambos sexos y raza merina autéctona, distribuidos en cuatro lotes de 0,45, 105 y 270
dfas de edad. Se ha efectuado un examen radioldgico de sus miembros pelvianos completos en diversas posiciones, analizando
los niicleos de osificacién visibles en las imdgenes, considerando los momentos en que se producian la consolidacién de las
distintas metéfisis.

Con todo ello se aprecia radioldgicamente la evolucién que experimentan los miembros pelvianos del ovino en las
distintas edades estudiadas. Se determina que las metdfisis epifisiarias pelvianas experimentan una variacion a lineas
epifisiarias mds tardfa que en los miembros tordcicos, entre los 45 y 270 dias de edad.

PALABRAS CLAVES: Osificacion, radiologia, esqueleto, apendicular, ovino.

SUMMARY

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

We have determined that epiphysis metaphysis change to epiphysis line between 45 to 270 days of age.

KEY WORDS: ossification, radiology, skeleton, appendicular, ovine.

Introduccién

Lasinvestigaciones radioldgicas referentes ala osificacién del esqueleto apendicular de los ovinos se iniciaron
a finales del siglo pasado (Tschriwinsky, 1880; Lesbre, 1897). 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
realizan un ordenamiento completo de los tiempos de fusién (Tabla 1).

Rajtova en 1974, realizé un ensayo comparativo del desarrollo postnatal del esqueleto de los miembros en
oveja y cabra, afirmando que en la cabra los huesos largos crecen de una manera mds uniforme que en la oveja y
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TABLA 1. Tiempo de fusién (en meses) de los centros epifisiarios apendiculares del ovino segiin diversos investigadores

CENTROS LESBRE  TSCHIRWINSKY TOOD&TOOD BRUNI&ZIMMERL — SMITH BARONE
EPIFISIARIOS  (1897) (1880) (1936) (1951) (1956) (1976)
ESCAPULA

Tubérculo 5 - 8 5 5 5
HUMERO

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

Proximal 3-4 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 10 -

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 2 < - - = 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

los cartilagos de conjuncién desaparecen mds temprano. En general, los machos cabrios tienen unos huesos mds
largos y anchos y algunas epifisis se unen a las diéfisis m4s tarde que en las hembras caprinas. Chao-Chien (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 quizés haya sido la especie canina la que ha suscitado mayor
atencién entre los diversos autores (Seoudi. 1948; Hare.1960; Chapman, 1965 y Garcia Monterde, 1982), quienes
sefialan que los nicleos de osificacién aparecen en el mismo orden cronoldgico, pero las edades concretas en las
que tiene 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
confirmar fases concretas en el crecimiento del ovino.
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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), segiin edades (nacimiento, 45, 105 y 270 dfas de edad). A continuacién, se efectud un estudio
radiolégico de los miembros pelvianos completos en las posiciones lateral y crdneo-caudal (dorsopalmar o
dorsoplantar, 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 tamafio
del individuo) que oscilaron entre 45-70 Kv y 16-36,5 mAs.

Resultados

TABLA 2. Tiempos de fusion referidos a los 0,45, 105 6 270 dias, de los niveles éseos analizados (miembro pelviano)

Niicleos de osificacién Estructuras a las que se fusionan Edad
M. PELVIANO
Cabeza femoral + diaf. femoral 270
Epif. proximal metarsiana + diaf. metatarsiana Nacim.

Rodilla (fig. 1)

Al nacimiento (fig. 1.1)

- La metdfisis distal del fémur (mdF) estd formada por gran cantidad de tejido cartilaginoso en forma de "W",
tipica en esta zona del esqueleto apendicular del animal.

- La rétula (R) aparece pequeiia, circunscrita y bastante radioldcida.

No se aprecia la eminencia intercondilar (ei) de la tibia. Por el contrario, y dentro también de la epifisis
proximal de la tibia, el nicleo accesorio de la tuberosidad tibial (tT) se encuentra poco manifiesto, separado de la
diéfisis del hueso por un gran espesor de cartilago que nos da la imagen equivoca de hueso independiente y
redondeado.

- Es ostensible la separacion de la metéfisis proximal de la tibia (mpT), aunque se advierte mds cerrada si la
comparamos con la distal del fémur.

- La parte proximal del peroné contiene un nicleo de osificacién (pP) en un inicio del desarrollo y con un alto
grado de condrificacion.

- En general, en este periodo, los huesos son redondeados, sin una morfologia definida.

45 dias (fig. 1.2)

- Nucleo de la epfifisis distal del fémur es extenso, apareciendo ya la morfologia de la fosa intercondilar (fi)
(ver flecha).

- La metéfisis distal del fémur (mdF) se aprecia mds cerrada, aun siguiendo con la morfologia en "W"
caracteristica.

- Larétula (R), que se desarrolla como un hueso sesamoideo (un centro tinico), incrementa su superficie 6sea
y se hace mas triangular.

- Presencia de una primitiva eminencia intermedia (ei), lo cual, y a diferencia de la edad anterior (ver imagen)
determina la superposicién de este nivel con el del drea intercondilar del fémur adyacente; este hecho se hard mas
patente a los 105 y 270 dias respectivamente.
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- El niicleo de la tuberosidad tibial (tT) es amplio y, en consecuencia, el tejido 6seo estd aumentado, y adopta
una forma mds o menos triangular para ir adaptdndose a la didfisis con la que mds tarde debera unirse.

- Metéfisis proximal de la tibia (mpT) se estrecha.

- Se manifiesta algo menor la parte proximal del peroné (pP) en su localizacién lateral.

105 dias (fig. 1.3)

- La metéfisis distal varfa a linea epifisaria distal del fémur (I1dF) persistiendo su forma de "W".

- Larétula (R) ha ascendido un escalén mds en su desarrollo, siendo mds triangular, y adaptdndose con su cara
articular a los labios de la troclea femoral.

- Eminencia intermedia (ei), mds desarrollada.

- Elnicleo delatuberosidad tibial (tT) sigue incrementdndose, en busca de conformarla morfologia prismatica
caracteristica del hueso.

- Surge la linea proximal de la tibia (IpT) al sufrir su metéfisis la regresién correspondiente.

- Tal vez lo mds notorio de esta imagen sea el gran desarrollo de la cabeza o parte proximal del peroné (pP),
adosada al céndilo lateral de la tibia.

270 dias (fig. 1.4)

- Linea distal del fémur (IdF) consoliddndose.

- La rétula (R) mds amplia prosigue también en fase de consolidacién.

- Podemos apreciar una zona de unién (sefialado con una flecha) entre la tuberosidad tibial (tT) y la tibia.

- Como hecho mds relevante, volvemos a referir el desarrollo que sigue prevaleciendo en la extremidad
proximal del peroné (pP, comparar imdgenes).

Pie (con extremo distal de la pierna) (fig.2)

Las analogias existentes de los elementos dseos entre la mano y el pie nos permiten excluir algunas
consideraciones en nuestro estudio (ver Parte I.- miembro toracico, Guillén y col., 1991). Asf, en este apartado s6lo
hemos analizado los extremos distales de la pierna y el tarso, sin incluir el metatarso y las falanges.

Al nacimiento (fig. 2.1)

- En la epifisis distal de la tibia se observa su metdfisis distal (mdT). Resulta algo dificultosa su interpretacidn,
bajo el punto de vista radioldgico, debido a que el cartilago que rellena la correspondiente metéfisis es un tanto
anfractuoso y de ahi que se proyecte su radiolucidez en varios niveles.

- La epiffisis distal del peroné + el maléolo lateral (dP+M) estdn separados totalmente de la extremidad distal
de la tibia, aprecidndose radiolégicamente como un hueso redondeado e independiente.

- El nuicleo primario del astragalo (A) conforma la constitucidn tipica de doble polea; sin embargo, no tiene
atin su tamaflo definitivo, existiendo abundante tejido cartilaginoso en sus articulaciones adyacentes.

- Se aprecia la tuberosidad del calcdneo (tC), separada del resto por una linea ancha de cartilago.

- Aligual que ocurria en los huesos del carpo, en el tarso, a esta edad, se evidencian morfologias redondeadas
que irdn perdiéndose con el tiempo. Esto es especialmente significativo en la segunda fila de huesos tarsianos
(centrocuartal Cq, 2°+3%y 19).

45 dias (fig. 2.2)

- La metéfisis distal de la tibia (mdT) se observa mads cerrada.

- La epiffisis distal del peroné + el maléolo lateral (dP+M) incrementa su superficie, aprecidndose por ello mds
cercano del extremo distal de la tibia.

- El nicleo del astrdgalo (A) estd mds desarrollado, adaptdndose mejor a sus articulaciones adyacentes.

- La tuberosidad del calcdneo (tC) reduce su contenido en tejido cartilaginoso.

- En general, los huesos del tarso pierden su constitucion redondeada para advertirse mds rectangulares.
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FIGURA 1. Imagen radiogréfica lateral de la rodilla y esquema explicativo correspondiente. 1) nacimiento; 2) 45 dfas; 3)
105 dias y 4) 270 dias.
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FIGURA 2. Imdgenes radiogrificas dorsoplantar (a)y lateral (b) del pie (con extremidad distal de la pierna) y esquemas
explicativos correspondientes. 1) nacimiento; 2) 45 dias; 3) 105 dias y 4) 270 dfas.
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105 dias (Fig. 2.3)

- La metéfisis distal de la tibia (mdT)I se transforma ya en una linea epifisiaria distal (1dT), aunque mantiene
las anfractuosidades a las que haciamos referencia en la primera edad estudiada.

- La epifisis distal del peroné + el maléolo lateral (dP+M) se encuentra unida y separada por una simple linea
radioldcida.

- Mejor adaptacion del astrdgalo (A) a sus articulaciones adyacentes.

- Disminuye la banda de cartilago de la tuberosidad del calcédneo (tC).

270 dias (fig. 2.4)

- La linea epifisiaria distal de la tibia (1dT) la dejamos en fase de consolidacién.

- La epifisis distal del peroné + el maléolo lateral (dP+M) también se halla en fase de fusién definitiva, pero
la alcanzard después que la inmediatamente anterior.

- La tuberosidad del calcdneo (tC) cerrandose.

A modo de resumen, obsérvense en la Tabla 1 los datos mds relevantes del conjunto de los extraidos con el
andlisis radiogréfico; 16gicamente, nos referimos a los distintos tiempos de fusién de los niveles anatémicos
implicados en el estudio desde el nacimiento a los 270 dias, con independencia de aquellos otros (ya sefialados)
que van correspondiendo con las fluctuaciones de los huesos en fase de consolidacién observables en las
proyecciones radiograficas.

Discusion

En general, nuestros resultados, tanto los obtenidos en el miembro tordcico (Guillén, 1989) , como en el
miembro pelviano y los sefialados por diversos autores, coinciden. Sin embargo, existen algunas discrepancias,
en dreas como la epifisis proximal del fémur que para Lesbre (1897), Tood/Tood (1936) o Bruni/Zimmerl (1945)
se fusionan entre los 42 y 33 meses. Por el contrario, Smith (1956) sefiala que tiene lugar su fusién en casi la mitad
de tiempo: 17-18 meses, y para nosotros se efectiia a los 9.

Referente ala tuberosidad de la tibia, la mayoria de los investigadores no se pronuncian al respecto, sin apenas
darle importancia, excepto (Smith (1956) y Barone (1976), para quienes se fusionan a los 15-20 meses. Nuestro
trabajo, comprende sélo hasta la edad de 9 meses, y asi confirmamos que, a esta edad, no se encuentra fusionada
la tuberosidad. En todo caso, observando su evolucién, deducimos que es un buen indicador del crecimiento del
animal, aunque no hayamos cuantificado los distintos gradientes de fusion.

Como drea que se encuentra fusionada ya en la edad inmediatamente postnatal estd la epifisis proximal del
metatarso (al igual que el metacarpo), coincidiendo asf con lo sefialado por Barone (1976).

Como principal conclusién resaltamos que el andlisis radioldgico contribuye a la diferenciacién de las etapas
del crecimiento estudiadas. Al contrario que en el miembro tordcico, en el pelviano las metéfisis epifisiarias
experimentan una variacién a lineas epifisiarias mds tardia, entre los 45 y 270 dias de edad.
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MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO
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RESUMEN

Se harealizado un estudio, con el microscopio electrénico de barrido, de la superficie ependimaria del 6rgano subfornical.
Dentro de este 6rgano circunventricular observamos tres regiones claramente diferenciadas: ventral, con pocos cilios y de
superficie plana; central, la mds amplia y aciliada; y dorsal, constituida por células que le dan un aspecto en empedrado y es
oligociliada.

En las dos primeras regiones hay mds fibras que células supraependimarias; por el contrario, en la regién dorsal hay muy
pocas fibras y algunas células supraependimarias de aspecto polimorfo.

PALABRAS CLAVE: Organo subfornical, superficie ependimaria, microscopio electrénico de barrido.

SUMMARY

A scanning electron microscope study was made of the ependymary surface of the subfornical organ. In this
circumventricular organ three clearly differentiated areas were observed: the ventral region, with few cillia and flat surface;
the central one, the largest and lacking in cilliae, and the dorsal region, formed of cells conferring it with a brick-like aspect,
this area was oligocilliate.

In the first two regions there are more fibres than supraependymary cells; by contrast, in the dorsal region there are very
few fibres and some supraependymary cells with a polymorphic aspect.

