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ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DEL VELO MEDULAR ANTERIOR DEL CUARTO
VENTRICULO EN EL BOS TAURUS RAZA DE LIDIA

ULTRASTRUCTURAL STUDY OF THE ANTERIOR MEDULLARY VELUM OF THE
FOURTH VENTRICLE IN THE FIGHTING BULL

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

Departamento de Anatomia Humana. Facultad de Medicina
Universidad de Barcelona

RESUMEN

El velo medular anterior, ldmina delgada de sustancia blanca que forma parte del techo del 1V ventriculo, ha sido
analizada ultraestructuralmente en el Bos taurus, raza de lidia. Consta de numerosos fasciculos de fibras mielinizadas, entre
los que sc observan perfiles de astrocitos, oligodendrocitos y fibras de Ranvier-Weigert. La superficie ventricular del velo
medular anterior estd constituida por una capa de células ependimarias, mientras que su superficie cerebelosa comprende una
glia limitants recubierta por una membrana basal. La existencia de algunas neuronas en csta estructura ha sido puesta de
manifiesto en secciones teflidas con hematoxilina-eosina, habiéndosc observado, mediante microscopia electrénica, ter-
minaciones nerviosas con vesiculas claras y vesiculas grandes con electrodensidad central.

PALABRAS CLAVE: Velo medular anterior. Epéndimo. Toro de lidia. Ultraestructura.

SUMMARY

The anterior medullary velum, a thin lamina of white matter forming a portion of the rool of the IVth ventricle, has been
analyzed ultrastructurally in the fighting bull (Bos raurus). It contained numerous fascicles of myelinated nerve fibres,
between which profiles of astrocytes, oligodendrocytes and Ranvier-Weigert fibers were observed. The ventricular surface
of the anteriormedullary velum consisted of an ependymal cell layer, and its cerebellar surface was constituted by a glia l[imitans
covered by a basal membrane. The existence of some neurons within this structure was evident in hacmatoxilin-cosin stained

sections. Several nerve terminals containing clear as well as large dense-cored vesicles were also observed under clectron
microscopy.

KEY WORDS: Anterior medullary velum. Ependyma. Fighting bull. Ultrastructure.

Introduccién

En los dltimos afios, se han realizado numerosos estudios de morfologia comparada de la porcion posterior del
IV ventriculo (H.C. Jones y cols., 1978; H.C. Jones, 1979; H.C. Jones y G.S. Dolman, 1979; G.S. Dolman y G.
Brocklehurst, 1980; Y. Oda y I. Nakanishi, 1987; A.J. Alvarez-Morujo y cols., 1990). Por el contrario, sélo
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recientemente se han efectuado andlisis ultraestructurales detallados del velo medular anterior en algunos roedores
(C.S.Raine y M. Dolich, 1986), siendo desconocida la estructura que estalamina presenta en el Bos taurus, especie
en la que estd especialmente desarrollada.

La importancia que muestra el estudio del velo medular anterior viene determinada, asimismo, por el hecho
de representar una regién de asentamiento de ciertos tumores en el hombre (M. Hara y cols., 1981). Ademis, el
conocimiento de su citoarquitectura puede ayudar a una mejor comprensién de los mecanismos de desmielinizacion
paraventricular, debido a que dicha estructura, como han demostrado distintos autores (I. Sliney y cols., 1981; P.
McConnel y cols., 1984), se encuentra particularmente implicada en ciertos procesos autoinmunes que se
desarrollan durante la encefalitis alérgica experimental.

Material y Métodos

Han sido utilizados un total de 10 encéfalos de Bos taurus de raza de lidia.

El tronco del encéfalo ha sido separado del cerebelo mediante la seccién de los pediinculos cerebelosos,
quedando unido el velo medular anterior a los tubérculos cuadrigéminos posteriores y pediinculos cerebelosos
superiores. Una vez obtenida la pieza, fue inmediatamente fijada por inmersién en una solucién de glutaraldehido
al 2,5% y paraformaldehido al 2% en tampén fosfato 0,1 M. (pH = ,.2). Transcurridos 15 minutos, se procedié a
la diseccion del velo medular anterior, postfijaciéon con osmio, inclusién en Araldita, ultramicrotomia y
contrastado, segun técnicas convencionales, para su observacién en un microscopio electrénico de transmisién
Philips 300.

Algunas muestras fueron procesadas para su tincién con hematoxilina-eosina, mientras que otras se trataron
sucesivamente mediante deshidratacién progresiva en etanol, acetato de amilo, punto critico, montaje con plata
coloidal y metalizacién con oro, siendo observadas en un microscopio de barrido Hitachi 1200, con la finalidad
de analizar la superficie ventricular y la regién subependimaria del velo medular anterior.

Resultados

Desde el punto de vista macroscépico, el velo medular anterior es una fina ldmina de sustancia blanca que
forma el techo de la parte mds anterior de I'V ventriculo, unida a los tubérculos cuadrigéminos posteriores por su
borde anterior, posteriormente a la lingula cerebelosa y lateralmente a los pedinculos cerebelosos superiores.

Dicha estructura presenta una superficie ventricular constituida por células ependimarias, provistas de cilios
y microvillis (fig. 1), y una superficie cerebelosa, limitada por una membrana basal, bajo la que se dispone una glia
limitans (fig. 2).

El epéndimo estd formado por una capa continua de céluias de tamafio y morfologia poliédrica variable (figs.
1 y 3). Su niicleo puede ser rectangular, redondo o irregular, con acimulos dispersos de cromatina. La envoltura
nuclear presenta frecuentes invaginaciones.

En el citoplasma apical del ependimocito se observa reticulo endoplasmadtico rugoso, constituido por cisternas
pequefias y escasos ribosomas. Estos pueden estar aislados o formando polisomas de 3 6 4 unidades. El reticulo
endoplasmadtico liso estd constituido por vesiculas aisladas, estando, el aparato de Golgi, poco desarrollado. Por
el contrario, existen numerosas mitocondrias, pudiéndose también encontrar algunos cuerpos de inclusién. En
ocasiones se observan, en esta porcion apical del citoplasma, imdgenes semejantes a cisternas que contienen cilios
y microvillis, posiblemente condicionadas por la irregularidad de la superficie celular (fig. 1).

Por lo general, la presencia de zonulae adherentes y gap junctions en las porciones de la membrana celular
préximas a la luz ventricular refuerza la unién entre células adyacentes (figs. 1 y 3). En esta zona pueden emerger
grandes protusiones celulares con Iimites irregulares, cuyo citoplasma, constituido fundamentalmente por un
material amorfo, contiene ribosomas dispersos, algunas mitocondrias y vesiculas (fig. 3).
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

Ultramicrofotogralia de una célula ependimaria del velo medular anterior. Destaca la presencia de una gran
concentracion de orgdnulos en su porcion apical, asi como de cilios y microvillis en su superficie ventricular
( x 2.000).

Estructura de la superficie cercbelosa del velo medular anterior. Bajo la membrana basal se disponc la glia
limitans (x 5.500).

Protusiones superficiales de las células ependimarias del velo medular anterior hacia la luz ventricular. Se
observan escasos ribosomas dispersos y algunas mitocondrias, inmersos en una matriz citoplasmdtica amorfa
de electrodensidad media (x 1.600).
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FIGURA 4.
FIGURA 5.

FIGURA 6.

Detalle de la disposicion de los penachos ciliares en la superficie ependimaria del velo medular anterior,
observada mediante microscopia electrénica de barrido (x 3.000).

Prolongacion basal de una célula ependimaria (tanacito), con abundantes ncurofilamentos. En sus proximi-
dades se aprecian perfiles correspondientes a astrocitos fibrosos (x 2.600)

Grupo de células ependimarias, tipo tanacito, con prolongaciones basales dirigidas hacia ¢l neuropilo. En
contacto con éstas se observan prolongaciones de astrocitos [ibrosos y una libra de Ranvier-Weigert (x 5.000).
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FIGURA 7.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

Ultraestructura de un astrocito [ibroso, caracterizada por la presencia de un nidcleo de morfologia irregular.
con grumos de cromatina de mediano tamafo. y abundantes ncurolilamentos cn su citoplasma (x 10.000).
Ultraestructura de un oligodendrocito, cuyo niicleo presenta grandes actiimulos de cromatina. Su citoplasma.
electrodenso y limitado a un anillo periférico, continene numerosos ribosomas, libres o asociados al reticulo
endoplasmdtico rugoso, y abundantes neurottbulos (x 10.000).

Seccién transversal de una [ibra nerviosa amiclinica con vesiculas sindpticas grandes y regién central
electrodensa, cisternas de reticulo endoplasmadtico liso y mitocondrias (x 10.000).
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El examen de la superficie ventricular del velo medular anterior, mediante microscopia electrénica de barrido.
revela la existencia de numerosos cilios, agrupados en forma de mechones (fig. 4). Con el microscopio de
transmisién se aprecia su constitucién por nueve grupos de dos tibulos periféricos dispuestos circularmente
alrededor de un par central.

La porcion basal de los ependimocitos difiere considerablemente de una célula a otra. Algunas células
ependimarias poseen una base ovoidea o redonda, mientras que otras presentan delgadas prolongaciones
citoplasmadticas, provistas de abundantes filamentos (fig. 5). Bajo microscopia electrénica de barrido, estas
prolongaciones, cuyo calibre disminuye progresivamente, se caracterizan por un largo trayecto que se pierde en
el espesor del neuropilo (fig. 6). En nuestro material no ha podido determinarse su posible transformacién en pies
vasculares.

El espacio comprendido entre el epéndimo y la membrana basal del velo medular anterior estd constituido por
fasciculos de fibras mielinizadas y células gliales, fundamentalmente astrocitos (fig. 7), principal componente de
la glia limitans (fig. 2), y oligodendrocitos (fig. 8).

Los astrocitos fibrosos de esta regién presentan un nticleo de contorno irregular y posicién excéntrica, con
grandes actimulos de cromatina asociados a la membrana nuclear interna. El citoplasma, de alta electrodensidad.
contiene cisternas cortas de reticulo endoplasmadtico, cuyas paredes estdn recubiertas por escasos ribosomas. La
presencia de abundantes filamentos en el soma es pricticamente constante (fig. 7).

Las prolongaciones de los astrocitos fibrosos presentan perfiles muy variados. destacando también en ellos
la presencia de neurofilamentos. De hecho, el aspecto electrodenso de las pequeiias fibras de Ranvier-Weigert estd
determinado por su alto contenido neurofibrilar.

Hemos identificado untipo de oligodendrocito de morfologia oval o redonda, tamaiio pequeifio y electrodensidad
media (fig. 8). Sus prolongaciones citoplasmaticas suelen disponerse en grupos, que poseen un trayecto paralelo
al curso de los axones. Estas muestran un digmetro uniforme, y la presencia de microtibulos constituye una
caracteristica diferencial.

En esta regién, mediante la tincién de hematoxilina-eosina, también se han visualizado neuronas aisladas.
principalmente en la proximidad de los tubérculos cuadrigéminos posteriores. Sin embargo. mediante el
microscopio electronico de transmisién sélo se han podido identificar algunas fibras itcrviosas, aunque sin signos
sindpticos en su membrana, conteniendo algunas vesiculas claras y numerosas vesiculas «dense-cored» de gran
tamaiio (fig. 9).

Discusion

A pesar de los escasos estudios realizados en relacién con la ultraestructura del velo medular anterior, parece
confirmarse la existencia de un patrén citoarquitecténico comun en las especies analizadas (I. Sliney y cols.. 198 1:
C.S. Raine y M. Dolich, 1986).

Los ependimocitos constituyen el principal componente celular de la capa que tapiza la porcién anterior del
techo del IV ventriculo. Como se ha descrito en otras regiones del SNC, la mayorfa de estas células poseen en su
polo apical numerosos cilios, cuya organizacién en forma de mechones se pone especialmente de manifiesto
mediante microscopia de barride (D.E. Scott y cols., 1974; T. Yamadori y S. Yagihashi. 1975). Otras células
ependimarias, sin embargo, emiten grandes protusiones citoplasmadticas hacia la luz ventricular, caracterizadas por
la presencia de estructuras vesiculares en las regiones préximas al niicleo celular, y por un contenido en ribosomas
inferior al observado en las neuronas (H. Hydeny y E. Egyhaz, 1963). Estas protusiones se han uescrito en la
eminecia media de la rata (T. Matsui y H. Kobayashi, 1968). habiéndose asociado su funcién con procesos de
absorcion y secrecion al III ventriculo.

Junto « los ependimocitos, cuyas porciones basales poseen una forma variable entre aplanada y ovalada.
destaca un tipo celular provisto de prolengaciones basales, simples o ramificadas, dirigidas hacia el neuropilo.
Estas células han sido denominadas tanacitos (E. Horstmann, 1954), habiéndose analizado la estructura de sus
prolongaciones mediante el método de Golgi y microscopia electrénica (M.W. Brightman y S.L. Palay. 1963: M.
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Takeichi, 1966; O.E. Millhaouse, 1971, 1972; J.R. Brawer, 1972; P.M. Klara y K.R. Brizzee, 1977). Aunque la
distribucion de tanacitos se ha considerado generalmente limitada a la vecindad del Il ventriculo. en el presente
trabajo se confirma que, en ciertas especies, ésta es mds generalizada.

Si bien no es posible descartar la existencia de otros componentes celulares en la capa ependimaria del velo
medular anterior, tal como ha sido descrito en otras regiones del sistema ventricular (A. Mito y A. Kiss, 1977; A.
Kiss y A. Mitro, 1978; A. Mitro y M. Palkovits, 1981), su importancia cuantitativa, y por tanto funcional, debe ser
minima.

Coincidiendo con las descripciones de otros autores, el velo medular anterior contiene numerosas fibras
nerviosas mielinizadas, oligodendrocitos, y una importante poblacién de astrocitos fibrosos. Estos tiltimos han
sido especificamente implicados en la formacién, durante los procesos inflamatorios crénicos, de nidos y puentes
heterotdpicos astrogliales (C.S. Raine y M. Dolich, 1986). Por el contrario, no se ha podido poner en evidencia la
existencia de microglia, tan caracteristicas en otras estructuras centrales de sustancia blanca, como las estfas de
Lancisi (J. Arroyo y cols., 1990).

Asimismo, existen datos contradictorios en cuanto a la presencia de neuronas a nivel del velo medular anterior.
Negada por algunos autores en larata (I. Sliney y cols., 1981), otros estudios ultraestructurales recientes realizados
enel cobaya (C.S. Raine y M. Dolich, 1986) la corroboran. En nuestro material, se ha podido constatar la presencia
de algunas neuronas en la vecindad de los tubérculos cuadrigéminos inferiores, asi como la existencia de fibras
nerviosas amielinicas, probablemente terminaciones sindpticas, con numerosas vesiculas «densecored». cuya
posible naturaleza serotoninérgica estd pendiente de confirmacion.
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OSMIOPHILIC LAMINAR BODIES IN THE PINEAL GLAND OF THE RAT

CUERPOS LAMINARES OSMIOFILOS EN LA GLANDULA PINEAL DE RATA

J.L. BLAZQUEZ, F.E. PASTOR, B. PELAEZ, M.I. MOSQUEIRA, A. SANCHEZ,
A. ALVAREZ-MORUJO and L. MUNOZ

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

SUMMARY

The presence of osmiophilic laminar bodies (OLB) in the pinealocytes of rats was studied from the 20th day of gestation
until adult age. These laminar formations are mainly located in the cytoplasm of dark pinealocytes, although exceptionally
they can be found in light pinealocytes. The OLB are a consistent finding in all the groups of animals studied although they
are scanty in the younger rats and more abundant in the animals sacrificed at 60 and 120 days of age. At two months, they
appear both in the gland fixed by immersion and in those perfused with the fixative. These organelles are formed by a variable
number of osmiophilic laminae arranged concentrically and are either located within the mitochondria or are free in the cell
cytoplasm. This kind of formation is also observed at the exact moment of their extrusion from the inside of the cell into the
pericapillary space, and also isolated outside the pinealocytes in the perivascular spaces and the pineal canaliculi. All these
data together suggest that the OLB are residual structures resulting from cellular metabolic processes and that they are
expelled outside the cell by a process of exocytosis and are not artefactual structures.

KEY WORDS: Pinealocytes. Osmiophilic laminar bodies. Exocytosis. Ultrastructure. Rat.

RESUMEN

Se estudia la presencia de cuerpos laminares osmi6filos (OLB) en pinealocitos de ratas desde el dia 20 de gestacién hasta
la edad adulta. Estas formaciones laminares se localizan principalmente en el citoplasma de los pinealocitos oscuros, aunque
excepcionalmente pueden encontrarse en pinealocitos claros; no se observan en las células gliales. Los OLB son un hallazgo
constante en todos los grupos de animales estudiados, aunque son escasos en las ratas mds jévenes y abundantes en los
animales sacrificados a los 60 y, 120 dfas de edad. En las ratas de dos meses de edad aparecen tanto en las pineales fijadas por
in.mersic’m como en las perfundidas. Estas formaciones estdn constituidas por un nimero variable de ldminas osmidfilas
dispuestas concéntricamente. Se localizan dentro de las mitocondrias o libres en el citoplasma en relacién con los dictiosomas
del aparato de Golgi. También hemos observado OLB extrusindose fuera de la célula, hacia los espacios pericapilares o
canaliculares, asi como libres en el interior de estos espacios. Todos estos datos permiten sugerir que los OLB son estructuras
regiduales de procesos metabdlicos celulares, que son expulsadas fuera de la célula por un proceso de exocitosis y no son de
origen artefactual. Se discute la posibilidad de que puedan constituir un mecanismo de eliminacién de ciertos organitos, asf
como que puedan representar un marcador celular de una poblacién de pinealocitos.

PALABRAS CLAVES: Pinealocitos. Cuerpos laminares osmiéfilos. Exocitosis. Ultraestructura. Rata.
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Introduction

Since the first work by Wolfe (1965) reporting the existence of membranous bodies located in rat pinealocytes
-the vernate bodies many works have referred the presence of multilamellar concentric structures in the
mammalian pineal gland. However, until now neither the exact nature nor the origin and meaning of these
structures have been elucidated. Some of them would originate from the rough endoplasmic reticulum (Pévet and
Saboureau, 1973; Pévetetal., 1976; Pévet et al., 1977: McNeill, 1978; Gonzilez and Alvarez-Uria, 1984). Another
type of lamellar formations, named by us osmiophilic laminar bodies (OLB), originate from mitochondria or Golgi
complex (Miline et al., 1968; Roux et al., 1974; Blazquez et al., 1988).

At our laboratory two types of pinealocytes have been differentiated according to their intracellular calcium
content (Pizarro et al.,1989a ,b). Type I pinealocytes, corresponding to the light type (LP) of cell (Arstila et al.,
1967), have no free Ca** in their cytoplasm, whereas the type II pinealocytes—the dark type (DP)— contain abundant
intracytoplasmic Ca*™. Blazquez et al. (1988) have reported the presence of OLB in some DP, the so called type
C pinealocytes. ]

In the present work we studied the ultrastructure of the pineal gland of albino rats from day 20 of gestation
up to adult age in order to describe data concerning the meaning of the OLB.

Materials and Methods

Albino male Sprague-Dawley rats subjected since birth to a 12/12 light/dark cycle were used. The animals had
free access to standard rat chow and water. The animals were divided into the following groups (ten rats each):
newborn rats and rats of 5, 10, 30, 60 and 120 days of postnatal age. Half of the animals in each group were
sacrificed at midday and the other half at midnight. Four female rats were caged with males and conception
confirmed by the presence of spermatozoa in vaginal smears according to visualization with a phase contrast
microscope. Twenty or 21 days after positive control, a total of twelve male foetuses were removed from their
mothers under anaesthesia (30 mg sodium pentobarbital/kg, i.p.) and after opening a broad window in their skull
—along the longitudinal sinus to the posterior confluence— a small amount of fixative fluid (5% glutaraldehyde in
0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 at 4°C) was placed in situ. Following this, the pineal glands were dissected out and
immediately immersed in fixative over a period of 2 hours. A similar procedure was used with the pineal glands
from the other groups of animals. After fixation, the glands were post-fixed in 1% osmium tetroxide in the same
phosphate buffer, dehydrated in graded acetones and embedded in Durcupan (Fluka). In 10 rats of another group
of animals 60 days aged the fixative was perfused through the left ventricle. The later processing of the glands was
identical to that described for the other animals. Ultrathin sections were obtained on LKB Ultrotome III-8800
ultramicrotome, contrasted by the Reynolds method (1963) and studied with a Philips EM-201 electron
microscope.

Results

The presence of light and dark pinealocytes was detected in the pineal glands of the animals from all groups
studied. Indeed, as can be seen in fig. 1, since day 20 of gestation there were noticeable differences in the electron
density of the cytoplasmic and nuclear matrices between both types of pinealocytes. Additionally, both in the light
and dark pinealocytes -with the exception of those belonging to pineal glands from foetuses and new born rats-
the characteristic organelles of these cells were observed: dense bodies, lipid droplets, subsurface cisterns and
synaptic ribbons. The latter formations were present in the fetal pineal glands and in those of rats with an age of
up to 10 days of postnatal development.
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FIGURE 1.
FIGURE 2.

FIGURE 3.

Electron micrograph of the pineal gland of a rat fetus of 21 days of age. Note two light pinealocytes (LP) and two
dark ones (DP). Note also the absence of lipid droplets and dense bodies (11.200 x).