KEY WORDS: Subfornical organ, ependymary surface, scannig electron microscope.

Introduccion

En el cuadrante mds rostral y dorsal del tercer ventriculo, anivel de lalineamedia, cerca de los plexos coroideos
y del ventriculo lateral, se encuentra una prominencia cénica llamada érgano subfornical (OSF).

Este 6rgano circunventricular (Hofer,1958) presenta tres regiones: una anterior, ventral; una media o central,
el cuerpo; y una tercera mas posterior o dorsal (Mikami y Asari, 1978; Phillips y col., 1978; Takei y col., 1978).

Son muchos los autores que han estudiado la situacién y la estructura de este érgano, al microscopio 6ptico
y al microscopio electrénico de transmision, en diferentes especies animales (Phillips y col., 1974; Mikami y Asari,
1978, Takei y col., 1978; Tsuneki y col., 1978), sin embargo, son escasos los trabajos que realizan un andlisis de
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las diferentes estructuras que se encuentran sobre la superficie luminal de la capa ependimaria de este érgano con
el miscroscopio electrénico de barrido (MEB), siendo éste el objeto de nuestro estudio.

Material y Método

Se ha estudiado la superficie ependimaria del OSF en diez ratas blancas adultas, cepa Sprague-Dawley, que
presentaban pesos comprendidos entre los 250 y los 300 g. Todos los animales se encontraron en condiciones
normales de un laboratorio, con temperatura y humedad ambiental de 22 + 1° Cy 48 + 5% respectivamente, y con
libre acceso a dieta equilibrada y agua.

Los animales fueron perfundidos, bajo anestesia con Ketamina (10 mg/Kg de peso), con una solucién salina
isoténica a 36° C, seguida de una solucién fijadora tipo Karnovsky. Una vez fijado el animal, se decapitd y se abrié
el crdneo, extrayendo el cerebro completo y practicdndose en los cinco primeros animales un corte sagital, y sobre
los otros cinco un corte frontal, que contenian en su interior el 6rgano a estudiar.

Después de una nueva fijacion, por inmersion, en Karnovsky (3-6 horas), se lavé el material de 8 a 12 horas,
con tampon fosfato (0,1 My pH 7,4) y se continud con la talla del tercer ventriculo en bloques ctibicos de tejido,
no superiores a 1 x 1 x 0,5 cm. Posteriormente las piezas fueron fijadas en tetradéxido de osmio al 1% en tampodn
fosfato 0,1 M, durante 90 minutos. Las muestras se deshidrataron en acetonas de porcentaje progresivo,
comenzando por una solucién del 30% hasta llegar al 100%. A continuacion, se realizé el secado por el
procedimiento del "punto critico".

Finalmente, el material fue revestido de una capa de oro de 10 nanémetros en un metalizador ISI E-5000,
permaneciendo en su interior durante 5 a 6 minutos y sometidos a una corriente de descarga cuya intensidad fue
de 20 miliamperios.

El estudio de las piezas se llevé a cabo en un microscopio electrénico de barrido Philips PSEM-500.

Resultados

El OSF se encuentra en la pared rostral del tercer ventriculo; ocupa el lugar situado entre los dos agujeros
interventriculares, y estd cubierto parcialmente por los plexos coroideos.
El estudio realizado con el MEB sobre el OSF de rata (fig.1), revela la existencia de tres regiones:

a) Ventral, estrecha y parcialmente ciliada (V).
b) Central, 1a més ancha y generalmente aciliada (C).
c¢) Dorsal, prominente, semiesférica y cubierta en gran parte por los plexos coroideos (D).

Los ependimocitos de la region ventral (fig. 2) se caracterizan por presentar una superficie plana y poligonal,
con gran nimero de microvellosidades distribuidas sobre la membrana apical, pero con una mayor concentracion
junto a los bordes intercelulares (fig. 2). Sobre la superficie ependimaria se aprecian flbras y algunas masas
celulares de aspecto macrofdgico. Un gran nimero de ependimocitos estdn oligociliados, y se diferencian
netamente de la superficie ependimaria no especializada que se encuentra fuertemente ciliada.

La zona central del 6rgano estd formada por ependimocitos de superficie poligonal aciliada, existiendo, de
forma aislada, algin penacho ciliar (fig. 3).

Mientras que la transicién entre la regidn central y la regién ventral es paulatina, la existente entre la regién
central y la dorsal es brusca, debido a una protusion de esta dltima, dibujando un surco semilunar entre ambas.

Los ependimocitos de la regién dorsal son prominentes y globulosos, presentando el aspecto tipico de empedrado.
Presentan varias microvellosidades rizadas, mds largas y con una distribucién mas homogénea que en el resto del OSF
(fig.4). La superficie ependimaria es bien manociliada, oligociliada, o bien, lo mds frecuente, aciliada.
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FIGURA 1. Corte sagital de la pared rostral del tercer ventriculo de rata. Panordmica del OSF. V: Regién Ventral. C:
Regién Central. D: Regién Dorsal. PC: Plexos Coroideos. * : superficie ependimaria no especializada
fuertemente ciliada. Aumentos: 520 x.

FIGURA 2. Regi6n Ventral del OSF. Ependimocitos de superficie plana y poligonal. Microvellosidades (estrella) sobre
toda la membrana apical con una gran concentracién cerca de los bordes intercelulares (flecha). Aumentos:
6750 x.

FIGURA 3. Regién Central del OSF. Ependimocitos de superficie poligonal aciliada. Aumentos: 6750 x.

FIGURA 4. Regién Dorsal. Ependimocitos con aspecto abultado y en forma de empedrado. Microvellosidades rizadas,
con una distribucién homogénea. Aumentos: 6750 x.

FIGURA 5. Célula supraependimaria de aspecto polimorfo con prolongaciones gruesas y cortas. Aumentos: 9750 x.
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Sobre las tres regiones del 6rgano se pueden observar fibras arrosariadas y células supraependimarias con
diferentes modelos de distribucioén.

Las fibras son mds abundantes en las regiones ventral y central, mientras que en la dorsal, donde apenas existen
fibras, se aprecia mayor nimero de células supraependimarias, de aspecto polimorfo, con prolongaciones cortas
y gruesas (fig. 5) que no sobrepasan la superficie de cuatro o mds ependimocitos vecinos.

Discusion

Los trabajos realizados con el MEB sobre el OSF de diferentes especies admiten la existencia de tres regiones,
iguales a las descritas por nosotros (Mikami y Asari, 1978; Phillips y col.,1978; Takei y col.,1978); sin embargo,
existen diferencias morfoldgicas en los ependimocitos de este 6rgano, en relacidn con las especies. Asi, el OSF
del conejo y de la codorniz japonesa poseen, en la regidn central, un sélo cilio (Leonhardt y Lindemann,1973;
Mikami y Asari,1978; Takei y col.,1978); sin embargo, en la rata sélo hemos encontrado alguna célula
monociliada, en la regién dorsal. Phillips y col. (1977,1978) han obtenido hallazgos similares a los descritos por
nosotros.

La presencia de células supraependimarias en los OCV es un dato caracteristico que ha sido bien analizado
en otros érganos circunventriculares, como el érgano vasculoso de la ldmina terminal (Risco y col.,1988; Juanes
y col.,1989); el érgano subcomisural (Collins y Woollam,1979), laeminencia media (Scott y cols., 1975), as{ como
en dreas circundantes al tercer ventriculo (Walsh y cols.,1978); sin embargo, en el OSF no se suele hacer referencia
a la existencia de estas células. En nuestro trabajo hemos observado la presencia de estas células, con morfologia
variada, asf como fibras supraependimarias recorriendo la superficie de los ependimocitos, con caracteristicas
similares a las descritas por otros autores (Dellmann y Linner, 1977; Mikami y Asari,1978; Takei y col.,1978;
Phillips y col.,1978).

Dellmann y Linner (1977) describen células supraependimarias en el OSF de la rata, pero estas células fueron
localizadas en la regién central del 6rgano; en nuestro trabajo la localizacién preferentemente fue en la regién
dorsal.

Las células supraependimarias han sido analizadas en diferentes regiones de la superficie ventricular (Scott
y col.,1977; Pastor y col.,1982; Riesco y col.,1988; Juanes y col.,1989). A pesar de su polimorfismo (Riesco y
col.,1988), se clasifican estas células en dos tipos: globulares, con superficie rizada o presencia de filopodia,
consideradas por la mayoria de los autores como células de tipo macréfago; el segundo tipo celular corresponde
a células ramificadas (bipolares o estrelladas) consideradas como células similoneuronales.

El OSF es escaso en células supraependimarias y no hay un tipo celular que predomine.

A través de los resultados expuestos podemos concluir que en el OSF existen tres regiones claramente
diferenciables, asi como la existencia de células supraependimarias polimorfas, y fibras de trayectos arrosariados
que se extienden a largas distancias, en ocasiones, incluso sobrepasando el propio OSF.
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ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA EVOLUCION DEL GERMEN DENTARIO HUMANO
EN DISTINTOS PERIODOS DE DESARROLLO

A MORPHOMETRIC STUDY ABOUT THE HUMAN ODONTOGENESIS IN DIFFERENT
PERIODS OF THE DEVELOPMENT

M. LAHOZ, P. LORENTE, J.M. PAULES, C. ARRANZ, M.T. PEG, J.M. COBO y A. YERA-GIL

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

RESUMEN

Se ha estudiado la evolucién del germen dentario humano en distintos estadios, desde su inicio hasta la aparicién de las
capas de esmalte y dentina. Aplicando un método morfométrico se han establecido las relaciones porcentuales entre los
distintos componentes en cada periodo evolutivo.

PALABRAS CLAVE: Odontogénesis humana. Morfometria.

SUMMARY

The development of the dental germ was studied from the initial stages until the appearance of the enamel and dentine.
Using a morphometric method we have established the relationship between different compounds to the dental germ in the
different stages.

KEY WORDS: Human odontogenesis. Morphometric.

Introduccion

Es conocido desde hace tiempo que los gérmenes dentarios derivan de formaciones dependientes del
ectodermo de la cavidad bucal y del mesodermo subyacente. Del engrosamiento del epitelio bucal primitivo en
forma de herradura de cada maxilar, que constituye la ldmina dentaria (base interna respecto a la ldmina
labiogingival) surgirdn los componentes ectodérmicos del germen dentario (Gaunt y cols., 1971).

En el embrién humano de 20 mm, algunos puntos de la ldmina dental se engruesan y forman los 6rganos del
esmalte, 5 para cada hemimandibula, y que crecen en torno al ectomesénquima que constituird la papila dental.
Al avanzar el desarrollo, estos érganos del esmalte se van introduciendo en el mesénquima (Matarasso y cols.,
1986) (Nagahama 1984) (Ruch y cols., 1983). La papila dental aumenta de volumen y provoca la invaginacién del
organo del esmalte, en el que se delimita un epitelio interno y otro externo, y cuyo limite o anillo cervical recubrird
alapapila dental como un casquete. Entre el epitelio interno y externo del érgano del esmalte se formard el reticulo
estrellado. Con el crecimiento, el anillo cervical rodea la mayor parte del contorno de la papila dental, con lo que
el germen dentario tomard el aspecto de una campana. Mds tarde, el epitelio interno del esmalte quedard como capa
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de ameloblastos que originard el esmalte, mientras que la papila dental organizard una capa en contacto con los
ameloblastos, que serd la capa de odontoblastos formadores de dentina. Mds tarde, durante el desarrollo de la
corona, se irdn diferenciando los distintos elementos de la raiz (Brown, 1983; Ruch y cols., 1983; Sasaki y cols.,
1985; Slavikin y cols., 1988).

Material y Método

Paralarealizacién del presente trabajo hemos utilizado embriones humanos de 28 mm, 32 mm, 33 mm, 50 mm,
78 mm, 130 mm, 140 mm y 145 mm, fijados con formol, incluidos en parafina y tefiidos con Hematoxilina—Eosina,
y Tricrémico de Martins.

Tras su revisidn y seleccion realizamos el estudio morfométrico de los diferentes componentes del germen
dentario, estableciendo relaciones porcentuales entre ellos. Para lo cual, los cortes fueron examinados en una lupa
Wild-Heerbrugg, ala que se acoplé una camara de video Philips 400, a través de 1a cual la imagen pasa a un equipo
de morfometria compuesto de digitalizador y ordenador Sony MSX HBG-900P que trabaja con software
especifico desarrollado en el Departamento de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de Zaragoza. De esta
forma se consigue una fidelidad total de la imagen a tratar, al suprimir la manipulacién de laimagen que supondrian
otras técnicas. A continuacién las imagenes fueron estudiadas mediante el tratamiento grafico de dicho programa,
delimitando cada uno de los elementos que pretendemos distinguir. A cada drea se atribuye un color sélido
diferente, de forma que el ordenador pueda realizar la cuantificacion del drea correspondiente.

Resultados

Mientras en el embrién humano de 28 mm, tinicamente observamos la ldmina dental, en el de 32 mm dicha
ldmina dental ya se observa continudndose con el érgano del esmalte. En el embrién humano de 50 mm (fig. 1 y
2),e139,6 % del area total del germen dentario corresponde al 6rgano del esmalte, el 19,8% continua siendo ldmina
dental, €1 9,2 % corresponde a un incipiente reticulo estrellado, mientras que ya se diferencia claramente el epitelio
interno del esmalte. Todo ello pone de manifiesto que la mayor parte del germen dentario en este estudio estd
compuesta por estructuras derivadas del ectodermo (71,9%), mientras que el mesodermo subyacente, formando
la papila dental, representa el 28,1% restante.

En un estudio algo mds avanzado (78 mm) (figs. 3 y 4) observamos que crece menos el érgano del esmalte,
que pasa a representar el 33,3%, asi como la 1dmina dental, que como guberndculo dental pasa a ser tinicamente
el 10,1%, mientras el reticulo estrellado aumenta a un 12,5% y la capa de ameloblastos, méds nitida, supone ya un
4,3% del drea total. Con todo ello vemos que los derivados ectodérmicos han descendido hasta un 60,2% mientras
que la papila dental, es decir los derivados mesodérmicos han aumentado hasta un 39,7%.

En el feto humano de 130 mm (figs. 5, 6 y 7), se observa un aumento significativo del reticulo estrellado
(51,4%) sobre todo a costa del 6rgano del esmalte que desciende hasta el 13,1%, y del guberndculo dental, que ya
representa tinicamente el 6,8%. También se encuentra mucho mejor delimitada la capa de ameloblastos, cuya drea
aumenta hasta el 4,8%. Asf, los derivados ectodérmicos, cuya drea relativa habia descendido en el embrién humano
de 78 mm, vuelve a aumentar hasta el 76,3%. Ello es en parte debido a que la papila dental se encuentra mads
adelgazada, ocupando un drea menor (incluso en términos absolutos) que es el 20,7% y en ella se diferencia con
una mayor claridad y precisién que no se hallaba en estadios anteriores, una capa de odontoblastos, que se adapta
a la capa de ameloblastos, y que ocupa un drea del 2,8%. Segtin estos datos, en este estadio de 130 mm, puede
observarse que la relacién entre la capa de ameloblastos y la de odontoblastos es del 63,1% de ameloblastos frente
al 36,9% de odontoblastos, pero debido a que su drea real es muy reducida, resultaban dificiles de delimitar en la
visién panordmica en la que se relacionaban todos los componentes del germen dentario. Por ello, se sustituyd la
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Embrién humano de 50 mm. ‘

Embrién humano de 50 mm. Lamina dental: 19,8%. Organo del esmalte: 39,6%. Reticulo estrellado: 9,2%.
Epitelio interno del esmalte: 3,3%. Papila dental: 28%.

Embrién humano de 78 mm.

Embrién humano de 78 mm. Lamina dental: 10,1%. Organo del esmalte: 33,3%. Reticulo estrellado: 12,5%.
Epitelio interno del esmalte: 4,3%. Papila dental: 39,6%.

Feto humano de 130 mm. .

Feto humano de 130 mm. Ldmina dental: 6,8%. Organo del esmalte: 13,1%. Reticulo estrellado: 51,4%.
Ameloblastos: 4,8%. Odontoblastos: 2,8%. Papila dental: 20,7%.

Feto humano de 130 mm. Relacién entre la capa de ameloblastos y la de odontoblastos.
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FIGURA 8. Feto humano de 140 mm.

FIGURA 9. Feto humano de 140 mm. Reticulo estrellado: 25,5%. Ameloblastos: 4,6%. Odontoblastos 2,9%. Papila
dental: 66,7%.

FIGURAS 10y 11. Feto humano de 145 mm.

FIGURAS 12 y 13. Feto humano de 145 mm. Reticulo estrellado: 40%. Ameloblastos 2,9%. Odontoblastos: 2%. Papila
dental: 53,3%. Esmalte: 0,5% Dentina: 0,5%.
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lupa Wild por un microscopio para observar amayores aumentos una parte de esas capas adaptadas de ameloblastos
y odontoblastos, y con el mismo método delimitar con mayor precision la relacién porcentual entre ambas capas.
El resultado no se diferenci6 apenas del obtenido anteriormente, ya que la relacién final fue de un 65,2% de capa
amelobldstica por un 34,8% de odontoblastos.

En el embrién humano de 140 mm (figs. 8 y 9) y 145 mm (figs. 10, 11, 23 y 13), parecen reducirse los
componentes ectodérmicos, no observdndose ya el guberndculo dental, y disminuyendo el reticulo estrellado. Lo
mds llamativo, sin embargo, del estadio del 145 mm, es que ya aparecen en la corona un 0,5% de drea total que
corresponde al esmalte formado por los ameloblastos, y otro 0,5% de dentina formada por la capa de odontoblastos.

Discusion

En cuanto a la metodologia empleada, al realizarse la introduccién de las imdgenes a través de una
videocdmara, se consigue una fidelidad total de laimagen a tratar. De acuerdo con Navarro (1987) y Paules (1988),
el actual método obvia la manipulacién del operador en la fase de dibujo a cdmara clara y reduce el margen de error.

En cuanto a los resultados, parece evidente que en los primeros estadios de la odontogénesis existe un
predominio manifiesto de los derivados ectodérmicos de la mucosa bucal, a los que mds tarde se unirdn los
componentes mesodérmicos que tomardn mayor relieve en estadios posteriores, de 140 y 145 mm, para a partir

de aqui regresar todos los anteriores componentes celulares para dejar paso a un crecimiento provocado por la
aposicion del esmalte y la dentina.
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RESUMEN

Estudiamos 55 craniums, pertenecientes al yacimiento antropo-arqueolégico de Adro Vello, O Grove (Pontevedra), de
los cuales 35 los hemos clasificado como masculinos y los 20 restantes como femeninos.

En nuestro estudio realizamos medidas directas y medidas en proyeccion, las primeras exigieron del compds de corredera,
de la cinta métrica milimetrada y del goniémetro adaptable as{ como, con el fin de utilizar este dltimo, del craniéforo de
Mollison y su correspondiente tabla-base niveladora.

En cuanto a las medidas en proyeccién, un conjunto de ellas fueron determinadas sobre los orbitogramas, mientras que
otras exigieron larealizacién de dos secciones tedricas,vertical y transversal, trazadas grificamente con el didgrafo de Martin.

Entre los resultados obtenidos destacaremos la tendencia a la Mesoconquia en la serie masculina, mientras que la serie
femenina se presenta como Hipsiconqua.

PALABRAS CLAVE: Medidas directas; medidas en proyeccién; goniémetro; orbitogramas; didgrafo; Mesoconquia;
Hipsiconquia.

SUMMARY

We have studied 55 skulls belonging to the anthropo-archaelogical deposit of Adro Vello,0 Grove (Pontevedra- North-
West Spain). We have classified 35 of them as males and the rest, 20 as females.

In our study we have made both direct measures and projection ones. In order tho make the former ones we needed a
sliding compass with graduated milimetrical measuring tape, an adjustable goniometer, as well as Mollison’s skullmeasurement
and his corresponding table-basis balance.

In relation to projection measures, some of them were determined on orbitograms and others had to be done by means
of two transversal,vertical theoretical sections which were drawn up graphically with Martin’s diagraph.

Among our final results we would like to point out a tendency towarsds Mesoconquia in both series, although among
female orbits the most predoninant ones are the Hipsiconcas

KEY WORDS: Direct measures; projection measures; goniometer; orbitograms; Martin’s diagraph; Mesoconquia;
Hipsiconquia.
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Introduccion

El yacimiento se asienta en una duna de la playa de "O Carreiro" sita en la parroquia de San Vicente, municipio
de O Grove, Pontevedra.

El lugar es conocido por los naturales de la zona con la denominacién toponimica de "Adro Vello".

Sus coordenadas geogréficas son: 5% 14' y 40" de longitud Oeste y 42° 28' y 40" de latitud Norte.

Se trata en realidad de un complejo arqueoldgico, pero por tratarse de un yacimiento todavia en fase de
excavacion, no se dispone de la memoria interpretativa definitiva.

El colectivo humano proveedor de la Necrépolis debid configurar en sus origenes, la poblacién de un hdbitat
castrefio inmediato por el Oeste, conocido toponimicamente como "a punta do castrifio".

Cronolégicamente, hay razones para suponerlo ya activo en la Edad de Bronce, desconociéndose en que
momento se traslada de allf el colectivo humano que lo habitaba.

Material y Método

Para el estudio orbitométrico que nos ocupa, utilizamos 55 craniums, 35 de hombres y 20 de mujeres.

Realizamos medidas directas y medidas en proyeccion. Las primeras exigieron de el compds de corredera, de
la cinta métrica milimetrada y del goniémetro adaptable, asi como, con el fin de utilizar este tltimo, del craniéforo
de Mollison y su correspondiente tabla-base niveladora.

Por lo que se refiere a las medidas en proyeccién, un conjunto de ellas fueron determinadas sobre los
orbitogramas (fig.n® 1) (realizados con el dioptrégrafo a escala 1:1 y con un grafito de 0,2 mm) mientras que otras
exigieron la realizacién de dos secciones tedricas, vertical y transversal, trazadas graficamente con el didgrafo de
Martin.

Las medidas directas obtenidas son las siguientes:

- Didmetros tradicionales de la base; anchura médxima y altura.

- Agujeros etmoidales, anterior y posterior: estableciendo la distancia entre el punto mds ventral de su extremo
anterior y el maxilo-frontal correspondiente, medidas que posicionaron ambos agujeros respecto del citado punto
craneométrico. También se midié su eje antero-posterior maximo.

- Amplitud de la hendidura esfenoidal, la minima habitualmente radicada en 1/3 medio de la longitud de dicha
hendidura.

- Altura y anchura méxima del saco lagrimal (cc).

- Anchura bidptica (c-c’) entre el punto mds ventral del borde anterior de un agujero éptico al otro.

- Angulo de declinacién de la altura base-orbitaria antes referida, respecto de la vertical teérica que pasa por
su extremo superior (cc mds goniémetro adaptable).

Medidas en proyeccion:

Sobre los orbitogramas se reflejan las siguientes medidas:

- Anchura interorbitaria interna (Nf-Mf).

- Amplitud méaxima de las escotaduras/agujeros supraorbitarias.

- Anchura interorbitaria externa (Ec-Ec).

- Altura méxima, ortogonal al plano de Francfort, de la base de la érbita.

- Altura y anchura de los agujeros infraorbitarios.

Para la hendidura esfenoidal se ha estudiado:

- La distancia médxima de su extremo stipero-externo, al plano medio (AA’), lo mismo para el extremo infero-
interno (B-B”)

- Altura del extremo stipero-externo respecto al Francfort (H-H’), lo mismo para el extremo infero-
interno (h-h’), y el 4ngulo de inclinacién de la hendidura (0—P).

Hemos calculado asimismo, el drea de la hendidura esfenoidal y el drea de la base orbitaria.
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FIGURA 1. Orbitograma. Metodologia utilizada para realizar las medidas en proyeccién. Esquema de la hendidura

esfenoidal del mismo cranium. ec = Ectoconquio; mf = maxilofrontal; ps = plano sagital; pf = plano francfort;
a-a' = Dist. mdx. extremo supero—interno a ps.; b-b’ = Dist. méx. extremo infero—interno a ps.; H = altura
extremo stipero-externo a Pf.; h=altura extremo infero—interno a Pf.; a—B = dngulo inclinacién de la hendidura

con respecto al Pf.
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Secciones orbitarias

La seccién vertical se obtuvo proyectando las paredes superior e inferior de las 6rbitas, que fueron referidas
por un trazo rectilineal cuyos extremos corresponden ventralmente a los dos puntos limite de la altura
baseorbitaria, dorsalmente por los puntos mds alto y mds bajo respectivamente, de los bordes craneal y caudal de
los agujeros opticos. '

La seccién transversal refleja un corte tedrico que se compone en realidad de dos semicortes convergentes a
nivel del plano medio (fig. 2).

Quedan asi dibujadas en proyeccion las paredes externa e interna. Esta seccién ha permitido obtener la
dimension rectilineal proyectiva de las paredes orbitarias asf como mensurar graficamente hasta 15 dngulos, los
cuales tienen uno de sus lados, bien sobre el plano sagital, bien sobre el frontal o incluso sobre el eje que objetiva
la anchura médxima base-orbitaria.

Plano | sagital

orbita orbita
1. .
derecha : + s izquierda
e e
s ~d - X
] 3

oje Plano frontal
orbitario

6 ' Bcms

FIGURA 2. Seccién transversal. Representacidn grafica de las paredes externa e interna, rectilinizadas, que nos permiten
mensurar graficamente hasta 15 dngulos.
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Resultados

Los resultados obtenidos quedan reflejados (en sus valores medios) en el cuadro adjunto. (Tabla 1).