Electron micrograph of the pineal gland of an adult rat. One light and one dark pinealocyte can be observed. Note
the presence of OLB in the cytoplasm of the light pinealocyte (30.375 x).

Electron micrograph of the pineal gland of an adult rat. Portions of light and dark pinealocytes can be observed.
In the dark pinealocyte, OLBs can be observed, apparently located inside the mitochondria. Arrow shows a ribbon
field (30.375 x).
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FIGURE 6.

FIGURE 7.

FIGURE 8.

FIGURE 9.
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Electron micrograph ol a portion ol a DP [rom an adult rat showing the presence ol a laminar formation apparently
free in the cytoplasm and several mitochondria containing OLBs in their interior. All these structures are situated
in the vicinity of the Golgi apparatus (G) (30.375 x).

Electron micrograph of portions of three light pinealocytes from a rat of 20 days of age. Note the confluence of
the pinealocytes delimiting a canaliculus occupied by an OLB. In the pinealocyte to the left of the figure laminar
formations can be seen in the cellular cytoplasm (45.500 x).

Electron micrograph of the pineal gland of a rat of 20 days of age. Some OLBs can be observed in the pericapillar
space (PS). Right: portions of light pinealocytes (30.375 x).

Electron micrograph of the pineal gland of an adult rat. Note the extrusion of an OLB into a canaliculus (45.500 x).
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Regarding the OLB, it was seen that these structures, which were highly variable in size and shape, were
present both in the light and dark types of cells of the animals sacrificed both at midday and at midnight (figs. 2
and 3). Also, these structures were equally prominent in the pinealocytes of glands fixed by immersion in fixative
solution and those fixed by intracardiac perfusion of the fixative. However, the number of OLB is highly variable
both within individual glands, according to the type of pinealocyte considered, and in the glands of animals of
different ages. These structures were diffucult to find in the LP while in all glandular sections some DP with OLB
could always be seen. This observation became more pronounced as the age of the animals increased. Thus, OLB
were present in isolated cases in some DP of foetuses of 20 or 21 days of gestation while they were abundant in
the animals sacrificed between 60 and 120 days of postnatal age. Of note was the fact that OLB were not usually
found in glial cells.

The OLB were formed of several layers arranged like an onion. The size of these structures varied
considerably; their diameter ranging between 100 and 500 nm. The most simple ones were visualized inside
mitochondria which had a destructured appearance (fig. 4); it was possible to observe DP in which many of the
mitochondria had OLB (fig. 5). These intramitochondrial formations were usually related to the internal membrane
and only when their development was advanced did the external membrane seem to be affected.

Structures similar to those reported inside the mitochondria were also commonly observed in the cell
cytoplasm (fig. 6) and were related to the dyctiosomes of the Golgi apparatus. OLB were also observed to protrude
towards the interpinealocyte canaliculi or into them (fig. 7). It was in these canalicular spaces where the OLB
appeared most frequently, although they were also noted in the pericapillary spaces (fig. 8) into which they were
extruded from inside the pinealocytes, as may be seen in fig. 9.

Discussion

The discussion of the present findings follows two lines. Firstly the meaning of the OLB present in the
pinealocytes is addressed. After this, the possibility that these OLB might serve as markers of some particular type
of pinealocyte is considered.

The existence of OLB in the pinealocytes of different species has been reported (Miline ez al., 1968; Roux et
al., 1974; Blazquez et al., 1988). Of interest is the presence of this kind of structure in pinealocytes of rats treated
with lithium carbonate (Mosqueira et al., 1981; Muiioz Barragédn et al., 1981).

In the present work we have been able to observe that the existence of OLB inside pinealocytes is constant as
from day 20 of gestation until adult age both in the animals sacrificed at midday and in those killed at midnight.
Additionally, these formations are observed in the pinealocytes of glands fixed both by perfusion and by direct
immersion in fixative solution.

Regarding the intracellular location of OLBs, these were found isolated in the pinealocytes with a light matrix
but, more commonly, in many of the pinealocytes with a dark matrix. In the latter, the frequency with which they
are found is highly variable, ranging between isolated intramitochondrial formations and a massive representation
that affects most of the mitochondria and other intracytoplasmic membranous systems, mainly in the Golgi
apparatus.

The question that now arises is whether these formations are the result of a deficient system of fixation or are
due to some internal metabolic process of the pinealocytes containing them; in other words, whether one is dealing
with a technical artefact or a cellular structure with its own special identity.

Some authors (Ghadially, 1982) have attributed the appearance of intramitochondrial and/or extracellular
laminar structures to an artefact stemming from the fixation process. It is not possible to rule out this possibility
definitively, but according to this interpretation, the structures studied should be found with the same frequency
in the pinealocytes and glial cells. Additionally, neither does the constant appearance of these formations, even
in perfused animals, seem concordant with an artefactual nature.

On the other hand, Krstic (1985) have interpreted the appearance of residual bodies with a myelin-like lamellar
content, osmiophilic particles and/or voluminous concentric whorls as autophagosomes, that are preferentially
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located in areas close to the Golgi apparatus. According to this author, both lysosomes and lipid droplets and the
laminar vesicles of the Golgi apparatus would have arole in the constitution of these formations. In our experience,
the OLB are not related to dense lysosomial bodies or to lipid droplets. Rather, they are formed of concentric layers
of osmiophilic membranes, located predominantly inside mitochondria and substituting the mitochondrial cristae.

Since OLB are also found inside the cytoplasm, extruding towards the outside of the cell and in the canalicular
and pericapillary spaces, their existence seems to be related with an exocytosis mechanism that could be set in
motion by the pinealocytes to get rid of aged mitochondria or other membranous debris. As is known, pinealocytes
contain large numbers of mitochondria (Krakowski and Ceiciura, 1985a, b) whose renewal would demand the
removal of aged or damaged elements. Among the removal mechanisms, the transformation of mitochondria into
OLB could be included; these would then be expelled to the extracellular space. This latter interpretation is
consistent with our obsevation on the mitochondrial alterations occurring in the pineal glands of rats treated with
lithium salts. In fact, lithium carbonate —an agent that induces amarked decrease in adenylate cyclase activity (Forn
and Valdecasas, 1971; Zatz, 1979; Mufioz Barragédn et al., 1981) and in the secretory activity of the pineal gland
(Yocca et al., 1983)— simultaneously induces a destructuring of the mitochondrial cristae, that are substituted by
osmiophilic laminar formations in many of the dark pinealocytes. This is sometimes accompanied by the presence
of osmiophilic residual bodies containing mitochondrial remains (Mosqueira ez al., 1981).

Furthermore, in the present work we observed that OLB are present in the pineal gland of all the animals
studied, from the embryonic period to adult age. In our opinion, the presence of OLB should be interpreted as a
constituent of a natural process whose existence might be modified by exogenous products such as, for example.
lithium carbonate. As a result of this naural process the OLB are expelled from the pinealocytes, presumably to
be digested by pineal macrophages.

The fact that these formations appear massively in some dark pinealocytes suggests a second orientation for
discussion, designed to elucidate whether the OLB can be considered as markers of a given cell type within the
secretory pinealocytes. The differentiation of two types of pinealocytes —light and dark cells— has been reported
in different animal species (Wartemberg and Gusek, 1965; Arstila, 1967; Sheridan and Reiter, 1968; Pévet, 1979,
1981). These authors have focused their atention on whether both types of cell belong to the same cellular lineage
(Karasek, 1987) or whether the differences in the density of the cytoplasmic matrix are determined by the fixatives
used (Welsh and Reiter, 1978). We have earlier reported two types of secretory pinealocytes differentiated from
interstitial cells both with respect to their organelles and the content and distribution of intracellular Ca** (Pizarro
et al., 1989a, b). Type I secretory pinealocytes would correspond to the light cells in which intracellular Ca** is
scanty, while type II would correspond to the dark pinealocytes in which intracellular Ca** is very abundant. Since
both types of cell had organelles in common (dense bodies, lipid droplets, synaptic ribbons) we believe that all of
them must belong to the same cellular lineage, although at the time of fixing each was captured in a different phase
of its life cycle.

The exocytosis of membranous debris takes place in other cell types. Long et al. (1986) have described the
possible elimination of membrane residues from the internal segments of retinal cones. In some species of lower
vertebrates the existence has been proposed of cone-type and rod-type pinealocytes as a function of their
immunoreactivity to specific antigens of retinal photoreceptors (Vigh ez al., 1985; Korf et al., 1986; Morita et al.,
1989). Until now these data have only been confirmed in lower vertebrates, but not in the rat. Miline et al. (1968)
speculate on the possibility of there being some relationship between the laminar bodies present in pinealocytes
and other laminar formations situated in photoreceptor cells of the pineal gland of birds and fish.

In the pineal gland of the rat Bldzquez et al. (1988) have described three different ultrastructural types of
pinealocytes. Type C of these authors would be rich in OLB such that these structure would be specific Lo type C
and hence would be true markers of a particular population of pinealocytes. The results offered in the present work
do not completely confirm this interpretation but neither do they disprove the existence of two or more lineages
of pinealocytes. In order to be able to affirm or negate that more than one cellular lineage are included under the
common denomination of secretory pinealocyte, further and more precise data concerning their respective
morphological organizations and biosynthetic and secretory activities would be required.
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ULTRASTRUCTURALSTUDY OF THE GONADOTROPH CELLS OF PINEALECTOMIZED
RATS

ESTUDIO ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS GONADOTROPAS DE RATAS
PINEALECTOMIZADAS
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SUMMARY

An ultrastructural study was conducted on the gonadotroph cells of the adenohypophysis of male Sprague-Dawley rats
that had been pinealectomized at one month of age and sacrificed at one, two and three months later. In the animals sacrificed
at one month following pinealectomy the gonadotroph cells displayed numerous dilated cisternae of rough endoplasmic
reticulum and a well developed Golgi apparatus. Two and three months after pinealectomy these ultrastructural signs of
hyperactivity persisted and, also, signet ring cells could be seen; these were gonadotroph cells similar to those observed after
castration. The findings are discussed with respect to the antigonadal function of the pineal gland.

KEY WORDS: Gonadotroph cells. Pinealectomy. Pineal Gland. Ultrastructure. Rat.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio ultraestructural de las células gonadotropas de la adenohipéfisis de ratas machos Sprague-
Dawley pinealectomizadas al mes de edad y sacrificadas uno, dos y tres meses después. En las ratas sacrificadas un mes
después de la pinealectomia las células gonadotropas muestran abundantes cisternas dilatadas de reticulo endopldsmico
rugoso y un gran desarrollo del aparato de Golgi. Dos y tres meses después de la pinealectomia persisten estos signos
ultraestructurales de hiperactividad y pueden verse, ademds, células en anillo de sello, que son gonadotropos similares a los
observados tras la castracién.

y Con anterioridad Clementi y col. (J. Endocrinol., 44: 241-246, 1969) realizaron un estudio sobre la ultracstructura de las
cellf]as gonadotropas en la rata pinealectomizada, en el que no observaron casi modificaciones, debido probablemente a que
el tiempo de supervivencia tras la intervencion, en sus experiencias, fue demasiado corto. Por lo demds nuestros datos
concuerdan con los de otros investigadores quienes han comprobado un incremento en el contenido hipofisario de LH tras

la pmeglectomfa. Las observaciones que presentamos estdn en contra de la opinién, hoy muy extendida, de que los efectos
de la pinealectomfa estdn muy atenuados en la rata.

PALABRAS CLAVE: Células gonadotropas. Pinealectomia. Pineal. Ultraestructura. Rata.
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Introduction

The activity of the pineal gland has been related to modification in the function of different endocrine organs
(Nir, 1978; Kappers, 1979). Among these organs, those most closely linked to pineal function are the ones forming
the hypothalamic-pituitary-gonadal axis controlling reproduction (Reiter, 1980, 1991). Despite the many publications
that have appeared in recent years attempting to clarify the relationship between the pineal gland and the gonadal
function, there are still some points that are conflictive. In this sense, it still remains to fully elucidate to what extent
pineal hormones affect the function of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis in species of animals that display
non-seasonal reproductive behaviour, such as the albino rat, that are considered to be nonphotoperiodic. Working
with this animal, certain authors have reported that pinealectomy leads to an increase in the hypophyseal content
of LH similar to that observed after castration (see Mess et al., 1979) while others have proposed that the rat
reproductive system does not respond to manipulation of the pineal gland (Reiter e al., 1980) or have stated that
in the rat pinealectomy does not have important effects (Cardinali, 1985; Tamarkin et al., 1985).

Neitheris it clear at whatlevel(s) of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis the pineal hormones act, although
it is likely that the hypothalamus is involved (see Rivest et al., 1987; Toranzo et al., 1988). In recent years studies
aimed at locating and characterizing melatonin receptors have been conducted in different animals species, but the
results obtained are not conclusive. In the rat it seems clear that there are melatonin receptors in several regions
of the central nervous system (Laudon et al., 1988), including the suprachiasmatic nucleus and the area postrema
(Williams, 1989), as well as in the median eminence (Lépez Gonzdlez et al., 1991) and in the pars tuberalis of the
adenohypophysis (Williams, 1989).

Apart from melatonin, whose antigonadotropic action has been studied in depth, the pineal gland produces
other substances, such as peptides, that have also been reported to have antigonadotropic activity. Among these,
the best characterized is the tripeptide threonylseryllysine, which has been isolated from the pineal gland of cattle
(see Ebelsand Balemans, 1986). The administration of this substance to rats caused a significant decrease in serum
LH levels (Benson, 1989).

The effect of pinealectomy on the gonadotroph cells of the adenohypophysis has been studied in the male rat
by Clementi et al. (1969) who sacrificed the animals at 12 days after the operation. In order to note the repercussion
of pinealectomy on this adenohypophyseal cell type over a longer period of time after surgery, in the present work
we studied the ultrastructure of the gonadotroph cells in male rats subjected to pinealectomy at one month of age
and sacrificed at one, two and three months thereafter.

Material and Methods

Albino male Sprague-Dawley rats were used as the experimental animals. All of them had been subjected to
a 12/12light/darkness cycle since birth in aroom with constant temperature (18-20°C) and food and water ad libitum.
In thirty animals the pineal gland was removed surgically under ether anaesthesia at 30 days of age. Pinealectomy
was performed after opening a window in the skull and ligating the sinus sagittalis superior. Ten animals were
sacrificed one month after the operation; a further ten at two months, and another ten at three months. Thirty rats
of one month of age underwent a sham pinealectomy and were sacrificed according to the above schedule. Under
intraperitoneally administered sodium thiopental anaesthesia (45 mg/kg b.w.) all the animals were perfused
through the left ventricle with a fixative solution of 5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7,4 at 4°C,
following a wash of the vascular tree with a 150 mM sodium chloride solution. After perfusion, the hypophysis
was removed, obtaining blocks of the adenohypophysis of approximately 1 mm?* that were kept in fixative solution
over 12 h. The blocks were then post-fixed in 1% osmium tetroxide in the same phosphate buffer for 90 min at 4°C.
They were then dehydrated in acetone and contrasted with 2% uranyl acetate and embedded in Durcupan (Fluka).
Ultrathin section were taken on an LKB Ultratome ITI 8800 ultramicrotome and studied with a Philips EM-201
electron microscope.
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Results

In the different animals that had been subjected to the sham pinealectomy no ultrastructural modifications were
observed in the gonadotroph cells, such that we shall focus on the alterations observed in this cell type in the
pinealectomized animals.

In the animals sacrificed at one month after pinealectomy the most striking feature was the presence of
numerous dilated cisternae of rough endoplasmic reticulum (RER) occupying most of the cytoplasm of the
gonadotroph cells (figs. I and 2). On section, these cisternae, which were rounded or elongated, displayed in their
interior amaterial with a flocculated aspect, whose electron density varied discreetly among the neighbouring cells
(fig 1). As may be seen in figures 1 and 2, among the cisternae of RER there are mitochondria, usually small and
with a dense matrix, together with the two populations of secretory granules typical of these cells: a population
of large granules (¢ 450-700 nm) and another larger population of small granules (9 200-250 nm). These cells can
therefore be identified as type I gonadotroph cells (Childs ez al., 1980; Kurosumi, 1986). The Golgi apparatus is
well developed, its dictysomes adopting a circular or bell-shaped arrangement (fig. 2). The nucleus of the
gonadotroph cells of these animals does not usually show morphological alterations and is usually round. In some
cases, it was possible to observe images of cytoplasmic invaginations inside the nucleus (fig. 1), demonstrating
a certain irregularity of the nuclear contour.

In the rats sacrificed at 2 and 3 months after pinealectomy the most striking finding in the gonadotroph cells
was the presence of cells similar to those observed after castration, i.e., signet ring cells (fig. 3). These are characterized
by alarge central vacuole originating from the fusion of RER cisternae. Otherwise, the ultrastructural characteristics
are similar to those reported above: numerous granules, a well-developed Golgi apparatus and large numbers of
dilated cisternae of RER.

Discussion

The ultrastructure of the gonadotroph cells of the rat adenohypophysis has been studied in considerable depth
both with conventional methods and also using immunocytochemical techniques (for references, see Moriarty.
1975; Childs et al., 1980; Childs, 1986; Kutosumi, 1986; Kurosumi and Inoue, 1986; Horvath and Kovacs, 1988:
Sdnchez et al., 1991) such that this cellular type of the adenohypophysis is now fully identified.

The ultrastructural observations noted by us in the present work show that surgical pinealectomy leads to
important alterations in the gonadotroph cells of the sat. In these adenohypophyseal cells ultrastructural signs of
hyperactivity can already be seen at one month after the operation and include a strong development of the RER
and Golgi apparatus and the existence of cytoplasmic invaginations inside the cell nucleus. These invaginations
have been considered to be a sign of hyperactivity in adenohypophyseal cells (see Amat and Vizquez. 1970). The
signs of hyperactivity in the gonadotroph cells become more pronounced at two months after pinealectomy.

Such findings corroborate the data reported by other authors carrying out hormonal determinations after
pinealectomy in this species. Thus, Fraschini ez al. (1968) have reported that pinealectomy leads to an increase in
the hypophyseal content of LH similar to that seen after castration. However, using the same experimental design
(sacrificing the animals at 12 days after the operation) Clementi e al. (1969) studied the ultrastructure of the
gonadotroph cells and reported that « The gonadotrophs looked normal, and only in some was it possible to observe
a dilation of the cisternae of the endoplasmic reticulum».

Unlike the above mentioned study, our ultrastructural investigation focused on animals sacrificed at one, two
flnd three months after pinealectomy. Under these circumstances we observed clear signs of hyperactivity,
}ncluding the presence of signet ring cells in animals sacrificed at two and three months after pinealectomy. As
is known, these cells typically appear in the adenohypophysis of castrated animals, although their numbers are low
at one month after the operation, later increasing to become quite numerous at three months (see Sdnchez et al.,
1991). From our observations it may be inferred that somethine similar occurs in pinealectomized rats, which
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FIGURE 2.  Adenohypophysis of a male rat pinealectomized at one month of age and sacrificed one month thereafter.
Fragment of the cytoplasm of a gonadotroph adenocyte with numerous dilated cisternae ol RER and a well
developed Golgi apparatus (G) (x 7.450).

FIGURE 3.  Adenohypophysis of a male rat pinealectomized at one month of age and sacrificed two months thereafter. Note
a signet ring gonadotroph cell with a large central vacuole (x 7.450).
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would account for the scarcity of modifications reported by Clementi et a/. (1969). In any case, our findings do
not agree with the widely held view that the effects of pinealectomy are very attenuated in the rat (Cardinali, 1985;
Tamarkin et al., 1985).

To date the work carried out does not allow us to draw any conclusions regarding the substance(s) responsible
forthe observed effect. Neither does the specialist literature offer conclusive data about this. Orts et a/. (1974) have
observed that the administration of pineal extracts free of melatonin significantly reduces serum LH levels in
castrated male rats and Damian et al. (1979) have shown that a similar extract causes a decrease in serum LH and
FSH levels induced by GnRH. In the same sense, Benson (1989) has stated that administration of threonyl-seryl-
lysine to the rat produces a decrease in the weight of the uterus and a delay in vaginal opening as well as a significant
fall in serum LH levels. Other authors have proposed that the action of the pineal gland on the gonadotroph cells
takes place through melatonin since implantation of this substance in the median eminence or in the reticular
substance of the brain stem reduces the increase in hypophyseal LH occurring after castration (see Messetal., 1979).
In the light of the foregoing we believe that new experiments designed to elucidate which pineal substance(s) are
responsible for the observed antigonadotropic activity are necesary.

It is well known that castration leads not only to qualitative changes in the morphology of the gonadotroph
adenocytes but also a marked increase in the number of these cells; this increase is intensified between 30 and 90
days post-pinealectomy in the case of LH-immunoreactive cells (see Sdnchez et al., 1991). Currently there are no
dataregarding the possible modifications in the number of gonadotroph cells in pinealectomized animals such that
immunohistochemical studies are under way at our laboratory to clarify this aspect.
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EFFECT OF PINEALECTOMY ONTHE MAGNOCELLULARNEURONS OF THEHYPOTHALAMIC
PARAVENTRICULAR NUCLEUS OF THE MALE RAT

EFECTOS DE LA PINEALECTOMIA SOBRE LASNEURONAS MAGNOCELULARES DELNUCLEO
PARAVENTRICULAR DEL HIPOTALAMO DE LA RATA MACHO

J.L.BLAZQUEZ, F.E. PASTOR, D. TORANZO, G. AMAT,
B. PELAEZ, A. SANCHEZ and P. AMAT

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

SUMMARY

An ultrastructural study has been made of the magnocellular neurons of the hypothalamic paraventricularnucleus of male
rats pinealectomized at one month of age and sacrificed at one, two and threc months after surgery. The most striking
cytoplasmic alterations observed are the strong development of the Golgi apparatus and the abundance of lysosomes together
with a scarcity of rough endoplasmic reticulum and of neurosccretory granules. The cellular nuclei display abundant
membranous inclusions. These findings are discussed in relation with a possible functional inhibition of the hypothalamo-
neurohypophysial system evoked by pinealectomy.