ORBITA DERECHA ORBITA IZQUIERDA

HOMBRES MUJERES HOMBRES MUJERES

X + EX X +EX X + EX X + EX
ALTURA ORBITARIA 33,50 + 0,51 33,80 = 0,49 33,02 + 0,65 33,65 + 0,61
ANCHURA ORBITARIA 38,97 + 0,54 38,69 + 0,49 3927 + 0,38 38,50 + 0,39
INDICE ORBITARIO 85,65 = 1,80 84,92 + 149 84,04 + 1,72 87,55 + 190
LONG. PARED EXTERNA 46,07 * 0,61 4394 + 1,37 4589 + 0,71 4433 £ 1,10
LONG. PARED INTERNA © 4046 + 085 38,90 + 0,79 40,10 + 0,85 38,77 + 0,55
LONG. PARED SUPERIOR 46,96 * 0,68 42,61 + 0,59 45,56 + 0,74 41,00 + 0,82
LONG. PARED INFERIOR 4442 + 1,26 42,75 + 0,64 4464 + 0,84 41,83 + 1,20
AREA BASE-ORBITARIA 1.026,47 #* 22,19 |1.006,23 + 17,48 [1.017,11 =+ 21,73 | 986,30 =+ 24,84
DIST. AL MF. 12,20 + 0,58 19,10 + 0,57 19,40 = 0,61 18,10 + 0,74
AGUJ. ETMOIDAL ANTR .
EJE ANT-POSTR. 3,90 + 027 4,10 £ 0,16 3,90 * 0,20 4,00 + 0,19
DIST. AL MF. 32,40 + 1,20 31,00 = 0,95 30,80 + 0,84 31,40 + 0,70
AGUJ. ETMOIDAL POSTER.
EJE ANT-POSR. 2,00 + 024 2,20 + 0,30 2,30 * 0,30 220 + 025
ALTURA 20,00 + 0,51 18,80 + 0,48 19,80 + 0,51 18,40 + 0,62
CANAL SACO LAGRIMAL
EJE ANERO-POSTERIOR 11,30 + 1,87 7,10 *+ 0,54 12,00 + 3,27 8,10 + 0,75
ALTURA 0,36 + 0,02 0,35 + 0,03 0,31 + 0,01 0,28 + 0,02
AGUJERO INFRAORBITARIO
ANCHURA 0,33 * 022 0,30 + 0,02 0,30 + 0,01 0,30 + 0,02
AMPLITUD ESCOTD. SUPRAORB. 0,49 + 0,03 0,40 + 0,03 048 * 0,04 0.35 + 0,04
ANGULO INCLINACION 833+ 1°19°] 5°0° +0°1 6°4 *1°13"| 5°2° + 1°15
ANGULO a 66°07 & 1°0 | 64°22" £1°6> | 65712 £ 1°10°| 64°22° + 118’
ANGULO b 66°26° £ 1°9° | 67°28' + 1°23"| 67°0,7'+ 1°11°| 68°22° + 1° 13’
ANGULO ¢ 44° 18" + 1°13°| 44°6° = 1°18°| 43°0° + 1°9° | 43° 11" + 1° 37
ANGULO d 90°53° £ 1°56°| 87°18" + 2°2° | 85°33" + 1°18° | 87°36" + 2° 18’
ANGULO e 67° 25+ 3°37°| 69° 6" £ 1°23°| 69°0° + 1°10°| 69°0° + 1°23°
ANGULO f 19°0° £ 1°2° | 18°17° £ 1°25°| 18°0,77+ 4°12° | 17°30° + 4° 31’
ANGULO g 21° 11" £ 4°25°| 33°36° + 2°25°| 22°0° + 4°12°| 34°3° =+ 4°31°
HENDIDURA ESFENOIDAL
OBLICUIDAD 48° 10" + 1°18°| 48°1° £ 2°3° | 50°43 + 1°38°| 50° 1" + 1°3’
DIST. PUNTO SUPERO-EXT. P. SAGITAL 25,50 + 0,45 24,69 *+ 0,65 25,76 + 0,46 25,76 + 0,54
DIST. P. INFERO-INTERNO P. SAGITAL 17,97 + 0,39 17,76 + 0,68 18,95 + 0,50 18,50 + 0,71
ALT. SUPERO-EXTERNO AL FRANCFORT 26,12 + 0,69 2226 = 0,76 25,69 + 0,63 23,07 + 0,67
ALT. INFERO-INTERNO AL FRANCFORT 12,47 + 0,68 9,50 * 0,75 11,88 + 0,75 9,46 + 0,37
AREA DE LA HENDIDURA 3743 + 3,18 33,38 + 2,26 3921 + 2,64 35,65 + 2,60
ANCHURA BIOPTICA 29,77 + 0,62 29,88 + 0,54
ANCH. INTERORBITARIA INTERNA 20,50 * 0,55 20,78 + 0,75
ANCH. INTERORBITARIA EXTERNA 9521 * 095 93,87 + 142

TABLA 1
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FIGURA 3. Cranium femenino (maturus). Canal infra—orbitario, vinculado, con el tercio medio de 1a hendidura esfenoidal.
FIGURA 4. Cranium masculino (senilis). Base orbitaria cuadrildtero—rectangular. Pricticamente horizontal.
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Discusion

Podemos destacar la tendencia generalizada a la Hipsiconquia entre los ejemplares femeninos, mientras que
los masculinos revelan Mesoconquia.

El indice orbitario masculino, (84,04 & 1,72) estd mds cercano al obtenido por Hoyos en la Crania Hispdnica,
para la provincia de Pontevedra (82) que el femenino.

Vemos asimismo que pricticamente todos los pardmetros en estudio alcanzan valores mds elevados en los
hombres que en las mujeres, y dentro de cada una de las series existe una ligera tendencia a valores algo mds
elevados en 6rbita derecha que en la izquierda. En las figuras n® 3 y 4 vemos la regién orbitaria de un cranium
femenino y masculino respectivamente.

Estamos preparando estudios similares en otros colectivos, para poder comparar estos resultados con los que
se obtengan para otros lugares del territorio peninsular.

BIBLIOGRAFIA

ARANZADI, T.; HOYOS SAINZ, L. (1912): Unidades y constantes de la Crania Hispdnica. Asociacién espafiola para el
progreso de las ciencias. V: 29-60. Seccién 4.%. Madrid.

CARRO OTERO, J. (1971): Los elementos bajo—romanos de San Vicente do Grove. Cuadernos de estudios gallegos. XX VI
(79): 129-153. Madrid.

CARRO OTERO, J. (1983): El yacimiento Arqueolégico de la playa Do Carreiro. Disque. Boletin informativo del IImo.
Ayuntamiento do Grove. Afio 1: 6-8. Octubre.

CARRO OTERO, J.; MILLAN GONZALEZ, 1. (1976): Ara con nuevo teénimo indfgena en S. Vicente do Grove. El Museo
de Pontevedra. XXV:179-194.

CARRO OTERO, J.; MASA VAZQUEZ, M*.C.; VARELA OGANDO, M®. L. (1983): Molde de hachas, de la edad de Bronce,
‘en S. Vicente do Grove (Pontevedra) Cuadernos de estudios gallegos. XXXIV: 99: 33-51. Santiago.

GARCIA MARTINEZ, C.; VAZQUEZ VARELA, J.M. (1968): La Necrépolis de Adro Vello (S. Vicente do Grove).
Compostelanum. 13(4): 563-571. Santiago

MASA VAZQUEZ, M2.C. (1988): Estudio anatomo—antropoldgico de la 6rbita en habitantes antiguos del N.O. Peninsular.
Tesis Doctoral. II: 492, 706-707. Santiago de Compostela.

Correspondencia: M.* del Carmen Masa Vdzquez
Algalia de Arriba n® 10-2°
15705 Santiago de Compostela. Espafia



An. Anat. 37: 207-213 (1991)

CUERPOS FILAMENTOSOS CITOPLASMATICOS EN EL NI’JCLEO) ARCUATO DEL
HIPOTALAMO DE RATAS TRATADAS CON GLUTAMATO MONOSODICO. ESTUDIO
ULTRAESTRUCTURAL Y CUANTITATIVO

CYTOPLASMICFILAMENTOUS BODIESIN THEHYPOTHALAMIC ARCUATE NUCLEUS
OF MONOSODIUM GLUTAMATE TREATED RATS. AN ULTRASTRUCTURAL AND
QUANTITATIVE STUDY

B. PELAEZ, F.E. PASTOR, J. L. BLAZQUEZ, A. SANCHEZ, G. AMAT y P. AMAT

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas
Departamento de Investigacién y Microscopia Electrénica
Hospital Clinico Universitario. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca

RESUMEN

Se harealizado un estudio ultraestructural y cuantitativo sobre los cuerpos filamentosos citoplasmaticos (CFC) presentes
en neuronas del niicleo arcuato del hipotdlamo de ratas tratadas con glutamato monosédico (GMS). Se han utilizado animales
machos a los cuales se les administro una dosis de 4 mg/g peso corporal de GMS a los cuatro dias de edad, asi como ratas
controles (inyectadas con agua bidestilada) y normales; los animales fueron sacrificados a los 11, 34 y 124 dfas de edad. Los
CFC aparecen como inclusiones citoplasmadticas redondas u ovales, carentes de membrana limitante y compuestas por un
material filamentoso-granular electrodenso que ultraestructuralmente recuerda a la cromatina perinucleolar. En los animales
tratados con GMS el estudio cuantitativo del nimero de CFC demuestra la existencia de un incremento a los 11 dfas de edad,
la no existencia de diferencias a los 34 dfas y una disminucién a los 124 dfas de edad. Estos resultados se discuten en relacién
con hallazgos previos ultraestructurales y morfométricos en estos animales.

PALABRAS CLAVE: Cuerpos filamentosos citoplasmadticos, glutamato monosédico, niicleo arcuato, ultraestructura, rata.

SUMMARY

An ultrastructural and quantitative study was performed on the cytoplasmic filamentous bodies (CFBs) present on
neurons of the arcuate nucleus of the hypothalamus of rats treated with monosodium glutamate (MSG). Male rats receiving
a dose of 4 mg/kg b.w. of MSG at four days of age, and control rats (injected with bidistilled water) and untreated animals
were used. The animals were sacrificed at 11, 34 and 124 days of age. The CFBs were visualized as rounded or oval
cytoplasmic inclusions that lacked limiting membrane and that were composed of an electron-dense filamentous-granular
material that, ultrastructurally, resembled perinucleolar chromatin. In the animals treated with MSG, the quantitative study
of CFBs revealed the existence of an increase at 11 days of life, the absence of differences at 34 days of age and a decrease
at 124 days. The findings are discussed in relation to previous ultrastructural and morphometric data obtained in the same types
of animal.

KEY WORDS: Cytoplasmic filamentous bodies, monosodium glutamate, arcuate nucleus, ultrastructure, rat.
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Introduccién

Es sabido que la administracién de glutamato monosddico (GMS) durante el perfodo neonatal tiene como
consecuencia, entre otros efectos, unalesion de las neuronas del niicleo arcuato del hipotdlamo (pararevision véase
Pastory col., 1990, 1991), que puede traducirse en disfuncién de la esfera reproductiva (véase Peldez y col., 1991).
En el presente trabajo realizamos un estudio ultraestructural y cuantitativo sobre la presencia de unos organitos
especiales, los cuerpos filamentosos citoplasmdticos (CFC), en las neuronas del nicleo arcuato de ratas tratadas
neonatalmente con GMS.

Los cuerpos filamentosos citoplasmadticos son cuerpos presentes en el citoplasma de ciertas células y que
tienen un gran parecido al nucléolo. Han sido descritos por varios autores recibiendo diferentes denominaciones
que generalmente hacen referencia bien a su aspecto ultraestructural o bien ala indicada semejanza con el nucléolo.
Dentro de los diferentes nombres con los que se conoce a este organito citoplasmadtico destacan los de nematosoma,
cuerpo filamentoso citoplasmadtico, cuerpo parecido al nucléolo, etc.

La existencia de CFC en neuronas ha sido descrita en el niicleo arcuato (Adamo, 1972; King y col., 1974;
Hindelang-Gertner y col., 1974; Ford y Milks, 1978; Walsh y Brawer, 1979; Walsh y col., 1982; Leranth y col.,
1985; Amaty col., 1987), en el nicleo ventromedial (Van Houten y Brawer, 1978), en el nticleo supradptico (Tasso
y Rua, 1978; Lafarga y col., 1980) y en el nicleo paraventricular de la rata (Tasso y Rua, 1978; Menéndez Peldez
y Alvarez-Uria, 1987), en la sustancia negra de la rata y del ratén (Le Beux, 1972) y en el locus ceruleus del ratén
(Katoh y Shimizu, 1982). Se localizan en el citoplasma del pericarion y, en algunos casos, en las prolongaciones
de las neuronas, relaciondndose con otros organitos celulares como el reticulo endopldsmico rugoso (RER) y
ribosomas y con el aparato subsindptico (Le Beux, 1972; Hindelang—Gertner y col., 1974; Tasso y Rua, 1978; Ford
y Milk, 1978; Katoh y Shimizu, 1982).

Material y Método

Hemos utilizado para nuestro estudio 60 ratas albinas machos de la cepa Sprague—Dawley, sometidas desde
el nacimiento a un ciclo luz/oscuridad de 12/12 horas y 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 ningun tipo de
experiencia (grupo normal-NOR). La tercera parte de los animales de cada grupo se sacrificé alos 11 (grupos 4+7),
alos 34 (grupos 4+30) y alos 124 dias de edad (grupos 4+120). El procesamiento del tejido 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 distintos 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 nicleo arcuato. De cada uno de los animales se
escogieron aleatoriamente 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 totalmente aleatoria pero procurando no superponer las imagenes. 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 del estudio cuantitativo. Tras positivar
los negativos en papel fotogréfico, con una magnificacién 5x, se obtuvieron imdgenes equivalentes cada una a
1.545 um? del territorio del ndcleo arcuato. Se contaron todos los CFC presentes en las 36 imdgenes de cada grupo
de animales, valordndose la significacién estadistica con el test de comparacion de proporciones con aproximacion
a la normal.



CUERPOS FILAMENTOSOS CITOPLASMATICOS EN EL NUCLEO... 209

Resultados y Discusion

Los cuerpos filamentosos citoplasmaticos (CFC) aparecen en las neuronas del niicleo arcuato de la rata como
inclusiones citoplasmaticas redondas u ovales, con un didmetro mayor entre 1 y 2.5 pim, carentes de membrana
limitante, compuestas de un material filamentoso-granular electrodenso que ultraestructuralmente recuerda a la
cromatina perinucleolar. Pueden mostrar una textura homogénea (figs. 1 a 3) o heterogénea, con oquedades o
lagunas en su interior, cuyo aspecto es similar al del hialoplasma (fig. 4). En ocasiones aparecen rodeados por
cisternas circulares concéntricas de RER (fig. 1), pudiendo observarse la existencia de pequefias vesiculas
membranosas entre el CFC y la cisterna de RER mds préxima (fig. 3). Su existencia es independiente de la edad
y de la situacién experimental, puesto que pueden encontrarse tanto en los animales tratados con GMS, como en
las ratas controles —inyectadas con agua bidestilada— y en las normales.

Aunque las referencias sobre los CFC en la literatura son abundantes, su exacta naturaleza y significado —e
incluso su denominacién— son origen de gran confusién.

El organito que nosotros hemos denominado cuerpo filamentoso citoplasmdtico (CFC), siguiendo a Van Houten
y Brawer (1978), es idéntico al cuerpo filamentoso granular de King y col. (1974). Otro término muy utilizado
para designar estas estructuras es el de cuerpo semejante al nucléolo (Kessel, 1969; Kishi, 1972; Santolaya, 1973;
Fuge, 1976; Takeuchi, 1980; Monaco y col., 1981; Takeuchi y Takeuchi, 1982; Katoh y Shimizu, 1982; Coimbra
y Azevedo, 1984; Menéndez Peldez y Alvarez—Url’a, 1987; Lopez y col., 1990). En la literatura se encuentran
asimismo denominaciones que aluden también al nucléolo, tales como extrusiones nucleolares (Ulrich, 1969) y
componente nucleolar secundario (Jaworska y Lima De Faria, 1973a,b). No obstante, nosotros preferimos utilizar
el término CFC para evitar —al igual que hicieron Van Houten y Brawer— una denominacién que apunte al origen
de este organito como procedente del niicleo celular, puesto que este extremo no estd demostrado en absoluto, ya
que no se ha podido establecer a ciencia cierta su exacta naturaleza y composicién quimica (véase Lépez y col.,
1990). En efecto, aunque se considera que la composicién del CFC consiste en ribonucleicoproteinas (Santolaya,
1973; Hindelang-Gertner y col., 1974; Fuge, 1976; Takeuchi y Takeuchi, 1982), también hay datos que indican
que su composicion es exclusivamente proteica y que carecen de dcido ribonucléico detectable (Kishi, 1972). De
hecho, se ha descrito que los CFC tienen diferentes propiedades tintoriales que los nucléolos (Santolaya, 1973;
Menéndez Peldez y Alvarez—Url’a, 1987).

Una serie de autores, tales como Le Beux (1972), Hindelang-Gertner y col. (1974), Halkka y Halkka (1975),
Tasso y Rua (1978), Lafarga y col. (1980) y Leranth y col. (1985), han utilizado, a nuestro juicio erroneamente,
el término nematosoma para designar a formaciones ultraestructuralmente idénticas a los CFC. Grillo (1970)
denomind nematosomas a unas estructuras constituidas por una red convoluta de cordones electrodensos que estdn
incluidos en una matriz menos densa; los cordones tienen un diametro entre 40-60 nm y, a su vez, estdn formados
por paquetes de filamentos y particulas de un grosor entre 2.,5-5 nm. Grillo los localizé en las neuronas de los
ganglios simpdticos de rata pero no en las células gliales. Esta descripcidn es practicamente idéntica a la que hacen
Ockleford y col. (1987) de una inclusién citoplasmadtica localizada en células de placenta humana y de ratén,
denominada también por ellos nematosoma. Estos autores lo definen textualmente de la siguiente forma: "El
nematosoma es un organito citoplasmdtico esférico u ovoide, de aproximadamente una micra de didmetro
transversal, que carece de membrana envolvente, y que consta de fibras aproximadamente de 40-60 nm de
didmetro. A su vez cada fibra parece estar compuesta de filamentos menores entre 2,5-6 nm de didmetro, esta
estructura parece estar incluida en una sustancia homogénea de menor densidad".

La confusion terminolégica comienza con el propio Grillo (1970) al sefialar la semejanza del nematosoma con
el nucléolo —aunque precisa que los nematosomas son diferentes de las inclusiones granulofilamentosas descritas
por otros autores como estructuras semejantes al nucléolo—y es continuada por Le Beux (1972), quien estudia las
inclusiones citoplasmaticas en las neuronas de la sustancia negra de la rata y del gato. El titulo del trabajo de este
iltimo autor es expresivo de la confusién que introduce en la terminologia de los cuerpos de inclusién
citoplasmaticos, algunos de los cuales son parecidos pero no idénticos. Le Beux (1972) titula as{ su trabajo:
"Estudio ultraestructural de un cuerpo filamentoso citoplasmadtico, denominado nematosoma, en las neuronas de
la sustancia negra de la rata y del gato". Es uno de los primeros que introduce el término de cuerpo filamentoso
citoplasmatico, pero como término inespecifico, como podria haber considerado, por ejemplo, el "Estudio
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ultraestructural de un organito citoplasmadtico denominado aparato de Golgi"; en este caso "organito” es término
genérico, y "aparato de Golgi" es el término especifico. En el caso del titulo del trabajo de Le Beux, cuerpo
filamentoso citoplasmadtico es término genérico y el especifico es nematosoma. Le Beux distingue hasta tres tipos
de nematosomas: 1) cuerpos filamentosos, redondos u ovales, densos —idénticos a los cuerpos filamentosos
granulares de King y col. (1974) y a los CFC de Van Houten y Brawer (1978)—; 2) inclusiones reticulares con
centros excavados o sin ellos; 3) agregados pequefios, poco definidos, de filamentos finos. Tal vez inducidos por
el trabajo de Le Beux, una serie de autores han denominado nematosomas, siguiendo la nomenclatura de este autor
(pero sin indicar si se trata del tipo 1, del 2 o del 3), a organitos citoplasmadticos de inclusién encontrados en las
neuronas, que en realidad son CFC.

Aunque existen ciertas semejanzas entre el nematosoma de Grillo (1970) y de Ockleford y col. (1987) y el CFC,
las diferencias ultraestructurales son muy manifiestas, como se comprueba con la simple observacién de la
iconografia de los trabajos de estos autores, por lo que pensamos que no se pueden utilizar ambos términos como
sinénimos. Por otra parte, nada podemos aportar en relacién con la hipétesis de Tasso y Rua (1978) sobre que
ambos tipos de inclusiones pueden representar diferentes estadios de una misma estructura.

Nuestro estudio cuantitativo (Tabla 1) pone de manifiesto la existencia de modificaciones en el nimero de
estas estructuras en los animales tratados con GMS, en relacién con las ratas normales y controles de las mismas
edades, mientras que no existen diferencias entre estos Ultimos. En los animales sacrificados a los 7 dias de la
administracién de la sustancia neurotéxica hemos observado un marcado incremento del nimero de CFC (véase
Tabla 1), lo que coincide con la existencia de signos de hiperactividad —referidos fundamentalmente al incremento
del RER vy del aparato de Golgi (Pastor y col., 1990)- y de hipertrofia neuronal (Pastor y col., 1991) en estos
animales. Estos hallazgos ultraestructurales y morfométricos, previamente descritos por nuestro grupo, pueden ser
interpretados como consecuencia de una hiperactividad compensadora a la lesién inmediata que tiene lugar en el
nicleo arcuato a los pocos minutos de la administracién de GMS (véase Pastory col., 1990, 1991). En este sentido,
el incremento en el nimero de CFC observado a los 7 dfas de la administracion del GMS podria ser interpretado
asimismo como un signo de hiperactividad. De hecho, varios autores han considerado a los CFC como signos de
incremento de la actividad celular (véase Tasso y Rua, 1978 y Menéndez Peldez y Alvarez-Urfa, 1987).

Por el contrario, en Ios animales sacrificados a los 30 dias de la administracién del GMS no existen diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de CFC enrelacion con los animales normales y controles de lamisma
edad (Tabla 1). En estos animales existen signos ultraestructurales de lesidn en el territorio del niicleo arcuato y
en el epéndimo, asi como una disminucién del tamaiio de las neuronas, datos identificados por nosotros como
debidos a una lesion secundaria, tardfa, distinta de la que tiene lugar escaso tiempo después de la administracién
del GMS (Pastor y col., 1990, 1991).

Enlosanimales sacrificados alos 120 dias de laadministracién del GMS existe unadisminucion estadisticamente
significativa en el nimero de CFC en neuronas del niicleo arcuato, en comparacién con los animales normales y
controles de la misma edad (Tabla 1). Este dato puede parecer sorprendente si tendemos a relacionar el CFC con
la hiperactividad neuronal, puesto que en lamayor parte de estos animales las neuronas del niicleo arcuato muestran
signos ultraestructurales de hiperactividad (Pastor y col., 1990) y una hipertrofia neuronal debida exclusivamente
al incremento del drea citoplasmatica (Pastor y col., 1991). No obstante, es de resaltar que en aproximadamente
un 20% de estos animales las neuronas del nicleo arcuato siguen mostrando signos ultraestructurales de lesion,
lo que tal vez podria explicar la comentada disminucién en el nimero de CFC.
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Territorio del nicleo arcuato de una rata del grupo GMS 4+7. Se observan dos CFC; uno de ellos en el
pericarion de una neurona (A) y otro en un fragmento citoplasmdtico (B) (6.825x).

Fragmento del soma de una neurona del nicleo arcuato de una rata GMS 4+30. Se aprecia un CFC en la
vecindad de mitocondrias desestructuradas. Llama la atencién la buena preservacién de los botones nerviosos
terminales (21.900x).

Detalle a mayores aumentos (21.900x) del CFC marcado con la letra B en la figura 1. Las cisternas del RER
se disponen concéntricamente alrededor del CFC; entre esta estructura y la mds interna de las cisternas del
reticulo se obsevan varias vesiculas

Detalle del pericarion de una neurona del niicleo arcuato de una rata GMS 4+120. Se observa un CFC no
homogéneo, en el que resaltan oquedades o lagunas de aspecto similar al del hialoplasma (30.375x).
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TABLA 1
NOR BID GMS
4+7 19 17 36 (%)
4+30 15 13 11 (N.S.)
4+120 15 14 7(%)

Nimero de CFC en 36 micrografias correspondientes cada una a 1.545 um? del territorio del niicleo arcuato del hipotdlamo.
# = p<0.00 1; » = p<0,05; animales tratados con GMS en relacion a los normales y controles de la misma edad (Test de
comparacién de proporciones con aproximacion a la normal).
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APLICACION DE UN METODO ANATOMICO DE INYECCION-CORROSION AL ESTU-
DIO TRIDIMENSIONAL DE MOLDES VASCULARES RENALES CON EL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO

APPLICATION OF AN ANATOMICAL METHOD OF INJECTION-CORROSION TO THE
THREE-DIMENSIONAL STUDY OF RENAL VASCULAR CASTS WITH THE SCANNING
ELECTRON MICROSCOPE
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RESUMEN

Se describe una técnica para la obtencién y posterior estudio con el microscopio electrénico de barrido de moldes
vasculares corrosivos a nivel renal, utilizando como medio de replecidn la celoidina. Esta técnica se aplicé arifiones de ovejas
y se comprobd que, ademds de simple, rdpida y econémica, no requeria equipo o instrumental sofisticado.

La replecién de los vasos renales se controla a través de la viscosidad de la celoidina, cuya dilucién se efectia con
disolventes epoxidicos habituales, y por la presién ejercida durante la inyeccion, que no conviene pasar de 300 mm Hg.

No se observaron retracciones macroscépicas ni reblandecimientos de los moldes vasculares renales, después de
realizada la técnica o tras el almacenamiento de las muestras durante varios meses a temperatura ambiente.

La adicién de colorantes a la celoidina permiti6 realizar estudios macroscépicos y submacroscopicos previos al estudio
final con el microscopio electrénico de barrido.

PALABRAS CLAVE: Vascularizacién renal. Moldes corrosivos. Microscopio electrénico de barrido. Oveja. Celoidina.

SUMMARY

A technique is described for obtaining corrosive vascular casts from the kidney for later study under the scanning electron
microscope, using celloidin as the filling medium. The technique was applied to sheep kidneys with the observation that as
well as being simple, rapid and cheap, the procedure does not require sophisticated apparatus or tools.

Filling of the renal vessels is controlled by the viscosity of celloidin, whose dilution is mede with the usual epoxide
solvents and by the pressure exerted during injection, wich should not be greater than 300 mm. of Hg.

No gross retractions or softening of the renal vascular casts were observed after the technique nor after storage of the
samples for several months at room temperature.