KEY WORDS: Paraventricular nucleus. Pinealectomy, Ultrastructure. Rat.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio uliraestructural de las neuronas magnocelulares del niicleo paraventricular del hipotdlamo de
ratas macho pinealectomizadas al mes de edad y sacrificadas uno, dos y tres meses después de la intervencién. Las
modificaciones citoplasmdticas mds llamativas son el gran desarrollo del aparato de Golgi y la abundancia de lisosomas, asf
como 'lu escasez de reticulo endopldsmico rugoso y de grinulos de ncurosecrecion. En los niicleos cclulares abundan las
inclusiones membranosas. Se discuten estos hallazgos en relacién con una posible inhibicién funcional del sistema
hipotdlamo-neurohipofisario provocada por la pinealectomfa.

PALABRAS CLAVE: Niicleo paraventricular. Pinealectomia. Ultraestructura. Rata.

Introduction

Thc relationship between the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN) and the pineal gland has been
studied in several works. The interest in such a relationship derives from the fact that functionally the PVN lies
bet\fveen the suprachiasmatic nucleus and the intermediolateral cellular column of the spinal cord, forming part of
the innervation pathway of the pineal organ (Swanson and Kuypers, 1980). Additionally, it has been reported that
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the neurons of this organ project to the pineal gland, either through the habenular nuclei (Swanson and Sawchenko,
1983) or directly (Korf and Mgller, 1984). This latter route, in the case of the rat, originates from the medial and
periventricular parvocellular nuclei (Larsen ef al., 1991). The importance given to the axons that course to the
pineal from the PVN derives from their possible peptidergic nature and in the possible modulatory role that they
might play with respect to the biosynthesis of pineal secretory products, in particular melatonin (see Simonneaux
et al., 1990; Stehle et al., 1991).

From the beginning of the sixties, the pineal gland has also been related to the function of the hypothalamic-
neurohypophyseal system. In this sense, it has been suggested that the pineal could affect the body’s water
metabolism by modifying the formation of urine (Vollrath, 1981). Additionally, histological evidence points to
arelationship between the pineal and the activity of the hypothalamic magnocellular neurons (Miline, 1960; Aron
etal., 1961), although the results are not conclusive, and indeed sometimes inconsistent (see Guzek, 1986). Among
the few studies on the morphology of the supraoptic and paraventricular nuclei performed in pinealectomized
animals, de Vries and Ariens-Kappers (1971) and de Vries (1972a) have observed a decrease in the neurosecretory
activity of both nuclei; this effect is reversed following the implantation of pineal tissue in the hypothalamus (de
Vries, 1972b). Later, other authors have reported that after pinealectomy a decrease in the activities of oxytocin
and vasopressin occurs both in the hypothalamus and in the posterior lobe of the hypophysis. This is reflected in
a decrease in the storage of substances in the hypothalamic-neurohypophyseal system (Guzek, 1986).

In the present work we studied the ultrastructure of the magnocellular neurons of the hypothalamic PVN of
male rats that had been surgically pinealectomized at one month of age in order to check the existence of possible
alterations and to determine the development of these in animals sacrificed at one, two and three months after
surgery.

Materials and Methods

Sixty albino male Sprague-Dawley rats were used. All of them had been subjected to a 12/12 light/darkness
cycle since birth in a room with constant temperature (18-20°C) and food and water ad libitum. In thirty animals
the pineal gland was removed surgically under ether anaesthesia at 30 days of age. Pinealectomy was performed
after opening a window in the skull and ligating the sinus sagittalis superior. Ten animals were sacrificed one
month after the operation; a further ten at two months, and another ten at three months. Thirty rats of one month
ofage underwent asham pinealectomy and were sacrificed according to the above schedule. Under intraperitoneally
administered sodium thiopental anaesthesia (45 mg/kg b.w.) all the animals were perfused through the left
ventricle with a fixative solution of 5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7,4 at 4°C, following a wash
of the vascular tree with a 150 mM sodium chloride solution. After perfusion, asample including the paraventricular
nucleus and surrounding tissue was obtained and kept in fixative solution over 12 h. The samples were then post-
fixed in 1 % osmium tetroxide in the same phosphate buffer for 90 min at4°C. They were then dehydrated in acetone
and contrasted with 2% uranyl acetate and embecded in Durcupan (Fluka). Ultrathin section were taken on an LKB
Ultratome III 8800 ultramicrotome and studied with a Philips EM-201 electron microscope.

Results

The present ultrastructural study was conducted on frontal sections that pass through the posterior magnocellular
subnucleus of the PVN of the hypothalamus. In these sections the medial and periventricular parvocellular
subnuclei are also present; however, this study is restricted to the magnocellular neurons. Here, our description
will be limited to the modifications observed in pinealectomized rats as compared to control animals.
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FIGURE 1. Magnocellular neuron of the paraventricular nucleus of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed
one month later. Note the strong development of the Golgi apparatus (G) and the abundance of dense lysosomial
bodies. Arrows show membranous intranuclear inclusions (x 10.430).
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FIGURE 3.

FIGURE 4.

Magnocellular neuron of the paraventricular nucleus of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed
three months later. Note prominent Golgi apparatus (G) with primary neurosecretory granules, immature in
appearance, and the membranous intranuclear inclusions (arrows) (x 21.900).

Magnocellular neuron of the paraventricular nucleus ol a rat pincalectomized at one month ol age and sacriliced
three months later. Note the membranous intranuclear inclusions (x 45.500).
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In the rats sacrificed at one month following surgery the magnocellular neurons have a round nucleus with
scarce heterochromatin in which the most striking feature is the almost constant presence of large nucleoli that are
usually located peripherally to the nucleus (fig. 1). Irregularly shaped membranous intranuclear inclusions can be
visualized (fig. 1, arrows). The perikaryon of these neurons shows a strongly developed Golgi apparatus; its
numerous dyctiosomes are situated around the cell nucleus (fig. 1, G). Dense lysosomial bodies are also very
abundant (diameter 400-600 nm). The rough endoplasmic reticulum is not very developed as compared with that
of the control animals. Some small dense-core granules can be seen (diameter 100-150), almost always in the
immediate neighbourhood of the Golgi complex (fig. 1).

In the animals sacrificed at two and three months after pinealectomy, these features persist (fig. 2). The strong
development of the Golgi apparatus is very patent (figs. 2 and 3, G) and the scarcity of rough endoplasmic reticulum
is conspicuous. Lysosomes continue to be abundant (fig. 2). Also, moderate numbers of small dense-core granules
(diameter 100-150 nm) are seen, most of them located next to the Golgi cisternae (figs 2 and 3). In these groups
of animals, especially at three months after pinealectomy, the modifications observed in the cellular nuclei are very
striking. These are ovoid (fig. 2) oreven irregular. In some cases their contours show very noticeable invaginations
(fig. 3) which are usually related to the nucleolus (fig. 2). Inside the nuclei, a common finding is the presence of
numerous membranous inclusions (fig. 2; arrows); some of these are formed of several layers of membranes
arranged concentrically (fig. 3). In other cases, they adopt the form of empty vesicles with thick osmiophilic walls
(fig. 4).

Discussion

Transmission electron microscopic study of the magnocellular neurons of the PVN of the hypothalamus of
pinealectomized rats reveals the existence of certain alterations in some of the organelles of these cells as compared
with the same elements studied in control animals subjected to sham pinealectomy. The most interesting findings
are the strong development of the Golgi apparatus and the abundance of lysosomes, together with the scarcity of
rough endoplasmic reticulum and neurosecretory granules. The question arises as to how such results should be
interpreted.

According to currently available data, pinealectomy elicits a functional inhibition of the hypothalamic-
neurohypophyseal system (de Vries and Ariens-Kappers, 1971; de Vries, 1972 a, b) together with a decrease in
the storage of vasopressin and oxytocin both in the hypothalamus and in the neurohypophysis (Juszczak and
Guzek, 1983; see also Guzek, 1986). Regarding the mechanisms responsible for this functional inhibition,
according to Guzek (1986) a pineal hormone or hormones could directly or indirectly determine the synthesis and
release of neurohypophyseal hormones. In the view of this author, the action would mainly take place on the
hypothalamus, either on the magnocellular neurons or by altering the levels of some neurotransmitter (noradrenalin,
serotonin, dopamine, glutamate) as an intermediate step. Nevertheless, we believe that in the light of other data
documented in the literature the decrease in the activity of the neurons of the PVN can be interpreted in terms of
a response of this neurosecretory system in an attempt to conserve the homeostasis of the internal milieu. In this
regard, it should be remembered that different authors have observed that, among other alterations, pinealectomy
causes an increase in the secretion of aldosterone (Kinson ez al., 1968), and corticosterone (Kinson et al., 1968;
Niretal., 1971; Ogle and Kitay, 1976), an increase in plasmarenin activity (Karppanen et ¢l., 1975), and hypertrophy
of the A cells of the suprarenal medulla (Kachi et al., 1988). Furthermore, in pinealectomized animals arterial
hypertension has been reported (Karppanen ez al., 1975; Holmes and Sudgen, 1976; Zanoboni et al., 1978; Vaughan
et al., 1979), possibly as a result of the above hormonal alterations. Under these circumstances, it seems logical
that the hypothalamo-neurohypophysial system would decrease the production and release of vasopressin and
eliminate the excess of this hormone in an attempt to compensate the aforementioned disturbances. We feel that
our results are consistent with this interpretation.

Thus, the abundance of lysosomes could be involved in the degradation of neurosecretory material. The
magnocellular neurosecretory neurons have lytic mechanisms for eliminating the excess of hormonal products (see
Rufener, 1974; Morris et al., 1977; Morris and Nordmann, 1979; Holtzman, 1989). The degradation of a
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neurosecretory product can occur through two mechanisms. One of them is by fusion of the secretory granules with
primary lysosomes. This process is known as crinophagy (Smith and Farquhar, 1966) or granulolysis (Orci et al.,
1968). The other mechanism consists in the sequestering of a portion of cytoplasm by a membrane, involving
diverse organelles, and is called autophagy (see Holtzman and Dominitz, 1968; Ericsson, 1969). In the neurons
of the hypothalamo-neurohypophysial system the main mechanism is autophagy, which occurs essentially in the
axons, while crinophagy is produced in the perikaryon and is of less importance (Boudier and Picard, 1976, 1978).

In turn, the strong development of the Golgi apparatus of the magnocellular neurons of the PVN of the
pinealectomized rats in our series could be accounted for in terms of an increase in the production of lysosomes.
In this sense, it should be mentioned that our results on the development of the Golgi apparatus are apparently not
in agreement with those published by de Vries and Ariens-Kappers (1971) and by de Vries (1972 a,b). These
authors reported that pinealectomy leads to a decrease in thiamine pyrophosphatase activity and deduced -in our
own opinion, erroneously- that a decrease occurs in the Golgi apparatus whereas we have consistently observed
astrong development of this organelle. Since the work of de Vries is based on histochemical observation of enzyme
activity with the light microscope, we propose that the data obtained by us in this ultrastructural study offer a more
precise and reliable reference of the development of the Golgi apparatus than histochemical demonstration of
thiamine pyrophosphatase activity. It should also be pointed out that within the functional bipolarity of the Golgi
complex proposed by Picard er al. (1972), thiamine pyrophosphatase activity would be located in the cisternae that
originate the neurosecretory granules while lysosomes would be produced in the cisternae that have high acid
phosphatase activity (see Morris et al., 1977; Broadwell et al., 1978; Castel and Dellmann, 1980). Accordingly,
the decrease in thiamine pyrophosphatase activity would reflect a decrease in the production of neurosecretory
material but not a reduced development of the Golgi complex, which would be hyperactive as regards the
production of lysosomes, in accordance with our findings.

Additionally, the decrease in the synthesis of neurosecretory material is ultrastructurally paralleled by a poor
development of the rough endoplasmic reticulum and a scarcity in neurosecretory granules. We have observed
dense-core granules with a diameter of 100-150 nm in the perikaryon of magnocellular neurons of the PVN of
pinealectomized rats. According to their aspect they can be identified as neurosecretory granules and it is likely
that some indeed are, but we feel that many might correspond to newly produced primary lysosomes. In support
of suchanotionare the following: 1) the decrease in thiamine-pyrophosphatase activity in neurons of the PVN after
pinealectomy (de Vries and Ariens-Kappers, 1971; de Vries, 1972 a, b), since this is one of the most accurate
parameters of the index of secretory activity (Jongkind and Swaab, 1967); 2) most of the dense-core granules
observed by us were located in the vicinity of the Golgi apparatus and were very scarce in the rest of the perikaryon;
3) the granules of this size and aspect could correspond both to secretory granules and primary lysosomes (Picard
et al., 1972), and 4) we did not observe pale neurosecretory granules in the perikaryon of the neurons of our
pinealectomized animals.

In conclusion, we believe that our ultrastructural observations of the magnocellular neurons of the PVN of
pinealectomized rats are consistent with the decrease in the functional activity of the hypothalamo-neurohypophysial
system described by other authors.

Another important finding of this study is the observation of membranous inclusions inside the cellular nucleus
of PVN cells. These formations have been described in neurons belonging to different territories of the nervous
system (for references, see Bldzquez et al., 1992) and are common findings in the medial preoptic area of
pinealectomized rats (Toranzo ef al., 1988). Their existence has been related to the transport of material from the
cytoplasm to the nucleus and has been interpreted as a sign of increased cellular activity (Calvet i Marquez et al.,
1987).Inthe PVN of the rat, Gregory et al. (1980) observed that the number of membranous intranuclear inclusions
decreases during dehydration and increases during rehydration. This latter experimental situation also leads to a
decrease inneurosecretory activity -previously increased during dehydration- and the degradation of neurosecretory
material synthesized in excess.
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RESUMEN

Los datos disponibles acerca de la secrecién de gonadotropinas y los cambios morfolégicos del I16bulo anterior de la
hipéfisis de ratas tras la castracién, son numerosos. A pesar de ello, no es clara la relacion entre la morfologia y el estado
funcional. El objetivo de este trabajo es correlacionar las aportaciones de diferentes investigadores en relacién con la
secrecién de gonadotropinas, poniendo una especial atencién en las modificaciones que sufre el procesamiento hipofisario
de estas hormonas tras la gonadectomia.

PALABRAS CLAVE: Castracion. Adenohipd6fisis. Rata.

SUMMARY

A great deal of experimental data are available both on the gonadotrophin sccretion and morphological changes in the
anterior pituitary of castrated rats. However, the relationship between morphology and function is still not clear. The
clarification of this somewhat obscure relationship is the chief purposc of this report. A review of current morphological and
functional data concerning gonadotrophin secretion in the castrated rat is made. Particular attention has been paid to those
data suggesting a modification in the way gonadotrophins are processed in the pituitary of castrated animals.

KEY WORDS: Castration. Pituitary gland. Rat.

Con la gonadectomia el efecto feed-back de las secreciones gonadales sobre el eje hipotdlamo hipofisario
desaparece, alterdndose la secrecién de las gonadotropinas hipofisarias. Se produce un gran incremento de los
niveles séricos de LH y FSH, asi como modificaciones del contenido hipofisario de estas hormonas. Estos hechos
estdn sobradamente probados pero, los mecanismos que condicionan las diferencias en la respuesta a la castracién
de los machos y las hembras; la diferente repercusion sobre la secrecion de LH y FSH; el balance existente entre
sintesis y liberacién y sus causas intimas; la funcién bioldgica y las causas que condicionan la modificacién de la
carga eléctrica y potencia bioldgica de las hormonas gonadotropas tras la castracién, no se han esclarecido atin.

Desde el punto de vista del morfélogo, larepercusion de la castracion sobre la adenohip6fisis es bien conocida:
no obstante, la relacion entre las alteraciones estructurales que sufren las células gonadotropas y la dindmica de
la secrecion hormonal tras la castracidn, sigue siendo una incégnita. Del mismo modo, existen también importantes
lagunas en lo que a los mecanismos que controlan la hiperplasia de este tipo celular se refiere.
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En esta revisién pretendemos hacer una sintesis de los conocimientos actuales sobre las alteraciones
morfofuncionales hipofisarias que siguen a la castracién. Los factores implicados en la evolucién de la hiperplasia
de las células gonadotropas tras la gonadectomia serdn el objetivo de otro articulo. Antes de desarrollar estos temas
consideramos oportuna una breve descripcién de las alteraciones en la secrecion de gonadotropinas como
respuesta a la castracion.

I Repercusiones de la castracion sobre los niveles séricos e hipofisarios de gonadotropinas

El efecto regulador de los esteroides gonadales, fundamentalmente estrégenos en la hembra y testosterona en
el macho, puede ser ejercido tanto a nivel hipotaldmico como hipofisario, con una accién dual, bien estimuladora,
bien inhibidora de la secrecién gonadotropa (ver Carbajo-Pérez, 1988 y Rubio y col., 1989). Alin no estd
claramente definido cudles de estos efectos tienen lugar directamente a nivel hipofisario y cuales son mediados
pormodificaciones en lasecrecién de factores hipotaldmicos. Hasta el momento sélo hay evidenciade laexistencia
de una hormona liberadora de gonadotropinas, la GnRH, cuya accién es indiscutible sobre la secrecion de LH. La
FSH escapaen cierto modo al control de la GnRH hipotaldmica (Hasegaway col., 1981y De Paolo, 1985). Algunos
autores han sugerido la existencia de una hormona liberadora especifica para la FSH, la FSH-RH (De Paolo, 1985
y Culler y Negro Vilar, 1987). La accién de la inhibina, elemento primordial en la secrecién de FSH, se puede
localizar esencialmente a nivel hipofisario (Charlesworth y col., 1984), modulando algunas de las acciones de la
GnRH (Wang y col., 1989).

Las modificaciones de los niveles séricos e hipofisarios de LH y del contenido hipotaldmico de GnRH
permitieron a Badger y col. (1978) sistematizar en dos fases la respuesta a la castracién de la rata macho. Durante
la primera, que comprende los siete primeros dias tras la gonadectomia, hay un incremento llamativo de los niveles
séricos de LH sin que se produzcan variaciones del contenido hipofisario de esta hormona ni de los niveles
hipotaldmicos de GnRH. Posteriormente Clayton y Catt (1981) y Abbot y col. (1985) han demostrado que el
contenido hipofisario de LH disminuye durante este periodo (4 6 5 primeros dias tras la castracién). Durante la
segunda fase, hasta el final del primer mes, se triplican los niveles séricos de LH detectados durante la primera
semana, que alcanzan niveles maximos alos 14 dias. Los niveles hipofisarios de LH aumentan durante esta segunda
fase, siendo a los dos meses de la castracidn, cuatro veces superiores a los de los animales controles (Abbot y col.
1985), aprecidndose durante esta etapa una disminucion de las tasas hipotaldmicas de GnRH (Badgery col. 1978).

Un indice claro del aumento de la sintesis de gonadotropinas tras la castracién es el incremento de los niveles
del 4cido ribonucleico mensajero que codifica por la LH y FSH (LH-ARNm y FSH-ARNm) segtin han descrito
distintos autores (Abbot y col., 1985; Gharib y col., 1986; Papavalisiou y col., 1986; y Shupnick y col., 1988). Este
aumento es maximo tres semanas después de la castracion (Corbiani y col., 1984). Los niveles de ¢- y - ARNm
no se modifican paralelamente. Papavalisiou y col. (1986) y Gharib y col. (1986) observaron un mayor aumento
de los niveles de LH ARNm-8 en ratas castradas, incremento que corria paralelo al de los niveles séricos de LH
en estos animales; lo cual indujo a que se considerara que el incremento de la sintesis de la subunidad 8 era el
principal determinante del aumento de los niveles de LH tras la castracién.

Se pensé en la posibilidad de que el incremento de los niveles de LH-ARNm tras la castracién fuera debido
a un aumento del nimero de células gonadotropas, pero este factor no era suficiente para justificar el gran
incremento de los niveles de LH-ARNm en los animales castrados (Gharib y col. 1986). A la hora de justificar el
incremento de los niveles de ARNm tras la castracién se podian tener en cuenta dos posibilidades; éste podia ser
debido a un aumento de la transcripcién o bien ser consecuencia de una mayor estabilidad del ARNm. Shupnik
y col. (1988) han demostrado recientemente que la castracién induce un aumento de la transcripcién tanto del
ARNm de la subunidad comtiin ¢, como el ARNm de las cadenas 3 de la LH y FSH. En estrecha relacion con los
datos referidos previamente, el experimento de Shupnick y col. (1988) revela que el incremento mds notorio se
produce en la transcripcién del ARNm que codifica por la subunidad 8.

Tras la castracién el ritmo de secreciéon de FSH sigue un curso diferente; aumenta progresivamente tras las
primeras 24 horas, estabilizdndose a partir del dfa 30 y durante este periodo no se describen modificaciones
simultdneas en el contenido hipofisario de FSH (Badger y col., 1978).