The addition of dyes to the celloidin permitted macroscopic and submacroscopic studies prior to the final study with the
scanning electron microscope.

KEY WORDS: Renal vasculature. Corrosion casting. Scanning electron microscope. Sheep. Celloidin.
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Introduccién

Los antiguos métodos de inyeccién—corrosién de 6rganos, tan empleados antafio en los estudios macro y
submacroscépicos (Cole, 1921; Narat y col., 1935; Mezquita, 1957; Kus, 1969) presentaban graves inconvenientes
cuando se intentaba obtener moldes corrosivos para ser estudiados con el microscopio electrénico de barrido
(MEB), ya que éste precisa especimenes totalmente secos, sin reblandecimientos y que resistan la alta temperatura
generada por el bombardeo de electrones en la cdmara de vacio del microscopio. Ademads, la retraccion del tejido
tendrd que ser minima tras la aplicacién de la técnica. Y el medio de replecion deberd llegar hasta las estructuras
tubulares de menor didmetro.

En las ultimas décadas han surgido nuevas técnicas que intentan conseguir dichos objetivos. En su mayoria
utilizan, como medios de replecién, derivados de gomas o ldtex, o bien, resinas epoxidicas que mejoraron los
resultados obtenidos con las técnicas primitivas, pero resultan, por lo general, costosos y, a veces, dificiles de
adquiriry manejar (pararevision ver Hode y Nowell, 1980; Murakami y col., 1983; Lametschwandtnery col. 1984;
Schraufnagel, 1987).

En el presente trabajo, exponemos una técnica, rescatada de su utilizacién en estudios macroscépicos, que
permite, ademds, analizar la morfologia de moldes corrosivos vasculares con microscopia estereoscoplca Y,
tridimensionalmente, con el MEB.

Material y Método

Material utilizado: Rifiones de ovejas merinas extraidos inmediatamente después del sacrificio (n=10). Se
extirpan en bloque, con los pediculos hiliares y los segmentos correspondientes de aorta y vena cava inferior.

Equipo de inyeccién: Consta de una jeringa de vidrio de 50 cc; una aguja, tipo arteriografia, de Imm de didmetro;
un manémetro; un tubo de vidrio bifurcado en Y, varias cdnulas de polietileno y material de sutura (fig. 1).

La jeringa se conecta a la rama impar del tubo en Y mediante una cdnula de polietileno. Las ramas pares del
tubo de vidrio se unen mediante sendas cdnulas, con el manémetro y con la aguja de perfusién.

Medio de replecion: Estd constituido por celoidina, empleada al 2%. Para rebajar la viscosidad del medio se
afiaden los disolventes epoxidicos habituales, en una proporcion variable, ente el 5 y el 10%.

Cuando, ademds del estudio microscépico, se pretende realizar también el andlisis macroscépico, es
conveniente utilizar colorantes que tifian la celoidina. En nuestro caso hemos utilizado tinte universal Titdn, rojo
para inyecciones arteriales y azul para el moldeado venoso.

La composicién final del medio de replecion coloreado fue, por cada 10 ml de medio: 7,5 ml de celoidina al
2%, 2 ml de colorante y 0,5 ml de disolvente epoxidico.

Descripcién de la técnica: Extraido el bloque visceral, se lava en agua corriente y se disecan los pediculos
hiliares conservandose la grasa perirrenal para evitar posteriores fugas del medio de moldeado.

Dependiendo del sistema que se desee replecionar (arterial, venoso o excretor), se introduce la aguja de
arteriografia en la luz del conducto elegido. Con sutura de catgut se fija la pared del conducto en torno a la aguja.

Se prepara el medio de moldeado, se vierte en la jeringa y se inicia la inyeccién bajo presién controlada.

El volumen total oscila entre 15 y 25 ml dependiendo de las dimensiones y peso de los rifiones.

Cuando se precisan repleciones dobles, por distinta via, se realizardn simultdneamente, utilizando doble
material de perfusidn.

Finalizada la inyeccién del medio, se retira la aguja, se liga el conducto y se coloca la muestra en un crisol de
vidrio. Bajo campana de gases, se llena el crisol con CIH fumante hasta cubrir por completo al espécimen. La
corrosién dura 5-7 dias, al cabo de los cuales se procede al lavado con agua corriente, durante varias horas, para
arrastrar los restos de tejido. Posteriormente, se coloca el molde sobre papel de filtro y se deja secar, a temperatura
ambiente, durante 24-48 horas.

Cuando el molde estd seco se procede al estudio macroscépico y microscépico estereoscépico.
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Equipo e instrumental necesario para perfundir piezas y disecar los moldes corrosivos obtenidos. Jeringa de
50 cc; aguja tipo arteriografia; pinzas y tijeras; mandmetro; tubo de vidrio en Y; cdnula de polietileno;
escalpelo; sondas y material de sutura.

Visién macroscopica, cara anterior, del molde corrosivo arterial de un rifién de oveja. Obsérvese a nivel del
hilio, la arteria renal (r), dividiéndose en ramas segmentarias (s), y la vena renal (v). Las arterias interlubulares
(flecha) estdn camufladas por los vasos interlobulillares corticales (i).

Micrografia obtenida con lupa binocular que muestra varios glomérulos (g) y arteriolas aferentes (flecha).

Aumentos: 25 Xx.

Micrograffa electrdnica de barrido de una arteria interlobulillar emitiendo una arteriola aferente (a) que llega
al polo vascular de un glomérulo (g) donde se resuelve en capilares. La arteriola eferente (e) abandona el
glomérulo también por el hilio glomerular (h). La superficie de los vasos arteriales renales posee pliegues
longitudinales (flecha) y depresiones ovaladas. Aumentos: 160 x.



218

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

J.M. RIESGO Y COLS.

Detalle al MEB de la pared de un vaso venoso renal. No posee pliegues longitudinales como las arterias, pero
si improntas ovaladas (flecha). Aumentos: 320 x.

La gran profundidad de campo que posee el MEB permite visualizar con nitidez estructuras situadas en
distintos planos, proporcionando a la imagen un aspecto tridimensional. Obsérvese una arteriola aferente (a)
llegando a un glomérulo subyacente (g). Aumentos: 240 x.

Micrografia de barrido, obtenida a pequefios aumentos, de una réplica vascular con abundantes vasos ciegos
y arteriolas aglomerulares debidos a defectos de replecién. Aumentos: 80 x.

La extravasacién del medio de moldeado desde el sistema vascular al excretor permite obtener réplicas de
nefronas. Arteriola aferente (a). Cdpsula de Bowman (B). Tibulo contorneado (c). Aumentos: 160 x.
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Preparacion de las muestras para el MEB: Las zonas del molde vascular que han de ser estudiadas con el MEB,
deben disecarse mediante tijeras histoldgicas o tijeras de timpanectomia y pinzas. Las muestras obtenidas se
montan sobre platinas porta—muestras para el MEB, con la ayuda de cinta adhesiva de doble capa y se les dota de
conductividad introduciéndolas en un metalizador (ISIE-5000), donde son recubiertas con una capa de oro de unos
20-30 nm de espesor.

El estudio de las muestras se realizé en un MEB marca Philips SEM-500, aplicando voltajes de aceleracién

entre 6 y 12 kw. La aplicacién de voltajes superiores, aunque consigue mayor profundidad de campo, resquebraja
las muestras.

Resultados y Comentarios

La técnica que acabamos de describir fue utilizada en 10 rifiones. Se obtuvieron excelentes resultados en 8 de
ellos. Los moldes vasculares de estos rifiones se estudiaron macroscépicamente (fig. 2), haciéndose un seguimiento
minucioso de la distribucién arterial y venosa, gracias al colorido del molde.

Lamicroscopia estereoscépica permitid la descripcion morfoldgica y el andlisis cuantitativo de las estructuras
de pequeiio tamaiio dificiles de analizar a ojo desnudo, tales como glomérulos y arteriolas aferentes y eferentes
(fig. 3).

El andlisis morfoldgico se completd al estudiar los moldes vasculares con el MEB, el cual permite diferenciar
perfectamente, en imdgenes monocromaticas, las paredes arteriales de las venosas debido a las distintas
caracteristicas ultraestructurales de superficie (figs. 4 y 5). Ademds, puede analizar en distintos planos visiones
con aspecto tridimensional de la estructura glomerular (fig. 6).

En los dos rifiones restantes se apreciaron defectos de replecién, sobre todo en las porciones distales de los
vasos corticales, asi como reblandecimientos de algunas ramas del mode vascular. Estos fallos suelen deberse a
un endurecimiento prematuro del medio de moldeado, por exceso de viscosidad, lo que obliga a inyectar el medio
con mayor presiéon. Como consecuencia, se producen roturas vasculares, fugas del medio de moldeado, entrada
de aire y defectos de replecién, en especial, a nivel de las estructuras tubulares de menor calibre. Estos defectos
de replecion se observan, en las imdgenes de barrido, como estructuras vasculares ciegas y arteriolas aferentes
aglomerulares (fig. 7).

También, presiones elevadas de inyeccion provocan fallos por exceso de replecion. La celoidina sobrepasa el
sistema vascular y penetra en el sistema excretor, dibujando la morfologia tridimensional de las nefronas (fig. 8).

Latécnica de moldeado con celoidina, utilizada en primer lugar por Hyrtl (1860) para estudios macroscépicos,
sufrié varias modificaciones ulteriores y atn sigue siendo vélida para replecionar érganos (Alvarez Morujo, 1980;
Alvarez—Morujo Sudrez y Morujo 1982). En nuestro estudio, tras aplicar algunas variantes como colorantes,
control de la viscosidad y de la presion de inyeccion del medio, creemos haber conseguido una técnica sencilla,
barata y de f4cil manipulacién, que permite el estudio macroscépico y submacroscépico seguido del andlisis
ultraestructural de superficie con el MEB.
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA Y SISTEMICA DE MET-ENCEFALINA
SOBRE LAS NEURONAS PRODUCTORAS DE VASOPRESINA DEL NUCLEO

SUPRAOP’I‘ICO DEL HIPOTALAMO DE RATA. UN ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO-
MORFOMETRICO

EFFECT OF CHRONIC AND SISTEMIC ADMINISTRATION OF MET-ENKEPHALIN ON
THE VASOPRESSIN-PRODUCING NEURONS OF THE SUPRAOPTIC NUCLEUS OF THE
RAT HYPOTHALAMUS. AN IMMUNOCYTOCHEMIC-MORPHOMETRIC STUDY

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

Departamento Anatomf{a e Histologia Humanas
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RESUMEN

Después de administrar crénica y sistémicamente met-encefalina (met-enk), hemos realizado un estudio
inmunocitoquimico—morfométrico de las neuronas inmunorreactivas a vasopresina del nicleo supraéptico del hipotdlamo de
rata (NSO). Tras el tratamiento pudimos observar un gran aumento del drea citopldsmica y una disminucién del drea nuclear
(probable efecto inhibitorio sobre la liberacién de vasopresina) con respecto a los animales normales y controles, sin embargo
este hecho sélo afect a los animales hembras. Por tanto, es posible hipotetizar que las neuronas inmunorreactivas a
vasopresina del nicleo supradptico del hipotdlamo responden de manera sexualmente especifica a la administracién crénica
y sistémica de met—enk.

PALABRAS CLAVE: Nicleo supradptico, met—encefalina, inmunocitoquimica, morfometria, especificidad sexual.

SUMMARY

Following sistemic and chronic administration of met—enkephalin, an immunicytochemical study of the neurons located
in the supraoptic nucleus of the rat hypothalamus, reactive to especific anti—vasopressin rabitt serum was made. After this
treatment we observed a great increase of the citoplasmic area and a decrease in the nuclear area (likely inhibitory affect on
the vasopressin release) with respect to the normal and control animals, however this fact only could be seen in the female
rats. Thus, it is possible to hypothesize that the vasopressin-immunoreactive neurons of the supraoptic nucleus have a sex—
specific response to met—enk when the drug is administered chronic and systemically.

KEY WORS: Supraoptic nucleus, met—enkephalin, immunocytochemistry, morphometry, sex—specifity.

Introduccion

En la dltima década, han sido varios los trabajos que han centrado su atencién sobre el efecto de los opidceos
sobre 1a liberacién de vasopresina (VP) y oxitocina (OT) (ver Pittman y col., 1983; Wakerley y col., 1983).
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Recientemente, nuestro laboratorio ha demostrado inmunocitoquimica y morfométricamente la existencia de
un efecto inhibitorio de met—encefalina, cuando se administra intracerebroventricularmente, y en una sola dosis,
sobre laliberacién de VP en las neuronas del NSO (Blanco y col., 1989); ademads este efecto es mds patente en ratas
hembras que en machos.

Porotra parte, en las neuronas magnocelulares VP—inmunorreactivas del niicleo paraventricular del hipotdlamo,
hemos observado un efecto similar cuando la droga es administrada en este caso crénica y sistémicamente
(Sdnchez y col., 1990).

Basados en esta premisas, el objetivo del presente trabajo es analizar las posibles modificaciones existentes
en las neuronas VP—inmunorreactivas del NSO cuando se administra met—encefalina crénica y sistémicamente.

Material y Método

Para la realizacién del trabajo se han utilizado 30 ratas de ambos sexos, cepa Sprague—Dawley, de 200-300
g, sometidas a las condiciones habituales de nuestro laboratorio (ritmo luz diurna—oscuridad nocturna, t* de 22+2°
C, humedad relativa del aire de 68+5%, dieta equilibrada y agua ad libitum).