RESPUESTA HIPOFISARIA A LA CASTRACION: UNA REVISION CRITICA 41

La evolucidn de la respuesta postcastracion es también diferente en funcién del sexo (Clayton y Catt, 1981).
En los machos, la reaccién es rdpida y presenta un aumento de los niveles séricos de LH dentro de las primeras
8-12 horas, aumento que se hace maximo hacia el final del primer dia. Por el contrario, el aumento de las tasas de
LH en las hembras es mds lento, apareciendo 36-96 horas después de la ovariectomia y, en funciéon del dia del ciclo
en que ésta se practique, sigue un curso diferente (Tapper y col., 1972). La evolucién de los niveles hipofisarios
de LH-ARNm también difiere en machos y hembras, correspondiéndose estrechamente con el contenido
hipofisario de LH (Gharib y col., 1986 y Papavasiliou y col. 1986).

El paralelismo entre la concentracién de receptores GnRH en la hip6fisis y los niveles séricos de LH (rdpido
aumento en los machos, que al igual que el de los niveles séricos revierte con la administracién de propionato de
testosterona, y mds lento en la hembra, que puede prevenirse con la administracién de 178 estradiol mads
progesterona; llevé a Clayton y Catt (1981) asugerir que el incremento de los receptores hipofisarios parala GnRH
es un factor importante en el desarrollo de la respuesta a la castracién. Conn y col. (1987) han documentado
ampliamente que el incremento del nimero de receptores parala LHRH es un buen indice de la actividad secretora
de las hormonas gonadotropas, aumentando el nimero de aquéllos cuando ésta aumenta.

II.  Repercusiones de la castracion sobre la morfologia de las células gonadotropas hipofisarias

El primer estudio sobre las repercusiones que la castracién sobre la morfologia hipofisaria se debe a Addison
(1917), que dejé definidas las alteraciones morfoldgicas bdsicas consecuentes a la castracién. Estas pueden
resumirse en: aumento del tamafio y nimero de las células basdfilas hipofisarias y desarrollo progresivo en el
tiempo de modificaciones en el aspecto de estas células, siendo lo mds caracteristico la presencia de vacuolas
citopldsmicas. Esta descripcion de Addison sigue vigente, pero es necesario sefialar que el grupo de células
basdfilas hipofisarias incluye también a las células tireotropas, en las que no se observan alteraciones morfolégicas
tras la castraciéon (Halmi, 1952, Farquhar y Rinehart, 1954b). Los estudios con el microscopio electrénico
permitieron conocer las modificaciones ultraestructurales, confirmdndose como caracteristica primordial la
vesiculacién celular (Farquhar y Rinehart, 1954a). En general, las descripciones de Addison (1917) y Farquhary
Rinehart (1954a) reflejan las caracteristicas morfoldgicas de las células gonadotropas hipofisarias tras la
castracion, encontrdandose otras descripciones similares en los trabajos de Pomerat (1941), Barnes (1962),
Kurosumi e Inoue (1980), Inoue y Kurosumi (1981) y Shiino (1982) entre otros.

La clasificacién de las células gonadotropas ha estado sujeta a multiples cambios y, por otra parte, no existe
un criterio universal para la definicidn de los distintos tipos morfolégicos, tintoriales o ultraestructurales. Esto ha
dificultado en gran medida la comparacién directa de las referencias de distintos autores, particularmente cuando
sedescriben modificaciones de los tipos celulares bdsicos como respuesta a diferentes condiciones experimentales.

Kihara (1984) estudi¢ las caracteristicas morfoldgicas de las células gonadotropas en el animal castrado
durante un periodo de 18 meses. En su trabajo se valora la respuesta a la castracion durante uno de los periodos
mds largos que se pueden encontrar en la literatura cientifica. Este autor, por otra parte, basa el criterio clasificador
en el aspecto citopldsmico, lo que simplifica la clasificacién y facilita su reproductibilidad. En su trabajo Kihara
(1984) describe cinco tipos celulares tras la castracién. Los tipos III, III-IV y IV, estdn presentes en los animales
normales, siendo el mds numeroso el tipo intermedio III-IV, que constituye mds del 60% de las células
gonadotropas del macho. El tipo III podria corresponder a la cldsica célula «FSH» de Kurosumi y Oota (1968),
mientras que el tipo IV corresponderfa a la «célula LH» (ver relacién entre las distintas clasificaciones en Rubio
y col. 1988). A estos tres tipos (los dos cldsicos y sus formas intermedias) se afiaden otros dos, caracteristicos del
animal gonadectomizado, las células de castracién y las c¢élulas inmaduras. Las células de castracion o en anillo
de sello son el tipo celular patognomdnico del animal castrado y como tal son descritas desde los primeros estudios
tanto de microscopia éptica como de microscopia electrénica (Addison, 1917; Pomerat, 1941; Fernandez-Mordn
y Luft, 1949 y Farquhar y Rinehart 1954a). Las células de castracién se forman por la vesiculacion progresiva de
la célula, llegando a constituir una gran vacuola, rodeada en ocasiones tan sélo por una fina franja de material
citopldsmico. El quinto tipo celular, las células inmaduras, se caracteriza por su pequefio tamaiio, escaso contenido



42 E. CARBAJO PEREZ Y COLS.

granular y un desarrollo muy discreto de los perfiles de RER. Estas células inmaduras pueden corresponder a las
gonadotropas tipo C, de Tixier-Vidal y col. (1975), también descritas por Inoue y Kurosumi (1981) como
caracteristicas del animal castrado y por Tougard y col. (1977) en el periodo fetal.

La proporcién de los distintos subtipos celulares depende del tiempo transcurrido tras la castracion. Garner
y Blake (1981) y Kihara (1984) coinciden al sefialar que en el animal gonadectomizado, atendiendo a las
caracteristicas citopldsmicas, el nimero de células homogéneas (tipo IIL-III-1V), vesiculadas (IV) y de castracién
es muy similar. A partir del sexto mes, la proporcién de células de castracién disminuye, aumentando de forma
paralela la proporcién de células inmaduras, que llegan a representar el 52% de las células gonadotropas
hipofisarias a los 18 meses de la castraciéon (Kihara, 1984). Hoy se admite que las células de castracién son
consecuencia de la evolucién de los modelos cldsicos de célula, gonadotropas, aunque tras los primeros estudios
de microscopiaelectrénicase pensé que de entre los dos tipos cldsicos de células gonadotropas habria uno que darfa
origen fundamentalmente a las células de castracién. Para Barnes (1962) estas células derivarian de las células 3
(tipo I de Moriarty, 1975), mientras que para Childs y col. (1982), su fuente esencial serfan las células tipo II. Hoy
se admite que los distintos subtipos ultraestructurales representan diferentes estados funcionales de las células
gonadotropas, y que las células de castracion son una forma afiadida a los anteriores.

Si el origen de las células de castracion parece estar bien definido, por el contrario, el papel funcional y la
génesis de las células inmaduras no esta plenamente esclarecido.

Uno de los datos que tradicionalmente se ha interpretado como indice de la actividad secretora ha sido la
hipertrofia de los sistemas de membranas. En el caso particular de las células gonadotropas, existe una clara
correlacion entre el incremento de sintesis y liberacion hormonal tras la castracion (aumento de los niveles séricos
e hipofisarios de LH) o tras la administracién de LHRH (Rennels y col., 1971) y el grado de vesiculacién
citopldsmica y las modificaciones del contenido granular. Sin embargo, al desaparecer el efecto feedback negativo
de las secreciones gonadales parece que no sélo se produce un incremento de la actividad de las organelas
implicadas en el proceso secretor, sino que también pudiera existir una modificacion de la funcidn que las distintas
organelas asumen en el proceso de secrecién del animal normal.

Estudios con técnicas de autorradiografia e inmunocitoquimica sugieren la existencia de modificaciones en
el almacenamiento y trdnsito intracelular de las hormonas gonadotropas en el animal castrado. Pelletier (1974)
estudid el proceso de sintesis y transporte de glicoproteinas en ratas normales y castradas, utilizando como trazador
fucosa marcada con timidina tritiada. En su experimento encontré que la distribucién de la fucosa marcada variaba
en su localizacién sobre las organelas citopldsmicas entre los animales castrados y los controles. Mientras que en
los animales normales no aparecia marcaje sobre el reticulo endopldsmico (se localizaba principalmente en el
aparato de Golgi y mds tarde en los granos de secrecion), en los animales castrados tras un periodo de 10 minutos
las particulas marcadas se localizaban en proporcién similar en el aparato de Golgi y en las cisternas del RER.
Después de una hora, la mayoria de la fucosa incorporada (40%) se localizaba sobre las cisternas del RER. Estos
datos indican que ante condiciones de intensa estimulacién de las células secretoras, las glicoproteinas de nueva
formacién son retenidas en las cisternas del reticulo endopldsmico o tienen un paso lento hacia otras organelas
(Pelletier, 1974).

Estudios inmunocitoquimicos corroboran la posible modificacién funcional del RER en el animal
gonadectomizado. Tougard y col. (1973) describieron que sélo en algunas células intensamente vesiculadas de
animales castrados se puede encontrar en el RER material reactivo al suero anti-LH Moriarty y Tobin (1976)
describieron un fenémeno similar en las «células de tiroidectomia». Posteriormente, Tougard y col. (1980) con
técnicas inmunocitoquimicas-postinclusion, demostraron la localizacién de producto de reaccidn frente al suero
anti-o-LH B en el interior de vesiculas de RER de ratas macho normales, no obstante, Childs y col. (1982) confirman
que la intensidad de tincién frente a los sueros anti-LH  y anti-FSH B, es considerablemente mayor en el RER de
las células de castracion que en el RER de las células gonadotropas de los animales normales.

Si se admite una modificacién en el curso normal del procesado intracelular de las hormonas gonadotropas
en la hipéfisis del animal castrado, es realmente tentador el intentar relacionar este hecho con las modificaciones
cualitativas de las hormonas LH y FSH tras la gonadectomia. La castracién lleva consigo una disminucién del
punto isoeléctrico (plI) tanto de la LH (Hattori y col. 1985) como de la FSH (Chappel y col. 1984). Este efecto
revierte tras la administracién de estrégenos, que inducen un aumento del punto isoeléctrico y de la actividad
biolégica de la hormona (Mukhopadhyay y col. 1979, Chappel y col. 1984).
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Las modificaciones en el pl y potencia bioldgica de las hormonas glicoproteicas son consecuencia de
modificaciones en la glicosilacidn, fundamentalmente en la incorporacién de dcido sidlico. El pI de la hormona
disminuye amedida que se incorpora dcido sidlico alamolécula (Millery col., 1983; Chappel y col., 1984 y Hattori
y col., 1985). Por el momento no se ha establecido si existe alguna relacion entre los cambios que tienen lugar en
la glicosilacién de las hormonas gonadotropas y las modificaciones ultraestructurales postcastracion.

Segtin Wakabayashi y col. (1986) en laruta biosintética de la LH del animal normal, los primeros componentes
que aparecen son aquellos de mayor pl, mds alcalinos y mds pobres en dcido sidlico. Resulta pues sorprendente
que en el animal castrado, en el que aumenta de forma considerable el turnover de esta hormona, exista un
predominio de las formas mds procesadas de la misma. Cabria pensar que las alteraciones cualitativas de la LH
tras la castracién podrian deberse a una modificacién en el curso normal del procesado de la misma; sin embargo,
no existe atin evidencia experimental que soporte esta hipétesis.

La castracién no afecta de forma exclusiva a las hormonas gonadotropas. Ya en el primer trabajo de Addison
(1917) se hacia referencia a la disminucién a lo largo del tiempo de la intensidad de tincién y nimero de células
acidofilas. Estas primeras observaciones han sido ratificadas al demostrarse la disminucion de las tasas séricas e
hipofisarias de PRL (Pérez y col., 1986) y las modificaciones en el nimero de las células productoras de Prl y GH
(Ibrahim y col., 1986).

A laluz de los datos aqui recopilados es evidente que en el curso de los tltimos afios ha habido un gran avance
en el conocimiento de las alteraciones hipofisarias que siguen a la castracién pero que atin es necesario un esfuerzo
multidisciplinar para llegar a concretar sus mecanismos ntimos.
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RESUMEN

Ratas adultas ovariectomizadas fueron tratadas con dosis altas del andlogo de la LHRH Criptocur a dfas alternos durante
15 dias. Tras el tratamiento los animales fueron sacrificados y se estudiaron los niveles séricos de LH asf como las
caracteristicas tintoriales y morfométricas de las células reactivas al suero anti LH. En el estudio se han incluido animales
controles intactos y castrados. Tras el tratamiento se redujeron los elevados niveles séricos de LH inducidos por la castracién.
En relacién con los animales castrados controles el tratamiento indujo un aumento de la intensidad de tincion de las células
LH y un aumento del drea nuclear y proporcioén de células vacuoladas. Estos resultados parecen indicar que la pauta de
tratamiento utilizada induce un aumento de la reserva secretora de LH en animales castrados, en contraste con el aumento de
la sensibilidad para la secrecién descrita previamente en nuestro laboratorio en animales intactos.

PALABRAS CLAVE: Castracién. LHRH. Adenohipéfisis. Células gonadotropas. Rata hembra.

SUMMARY

Mature female rats were ovariectomized and a month later treated with the LHRH analogue Criptocur (high dosis on
alternate days for 15 days). LH serum levels as well as morphological and morphometrical features of cells reactive to anti-
LH serum were studied. Normal and castrated females were used as controls. Treatment dumped the high levels of serum LH
induced by castration and increased intensity of immunostaining, nuclear area and proportion of vacuolated LH cells as
compared to untreated castrated animals. These results point out that treatment of castrated animals induced an increase of
the secretory reserve as compared to the increase of the secretory sensibility induced by a similar treatment on intact animals
as reported earlier in our laboratory.

KEY WORDS: Castration. LHRH. Anterior pituitary. Gonadotrophs. Female rats.
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Introduccion

La accidn de la hormona liberadora de gonadotropinas (LHRH) sobre la secrecién gonadotropa puede ser
activadora o inhibidora dependiendo de la pauta de administracion y la dosis (Redding y col. 1972; Schuiling y
Gnode 1976; Crowley y col. 1981). Laaccién que la LHRH ejerce sobre la secrecion de gonadotropinas no depende
de forma exclusiva de la intensidad y ritmo del estimulo hipotaldmico, o de la LHRH exégena administrada, sino
que los esteroides gonadales desempefian un papel muy importante en la modulacién de las acciones del
decapéptido hipotaldmico (Giguere y col. 1981; Leblanc y col. 1983).

Los efectos de dosis agudas de LHRH sobre la liberacién de LH han sido descritos tanto en animales intactos
como enanimales gonadectomizados, por diversos autores (Luborsky-Moore y col. 1975; Shiino, 1982; Watanabe,
1986). Del mismo modo, es bien conocido que la administracién continua de esta hormona produce un bloqueo
de la secrecion gonadotropa (Koiter y col. 1982). En trabajos previos de nuestro laboratorio (Carbajo y col. 1987,
1988) se ha podido demostrar que la administracion a dias alternos de dosis altas de LHRH tienen un efecto
estimulador de la secrecion gonadotropa.

Eneste trabajo, pretendemos comprobar si en ausencia del eslabon de retrocontrol de las secreciones gonadales
la accién de dosis altas y repetidas de LHRH puede ser comparada con la observada previamente en animales
intactos o, en qué medida la castracion modifica la respuesta hipofisaria a la administracién exdgena del
decapéptido hipotalamico.

Material y Métodos

Se han utilizado 18 ratas hembras Sprague-Dawley con un peso entre 250 y 300 g. Previo al experimento los
animales estuvieron enjaulados bajo las condiciones estdndar de nuestro animalario: ritmo de luz diurna y
oscuridad nocturna, dieta equilibrada y agua de bebida ad libitum.

Al inicio del experimento se comprobé la fase del ciclo estrual mediante frotis vaginal, seleccionando
lnicamente animales en fase de proestro.

Alos treinta dias de la castracion se inicié el tratamiento de los animales con inyecciones repetidas del andlogo
de la LHRH Criptocur (seis animales). Estos recibieron un total de ocho dosis de Criptocur (40 pg de Criptocur,
diluidos en 400 pl de suero fisiolégico) administradas a dias alternos a primera hora de la mafiana. Los animales
controles (seis castrados y seis intactos) recibieron inyecciones de suero fisiolégico con la misma pauta. Todos los
animales fueron sacrificados por decapitacién entre las 17 y 18 horas del dia en que recibieron la tltima dosis.

Procesado de las muestras

En el momento del sacrificio se recogid sangre de los vasos del tronco para la determinacién mediante RIA
de los niveles séricos de r-LH, usando sueros y patrones NIH (Bethesda, Maryland). El limite de deteccién del
andlisis fue de 0,12 ng/ml.

Inmediatamente al sacrificio se extrajo el bloque hipotdlamo-hipdfisis, que fue fijado por inmersién en
solucion de Bouin-Hollander durante 4 dias. Al término de este periodo las muestras fueron procesadas para su
inclusion en parafina y una vez obtenidos los bloques se hicieron cortes seriados, de un grosor de 5 \m, siguiendo
un plano sagital.

Las muestras fueron desparafinadas, rehidratadas y blanqueadas en una solucién de metabisulfito sédico.
Previo lavado en agua destilada se sometieron a un bafio de agua oxigenada (10 vol.) al 5% en metanol a
temperatura ambiente para inhibir la peroxidasaendégena. Las muestras fueron incubadas de forma secuencial con
los siguientes anticuerpos: suero de conejo anti-LH (1:1200, 60 minutos, temperatura ambiente; DAKO) suero de
cerdo anti inmunoglobulina de conejo (1:100, 60 minutos, temperatura ambiente; DAKO) y complejo soluble PAP
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(1:100, 60 minutos, temperatura ambiente; DAKO). Como tampén de lavado se utilizé tampon fosfato salino, pH
7.4, 0.1 M. La reaccién se revelé con el medio de Graham-Karnovsky (5-7 minutos). Tras una suave tincién de
contraste con hematoxilina de Mayer las muestras fueron deshidratadas y montadas con DPX.

Para el estudio morfométrico se midieron las dreas celular y nuclear de al menos 50 células reactivas por grupo,
utilizando para ello un planimetro digital Apple conectado a un microscopio Leitz Dialux 20 EB, mediante un
sistema de video. Los soportes 16gicos del sistema han sido desarrollados en nuestro laboratorio. El estudio
estadistico se realizé aplicando el test t de Student.

Resultados

En los animales castrados se ha encontrado una concentracién séricamedia de 9.6 + 3.1 ng/ml de LH, superior
a la de los animales controles en los que los niveles de LH en suero estuvieron por debajo del nivel de deteccién
del andlisis. En los animales tratados con Criptocur la concentracién sérica media de LH fue de 5.8 = 0.4 ng/ml,
menor que en los castrados no tratados pero mayor que en los animales intactos.

Las células LH del grupo de los animales normales (figuras la-b) se caracterizan por su gran polimorfismo,
predominando las células de forma redondeada u oval. El depdsito del material de reaccidn es bastante uniforme
en lamasa citopldsmica de las células reactivas. La tincion es generalmente intensa (una cabeza de flecha) aunque
pueden encontrarse células con una tincién mads débil (dos cabezas de flecha). No es infrecuente encontrar
imdgenes negativas del aparato de Golgi (figura 1b).

En las células LH de los animales castrados control (figuras 2a-b) el depdsito del material de reaccidn es,
habitualmente, menos intenso que en los animales normales, presentando con frecuencia un aspecto granular. Es
frecuente observar células en las que el depésito de material de reaccién es muy escaso (tres cabezas de flecha).
La presencia de células vacuoladas, que no se observan en los animales normales, es caracteristica de este grupo.
Estas vacuolizaciones pueden, en ocasiones, ocupar gran parte del citoplasma, desplazando hacia la periferia el
nicleo y pequefios acimulos de material tefiido.

En las hembras castradas tratadas con Criptocur (figuras 3a-b) las células LH presentan por lo general un buen
nivel de tincién. El material de reaccién, con un patrén de tipo granular, se ve disperso por toda la célula,
presentando en algunas ocasiones granos densos dispersos en el citoplasma que se agrupan a modo de hileras o
tabiques irregulares. La presencia de células vacuoladas es también caracteristica de este grupo, siendo mds
numerosas que en los animales castrados controles.

El estudio morfométrico de los distintos pardmetros celulares (tabla 1) revela que la castracién se sigue de un
aumento significativo (P< 0.01) del drea celular, nuclear y citopldsmica de las células LH, mientras que el
tratamiento con Criptocur se traduce exclusivamente en un aumento (P< 0.05) del drea nuclear con respecto a las
células LH de los animales castrados controles.

TABLA 1. Pardmetros morfométricos de las células LH de ratas normales, castradas controles y castradas tratadas con cl
andlogo sintético de la LHRH Criptocur.