Grupos de animales: A) Animales normales (10; 5 por sexo), los cuales no recibieron ningun tipo de
tratamiento. B) Animales controles (10; 5 por sexo), los cuales recibieron una inyeccion intramuscular de suero
salino (100 pl) durante 14 dfas. C) Animales tratados con met—encefalina (Sal acetato. Sigma. 20 pg en 100 ul de
agua destilada) (10; 5 por sexo); los cuales recibieron una dosis intramuscular de la citada droga durante 14 dias.

Proceso de las muestras: Los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se extrajeron los bloques
hipotdlamo-hipofisarios que fueron fijados por inmersién en Bouin—Hollande en sublimado de mercurio, para
posteriormente ser incluidos en parafina. Se obtuvieron cortes frontales de 5 micras en un microtomo LEITZ.

Inmunocitoquimica: Con el fin de inhibir la peroxidasa endégena, se sometié a las muestras a un bafio de agua
oxigenada (10 volumenes) al 5% en metanol (Streefkerk, 1972). Posteriormente, se trataron con suero normal de
cerdo (DAKO) durante 30 minutos, para inhibir las reacciones inespecificas, siguiéndose a continuacién el método
descrito por Sternberger y col. (1970). Inmediatamente después se incubaron toda la noche con suero de conejo
anti—vasopresina (VP) (gentilmente cedido por el Dr. Sinchez—Franco, Hospital Ramén y Cajal, Madrid) (Negro—
Vilary col., 1979; Sanchez—Francoyy col., 1986). Como antisuero puente se utilizé suero de cerdo anti—Ig de conejo
(DAKO) a dilucién 1: 100. Por dltimo, se empleé complejo soluble PAP (DAKO) obtenido en conejo a dilucién
1:100.

Morfométrica: Mediante un planimetro digital Apple conectado a un sistema de video (RCA), se han medido
300 células inmunorreactivas, elegidas al azar (nunca mds de tres células/corte), por sexo y grupo. De cada una
de las células se considerd el drea celular (AC), drea citopldsmica (ACit) y drea nuclear (AN). Los resultados de
los pardmetros obtenidos se compararon estadisticamente con el test t—Student. Los valores de p < 0,05 fueron
considerados como estadisticamente significativos.

Resultados

Para la descripcién de los resultados morfoldgicos hemos considerado, dentro del NSO, una subdivisién
prequiasmdtica o principal y una retroquiasmética (Rhodes y col., 1981).

Hallazgos Morfolégicos: En los animales normales y controles no se han observado diferencias en las
caracteristicas morfoldgicas entre ambos grupos (figs. 1,2 y 3). Adicionalmente, en estos grupos no se observaron
diferencias entre animales machos y hembras.

En ambas subdivisiones, la immunorreactividad ocupaba todo el citoplasma celular, siendo la intensidad de
reacciéon homogénea aunque en la zona ventral de la subdivision prequiasmatica solian predominar neuronas con
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mayor intensidad de reaccién (fig. 1); sin embargo, considerada en su conjunto, la intensidad de reaccion fue
escasa.

En los animales tratados con met—encefalina, el grupo de machos present6é las mismas caracteristicas
apuntadas para los animales normales y controles (fig. 4).

Sin embargo, la administracién de met—encefalina al grupo de ratas hembras provocé un aumento de la
intensidad de reaccion, acompafidndose de un aumento del nimero de axones inmunorreactivos, tanto en el interior
del niicleo como en las zonas circundantes (figs. 5 y 6).

Hallazgos morfométricos: Los valores observados en los tres pardmetros considerados (AC, ACit y AN) en
los animales normales, controles y machos tratados con met—encefalina son similares, no presentando diferencias
estadisticamente significativas (Tablas 1, 2 y 3).

En el grupo de ratas hembras tratadas con met—encefalina, se objetivé un claro aumento del drea citopldsmica
(p < 0,05) y una marcada disminucién del drea nuclear (p < 0,05), cuando se comparan con el resto de los grupos
incluidos los machos tratados (Tabla 3).

Discusion

Son varios los trabajos realizados en nuestro laboratorio que han apuntado, mediante inmunocitoquimica, un
efecto inhibidor de la met—encefalina sobre la liberacién de VP, tanta cuando se administra
intracerebroventricularmente y en una sola dosis, valorando el efecto sobre el NSO (Blanco y col., 1989), como
cuando se administra crénica y sistémicamente, valorando el efecto sobre el NPV (Sanchez y col., 1990).

En los citados trabajos, los estudios morfométricos se centraron en considerar el nimero total de células
inmunorreactivas, encontrandose un aumento del mismo, tras la administracién de la droga, que afectaba de
manera practicamente selectiva a las hembras. Estos hallazgos fueron interpretados como un efecto de inhibicién
delaliberacién de VP, produciéndose un actimulo de la hormona en el soma y por lo tanto un aumento del niimero
de neuronas reactivas.

El aumento del drea citopldsmica observada en el presente estudio indicaria un acimulo de VP en el
citopiasma, probablemente debido a una inhibicién de la liberacién, concordando asi con los estudios previos. Por
otra parte, la disminucidn del drea nuclear podria apuntar una posible inhibicién de la sintesis, bien por accién
directa de la met—encefalina, bien por un acoplamiento liberacién—sintesis.

Ademds, hoy dia es bien conocida la existencia de receptores opidceos en el NSO y el 16bulo neural de la
hipéfisis (Hillar y col., 1973; Simantov y Snyder, 1977) que explicarfan la actuacién de la droga.

El metabolismo y el mecanismo de acceso de la droga desde 1a sangre periférica es objeto de controversia
(Hambrook y col., 1976; Kastin y col., 1976; Gorenstein y Snyder, 1980; Pardirdge y Meitus, 1981; Schwartz,
1983; Zlokovic y col., 1985; entre otros), si bien son varios los trabajos que han demostrado que los opidceos
end6pgenos estimulan la secrecién de ciertas hormonas hipofisarias (Lien, 1976; Bruni y col., 1977; Revier y col.
1977, entre otros).

Por dltimo, el hecho de la afectacidn selectiva tras el tratamiento del grupo de animales hembras apuntaria a
un efecto mediador por parte de los estrégenos, al igual que ya apuntamos en un trabajo previo (Sdnchez y col.,
1990). Pensamos que para apuntalar esta idea, nuevos montajes experimentales han de ser disefiados, especialmente
centrados en estudios de grupos de animales machos previamente estrogenizados.
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FIGURAS 1y 2.

FIGURA 3.
FIGURA 4.

FIGURAS 5y 6.
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Animales normales. Neuronas VP-reactivas en la subdivisién prequiasmadtica (1) y retroquiasmadtica (2).
Nétense neuronas con distinta intensidad de reaccién en la subdivisién prequiasmdtica y neuronas
reactivas dispuestas a manera de hileras en la retroquiasmdtica (flechas). Q.0.: Quiasma 6ptico. 600 x.
Animales controles. Panordmica de la subdivisién retroquiasmética donde se observan neuronas VP-
reactivas (flechas) con similares caracteristicas a las observadas en la figura 2. 300 x.

Animales machos tratados. Subdivisién prequiasmadtica. Las neuronas presentan las mismas caracteristicas
que los animales normales y controles. Q.O.: Quiasma 6ptico. 600 x.

Animales hembras tratadas. Subdivisién prequiasmadtica (5) y retroquiasmdtica (6). Nétese el aumento de
la intensidad de reaccién en ambas subdivisiones. Especialmente en la subdivisién prequiasmdtica pudo
observarse la presencia de gran cantidad de axones inmunorreactivos (cabezas de flechas). Q. O.: Quiasma
optico. 600 x.
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TABLAS DE 1a3: Valores de los pardmetros drea celular (AC), drea citopldsmica (ACit) y drea nuclear (AN),

obtenidos en machos y hembras normales (Tabla 1), controles (Tabla 2) y tratados con met—

encefalina (Tabla 3). * p< 0,5 con respecto a los animales normales y controles.

PARAMETRO MACHOS HEMBRAS
AC (13 277 .41£64.10 273.40+55.70
ACit (U3 224.84 £ 60 .07 221.28+51.69
AN (112) 52.57+07.95 52.12+06.57

TABLA 1

PARAMETRO MACHOS HEMBRAS
AC (W) 275.42+63.20 276 .94+ 63 . 80
ACit (u?) 224.61+59.73 222 .36+58.45
AN (1?) 50.81+06.99 54.58+07.27

TABLA 2

PARAMETRO MACHOS HEMBRAS
AC (13 269 .98 +56 . 80 285.97+61 .11
ACit (12) 221.10+53 .64 252 .33 +59 .57
AN (1?) 48 .88+ 08 .23 33.64+05.15%

TABLA 3
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ACELERACION SECULAR DEL CRECIMIENTO. OBSERVACION EN POBLACION IN-
FANTIL ARAGONESA. VARONES (I)

GROWTH SPUR IN SPANISH CHILDREN. MALES (I)

N. TAJADA, J.L. NIETO y A. LATRE

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

RESUMEN

Se presenta un modelo de crecimiento secular para nifios varones de Aragén (Espaiia), que incluye los valores
somatométricos y cefalométricos durante los afios 1903 a 1990.

PALABRAS CLAVE: Crecimiento secular. Somatometria. Cefalometria.

SUMMARY

The authors present a model o growth-spur in spanish children. The study employed somathometrys and cephalometrys
values during 1903 to 1990 years.

KEY WORDS: Growth spur. Somathometry. Cephalometry.

Introduccion

Hasta el siglo XVIII no se iniciaron los primeros estudios de crecimiento con cierta garantia técnica y
metodoldgica, y fue a partir del siglo XIX cuando comenzaron a observarse cambios que afectaban al tamafio o
ritmo de crecimiento en funcién del tiempo transcurrido. A estos cambios, que han continuado durante el siglo XX,
seles ha denominado cambios seculares del crecimiento. Ellos han sido descritos para las poblaciones mds diversas
del planeta (Meredith, 1963; Malina, 1981; Tojo, 1987), lo que hamotivado que los antropélogos los definan como
una verdadera pandemia.

Los cambios seculares del crecimiento observados se caracterizan por el progresivo aumento del tamafio
corporal y acortamiento del periodo de crecimiento, con adquisicién de la plenitud corporal mds temprano. Esta
aceleracién no se ha iniciado al mismo tiempo en todas las comunidades humanas, segtin refiere Cameron (1979),
ni su ritmo ha sido uniforme para todas ellas. Tampoco la velocidad de cambio se ha mantenido constante en el
tiempo, alternando periodos de diferente intensidad, incluso retrocesos. En algunos paises existe cierta evidencia
de que puede haber finalizado (Roche, 1979; Van Wieringen, 1979; Malina, 1981). Estos cambios, a pesar de las
muiltiples teorfas elaboradas al respecto, no parecen estar genéticamente determinados, debiéndose fundamentalmente
a influencias medioambientales. La mejora de la calidad de vida, en su mds amplio sentido (alimentacién, salud,
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cultura, riqueza, paz, ocio, etc.) es el factor mds intimamente relacionado tanto con el comienzo como con la
intensidad de los cambios seculares (Falkner, 1985).

Por todo ello, hemos considerado de interés el estudio de las variaciones diacrémicas del crecimiento en
nuestra poblacién infantil, ya que en gran medida ello es un indicador de su grado de bienestar y salud, y debido
a que no hemos hallado ningtin estudio previo de similares caracteristicas en nuestra region.

Material y Método

Los datos actuales de antropometria infantil, observados entre 1987 y 1990 se obtienen de tres amplios estudios
realizados en poblacién infantil aragonesa.

El primero consiste en una observacion de tipo longitudinal realizada entre 1987 y 1990 sobre una muestra de
106 varones desde el nacimiento hasta los 2 afios de vida en la que se evaluaron 24 pardmetros somatométricos.

La segunda muestra se compuso de 200 varones de 3 y 4 afios de edad observados de forma transversal en los
que asimismo se evaluaron 24 pardmetros antropométricos.

El tercer grupo muestral se integré de 4.348 varones de 4 a 14 afios de edad, representativos de todas las
comarcas aragonesas, observados transversalmente entre 1987 y 1988, y en los que se evaluaron 24 parametros
somdticos y cefdlicos segtin la técnica antropométrica descrita por Olivier, técnica también utilizada en las otras
dos series referidas.

Parala elaboracién del estudio de tendencia secular que se presenta, se han obtenido de las obsevaciones arriba
referidas los valores correspondientes a peso, longitud/talla, perimetros tordcico y cefélico y longitud y anchura
madximas de la cabeza, para cada edad cronoldgica desde el nacimiento hasta los 14 afios.

Los resultados obtenidos, que hemos considerado como antropometria actual, se han comparado con los
previos de antropometria infantil y patrones de crecimiento para poblacién infantil espafiola y aragonesa aportados
por Aranzadi (1903), Sudrez y Teixeira (1952), Garcia Almansa (1969), Palacios (1972) y los obrantes en el banco
de datos del Seminario Universitario Antropolégico de Zaragoza correspondientes a los afios 1940, 1963 y 1980,
referidos a nifios de la misma edad y sexo, y que se han considerado como antecedentes.