CASTRADAS
NORMALES CONTROLES TRATADAS
AC 129.5 £ 42. 1989 = 84 208.2 = 60
ACT 105.7 £ 39. 168.1 £ 77 1709 = 57
AN 237 &£ 7 308 £ 10 373 £ 10

AC = drea celular; ACT = drea citopldsmica; AN = drea nuclear
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FIGURAS 1a 3. Células reactivas al suero anti-LH correspondientes a hembras normales (figs. 1a-b), hembras castradas (figs.
2a-b) y hembras castradas tratadas con Criptocur (figs. 3a-b). Nétese la diferente intensidad de inmunoticion
en los distintos grupos. En los animales normales, predominan las formas intensamente tefiidas, con una
distribucién homogénea del material de reaccion. En los castrados, la intensidad de tincién es menor y la
distribucién del material tefiido es irregular. En los animales castrados tratados con Criptocur, s¢ observa una
tincién intensa junto con um patrén granular del material inmunoteiiido (figs. 1a, 2a, 3a 900 x; figs. 1b, 2b, 3b
2.200 x).
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Discusion

El aumento de los niveles séricos de LH tras la castracion (Gay y Sheth, 1972; Childs y col. 1982), asi como
la hipertrofia e hiperplasia de las células gonadotropas (Inoue y Kurosumi 1980, Kihara 1984; Ibrahim y col. 1986)
son hechos ampliamente documentados. Tanto el aumento de los niveles séricos de LH como las caracteristicas
morfolégicas y morfométricas de las células LH que encontramos en nuestro trabajo estdn en estrecha relacién con
lo descrito por los autores antes citados. Todas estas alteraciones del sustrato hipofisario que siguen a la castracién
estdn en gran medida bajo el control de la LHRH (Ellis y col., 1983; Grady y col. 1982) de tal modo que pueden
ser bloqueadas y/o revertir mediante la administracién de suero anti-LHRH (Sakai y col. 1988).

La accién de la LHRH sobre la secrecién gonadotropa puede ser activadora o inhibidora dependiendo de la
pauta de tratamiento. La administracién aguda de dosis altas o la administracién pulsdtil durante un periodo
limitado (Luborski Moore y col., 1975; Belchetz y col., 1978) tienen una accién activadora. Por el contrario, la
administracién continuada de LHRH o de andlogos superagonistas de lamisma (Schuiling y Gnode, 1976; Crowley
y col., 1981) inducen un bloque de la secrecién de LH. En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio
(Carbajo y col., 1987, 1988) se ha demostrado que la administracién de dosis altas de LHRH en dfas alternos no
induce un bloqueo sino un aumento de la liberacién de LH en la rata hembra.

La accién de la LHRH estd intimamente ligada al estado previo de los esteroides sexuales (Leblanc y col.,
1983), que intervienen en la modulacidn del niimero de receptores hipofisarios a la LHRH (Giguere y col., 1981)
modulacién que en parte depende de 1a propia accién de laLHRH (Piepery col., 1982). Shiino (1982) ha observado
que la administraciéon aguda de LHRH en animales recientemente gonadectomizados, aumenta de forma
considerable tanto la sintesis como la liberacion de LH, resultados que concuerdan con los de Kurosumi e Inoue
(1980) que estudian la respuesta hipofisaria a la administracién de LHRH en animales castrados dos u ocho dias
antes del experimento. Sin embargo, cuando el tiempo transcurrido tras la castracién aumenta, la sensibilidad de
la respuesta hipofisaria a la LHRH disminuye (Shiino, 1982).

Al valorarlarespuesta hipofisariaala LHRH se puede adoptar el concepto introducido por Wang y col. (1976).
Estos autores describen dos componentes en la respuesta secretora de las gonadotropas hipofisarias al estimulo con
LHRH: sensibilidad y reserva secretora. De este modo, la disminucion relativa de los niveles séricos de LH; el
aumento de la inmunotincidn, y el aumento del drea nuclear y de la proporcién de células vacuoladas, que se
describen tras la administracién de dosis altas y repetidas a dias alternos de un andlogo sintético de la LHRH, son
compatibles con un claro aumento de la reserva secretora en estos animales. Los resultados obtenidos en hembras
ovariectomizadas contrastan de forma clara con los efectos que una pauta de tratamiento similar induce en hembras
intactas, en las que se describe un incremento notable de los niveles séricos de LH y FSH y una marcada
disminucién de la inmunotincién para ambas hormonas (Carbajo y col., 1987, 1988). Puede concluirse, por tanto,
que la ausencia del eslabén de retrocontrol de las génadas determina que el aumento de la sensibilidad para la
secrecion de LH, inducido por la administracidn a dias alternos de dosis altas de LHRH en hembras intactas,
revierta en un aumento de la reserva secretora en detrimento de la capacidad de liberacién.
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ALGUNAS MODIFICACIONES CICLICAS DEL ESTROMA EN LA GLANDULA MAMARIA
HUMANA

SOME CYCLICAL CHANGES OF STROMA IN THE BREAST

E. GARCIA-LOPEZ, J.L. NIETO y A. TORRES

Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Facultad de Medicina. Zaragoza.

RESUMEN

Hemos realizado un estudio sobre los cambios histolégicos observados en el estroma en una serie de 24 gldndulas
mamarias humanas, teniendo en cuenta los diversos momentos del ciclo ovdrico asi como las modificaciones aparecidas en
lainvolucién. Las técnicas realizadas han estado orientadas a la demostracion los diversos tipos de tejido conjuntivo asi como
a la visualizacién general de la gldndula.

PALABRAS CLAVE: Glindula mamaria humana. Tejido coldgeno, eldstico y reticular. Ciclo ovdrico.

SUMMARY

We have studied Histological changes observed in the stroma in a serie of 24 breast, taking into account different stages
of ovarian cyclal and changes appeared in the involution. The techniques have been oriented towands the connective tissue
different types show and the general sight of the gland.

KEY WORDS: Breast. Collagen, elastic and reticular tissues. Ovarian cyclical.

Introduccion

La voluminosa literatura referida al parénquima mamario, contrasta con la poca atencién dedicada a su
estroma, a pesar de constituir estos tejidos el componente mds abundante de la lesién mamaria mds comtin, el
fibroadenoma de la gldndula.

El tejido conjuntivo periductal difiere del ordinario de sostén, interlobular e intersegmental en muchos
aspectos. Rodeando al conducto, se observa un manguito de estroma, especializado, mds laxo, algo mds celular
y mds vascular que el conjuntivo ordinario. Los linfdticos periductales corren por esta zona. El estroma, atin estd
mds especializado en el lobulillo, con fibras de coldgeno y abundante reticulina. Este estroma lobulillar, es mds
celular que el interlobulillar. Este estroma constituye el principal componente del lobulillo mamario, lo que le hace
facilmente distinguible del conjuntivo periductal. Hay que seiialar que conel Azul de Alcianel lobulillo se delimita
claramente del estroma interlobulillar, lo que sugiere el posible cardcter mucoide del tejido lobular. (Ozzello,
1970)
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En general, los conductos estdn revestidos por tejido eldstico, en tanto que el 16bulo carece por completo de
éste. Asi sucede en la mama madura de la mujer joven. Esta cantidad de fibra eldstica, aumenta en las mamas de
las mujeres préximas a la menopausia. También hay evidencia del aumento del tejido eldstico en los conductos
de las mujeres que han parido, al menos en lo que concierne al conducto principal del pezén (Zanella, 1952).

El estroma designado como celular muestra una textura laxa con importantes espacios intersticiales. Las
células presentan rasgos de fibroblastos pequefios. Los niicleos son alargados u ovales y normalmente no
hipercromadticos. En estromas de este tipo, las fibras extracelulares no son reconocibles, pero los procesos o
fibrillas celulares cortas se ven con facilidad, mostrando una orientacion variable. Algunas células del plasma,
como linfocitos y macréfagos mononucleares contribuyen a la celularidad de este estroma. El nimero medio de
estas células es pequefio.

En contraste con el estroma de estos 16bulos, se observan otros donde el estroma estd compuesto por gran
cantidad de coldgeno denso. Realmente, como sefiala Ihnen (1953) la cantidad de fibras coldgenas es bastante
variable y pueden encontrarse desde fibras dispersas en un medio mds celular y laxo, hasta l6bulos en los que el
estroma aparece completamente hialinizado. La estructura de estas fibras es variable, sin ninguna orientacién
predominante, aunque a menudo los tibulos aparecen rodeados por lazos de materia coldgena. Hay que resaltar
que en algunos lIébulos las bandas coldgenas y el estroma celular estén entremezclados.

El estroma fibrilar presenta una estructura intermedia entre los dos tipos anteriores. En los 16bulos con este
estoma lo mds destacado son sus fibras y fibrillas. Estas varfan desde fibrillas finas y delgadas hasta otras mds
gruesas de tipo reticular. Una caracteristica constante de estas fibras es su dificultad para tefiirse de negro con la
tincidn reticular.

Normalmente, estas fibras adoptan una ordenacidn paralela, tendiendo a formar lazos alrededor de los tibulos.
También se ha observado que este tipo de fibras puede verse mezclado con cantidades variables de coldgeno. Hay
que sefalar, que la celularidad de estos I6bulos no es constante aunque tiende a ser mayor que en otros grupos. Las
células en forma de huso son las mds numerosas, aunque también pueden encontrarse células mds gruesas como
las descritas anteriormente.

Material y Métodos

Para este trabajo hemos utilizado 24 fragmentos de glandulas mamarias humanas normales, de edades
comprendidas entre 19 y 76 afios de edad procedentes de intervenciones de cirugfa estética, de estas piezas 16
corresponden a mujeres en diversos dias conocidos del ciclo ovarico, tanto en fase estrogénica, como luteinica.
Otras 7 corresponden a mujeres menopdusicas. Las mujeres en edad fértil, las hemos clasificado, para su estudio
siguiendo los criterios de Kaser en mama postmenstrual, preovulatoria y postovulatoria.

Preparacionde los cortes histolégicos: Recogido el material, éste fue inmediatamente troceado en fragmentos
de un cm® y lavado con suero fisioldgico. Los fragmentos seleccionados fueron inmediatamente fijados cn
formalina neutralizada al 10%. La seleccién de este fijador para el tejido mamario, aparece justificada en trabajos
anteriores. Las piezas han permanecido en este liquido un minimo de 72 horas y un maximo de 7 dfas. Una vez
fijado el material adecuadamente, éste fue incluido en parafina sintética de la casa Merck de acuerdo con el
procedimiento habitual en nuestro Departamento.

Concluido este proceso, los bloques fueron cortados con grosores variables entre 7y 10 1L Paralas coloraciones
posteriores hemos procurado seleccionar cortes sucesivos, a fin de obtener imdgenes morfolégicas semejantes para
cada una de las técnicas histolégicas. Para este trabajo hemos utilizado las técnicas de Van Gieson y Martins para
la visualizacién general del corte. Como técnicas especificas se usaron la Orceina para el tejido eldstico y la Plata
Amoniacal de Gomori para la reticulina. El examen de las preparaciones se ha realizado a 250, 400 y 1.000
aumentos, en este dltimo caso mediante inmersidn en aceite de cedro. Las zonas elegidas para el estudio fueron
simultdneamente fotografiadas.
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Resultados

Técnica de Van Gieson

Mama humana postmenstrual (1-7 dias): Las células del parénquima mantienen la morfologia tipica cibico
cilindrica. En un caso, las hemos encontrado turgentes, con apariencia vacuolada. En los restantes no presentan
esta turgencia. Los nidcleos ocupan diversas posiciones dentro de la célula, apareciendo con distinto grado de
tincién. Los nucléolos no son constantes. Los citoplasmas aparecen bien teflidos, aunque con diferentes grados de
color. Sélo en un caso hemos observado vacuolas. Periféricamente se observan células mioepiteliales, mds
aplanadas y con ntcleos, mds pequefas y densas que las epiteliales. El citoplasma también es mds claro en estas
células mioepiteliales. También, en este caso, la apetencia tintorial es variable. Los lobulillos son de morfologia
ovalada, apareciendo muy separados unos de otros por tabiques conjuntivos. Su tamaiio y el nimero de alvéolos
por campo, son muy variables. En todos los casos la luz es evidente.

Los conductos aparecen rodeados de varias capas de tejido conjuntivo con la luz muy disminuida, incluso
colapsada. Sus caracteristicas citoldgicas no difieren de las de otros momentos del ciclo. Los lobulillos muestran
coldgeno laxo dispuesto circularmente alrededor de los alvéolos, formando un estuche a las células epiteliales. Las
fibras de coldgeno son gruesas y de aspecto mucoide. El tejido interlobulillar contiene fibras coldgenas, lisas,
paralelas al lobulillo y de aspecto laxo. Hay gran cantidad de tabiques conjuntivos entre un lobulillo y otro.
También se comprueban adipocitos entre este tejido conjuntivo.

A partir de los cuarenta aflos se observan quistes, delimitados por células planas, de niicleos densos, sin
nucléolos y citoplasma mds claro. En algtin caso encontramos restos de secrecién en el interior de estos quistes.

Mama humana preovulatoria (8-13 dias): El parénquima estd formado por células epiteliales, ctibico cilindri-
cas, con nucleos en posicién variable, bien tefiidos, aunque con diferentes grados de intensidad. En algunos casos
se observan nucléolos, mucho mds densos que el niicleo. El citoplasma aparece casi siempre teflido, algo mds claro
que el niicleo, presentando también diferentes grados de tincion. No hemos encontrado vacuolas ni turgencia. Se
observa una fila periférica de células mioepiteliales, inconstante e intermitente. Los niicleos son algo mds obscuros
que los epiteliales, mds densos y de tamafio similar. En algunos casos muestran nucléolos visibles. El citoplasma,
mds claro que el de las epiteliales del parénquima, es de morfologia ovalada y se coloca abrazando al alvéolo.

Los lobulillos son de morfologia ovalada, limitados por un conjuntivo mds o menos denso. En algunos casos,
el lobulillo aparece retraido sobre si mismo, dejando un espacio entre su periferia y el conjuntivo perilobulillar.
Imdgenes de este tipo, al lado de otras con el lobulillo no retraido pueden encontrarse en la misma gldndula. El
nimero de alvéolos por lobulillo es muy variable segtin los campos estudiados, calculando entre 20-50 alvéolos
por lobulillo. Las luces, aunque disminuidas, existen y son desiguales. En mujeres de mds de cuarenta afios, hemos
encontrado dilataciones quisticas, con células aplanadas, con nticleos densos y muy préximos a la luz.

Los conductos muestran dos filas celulares, en apariencia iguales y con luz evidente.

En el conjuntivo lobulillar, el Van Gieson no remarca las membranas basales. En el espesor del lobulillo, se
encuentran fibras de coldgeno grueso, teflidas de rojo, de aspecto mucoide y rodeando circularmente al alvéolo.
El conjuntivo interlobulillar, muestra una gran cantidad de fibras coldgenas, separando a los lobulillos con gran
nitidez. Alrededor del lobulillo el coldgeno es grueso y rizado, haciéndose mds liso hacia el interior del lobulillo.
Por sus polos, estos tabiques se bifurcan para alcanzar otros lobulillos, condensdndose otras veces para formar
tabiques frente a los actimulos de adipocitos. Durante esta fase, no hemos evidenciado edema en el tejido
conjuntivo de estas glandulas.

Mama humana postovulatoria (14-28 dias): El parénquima muestra células ctibicas, en general mds turgentes
y vacuoladas que en otros momentos del ciclo. El nicleo se encuentra en posicién variable, bien coloreado en
marrdn-negro, pero con diferentes grados. Los nucléolos aparecen de manera inconstante. El citoplasma, tefiido
en un color que varia del marrén al pardo, més claro que el nicleo, muestra diversos grados de coloracién. Las
células mioepiteliales, en segunda fila, son aplanadas y horizontales con respecto al alvéolo. Sus niicleos aparecen
bien tefiidos, en diferentes grados, no habiendo diferencias significativas con los de las células epiteliales. Los
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citoplasmas parecen algo mas claros que los de estas dltimas células. Estos alvéolos forman lobulillos de
morfologia ovalada, viéndose en algunos cortes el inicio del conducto intralobulillar. EI nimero de alvéolos por
lobulillo, es muy variable, contdndose entre 30 a 60 por lobulillo en el campo microscépico. La luz es evidente,
con restos de secrecién en algiin caso. En mujeres de mds de 40 afios encontramos alvéolos con dilataciones
quisticas, de epitelio aplanado y nicleos muy visibles.

Los conductos galact6foros, con dos filas celulares iguales y con luz evidente, generalmente ovalada.

Con esta tincién no se evidencian las membranas basales. Dentro del lobulillo, hay fibras de coldgeno, tefiidas
de rojo mas delgadas y densas que en otros momentos del ciclo, dando la impresién de estar desplazadas por unos
alvéolos mds turgentes. Estas imdgenes no son constantes en todos los casos.

El tejido conjuntivo interlobulillar es ligeramente laxo, los tabiques interlobulillares no resultan contundentes
ni densos pero s gruesos. Las fibras coldgenas son gruesas, algo rizadas y se bifurcan hacia la periferia del lobulillo
para alcanzar otro alvéolo o bien se unen entre si en caso de que no lo haya. Hacia el centro del lobulillo aparecen
mds lisas. Se comprueba la presencia de edema durante esta fase en el tejido conjuntivo interlobulillar.

Mama humana menopdusica: El epitelio parenquimatoso estd formado por células ciibico-cilindricas, con los
nticleos en diferentes posiciones, tefiidos mds oscuros que el citoplasma. No hay vacuolas. En algunos casos se
evidencian nucléolos. Las células mioepiteliales, de morfologia alargada, forman una segunda fila, alrededor del
alvéolo. Los nicleos aparecen algo mds pequefios y densos que los de las células epiteliales, el citoplasma
probablemente algo mds claro. En las gldndulas menopdusicas se encuentran con facilidad alvéolos con
degeneracidn quistica, con epitelio aplanado, niicleos bien tefiidos y mds cerca de la luz. En quistes pequeiios
todavfa encontramos células mioepiteliales como las descritas anteriormente.

La morfologia de los lobulillos es irregular, perdiendo en casi todos los casos su forma ovoidea y adquiriendo
una apariencia desestructurada. Comparativamente son mds pequeiios que en la época fértil de la vida. El niimero
de alvéolos también es menor, entre 10 y 20 por lobulillo, y a veces, incluso menos. La desestructuracion alveolar
se manifiesta, en unos casos, con actimulos de c€lulas alveolares aplanadas y con pérdida de luz alveolar; en otros
con la aparicién de alvéolos excesivamente dilatados e incluso quisticos, con restos de secrecion. Su disposicién
dentro del lobulillo se encuentra alterada, apareciendo zonas con alvéolos muy separados entre si, al lado de otras,
en que éstos aparecen formando actimulos.

Los conductos en lamama menopdusica son de dificil hallazgo, habiendo-desaparecido en su mayoria, tan sélo
encontramos alguno de grueso calibre con una morfologfa alterada, luz triangular o romboidea y epitelio mds
delgado.

Latécnicade Van Gieson no tifie las membranas basales perialveolares. En el tejido conjuntivo intralobulillar
aparecen las fibras de coldgeno tefiidas en rojo, que en estas gldndulas menopdusicas, aparecen mds densas y de
grosor variable. Estas fibras rodean a los alvéolos, pero de una forma irregular y desestructurada sin formar circulos
perfectos alrededor del alvéolo. Las fibras pierden su aspecto mucoide. En ocasiones no puede precisarse donde
comienza o termina el tabique interlobulillar, dando la impresién de que las fibras del tabique invaden el
lobulillo. El estroma interlobulillar, contiene fibras de tejido coldgeno gruesas, tefiidas en rojo. Los tabiques son,
en muchos casos, gruesos y en otros mds delgados, aunque las fibras coldgenas mantienen siempre un aspecto
bastante denso. Son fibras rizadas, que se aplanan en el centro del lobulillo y que contindan el mismo trayecto al
terminar el lobulillo, sin abrazar a éste. En el tejido conjuntivo no aparece edema, pero s parece existir en cambio,
un aumento en el nimero de adipocitos.

Tricromico de Martins

Mama humana postmenstrual (1-7 dias) En esta fase, con el tricrémico de Martins, se observan células
epiteliales con los citoplasmas tefiidos en violeta y los nticleos rojo-violeta. En algunas células, se aprecian
nucléolos muy evidentes destacando en negro. En algtin caso las células aparecen turgentes. Podemos ver, asi
mismo, células mioepiteliales, formando una segunda fila, de forma discontinua. Son de morfologia ovoidea y los
citoplasmas de estas células aparecen mds claros que los de las células epiteliales. Los niicleos aparecen mds
tefiidos que los citoplasmas y su tamafio, es similar a los de las células epiteliales. En mujeres de mds de 40 aiios.
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aparecen dilataciones quisticas de los alvéolos, con secrecidn en su interior. La morfologia de los lobulillos es
ovalada, estando muy separados unos de otros por abundante tejido conjuntivo. El tamaiio del lobulillo, es muy
variable. Los dcinos muestran luces evidentes en la mayoria de los casos.

Las membranas basales aparecen tefiidas de azul intenso, siguiendo las sinuosidades del epitelio. También se
evidencia el coldgeno intralobulillar, teflido de azul pdlido y formando circulos alrededor de los alvéolos. Son
fibras gruesas de aspecto mds laxo que el conjuntivo interlobulillar. Encontramos una aparente disminucién de
volumen dentro de los lobulillos. El conjuntivo interlobulillar aparece como haces de fibras gruesas y rizadas de
tejido coldgeno, teflido de azul, mds denso que el intralobulillar, formando tabiques que no rodean al lobulillo.
Hemos encontrado células propias del tejido conjuntivo, sobre todo fibroblastos y fibrocitos, que destacan por su
forma alargada y su nicleo bien tefiido. Los conductos aparecen colapsados, rodeados de coldgeno, pero dejando
un espacio vacio entre el conducto y el tejido circundante.

Mama humana preovulatoria (8-13 dias): Las células epiteliales parenquimatosas tienen niicleos en posicién
variable, bien tefidos en rojo-violeta. En algunos casos se evidencian nucléolos. No encontramos vacuolas. Las
células mioepiteliales se hacen visibles, formando una segunda capa de células, discontinua, con su morfologia
ovalada, abrazando al alveolo. Con este método, aparecen mds claras que las células epiteliales. En mujeres
mayores de 40 afios, encontramos de forma constante, dilataciones quisticas, con epitelio aplanado. La morfologia
de los lobulillos es ovalada, en algunos casos de forma inconstante, a veces retraido sobre si mismo, dejando un
espacio evidente entre el lobulillo propiamente dicho y el tejido conjuntivo perilobulillar. No es infrecuente que
en la misma mama, aparezcan lobulillos retraidos y no retrafdos. El nimero de alvéolos por lobulillo es muy
variable oscilando entre 20 y 50. La luz alveolar, se encuentra disminuida.

Los conductos, con dos filas celulares y con luz evidente, aparecen mds dilatados que en la fase anterior del
ciclo, en la que los encontrdbamos llamativamente colapsados.

Con esta tincién las membranas basales, aparecen tefiidas en azul intenso, siguiendo las sinuosidades del
epitelio. El tejido coldgeno intralobulillar, muestra fibras gruesas, tefiidas de azul palido, rodeando al alvéolo. En
el conjuntivo interlobulillar encontramos gran cantidad de tejido colageno tefiido de azul, formando los tabiques,
con aspecto ligeramente laxo. Las fibras del tabique son gruesas y rizadas, algo mads lisas hacia la mitad del
lobulillo. En nuestras muestras no evidenciamos edema en esta fase. También numerosas células propias del tejido
conjuntivo sobre todo fibroblastos y fibrocitos.

Mama humana postovulatoria (14-28 dias): El parénquima muestra células ctibico-cilindricas, en general mds
turgentes y vacuoladas que en otros momentos del ciclo. El nicleo tefiido en rojo-violeta, se encuentra en posicién
variable, algo mds oscuro que ¢l citoplasma y con dos nucléolos en algunas células. Las células mioepiteliales,
forman una segunda fila discontinua, de forma ovoidea y horizontales con respecto al alvéolo. Sus nicleos
aparecen bien teflidos, en diferentes grados, no habiendo diferencias significativas con los de las células epiteliales.
Los citoplasmas parecen algo mds claros que los de estas dltimas células. Los alvéolos forman lobulillos de
morfologfa ovalada. El ndmero de alvéolos por lobulillo, es muy variable, contdndose entre 30 a 60 por lobulillo
en los diferentes cortes estudiados. En mujeres de més de 40 afios encontramos alvéolos con dilataciones quisticas,
de epitelio aplanado. Los conductos galactéforos, con dos filas celulares iguales y con luz evidente, generalmente
ovalada.

Con esta tincidn se pueden apreciar las membranas basales tefiidas de azul intenso. El tejido conjuntivo
intralobulillar, presenta fibras de coldgeno, tefiidas de azul palido, mas delgadas y densas que en otros momentos
del ciclo, dando la impresién de estar desplazadas por unos alvéolos mds turgentes. Estas imdgenes no aparecen
en todos los casos. El tejido conjuntivo interlobulillar aparece ligeramente laxo. Los tabiques interlobulillares no
resultan densos pero si gruesos. Las fibras coldgenas son gruesas, algo rizadas y bien se bifurcan hacia la periferia
del lobulillo para alcanzar otro lobulillo o bien contindan su trayecto dejando a un lado el lobulillo del que han
formado el tabique. Encontramos fibrocitos y fibroblastos, en cantidad discreta.

Mama humana menopdusica: El epitelio parenquimatoso estd formado por células tefiidas en violeta, con los
nicleos en diferentes posiciones, tefiidos en rojo-violeta. No hay vacuolas. En algiin caso hemos visto nucléolos.
Las células mioepiteliales, ovoideas o alargadas, forman una segunda fila celular discontinua alrededor del
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alvéolo. Los niicleos aparecen algo mds pequefios y densos que los de las células epiteliales, el citoplasma
probablemente algo mds claro. En las gldndulas menopdusicas se encuentran gran cantidad de alvéolos con
degeneracidn quistica, con epitelio aplanado, niicleos bien tefiidos y cercanos ala luz. En quistes pequefios todavia
encontramos células mioepiteliales como las descritas anteriormente.

La morfologfa de los lobulillos es irregular, perdiendo en casi todos los casos la forma ovoidea caracteristica
y adquiriendo un aspecto desestructurado. Son mds pequeiios que en la época fértil de la vida, con un nimero de
alvéolos entre 10y 20 por lobulillo y a veces, incluso menos. Los alvéolos aparecen desestructurados, apareciendo
en algunos casos como actmulos de cé€lulas epiteliales aplanadas y con pérdida de luz alveolar; en otros como
dilataciones quisticas, con restos de secrecion.

Los conductos en la mama menopdusica son de dificil hallazgo, habiendo desaparecido en su mayoria,
encontramos s6lo alguno de grueso calibre con una morfologia alterada, luz triangular o romboidea y epitelio mds
delgado.

El tricrémico de Martins tifie las membranas basales perialveolares en azul intenso. En el tejido conjuntivo
intralobulillar aparecen las fibras de coldgeno tefiidas en azul pdlido, estas fibras rodean a los alvéolos pero de
forma andrquica y desestructurada, sin formar circulos perfectos alrededor del alvéolo. Las fibras han perdido su
aspecto mucoide.

Elestroma interlobulillar, contiene fibras de tejido coldgeno gruesas, tefiidas en azul de aspecto denso y rizado.
Los tabiques son de grosor variable aunque las fibras coldgenas mantienen siempre un aspecto bastante denso. En
el tejido conjuntivo no aparece edema, pero si parece existir en cambio, un aumento en el nimero de adipocitos.
Encontramos escasos fibrocitos y fibroblastos.

Coloracion con orceina

Gldandula humana postmenstrual (1-7 dfas): Hay ausencia de fibras eldsticas en las membranas basales y en
el conjuntivo intra y perilobulillar. Tampoco se observan dilataciones quisticas. Por el contrario, los conductos
gruesos se encuentran rodeados de una amplia zona de tejido conjuntivo, con fibras eldsticas, finas, paralelas,
dispuestas en varias capas alrededor del conducto. En estos casos, el conducto se encuentra retraido, con escasa
luz y separado del conjuntivo periductal por un espacio ancho. Los conductos de calibre mds pequefio, estdn
rodeados de menor cantidad de fibras.

En el conjuntivo interlobulillar e interlobular, las fibras eldsticas son finas y rizadas, e individualizadas, con
una disposicién diferente a las del coldgeno, siendo en muchos casos perpendicular a la direccion de éstas.

Gldndula humana preovulatoria (8-13 dfas): Ausencia de fibras eldsticas alrededor del parénquima normal
y quistico. En mujeres de 37 afios, las fibras eldsticas, muy finas y paralelas se observan en toda la trayectoria de
los conductos. En cortes longitudinales muestran un aspecto rizado. En las gldndulas de mujeres mas jévenes (19
aflos), hay una gran dificultad para encontrar fibras eldsticas en todos los conductos estudiados, tanto en cortes
longitudinales como transversales. También en esta fase, los conductos aparecen retraidos y separados por un
espacio del tejido conjuntivo circundante.

En los tabiques glandulares las fibras eldsticas son gruesas con una direccién semejante a la del coldgeno,
aunque algo mds delgadas que éstas. Hay casos en que las fibras mantienen una disposicién perpendicular a la del
coldgeno (mujeres de 37 afios). En mujeres més jovenes (19 afios), las fibras eldsticas son muy finas y muy escasas,
lisas o ligeramente onduladas.

En las glandulas de edad mds avanzada, es posible observar tejido eldstico, grueso y rizado, formando parte
de los tabiques que separan las grandes masas de adipocitos.

Glandula humana postovulatoria (14-28 dfas): Los resultados con la orceina vienen a confirmar lo expuesto
para periodos precedentes. Se comprueba el incremento progresivo de tejido eldstico con la edad de la gldndula,
que es independiente del momento ciclico estudiado. En mujeres préximas a lamenopausia (44 aiios) el incremento
de fibras eldsticas periductales es muy importante, formando un rodete compacto, pegado al conducto y muy denso,
de forma que resulta dificil de distinguir la direccién de las fibras. En los conductos mds pequeiios, la presencia



ALGUNAS MODIFICACIONES CICLICAS DEL ESTROMA 59

de tejido eldstico es menory proporcional al didmetro del conducto. Esta densidad de fibras eldsticas en las mismas
zonas glandulares de mujeres mds jévenes.

Al lado de estos caracteres generales, la glandula postovulatoria mantiene la ausencia de fibras eldsticas en
las membranas basales y en el conjuntivo intralobulillar. En algunos casos, éstas forman parte de los tabiques
interlobulillares. En estos casos, su disposicidn, es rizada y paralela a los campos estudiados. Llama la atencién
que coincidiendo con la ingurgitaciéon mamaria, la fibras eldsticas estudiadas aparecen mds lisas.

Gldndula humana menopdusica: En los siete casos estudiados hemos tenido gran dificultad para encontrar
conductos galactéforos, sobre todo de pequeiio calibre. Los estudiados, aparecen desestructurados, con epitelio
mds delgado y conlaluz en ocasiones parcialmente ocluida y en otras de seccion triangular o romboidea. Las fibras
eldsticas periductales no aparecen incrementadas respecto a los momentos premenopdusicos, disminuyendo
incluso enlas gldndulas de edad mds avanzada. La disposicién de este tejido también es irregular y desestructurado.
En los tabiques, las fibras eldsticas son gruesas, rizadas, halldndose dispersas en el tejido conjuntivo de relleno.
Es frecuente encontrar fibras de esta naturaleza en los tabiques que separan masas de tejido adiposo.

Plata amoniacal de Gomori

Gldandula humana postmenstrual (1-7 dias): Las caracteristicas morfoldgicas de los lobulillos y de sus
elementos componentes, guardan una estrecha relacién con las descritas en las técnicas generales de Van Gieson
y Martins. En este caso, predomina la coloracién de fondo con el rojo neutro. Con ella, las células mioepiteliales
aparecen mds claras que las epiteliales. En estas preparaciones destacan las membranas basales, formadas por
fibras argirdfilas, tefiidas de negro intenso, apareciendo alrededor de los alvéolos normales y quisticos y de los
conductos galactéforos. Enlos conductos gruesos, las membranas aparecen fruncidas, en ocasiones con apariencias
de roseta. En conductos mds pequefios, adopta una forma dentada. Enlos alvéolos, delimita a las células epiteliales
y mioepiteliales, también con morfologia dentada. En los alvéolos quisticos la membrana basal, es practicamente
lisa.

El conjuntivo de los tabiques adquiere con el Gomori un color marrén grisdceo transparente, como
corresponde a la estructura de coldgeno, entre las que se observan algunas fibras argiréfilas de reticulina. Hay que
destacar la presencia de fibras argiréfilas separando unos adipocitos de otros.

Gldandula humana preovulatoria (8-13 dfas): Alvéolos con células mioepiteliales mds claras. Las membranas
basales aparecen dentadas hacia el interior, dando la impresién de comprimir a los alvéolos. La luz de éstos no
aparece tan reducida como en la fase anterior. En las dilataciones quisticas la membrana se mantiene lisa.

El coldgeno intralobulillar aparece con coloracién marrdn transparente, algo mds palido que el interlobulillar.
En este tltimo, se ven ademds algunas fibras argiréfilas de reticulina, inmersas en la mayoria coldgena del tabique.
Separando unos adipocitos de otros, es posible ver fibras de reticulina formando las membranas basales.

Gldndula humana postovulatoria (14-28 dias): Los alvéolos mantienen los caracteres estructurales sefialados
en las fases anteriores. En este periodo, las luces alveolares son ovoideas y no parecen estar comprimidas. Las
membranas basales mantienen un grosor parecido al del momento anterior del ciclo. Su morfologia, ahora
ondulada, es algo mds suave que en las fases anteriores.

Los conjuntivos intralobulillar e interlobulillar, mantienen las caracteristicas descritas hasta ahora. Las fibras
de reticulina se contindan viendo fuera del conjuntivo lobulillar. También en los conglomerados de adipocitos.

Gldndula humana postovulatoria: El parénquima ha desaparecido en gran medida de estas preparaciones. El
que resta aparece desestructurado, con membranas basales que recuerdan por su grosor al de las mujeres mds
jovenes. Los restos de conjuntivo intralobulillar, cuando aparece, mantiene el color marrén y la transparencia. La
reticulina sigue siendo visible en los tabiques conjuntivos interlobulillares.
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FIGURA 1.  Gldndula mamaria de 29 afios de edad, en el 13°dia del ciclo. Tricrémico de Martins (x 400). Vemos un lobulillo ‘
en detalle. Encontramos cierta separacion con ¢l tabique.

FIGURA 2. Gldndula mamaria de 23 afios, en el 6° dia del ciclo. Tricrémico de Martins (1.000). Vemos una separacién mis
amplia del tabique.

FIGURA 3. La misma preparacién anterior (x 400). Detalle de la disposicién del tejido conjuntivo dentro de la gldndula.

FIGURA 4.  Detalle de un conducto de grueso calibre. Tricrémico de Martins (x 1.000).
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Glandula mamaria de 24 afios en el 16 dfa del ciclo. Van Gieson (x 1.000). Vemos en detalle el tejido coldgeno
intralobulillar liso y bien estructurado, observamos el aspecto vacuolado de las células parenquimatosas y las luces
abiertas de los dcinos.

Gldndula mamaria de 40 afios en el 2° dia del ciclo. Van Gieson (x 400). Vemos dilataciones quisticas, frecuentes
en esta edad.

Gldndula mamaria 23 afos, 6° dia del ciclo. Método de Gomori (x 1.000). Se puede ver el colapso del conducto
con la membrana basal fruncida.

Glandula mamaria de 23 afios, 16° dia del ciclo. Conductos dilatados con la membrana basal lisa.
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FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.
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Gldndula mamaria de 19 ailos, 9° dia del ciclo. Coloracién con orceina (x 400). Se observa la seccién del conducto
rodeado de fibras eldsticas.

Gldndula mamaria de 27 afios, en el 9° dia del ciclo. Coloracion con orceina (x 400). Se observa la seccién del
conducto rodeado de fibras cldsticas.

La misma preparacién anterior (x 1.000). Vemos un aumento considerable de fibras eldsticas periductales
compardndolas con mujeres mds jovenes.

Gldndula mamaria en una mujer menopadtsica de 61 aftos. Método de la orcena (x 400). Vemos las fibras cldsticas
mds gruesas, cortas y de aspecto desestructurado, en relacién con las edades [értiles de la vida.
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Discusion

Cada una de las unidades de la mama aparece envuelta por una membrana basal de reticulina, poco perceptible
con el Van Gieson y francamente coloreada de azul con el tricrémico de Martins y selectivamente con el método
de Gomori ennegro intenso. Estamembrana también se colorea de rojo con la técnica histoquimicadel azul Alcian-
PAS, como ya sefalaran Nieto (1977) y Nasarre (1986) en trabajos precedentes. Histolégicamente, hemos
comprobado que estas membranas basales contienen abundantes fibras de procoldgeno o reticulina, delgadas y
dispuestas circularmente abrazando al 4cino, muy visibles en azul, con la coloracién de Martins y en negro intenso
con el método argéntico de Gomori, que abrazan de forma constante a estas unidades glandulares, mandando
incluso, en ocasiones, prolongaciones hacia las células del parénquima. Esta circunstancia no la hemos visto
reflejada en la bibliografia consultada. Las fibras eldsticas demostradas por la Orceina son muy escasas, como ya
sefialaron Bennington (1979) e Thnen (1953).

Cada uno de los lobulillos mamarios de morfologia ovalada o poligonal estd integrado por un niimero de
alvéolos que varfa segiin el momento ciclico, laedad y la zona de mama estudiada, oscilando entre 20 y SO unidades
por lobulillo (x 250). Estos resultados, creemos que deben tomarse con mucha precaucién, ya que la zona de
gldndula biopsiadalos modifica en gran manera. En cualquier caso estas unidades aparecen inmersas en un estroma
(conjuntivo intralobulillar) de fibras delgadas y predominantemente lisas de aspecto mucoide, con abundancia de
fibras coldgenas, puestas de manifiesto con el Martins y el Van Gieson y con escasa presencia de fibras de reticulina
evidenciadas por el método argéntico de Gomori y ausencia de fibras eldsticas, como pone de manifiesto la
Orceina.

La importancia de este estroma intralobulillar estd fuera de toda duda, ya que parece responder a la
estimulacién hormonal, desempefiando un papel . funcional en las actividades ciclicas de la glandula. Por el
contrario, el estroma interlobulillar, situado entre los diversos lobulillos, lo mismo que el interlobular, es un
componente bastante inactivo de la mama, con rasgos morfoldgicos que tienden a permanecer constantes a todas
las edades y tanto en condiciones normales como displdsicas. Por su parte, la funcidn de las membranas basales,
también difiere de las del estroma, sirviendo predominantemente de apoyo al epitelio.

Los Iébulos aparecen delimitados por gruesos tabiques conjuntivos (conjuntivo interlobular), claramente
diferenciados del estroma intra y perilobulillar y de cuyos extremos parten manojos de fibras mds delgadas que
ayudan a separar entre si a los lobulillos (conjuntivo interlobulillar) y a delimitar los conglomerados de adipocitos.
Con las técnicas de Van Gieson y Martins, hemos puesto de manifiesto abundantes fibras de coldgeno, de aspecto
laxo, gruesas y rizadas en el espesor del tabique y mds delgadas y lisas en la periferia. La reticulina, tiene una
presencia discontinua y escasa alrededor de los lobulillos. Las fibras eldsticas, apenas son visibles en el estroma.
En el espesor de los grandes tabiques, aparecen aisladas, gruesas y con la misma direccidn que las del coldgeno.

Los conductillos revestidos de epitelio ciibico, son los conductos mds pequeiios y vienen a concluir con los
ductos subsegmentales. El tejido que los envuelve se continda con el de los lobulillos por un lado y con el de los
16bulos por otro. Lo mds caracteristico, para nosotros es la fina envoltura eldstica que poseen, todos los conductos
de la gldndula. Los conductos de mayor calibre (subsegmentales y segmentales), aparecen recubiertos por distinto
tipo de epitelio, biestratificado en la posicién proximal y pavimentoso, en la distal, préximo al seno lactifero,
presenta una envoltura conjuntiva caracteristica, con algunas peculiaridades que lo diferencian respecto al resto
del estroma. Seglin nuestras observaciones, la estructura periductal es mds laxa, algo mds celular, mds abundante
que el tejido conjuntivo ordinario. Por otro lado hay que insistir en que mientras los conductos estdn revestidos
de tejido eldstico, los 16bulos estdn, en la practica, desprovistos de éste.

Una de las caracteristicas mds notables de este trabajo es la posible demostracién de un ciclo histolégico en
la glandula mamaria.

Ciclo ovdrico: Como ya hemos sefalado, diversos investigadores han tomado postura a favor (Rosenburg,
1922; Dabelow, 1941; Kaser, 1971; Fanger, 1974; Takahashi, 1981) o en contra (Bloom, 1973; Nasarre, 1986) de
la aparicién de modificaciones histoldgicas en la glandula mamaria coincidentes con momentos especificos del
ciclomenstrual. Estos cambios, incluso, parecen afectaral conjuntivo de la glindula (Dieckmann, 1925; Moszkowicz,
1926; Ozzello, 1970).
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Los resultados de nuestro trabajo recogen determinados cambios, quizds no muy aparentes, relacionados con
el ciclo ovdrico. Asi, las células del parénquima postmenstrual (dias 1-7) aparecen sin turgencia y sin vacuolas
aparentes, imdgenes microscépicas que apenas difieren de la glandula preovulatoria. En cambio, transcurrida la
ovulacién (dfas 14-28), las células parenquimatosas se hacen mds turgentes y vacuoladas. La luz alveolar, es
evidente en todos los momentos del ciclo. En los conductos, la luz es estrecha y en muchos casos colapsada en la
fase postmenstrual y mds dilatada en la preovulatoria. Respecto a las membranas basales de alvéolos y conductos.
aparecen con aspecto dentado en la primera mitad del ciclo y mds ondulado en la parte final del ciclo. No
detectamos cambios de grosor.

En este trabajo, no hemos podido reconocer la proliferacién progresiva de los epitelios de revestimiento de
los brotes glandulares y conductos galactéforos, sefialada por Kaser (1971), asi como tampoco el regreso de estas
modificaciones glandulares tras el inicio del periodo postmenstrual. En cambio, coincidimos con Kaser, en que
las modificaciones que hemos resefiado, no son constantes v que incluso cuando se han observado, su variacién
ha sido muy notable de unas mujeres a otras.

Junto a estos cambios en el parénquima glandular, también hemos comprobado otros en el estroma conjuntivo.
Asi el mayor niimero de fibrocitos y fibroblastos coincide con la mama postmenstrual. Esta celularidad disminuye
en la gldndula preovulatoria y es muy discreto en la postovulatoria. El tejido conjuntivo intralobulillar disminuye
de volumen durante la fase postmenstrual (dfas 1-7). En las fases preovulatoria y premenstrual hemos observado
como los lobulillos se han retraido sobre si mismos, dejando unos espacios evidentes entre los alvéolos y el
conjuntivo perilobulillar, mds acusado hacia la mitad del ciclo.