A partir de los datos se han elaborado tablas comparativas por edad para cada uno de los pardmetros, y
establecido la velocidad de variacidn y las caracteristicas de la misma para las variables mds significativas.

Resultados

Enlas Tablas 1 a 7 se presentan los resultados del estudio comparativo para las distintas variables a cada edad
en afios, referido el peso en la Tabla 1, longitud/talla en la Tabla 2, peso y longitud/talla en la Tabla 3, perimetro
tordcico enlatabla4 y pardmetros cefélicos, longitud y anchura maximas de la cabeza y cerco cefdlico, en las tablas
5,6y 7. Las fuentes se expresan al pie de las mismas.

Discusion

El andlisis de las tablas elaboradas por nosotros es claramente demostrativo de la existencia de una aceleracién
secular positiva del crecimiento en la poblacién infantil aragonesa masculina durante el periodo estudiado. Ello
concuerda con los resultados de numerosos estudios seculares que han tenido lugar sobre todo en Europa y América
del Norte (Eveleth y Tanner, 1976; Meredith, 1976; Roche, 1979, Tojo, 1987), de los que se puede concluir que desde
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PESO
VARONES
kg
1903 1940 1954 1963 1968 1970 1972 1980 1987 1990
e)) 2 3) 2 3) ()] 4) (2 (4) Q)
EDAD
afios
0 3,23 3,32
1 9,96 10,38
2 12,91 12,93
3 14,62 15,01
-+ 17,60 16,44 1711 19,32 17,94
5 18,62 18,23 18,50 21,99 20,28
6 19,81 21.33 24,15 23,07 20,72 24,22 22,29
7 21,62 23,58 24,49 25,20 22.83 25,48 24,96
8 25,51 23,39 26,08 26,23 28,01 25,29 28,21 28,18
9 23,12 25,63 28,58 29,37 31,42 27,80 30,29 31,16
10 24,59 26,91 31521 32,02 34,62 32,41 38,21 34,19
11 27,11 30,85 34,22 35,32 36,80 32,78 38,82 38,86
12 27,20 32,86 37,72 41,25 3991 35,42 43,39 42 41
13 30,82 37,68 42,13 42,53 4424 39,10 50,07 47,87
14 34,51 38,07 47,04 42,65 51,84 41,09 51,94
TABLA 1

(1) Segiin ARANZADI (1903): Antropometria. Soler. Barcelona.
(2) Segtin datos del Seminario Universitario de Antropologfa. Universidad de Zaragoza.
(3) GARCIA ALMANSA, A. (1969): Patrones de crecimiento de los nifios espafioles. Rev. Clin. Esp., 113/1: 45-48.
(4) PALACIOS, J.M. (1970): EI crecimiento de los nifios espafioles hasta los 5 afios. Rev. Clin Esp., 118: 419-424.
(1972). Datos de talla y peso de 128.000 nifios espafioles. Rev. San. Hig. Pub., 46: 1.107-1.124.
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LONGITUD / TALLA
VARONES
mm
1903 1940 1954 1963 1968 1970 1972 1980 1987 1990
€Y) (2 3) (2 (3) 4) D) 2 &) (©)
EDAD
afios
0 501 503
1 739 764
2 872 889
3 948 979
4 990 1.015 1.013 1.071 1.079
5 1.064 1.082 1.072 1.125 1.157
6 1.109 1.150 1.217 1.202 1132 1.184 1.190
7 1.150 1.198 1.255 1.251 1.183 1.214 1.249
8 1.180 1.211 1.248 1.301 1.307 1.244 1.273 1.306
9 1.210 1.256 1.294 1.353 1.358 1.283 1.307 1.356
10 1.239 1.304 1.342 1.406 1.403 1.327 1.408 1.390
11 1.302 1.359 1.399 1.437 1.432 1.372 1.449 1.453
12 1.316 1.403 1.443 1.475 1.479 1.418 1.489 1.506
13 1.368 1.449 1.501 1.523 1.544 1.469 1.534 1.573
14 1.404 1.456 1.559 1.619 1.528 1.620
TABLA 2
(1) Segiin ARANZADI (1903): Antropometria. Soler. Barcelona

(@)
3
(C))

&)

Segiin datos del Seminario Universitario de Antropologia. Universidad de Zaragoza.
GARCIA ALMANSA, A. (1969): Patrones de crecimiento de los nifios espafioles. Rev. Clin. Esp., 113/1: 45-48.
PALACIOS. J.M. (1970): EI crecimiento de los nifios espafioles hasta los 5 afios. Rev. Clin. Esp., 118: 419-424.

(1972) Datos de talla y peso de 128.000 nifios espafioles. Rev. San. Hig. Pub., 46:1.107-1.124.

NIETO, J.L. (1987, 1990): Citedra de Anatomia. Facultad de Medicina de Zaragoza.
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PESO (kg) LONGITUD / TALLA (mm)
1952 1987 1990 1952 1987 1990
(1) ) 2 (1) @) (2)
Edad h v v h \% v
anos
2 11,0 12,9 815 888
3 13,2 15,1 893 979
4 14,6 17,9 968 1.079
5 16,7 20,3 1.032 1.137
6 18,8 22.3 1.091 1.190
7 21,5 24,9 1.114 1.249
8 23,6 28,3 1.199 1.306
9 25,8 31,2 1.247 1.356
10 28,1 34,2 1.295 1.390
11 30,4 38,9 1.342 1.453
12 32,7 44,6 1.385 1.506
13 35,7 47,9 1.432 1.573
14 39,6 51,9 1.483 1.620
TABLA 3

(1) Segiin SUAREZ, M. y TEIXEIRA. J. (1952). VIII Congreso Nacional de Pediatria. Barcelona.

(2) NIETO, J.L. (1987,1990). Citedra de Anatomia. Facultad de Medicina. Zaragoza.

PERIMETRO TORACICO

VARONES mm

Edad 1940 1963 1980 1987

aflos (1) (D (D (2)
6 542 579 613
7 563 603 595 629
8 595 622 625 657
9 596 642 639 683
10 612 658 702
11 617 676 734
12 672 723 787
13 665 745 812

TABLA 4

(1) Segtin datos procedentes del Seminario Universitario Antropolégico. Zaragoza.
(2) NIETO, J.L. (1987). Cdtedra de Anatom{a de la Facultad de Medicina de Zaragoza.
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LONGITUD MAXIMA mm
Edad 1903 1987 1988
afios (1 2 (2)
h v v
1 165 168
4 175 174 175
8 180 179
11 185 183
TABLA 5
ANCHURA MAXIMA mm
Edad 1903 1987 1988
afios 1) ) 2)
h v v
1 126 130
4 134 137 136
7 138 141
9 142 144
TABLA 6
PERIMETRO CEFALICO mm
Edad (a) 1913 1987 1988
(1) 2) (2)
h v v
1 471 486
8 516 533
TABLA 7

(1) Segtin ARANZADI, T. (1903): Antropometria. Soler. Barcelona.
(2) NIETO, J.L. (1988): Cefalometria infantil: Estudio transversal en varones. An. Anat. 34: 75-81.
(1988). Cefalometria infanfil: Estudio transversal en hembras. An. Anat., 35:41-48.
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1860 hasta 1960 la talla se incrementa 1,5 cm por década en nifios, 2,5 cm por década en adolescentes y 1 cm por
década en adultos, es decir, 2 6 3 cm por cada generacion, ocurriendo algo similar con el peso.

Durante la infancia, el aumento secular de talla y peso se pone ya de manifiesto en el recién nacido (Clarson,
1982). Lenz, en 1954, estima el aumento de longitud en el neonato de 1 6 2 %. Nosotros hemos observado
promedios de incremento de longitud al nacimiento similares o algo inferiores en varones durante los tltimos 18
afios. Biering (1985) observa que los nifios recién nacidos islandeses han incrementado su peso al nacimiento 85
g durante los tiltimos 70 afios. En nuestra serie los incrementos de peso al nacimiento estimados entre 1970y 1990
han sido de 90 g.

Mis dificil resulta la apreciacién del fenémeno secular durante la época preescolar, entre el nacimiento y los
4 afios, consecuencia de las escasisimas aportaciones bibliograficas previas existentes, que a menudo han sido
realizadas segtin métodos distintos, lo que dificulta todavia mds el estudio comparativo. No obstante, considerando
las tablas-patrén de crecimiento infantil publicadas por Sudrezx y Teixeira en 1952, la estatura y el peso de los
varones aragoneses de esta edad se ha incrementado notablemente. Podemos decir que durante los dltimos 38 afios
la talla de los varones ha aumentado en 67 mm, 81 mm y 105 mm a los 2, 3 y 4 afios de vida respectivamente, lo
que supone unas velocidades de incremento de 1,76 mm/aiio, 2,13 mm/afio y 2,76 mm/afio a esas edades, similares
alas aportadas por otros autores para nifios de la misma edad y época en poblaciones occidentales ( De Toni,1965;
Eiben, 1979; Cameron, 1979, Tojo, 1987). Durante ese mismo periodo, los incrementos de peso, asimismo
cuantiosos, fueron de 1,7 kg a los 2 afios, 1,9 kg a los 3 afos y 2,25 kg a los 4 afios.

Enlo que hace referencia a nifios escolares, de edades superiores a 4 afios, son de gran interés las tablas-patrén
de normalidad para peso y estatura elaboradas en 1972 por Palacios y Vivanco a partir de una observacion de
crecimiento infantil realizada en 1963-1964 sobre una muestra de 128.317 escolares espaiioles, que aportan
promedios antropométricos nacionales y desglosados por regiones para ambos sexos. Las comparaciones
establecidas entre estos valores y los observados por nosotros muestran que durante los tltimos 25 afios los varones
de 4 afios han incrementado su talla en 38 mm respecto a la media nacional, incremento que es mds cuantioso, de
68 mm respecto ala talla de nifios del Pirineo de Huesca y Lérida. Este mismo estudio comparativo, referido a peso,
seflala incrementos ponderales en varones de 4 afios de 320 g respecto a la media nacional, y mds importantes, de
. 420 g, respecto a nifios de las zonas del Pirineo referidas.

Lo mismo que en otras comunidades occidentales, el incremento de los pardmetros corporales aumenta en
Aragén desde la nifiez hasta la adolescencia. En los varones la aceleracion es maxima a los 12 - 13 afios. A esta
edad, durante los dltimos 15 afios, ha aumentado su estatura media en casi 6,1 mm/afio y su peso en 355 g/afio. El
adelanto cronolégico de la pubertad, y por tanto del considerable esfuerzo de crecimiento que conlleva, contribuye
a que los incrementos sean médximos a esta edad, aminordndose en edades posteriores.

En efecto, a partir de entonces la magnitud del fenémeno pierde intensidad y al concluir la adolescencia el
crecimiento diacrémico de los aragoneses durante el periodo referido es algo menor de 2 mm/afio y de 41 g/aiio,
seglin han demostrado los estudios de Nieto en 1984.

Nuestra observacion pone asimismo de manifiesto las variaciones de la intensidad del crecimiento diacrémico
durante los tltimos 90 afios. Tomando como punto de partida los datos de Aranzadi, en 1903 se observa que los
incrementos ponderales y estaturales durante la primera mitad de este siglo son bastante més pequeiios que los
calculados para los dltimos 25 afios.

En Espafia son muy escasas las investigaciones relacionadas con las posibles modificaciones seculares de los
pardmetros craneofaciales. La bibliografia mundial, ademds de parca, se muestra muy cauta en la interpretacion
de los resultados. Las mediciones cefalométricas realizadas por Knott y Meredith en 1963 en Iowa apenas se
diferencian de las obtenidas por Boas 71 afios antes en Massachusetts. Lo mismo sucede con las investigaciones
de Hauvast en 1971 en nifios holandeses. En general, las tnicas diferencias y aun estas poco significativas,
aparecen al comparar los valores del perimetro cefdlico y los didmetros biparietales de la cabeza. Asilo confirman
los datos comparativos aportados por nosotros en relacidn a los estudios de medidas cefdlicas realizados por
Aranzadi en 1903. Ello parece inscribirse en el proceso general de braquicefalizacion que afecta a todas las
poblaciones humanas actuales, comprobado en poblacién adulta aragonesa por los recientes estudios de Alvarez
y Nieto en 1989 sobre craneometria aragonesa.

Como conclusiones, sefialamos que se evidencia una clara tendencia secular positiva de crecimiento para
varones aragoneses de edades comprendidas entre el nacimiento y los 14 afios. Dicha tendencia se manifiesta en
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las variaciones de peso, longitud/talla y perimetros cefdlico y tordcico fundamentalmente. La intensidad del
fenémeno diacrémico es maxima durante los primeros afios de la vida y durante el brote prepuberal. A los 4 afios
la velocidad de incremento de talla alcanza 2,7 mm/afio durante los tltimos 38 afios, y alos 12-13 afios de 6,1 mm/
afio durante los tltimos 15 afios. Esta aceleracion secular del crecimiento infantil ha mostrado mayor intensidad
en las zonas previamente deprimidas (zonas de montafia) que en las econémica y culturalmente mds favorecidas.
También ha sido mds activa durante los dltimos 25 afios que durante la época previa. La tendencia secular del
crecimiento cefdlico, si bien dificil de interpretar, parece inscribirse en el proceso general de braquicefalizacién
que afecta a todas las poblaciones humanas actuales.
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