En la mama postovulatoria, el tejido conjuntivo aparece mds grueso, dando la impresién de estar mds
edematizado que en momentos anteriores, presentando una textura mds fina y mds laxa, circunstancia ya recogida
por Dieckmann y Geshickter, en trabajos ya citados. Por otra parte, en este momento del ciclo, las fibras eldsticas
estudiadas por nosotros son de apariencia mds lisa contrastando con el aspecto rizado que ofrecen en la primera
mitad del ciclo.

Los resultados que presentamos difieren de algunos aceptados hasta ahora. Asi sucede con el establecimiento
de mdxima celularidad intersticial, postmenstrual para nosotros y premenstrual para otros. Tampoco aceptamos
las modificaciones de grosor de las membranas basales seialadas por algunos en la fase premenstrual. En cambio,
mostramos nuestro acuerdo en que las modificaciones ciclicas conjuntivas se acusan mds en el conjuntivo
intralobulillar que en el interlobular. Esta inactividad también es mds acusada en los grandes conductos
galactéforos que en los pequeiios.

A vista de nuestros resultados, tampoco parece que el coldgeno presente en los I6bulos de la mama sea
sustituido por el tejido celular durante el ciclo menstrual posterior, ya que no hemos encontrado rasgos de necrosis.
Mas estamos de acuerdo con Ozzello (1970) al considerar que el coldgeno debe considerarse casi metabdlicamente
inerte.

Sefialamos, por ultimo, que Haangensen (1979) tampoco ha encontrado evidencias satisfactorias entre el
fendmeno de ingurgitacién mamaria premenstrual y los de proliferacién epitelial, edema e infiltracién leucocitaria,
presumiendo que estos cambios deben relacionarse con una ingurguitacién sanguinea o linfdtica y con aumento
tensional del liquido extracelular de dificil demostracién histolégica e histoquimica.
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TERMINALES MONOAMINERGICOS EN LAS LAMINAS SUPERFICIALES DEL
COLICULO SUPERIOR DE LA RATA

MONOAMINERGIC TERMINALS IN THE UPPER LAYERS OF THE RAT SUPERIOR
COLLICULUS
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RESUMEN

Tras administrar el marcador 5-hidroxidopamina (5 OHDA) en ¢l ventriculo lateral de la rata, se han puesto en cvidencia
dos tipos de terminales sindpticos en las ldminas superficiales del coliculo superior.

PALABRAS CLAVE : Rata. CO]AI'CU[O Superior. 5 OHDA.

SUMMARY

Two different types of synaptic contacts have been found in the upper layers of the rat superior colliculus after the
administration of 5-hidroxydopamine (5 OHDA) into the lateral ventricle.

KEY WORDS : Rat. Superior Colliculus. 5 OHDA.

Introduccion

En el neuropilo de las ldminas superficiales u épticas del coliculo superior existen diversos tipos de contactos
sindpticos, de los cuales s6lo son ampliamente conocidos los de origen retiniano y cortical (Mathers, 1977; Graham
and Casagrande, 1980; Hollander and Schonitzer, 1983; Ortega y cols., 1987), caracterizados por la presencia de
vesiculas sindpticas redondas y contactos asimétricos.

Dos tipos sindpticos, con vesiculas aplanadas y pleomorficas, fueron atribuidos a un origen intracolicular
(Vrensen and De Groot, 1977). Sin embargo, esta clasificacién debe ser revisada a la luz del conocimiento de la
ultraestructura de los terminales intrinsecos (Sendino y cols. 1990), asi como a la existencia de otros centros

proyectantes a las ldminas épticas del coliculo superior (Morrison and Foote, 1986; Parnavelas and Papadopoulos,
1989).
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Con objeto de poner de manifiesto la presencia de terminales procedentes del locus coeruleus, de caracter
noradrenérgico y con caracteristicas morfoldgicas distintivas, hemos utilizado el marcador 5-hidroxidopamina (5
OHDA). Este falso neurotransmisor (Hwang et al. 1986), es selectivamente captado y concentrado en las vesiculas
sindpticas de terminales nerviosos catecolaminérgicos, donde tras fijacion aldehidica forma un precipitado
electrodenso.

De esta forma, los terminales catecolaminérgicos pueden ser identificados a nivel ultraestructural por la
presencia de las vesiculas de centro denso, lugar de almacenamiento de las catecolaminas (Coyle and Molliver,
1977), y por un precipitado electrodenso en su interior.

Material y Métodos

Para la realizacion del presente trabajo, han sido utilizadas 10 ratas adultas (Sprague-Dawley), de 150 g de
peso.

Los animales fueron anestesiados con 0,75 cc de ketamina (50 mgr/100 ml) por via intramuscular, y 0,5 cc de
uretano al 20% en dilucién acuosa, por via intraperitoneal.

A continuacién se hizo una perforacion en la calota, calculada por estereotaxis (Pellegrino et «l. 1979), en la
zona correspondiente al ventriculo lateral, a—5,6 mm del punto bregma y lateral 1,5 mm al plano sagital. Se incidié
la duramadre y se expuso la superficie cortical. Por medio de una sonda acoplada a una microjeringa Hamilton,
se inyectaron 20 microlitros de 5 OHDA en el ventriculo lateral derecho. La utilizacién de la sonda permitié
observar el liquido cefalorraquideo que ascendia por ella, cuando ésta se encontraba en el interior del ventriculo.

Tras la inyeccién del marcador, el tiempo de supervivencia oscilé entre 60 y 90 minutos. Los animales fueron
perfundidos percardiacamente (previo lavado del aparato circulatorio con una solucién de CINa al 0,9% a 37° C)
con una mezcla de glutaraldehido al 2% y paraformaldehido al 1% en tampén fostato 0,1 M (pH 7,4). Se decapité
al animal, se extrajo el cerebro y se seleccionaron los coliculos superiores, desechdndose el resto.

El bloque elegido, a su vez dividido en cuatro piezas, fue lavado en tampén fosfato 0,15 M. Posteriormente
los pequeiios bloques fueron osmificados en una solucién acuosa de OsO, al 2% durante dos horas. Transcurrido
este tiempo, fueron sometidos a tres lavados con buffer fosfato 0,15 M.

La deshidratacién posterior se realizé con acetonas en diluciones crecientes desde 40% hasta 70%, de donde
pasaron a una solucién de uranilo al 2% durante cuatro horas en oscuridad (0,5 g de uranilo y 50 cc de acetona al
70%). Posteriormente continud la deshidratacién hasta acetona al 100%, tras lo cual fueron incluidos en durkupan
y polimerizados en estufa a 54° C durante dos dias.

Las secciones ultrafinas se realizaron en un ultramicrotomo Reigert-Jung de la serie Ultracut, y recogidas en
rejillas cubiertas con una pelicula de formvar al 1%. Previamente a la realizacién del estudio a microscopia
electrénica, las secciones fueron teflidas con citrato de plomo.

Resultados

El estudio de las secciones ultrafinas del coliculo superior de los animales tratados con el marcador 5 OHDA,
puso de manifiesto la presencia de un depdsito electrodenso que abarcaba desde la superficie pial hasta estratos
profundos del coliculo superior. Este precipitado aparecia difusamente extendido en las porciones superficiales.
ocupando perfiles de naturaleza dendritica, axonal y glial.

A medida que se estudiaban partes mds profundas del coliculo superior, el precipitado disminufa, hasta que
a nivel del estrato gris superficial, el depdsito adquirfa un cardcter puntiforme y se localizaba en el interior de
perfiles definidos. Con el fin de poder asegurar la naturaleza especifica de la captacién, fueron elegidos aquellos
perfiles, con depdsito electrodenso en su interior, que no estuvieran rodeados por otros también marcados.
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El marcado electrodenso presentaba dos situaciones claramente definidas:

a) Depdsitos puntiformes sin limites claros con el citoplasma circundante, en perfiles que ocupaban espacios
interneuronales y carecian de especializaciones sindpticas (figura 1), que correspondian a procesos
gliales.

b) Depésitos electrodensos en el interior de vesiculas de probable cardcter sindptico.

Los perfiles que contenfan vesiculas sindpticas con precipitado electrodenso presentaron caracteristicas
diferenciales, tanto por la morfologfa de las vesiculas como por el contacto sindptico que establecian.

El primer tipo mostraba el depdsito en el interior de vesiculas de gran tamafio (60-120 nm de didmetro),
compatibles con las denominadas granulares o de centro denso (densecored) junto con otras agranulares, de menor
didmetro (30-60 nm). La presencia del precipitado en el interior de las vesiculas sindpticas, enmascaraba la
densidad central propia de las vesiculas granulares. Estos perfiles establecian contactos de tipo asimétrico con
otros dendriticos de pequefio y mediano calibre (figura 2). Nunca se observaron contactos de tipo axoaxénico o
axosomatico.

El segundo tipo, estaba constituido por perfiles sindpticos simétricos con vesiculas pleomdrficas (figura 3).
Los escasos contactos sindpticos que se pudieron observar se establecian con dendritas de variados calibres. En
ocasiones, estos perfiles se relacionaban con terminales axdnicos de probable naturaleza retiniana, por sus
contactos asimétricos, vesiculas redondas y por la presencia de mitocondrias con crestas electrotranslicidas
(figura 4).

En ambos casos, el depdsito estaba localizado fundamentalmente en el interior de las vesiculas, aunque
también podia afectar a la matriz axonal extravesicular.

En ninguno de los casos considerados como positivamente marcados se observaron depdsitos electrodensos
sobre mielina, mitocondrias, vasos sanguineos u otros elementos no relacionados con estructuras de tipo sindptico.

Discusion

Tras la utilizacién de la 5 OHDA, aparecieron dos tipos de terminales sindpticos selectivamente marcados en
el interior de las ldminas superficiales del coliculo superior.

El primer tipo presentaba vesiculas grandes con el centro electrodenso y ocupadas por el marcador,
coincidiendo en sus caracteristicas morfoldgicas con terminales de naturaleza noradrenérgica, conocidos como
originados en el locus coeruleus (Morrison and Foote, 1986; Schwarzenbrunner ef al. 1990).

El segundo tipo sindptico caracterizado por vesiculas pleomdrficas y contactos de tipo simétrico, es
compatible con lamorfologia que presentan los terminales serotoninérgicos originados en el nticleo dorsal del rafe
(Mize and Horner, 1989). Por otra parte, el hecho de aparecer ocupados por el marcador 5 OHDA puede explicarse
por la particularidad que presenta la serotonina de utilizar un mecanismo de captacién y almacenamiento similar
al utilizado por la noradrenalina (Lichtensteiger et al. 1967; Fuxe and Ungerstedt, 1968; Koda and Bloom, 1977;
Bradford, 1988). La naturaleza serotoninérgica de estos terminales queda respaldada por la presencia de perfiles
morfolégicamente compatibles con un origen retiniano, en la vecindad de algunos de estos terminales (Segtn et
al, 1986).

De este modo la 5 OHDA aparece en nuestro material como un marcador monoaminérgico, al menos para la
noradrenalina y la serotonina. Hasta el momento desconocemos su comportamiento con respecto a la dopamina.

Aunque hay referencias acerca de la posible existencia de vesiculas de centro denso en el interior de terminales
de naturaleza serotoninérgica (Bradford, 1988), este hallazgo no ha podido ser confirmado en nuestro estudio.

Las escasas vesiculas de centro denso que pueden encontrarse en los terminales retinianos (Lund, 1969) no
resultaron marcadas en nuestro material, indicando una limitacién del método utilizado o una naturaleza distinta
a la monoaminérgica, del neurotransmisor que contienen.



70

L. HENNEQUET Y COLS.

FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

Electromicrografiamostrando un perfil glial (*) que contiene depésitos electrodensos en su interior. El precipitado
se encuentra en el citoplasma, sin ningtin tipo de revestimiento. Los perfiles circundantes se encuentran libres del
marcado. (Barra: 0,5 tm)

Perfil sindptico conteniendo vesiculas de centro denso, asi como otras agranulares, que establece un contacto
asimétrico sobre un perfil dendritico. El depésito electrodenso (flecha) se encuentraen el interior de las vesiculas
sindpticas y en el axoplasma. (Barra: 0,5 pm)

Perfil sindptico mostrando vesiculas pleomérficas con depésitos electrodensos (flecha) en su interior, junto con
otras vesiculas libres de marcado. (Barra: 0,5 pm)

Electromicrografia de un terminal sindptico (*) con vesiculas pleomérficas y depésito electrodenso en continui-
dad con otro terminal de caracterfsticas retinianas (R). (Barra: 0,5 pm)
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Debido al doble marcado que muestra la 5 OHDA, creemos conveniente la utilizacién de antidepresivos
bloqueantes del mecanismo de recaptacion de las monoaminas, del tipo de la imipramina (Mintz et al. 1989), o
desipramina (Backstrom er al. 1989), con el fin de aumentar la especificidad del marcador. De este modo
pretendemos confirmar nuestros datos sobre los distintos tipos de terminales, asi como la naturaleza de su
neurotransmisor.
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DISTRIBUCI()N TOPOGRAFICA DE LOS ELEMENTOS GFAP-INMUNORREACTIVOS
EN EL ORGANO VASCULOSO DE LA LAMINA TERMINAL DE RATA

TOPOGRAPHIC DISTRIBUTION OF THE GFAP-IMMUNOREACTIVE ELEMENTS IN
THE ORGANUM VASCULOSUM OF THE LAMINA TERMINALIS IN THE RAT
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Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Facultad de Medicina
Universidad de Salamanca

RESUMEN

Empleando el método inmunocitoquimico de la peroxidasa-antiperoxidasa, se realizé un estudio morfolégico y topogrifico
de ladistribucién de los elementos inmunorreactivos a la proteina glial fibrilar dcida, sobre cortes frontales seriados de cerebro
de rata que contenfan el érgano vasculoso de la ldmina terminal.

En la zona externa del 6rgano, la inmunorreactividad se observé preferentemente alrededor de los vasos. En la zona
interna se apreciaron tractos fibrosos inmunorreactivos. El limite entre ambas zonas, lo forma la presencia de tractos fibrilares
reactivos a esta proteina.

Las células inmunorreactivas observadas presentaron un soma fuertemente tefiido del cual partfan prolongaciones cortas
y sinuosas.

PALABRAS CLAVE: Organo vasculoso de la ldmina terminal. Proteina glial fibrilar 4cida. Inmunocitoquimica. Rata.

SUMMARY

Using the peroxidase-antiperoxidase (PAP) immunocytochemical method, a morphological and topographic study was
carried out on the distribution of the elements immunoreactive to glial fibrillary acidic protein in serial frontal sections of the
rat brain containing the organum vasculosum of the lamina terminalis.

In the external zone of the organ, immunoreactivity was preferentially observed around blood vessels. In the internal
zone, immunoreactive fibrous tracts were observed. The limit between both zones was seen to be formed by fibrillary tracts
reactive to the protein.

The inmunoreactive cells observed displayed an intensely stained cell body, out of which course short sinuous
prolongations.

KEY WORDS: Organum vasculosum lamina terminalis. Glial fibrillary acidic protein. Immunocytochemistry. Rat.
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Introduccion

Con la denominacién de érgano vasculoso de la ldmina terminal (OVLT), término debido a Hofer (1958), se
describe una particular formacién situada en el limite anterior de la vesicula diencefdlica, cuyas caracteristicas
citoestructurales le apartan del resto de las paredes ventriculares.

Campos Ortega y Ferres Torres (1965), en un estudio realizado en la rata albina, sefialan la existencia de tres
zonas en el OVLT. Una zona externa, con abundantes vasos y tejido conectivo; una interna, en contacto con la
cavidad ventricular y otra intermedia, que constituye la membrana limitante glial.

El aislamiento y caracterizacidn de proteinas especificas de los elementos gliales y la posterior obtencién de
anticuerpos, permitié la aplicacion de técnicas inmunocitoquimicas para el estudio de estas células.

La proteina glial fibrilar dcida (GFAP), aislada por Eng y col. (1971) en placas de esclerosis miiltiple,
constituye un marcador inmunocitoquimico para los astrocitos (Bignami y Dahl, 1977).

Aunque el OVLT ha sido estudiado a microscopia electrénica de transmision (Rohlich y Wegner, 1969:
Noach, 1972; Coates, 1978; del Brio y col., 1990) y a microscopia electrénica de barrido (Riesco y col., 1988a,
1988b; Juanes y col., 1989a), son muy pocos los trabajos que realizan un estudio de los elementos GFAP-
inmunorreactivos a nivel de este 6rgano circunventricular (Kalman y Hajos, 1989).

Por ello, nuestro propdsito es valorar la distribucién topografica de las células GFAP-positivas en las
diferentes zonas del OVLT.

Material y Métodos

Para el presente trabajo se utilizaron 10 ratas blancas (cinco machos y cinco hembras), cepa Sprague-Dawley,
de pesos comprendidos entre los 200-250 g. Sacrificados los animales por decapitacidn, se extrajo el cerebro y se
fij6 en Bouin Hollande; posteriormente fueron deshidratados en etanol, incluidos en parafina y cortados
frontalmente, de forma seriada, a 5 micras de grosor.

Para el estudio inmunocitoquimico se emple6 el método enzimadtico de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP),
descrito por Sterberger y col. (1970), utilizando suero anti-GFAP (Dako, A-334) obtenido en conejo a dilucién
1:500; suero anti-inmunoglobulina de conejo (Dako, Z-196), obtenido en cerdo, a dilucién 1:100 y complejo
soluble PAP, obtenido en conejo (Dako, Z-113) a dilucién 1:100, después de inhibir la peroxidasa endégena con
metanol agua oxigenada. Como tampén de lavado y de dilucién se empled el tampén TRIS 5x10~* M, con un 8%
de NaCl, pH: 7.5. La reaccidn se visualiz6 con 3-3' Diaminobenzidina, y se contrasté con hematoxilina dcida de
Mayer, estudidndose el OVLT con arreglo a la sistematizaciéon de Campos Ortega y Ferres Torres (1965), con un
microscopio Zeiss-Axiophot.

Resultados

En los animales estudiados no hemos encontrado diferencias morfoldgicas ni topograficas entre sexos, por lo
que los resultados obtenidos los describiremos en su conjunto.

El OVLT estd situado en la region anteroventral del tercer ventriculo, region AV3V de Carithers y Johnson
(1984), Blackburn y col., (1987, 1990). Constituye un drea, de dificil delimitacién, préxima al quiasma éptico, en
su porcion inferior y a la comisura blanca anterior, en su porcién superior (Esquema 1).

La inmunorreactividad a la GFAP, en la zona externa del érgano, se observé preferentemente a nivel de los
vasos (figuras 1 y 2), apareciendo un anillo inmunorreactivo de fibras GFAP positivas, a modo de abrazadera.
alrededor de ellos, contactando con la pared vascular, sin detectar los somas celulares (figura 2). También se
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aprecio, en estaregion del OVLT, una banda de elementos GFAP-inmunorreactivos en las proximidades del Iimite
pial inferior (figuras 1y 3).

En dreas préximas a esta zona del 6rgano, se encuentra el quiasma dptico (figura 1); en el €l existen varias
células reactivas, muy esparcidas, con un citoplasma intensamente marcado del que parten prolongaciones.

Enla zona intermedia aparecié una banda de células, dispuestas en cadena (membrana limitante glial) (figura
4), inmunonegativas a la GFAP, préximas a fibras débilmente inmunorreactivas a esta proteina (figura 4). Por otra
parte, a este nivel del 6rgano, se observé una trama puntiforme inmunorreactiva, paralela a las células GFAP-
negativas de la zona intermedia del OVLT (figura 4).

Enestazonaintermediadel OVLT, los vasos poseen elementos GFAP-inmunorreactivos a su alrededor (figura
4) y el quiasma Optico sigue presentando células reactivas (figura 4).

La zona interna del OVLT, en contacto con la luz del tercer ventriculo (figura 5), estd limitada lateralmente
por elementos puntiformes inmunorreactivos a la GFAP (figura 5, con mds detalle en la figura 6). En esta zona del
OVLT se apreciaron, a grandes aumentos, haces difusos de glia débilmente reactiva a esta proteina (figura 7), y
contactando con la luz ventricular, se observaron otras fibras, mucho mds marcadas con la GFAP (figura 7). Sigue
viéndose células inmunorreactivas en el quiasma 6ptico (figura 5).

Las células GFAP-inmunorreactivas observadas en las distintas zonas del OVLT analizadas, se caracterizaron
por presentar un citoplasma irregular, muy reactivo, del que parten prolongaciones cortas y sinuosas, en nimero
variable de unas células a otras. Estas células, por sus caracteristicas morfoldgicas y tintoriales, semejan ser de tipo
astrocitario (figura 8).

Discusion

La mayor parte de los trabajos que utilizan la GFAP han sido para esclarecer el origen histogénico de los
tumores cerebrales y para el estudio de la respuesta de los astrocitos a diferentes lesiones (Bignami y col., 1980;
Eng, 1980; Bignami y Schoene, 1981).

Actualmente, no existen apenas trabajos que describan la distribucién de los elementos GFAP-inmunorreactivos
aniveldel OVLT. Cabe destacarla descripcion hecha por Kalman y Hajos (1989) quienes encontraron la existencia
de gran cantidad de fibras GFAP-inmunorreactivas, especialmente localizadas en la zona subependimaria; sin
embargo, estos autores no detectaron el soma celular, cuestiondndose el posible origen de estas fibras. Ademds,
seflalaron que este sistema de fibras inmunorreactivas era distinto al observado en el resto del Sistema Nervioso
Central, especialmente por su menor tamailo. En nuestro estudio no hemos apreciado estas diferencias, siendo
quizds debido a los distintos protocolos utilizados, quedando asi una puerta abierta para su estudio con
inmunocitoquimica a microscopia electrénica.

No se observaron diferencias entre ambos sexos; debido a que la mayoria de los trabajos utilizan inicamente
un sexo como grupo experimental, no hemos podido establecer comparaciones en este sentido. Unicamente, los
trabajos de Kalman y Hajos (1989) y Hajos y Kalman (1989), realizando un estudio de la distribucién de la GFAP
en el Sistema Nervioso Central de la rata albina, con grupos de animales de ambos sexos, sin encontrar diferencias
entre éstos.

La mayoria de los elementos GFAP-inmunorreactivos observados por nosotros, dada sus caracteristicas
morfoldgicas, semejan astrocitos. La GFAP es una proteina integrante de los filamentos intermedios gliales, por
ello, cabria pensar que tan s6lo los astrocitos fibrosos serian GFAP positivos; sin embargo, estudios a microscopia
electrénica (Schachner y col., 1977; Nowakowsky y Rakic, 1979), han demostrado que el inmunoprecipitado que
origina la inmunorreactividad a la GFAP marca los dos tipos de astrocitos (fibrosos y protopldsmicos), ya que la
GFAP también estd presente, de forma soluble, en el citoplasma glial (Patel y col., 1985; Malloch y col., 1987).

Nosotros no podemos matizar si estos astrocitos son de tipo protopldsmico o fibroso, pero si coincidimos con
el resto de los autores en sefialar a la GFAP como un marcador altamente especifico para los astrocitos en general
(Bignami y Dahl, 1973, 1974; Dahl y Bignami, 1973; Juanes y col., 1989b; Juanes, 1990).
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ESQUEMA 1.

Representacién gréfica del Organo Vasculoso de la Limina Terminal (OVLT) (zona punteada), situado en la
region antero-ventral del tercer ventriculo (III v). A. Corte sagital del encéfalo de rata. QO: Quiasma Optico.
cb: comisura blanca anterior. MI: Masa Intermedia. 1, 2 y 3: Lineas discontinuas verticales, que representan
la secci6n que hemos practicado en el encéfalo (en sentido antero-posterior). B. Cortes [rontales a nivel del
OVLT (zonas punteadas), correspondientes a las zonas de seccién. 1. Zona externa del érgano. 2. Zona
intermedia, membrana limitante glial (MLG, flecha). 3. Zona interna del OVLT. cb: comisura blanca anterior.
QO: Quiasma Oplico. V (flecha): Luz del tercer ventriculo. c: capilar. cc: cuerpo calloso.
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Panordmicade lazonaexternadel OVLT (ZE). Obsérvese la existencia de clementos GFAP-inmunorrcactivos
alrededor de los vasos (flecha fina) y la presencia de una banda reactiva en las proximidades del limite pial
inferior (flecha gruesa), destacando como drea mds reactiva, préxima al OVLT, el quiasma éptico (QO).
Aumentos: 856 x. '

Detalle de los elementos inmunorreactivos a GFAP a nivel perivascular, constituyendo un verdadero anillo
inmunorreactivo que contacta con la pared vascular sin detectarse los somas celulares. ¢: capilar. Aumentos:
1712 %.

Banda de elementos GFAP positivos en las proximidades del limite pial inferior ({lecha). Aumentos: 1.712 x.
Zona intermedia del OVLT. Banda de células en cadena, inmunonegativas a la GFAP (flecha gruesa); se ven
finas fibras, débilmente inmunorreactivas (flechas finas) y una trama puntiforme (cabeza de flecha)
inmunorreactiva a la GFAP, dispuestas de forma paralela a las células en cadena. En los mdrgenes laterales
de esta zona del OVLT, se aprecian vasos con elementos inmunorreactivos alrededor de los mismos (asterisco),
asi como una reaccién en el quiasma éptico (QO). Aumentos: 856 x.
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FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.
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Zona interna del OVLT, en contacto con la luz del tercer ventriculo (V). En los mérgenes laterales, se nota la
presenciade elementos puntiformes inmunorreactivos ala GFAP (flecha); enel quiasma 6ptico aparecen células
reactivas (QO). Aumentos: 428 x.

Detalle, a mayores aumentos, de los elementos puntiformes GFAP-inmunorreactivos (flechas) agrupados en
hileras, y situados en la parte lateral de la zona interna del OVLT. Aumentos: 1.712 x.

Hacesde glia inmunorreactivaala GFAP, débilmente marcada (flecha fina) juntoaotras fibras mucho mds tefiidas
con esta proteina (flecha gruesa) que contactan con la luz del tercer ventriculo (V). Aumentos: 1.712 x.

Célula GFAP-inmunorreactiva con caracteristicas astrocitarias. Aumentos: 2.696 x.




DISTRIBUCION TOPOGRAFICA EN EL ORGANO VASCULOSO 79

BIBLIOGRAFIA

BIGNAMI, A. y DAHL, D. (1973): Differentiation of astrocytes in the cerebellar cortex and the piramidal tracts ol the
newborn rat. An immunofluorescence study with antibodies to a protein specific to astrocytes. Brain Res., 49: 393-402.

BIGNAMI. A. y DAHL, D. (1974): Astrocyte-specific protein and neuroglial differentiation. An immunofluorescence study
antibodies to glial fibrillary acidic protein. J. Comp. Neurol., 153: 27-38.

BIGNAMI, A.y DAHL, D. (1977): Specifity of the glial fibrillary acidic protein for astroglia. J. Histochem. Cytochem. 25:
466-469.

BIGNAMI, A.; DAHL, D. y RUEGER, D.C. (1980): Glial fibrillary acidic (GFA) protein in normal neural cells and in
pathological conditions. In Adv. Cell Neurobiol., 1: 285-310.

BIGNAMI, A. y SCHOENE, W.C. (1981): Glial fibrillary acidic protein in human brain tumors. In «Diagnostic
Immunohistochemistry» (R.A. DeLellis, ed.), pp. 213-225. Masson, New York.

BLACKBURN, E.R.; LENG, G.y RUSSELL, J.A. (1987): Control of magnocellular oxytocin neurones by the region anterior
and ventral to the third ventricle (AV3V region) in rats. J. Endocr., 114: 253-261.

BLACKBURN, R.E.; DAY, N.C.; LENG, G. y HUGHES, J. (1990): The effect of anteroventral third ventricular lesions on
the changes in cholecystokinin receptor density in the rat supraoptic nucleus following saline drinking. J.
Neuroendocrinology. Vol. 2, n? 3: 323-328.

CAMPOS ORTEGA, J.A. Y FERRES-TORRES, R. (1965): Sobre el sustrato del érgano vasculoso de la limina terminal de
rata albina. An. Anat., 14: 381-409.

CARITHERS, J. y JOHNSON, A.K. (1984): Long term effects on the supraoptic nuclei and ncural lobe produced by ablation
of the tissue surrounding the preoptic recess (AV3V). Brain Res., 305: 123-140.

COATES, F.W. (1978): Supracpendymal cells and fiber processes in the fetal monkey third ventricle correlated scanning and
transmission electron microscopy. SEM/IL. USA., pp. 143-150.

DAHL, D. y BIGNAMI, A. (1973): Immunohistochemical and immunofluorescence studies of the glial fibrillary acidic
protein in vertebrates. Brain. Res., 61: 279-293.

DEL BRIO, M.A; RIERA, P.; GARCIA, J.M. y ALVAREZ-URIA, M. (1990): Ultrastructural study of the cellular
components of the organum vasculosum lamina terminalis of the rabbit (Orvetolagus cuniculus). J. Submicrosc. Cytol.
Pathol., 22: 303-309.

ENG, L.F. (1980): The glial fibrillary acidic (GFA) protein. In «Proteins of the Nervous System» (R.A. Bradshaw and D.M.
Schneider, eds.), pp. 85-117. Raven. New York.

ENG, L.F.; VANDERHAEGEN, G.G.; BIGNAMI, A. y GERSTL, B. (1971): An acidic protein isolated from birous
astrocytes. Brain Res., 28: 351-354.

HAIJOS, F. y KALMAN, M. (1989): Distribution of the glial fibrillary acidic protcin (GFAP)-immunorcactive astrocyles in
the rat brain. I1.- Mesencephalon, rhombencephalon and spinal cord. Exp. Brain Res., 78: 164-173.

HOFER, H. (1958): Zur Morphologie der circumventrikularem organe des Zwischenhirnes der Saugetieren. Verh. Deuctsch.
Zool. Ges. Zool. Anz. Suppl. 22: 202-251.

JUANES, J.A. (1990): Estudio inmunocitoquimico de la glfa en diversos 6rganos circunventricularcs. Tesis Doctoral de
Medicina. Universidad de Salamanca.

JUANES, J.A ; RIESCO, J.M.; CARRETERO, J.; SANCHEZ, F.; BLANCO, E. y VAZQUEZ, R. (1989a): Etude morphologique
avec le microscope electronique a balayage chez deux organes circumventriculaires: I'organum vasculosum de la lamina
terminalis et I'orgage subfornical de rat sprague-Dawley. Bulletin de I'Association des Anatomistes. Vol. 72, n® 222, pp. 26.

JUANES, J.A.; RIESCO, J.M.; CARRETERO, J.; SANCHEZ, F.; BLANCO, E. y VAZQUEZ, R. (1989b): Estudio
inmunocitoquimico de los elementos reactivos a la proteina glial fibrilar dcida en la eminencia media de larata. An. Anat.,
35: 51-55.

KALMAN, M. y HAJOS, F. (1989): Distribution of glial fibrillary acidic protecin (GFAP)-inmunorcactive astrocytes in the
rat brain. I.- Forebrain. Exp. Brain Res., 78: 147-163.

MALLOGH, G.D.A.; CLARK, J.B. y BURNET, F.R. (1987): Glial fibrillary acidic protein in the cytoskeletal and soluble
protein fractions of the developing rat brain. J. Neurochem., 48: 299-306.

NOACH, W. (1972): Scanning and electron microscopical investigations of the surlace of the lateral ventricles in the cat.
Brain Res., 46: 121-129.

NOWAKOSKY, R.S. y RAKIC, P. (1979): The mode of migration of neurons in the hippocampus: a Golgi and electron
microscopic analysis in foetal rhesus monkey. J. Neurocytol., 8: 697-718.

PATEL, A.J.; WEIR, M.D.; HUNT, A.; TAHOURDIN, C.S.M. y THOMAS, D.G.T. (1985): Distribution ol glutamine
synthetase and glial fibrillary acidic protein and correlation with glutamine decarboxylase in different regions of the rat
central neurons system. Brain Res., 331: 1-10.

RIESCO, J.M.; JUANES, J.A.; CARRETERO, J. y VAZQUEZ, R. (1988a): Ultrastructure of the surface ol the organum
vasculosum laminae terminalis in different animals species. J. Submicrosc. Cytol., 20: 363-369.

RIESCO, J.M.; JUANES, J.A.; CARRETERO, J.; SANCHEZ, F. y VAZQUEZ, R. (1988b): Estudio comparativo del 6rgano
vasculoso de la ldmina terminal y del érgano subforniano con el microscopio electrénico de barrido. Acta Microscop.
Vol. 10, n® 3: 409-416.



80 J.LA.JUANES Y COLS.

ROHLICH, P. y WEGNER, T. (1969): Elektronenmikroskopische Untersuchungen an organum vasculosum laminac
terminalis der Ratte. Z. Zellforsch., 102: 483-506.

SCHAECHNER, M.; HEDLEY-WHITE, E.T.; HSU, D.W.; SCHOONMAKER, G. y BIGNAMI, A. (1977): Ultrastructural
localization of glial fibrillary acidic protein in mouse cerebellum by immunoperoxidase labelling J. Cell. Biol., 75: 67-
73.

STERNBERGER, L.A.; HARDY, P.H.; CUCULIS, J.J. y MEYER, H.G. (1970): The unlabeled antibody enzyme method of
immunohistochemistry. Preparation and properties of soluble antigen antibody complex (horseradisc peroxidase
antihorseradisch peroxidase) and its use in identification of spirochetes. J. Histochem. Cytochem., 18: 315-333.

Correspondencia: Dr. Juan A. Juanes Méndez
Dpto. de Anatomia e Histologia Humanas
Facultad de Medicina

Avda. Campo Charro, s/n

37007 Salamanca. Espaiia



An. Anat. 38: 81-86 (1992)

ASPECTO RADIOGRAFICO DEL AGUJERO MENTONIANO

THE APPEARANCE OF MENTAL FORAMINA ON PANORAMIC RADIOGRAPHS

L.M. JUNQUERA, J.C. DE VICENTE, J. S. LOPEZ ARRANZ, C. SALGADO

Departamento de Cirugfa y especialidades médico-quirirgicas. Servicio de Cirugfa Oral y Maxilofacial
Hospital Ntra. Sra. de Covadonga. Oviedo

RESUMEN

El aspecto ortopantomogrifico del agujero mentoniano, puede clasificarse en varios tipos: separado, continuo, difuso e
indiferenciado. Sobre una muestra de 130 casos se realiza un estudio porcentual de los diferentes tipos, asi como de su
didmetro y situacién en el plano vertical mandibular.

PALABRAS CLAVE: Agujero mentoniano. Ortopantomografia.

SUMMARY

The appearance of the mental foramen of panoramic radiographs can be classified as a separated, continuous, diffuse,
or unidentified. In a sample of 130 patients, the authors drow a porcentaje study of the several types, also study the diameter
and situation on the mandible vertical plane.

KEY WORDS: Mental Foramen. Panoramic radiographs.

Introduccion

La ortopantomografia es una variedad de radiograffa (1, 2 y 3) panordmica basada en la tomografia de
superficies curvas.

En su denominacidn, se incluyen sus principales caracteristicas:

— Orto: Hace referencia a su ortogonalidad y por lo tanto al hecho de disponer de tres ejes de giro.

— Tomografia: Se realiza un corte tomografico mediante el movimiento rotacional de barrido del foco

radiante en cada uno de los ejes sumado al movimiento también rotacional de la pelicula.

— Pan: Prefijo indicativo de que el corte tomogréfico abarca toda la mandibula.

Ideada por Numatta (4) y Heckmann (5) en 1939, no tuvo su aplicacién préctica hasta 1949, afio en el que
Paatero (6) profesor de radiologia dental en la Universidad de Helsinki aplicé su primer método durante su estancia
enlaEscuelade Medicina Dental de Seattle (2). Este primer método de Paatero, rotégrafo, utilizaba un movimiento
simultdneo de la pelicula y del paciente, manteniendo fijo el foco. Sélo posefa un centro de rotacién y actualmente
no se usa. En 1957 Hudson y col. (7) idearon el «Panorex» que posefa dos centros de rotacién, variaba la velocidad
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de la pelicula y mantenia fija la cabeza del paciente haciendo girar al foco y a la pelicula. Por dltimo Paatero (8)
(1962) en su segundo método, concibe a la mandibula como una curva compuesta por tres arcos de distinto centro:
uno central y dos laterales. La mejora conceptual que este hecho supuso respecto a la idea de los «dos ejes» estriba
en que al conseguir descomponer mds apropiadamente la forma de la mandibula, la exposicién de la misma es mds
ortogonal, y por lo tanto se introducen menos distorsiones.

Desde entonces hasta hoy el uso de la ortopantomografia se ha ido generalizando y aplicando en todas las dreas
de la moderna estomatologia, existiendo en la literatura multitud de trabajos acerca de su correcto uso e
interpretacién (9, 10 y 11). No obstante las imédgenes obtenidas mediante ortopantomografia resultan en
determinadas regiones anatémicas dificiles de interpretar tendiéndose hoy a racionalizar su uso mediante la
aplicacioén de criterios de seleccion 16gicos (12).

El agujero mentoniano localizado en la cara externa del cuerpo mandibular, por encima de la linea oblicua
externa representa la apertura cortical vestibular del corto canal mentoniano, rama externa terminal del conducto
alvéolo dentario inferior (13, 14). En el adulto caucasiano (13, 15) se sitiia equidistante entre los bordes superior
e inferior de la rama horizontal mandibular, en el 50% de los casos entre las raices de los dos bictispides, en el 25%
de los casos a nivel de la raiz de segundo bicispide, en el 20% a nivel de la raiz del primer bictspide y en el 5%
de las ocasiones por detrds de la raiz del segundo premolar. En contadas ocasiones el agujero mentoniano puede
ser doble, situdndose junto al foramen normal o en un punto mds o menos préximo a la sinfisis. Bertelli (13)
describe un caso de agujero mentoniano triple. La direccidn del canal 6seo mentoniano es medial-ventral-caudal
(16) emergiendo por él los vasos y el nervio mentoniano que inerva lamucosay piel de los labios, gldndulas bucales
y mucosa vestibular desde el primer molar inferior hasta la linea media, siendo el elemento nervioso mds
susceptible de lesién en la practica dental (17, 18).

El poderoso avance de la implantologia y de la cirugia ortogndtica, exigen de la ortopantomografia
informacién precisa y fideligna acerca de las caracteristicas del agujero mentoniano, informacién que se evidencia
como insuficiente al establecer comparaciones con otros medios radiogrificos mds sofisticados (19) (TAC
mandibular) pero de mayor coste social y riesgo biol6gico. El propdsito de este trabajo se centra en el conocimiento
de la clasificacién del aspecto que radiograficamente puede presentar el agujero mentoniano (1) asf como en la
correlacion de sus caracteristicas radiograficas con los datos anatémicos ya conocidos (2).

Material y Métodos

Nuestro estudio analizé 130 ortopantomografias recogidas en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de
Covadonga y en el Servicio de Odontopediatria de la Escuela de Estomatologia de Oviedo. Sesenta de ellas
pertenecian a mujeres y sesenta y dos a varones. Entre 20 y 40 afios habia sesenta y tres radiografias, por debajo
de 20 afios veintiséis y por encima de 40 afios treinta y tres. Ocho fueron desechadas para el estudio.

Para la realizacién de nuestro trabajo utilizamos un aparato de la casa Siemens «Ortopantomograph 10» y
peliculas Agfa Curix RP2 (5x12 in), manteniendo constante en todos los casos el tiempo de exposicion (15 s) y
ajustando el kw segtin la talla del paciente. Las peliculas fueron procesadas automdticamente por un «Gevamatic
60» (Agfa-Gevaert) e interpretadas independientemente por dos miembros de nuestro servicio (una de ellas
pertenecientes al staff médico) en las tres horas subsiguientes a su revelado.

El aspecto radiogréfico del foramen mentoniano se clasificé en cuatro tipos: (figuras 1 y 4).

a) Tipo I: Separado del conducto alveolodentario inferior (figura 1-1).

b) Tipo II: Continuo respecto al conducto alveolodentario inferior (figuras 1, 2).
¢) Tipo III: No identificable radiograficamente (figuras 1, 3).

d) Tipo IV: Difuso en cuanto a sus bordes (figuras 1, 4).

La posicién vertical del foramen mentoniano se estimé trazando una recta que pasase por su centro y midiendo
las distancias existentes entre el borde alveolar superior y el contorno superior del agujero mentoniano (a) y la
existente entre su contorno inferior y el borde basal mandibular (b) figura 2.
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La apariencia radiografica de mayor prevalencia en nuestro estudio fue la del tipo separado con un 64% del
total. Represent6 el aspecto radiografico de mayor frecuencia de presentacion en todos los grupos de edad, salvo

en los menores de 20 afios, en los que el tipo no identificado ocupaba esa primera posicién.

El segundo aspecto radiografico de mayor prevalencia de presentacion fue el del tipo continuo con un 34% del total,

siendo el segundo en frecuencia de presentacion en los grupos de pacientes por encima de 20 afios (Tabla I).

El didmetro medio del agujero mentoniano fue en nuestro estudio de 3.4 mm. El tipo difuso presentd en
cualquier grupo de edad mayor longitud de didmetro que los restantes tipos (Tabla II). El mayor didmetro

determinado en nuestra serie media 4,0 mm. y correspondié a una mujer de 33 afios.

La posicién vertical del agujero mentoniano establecida en mm mediante la relacién a/b (figura 2) nos
demuestra como salvo en el grupo de pacientes por encima de 40 afios el foramen mentoniano se encuentra mas
proximo al reborde basilar mandibular; particularmente veridica es esta aseveracion en el tipo separado con

respecto a los otros tipos radiogrificos (Tabla III).

TABLA I: Prevalencia de presentacién de los diferentes tipos radiogrificos del agujero mentoniano.

] _ " 5 |
AGUJERO MENOS DE 20 ANOS ENTRE 20 Y 40 ANOS POR ENCIMA DE 40 ANOS |
T ==
MENTONIANO | \% 1 H v . TOTAL
! — T T
TIPO SEPARADO 1 S ,{ 3 o1 | 6 ’ 53 (64%)
TIPO CONTINUO \ 1 | 1 | 8 ' 3 28 (34%)
TIPO NO IDENTIFICADO ‘ 6 ] 5 | 6 | 1 1 23 (28%)
TIPO DIFUSO | 2 ' 3 2 | 4 |18 (22%)
TOTAL T l 12 } 27 L4 |12
| | | I
TABLA II: Didmetro medio del foramen mentoniano.
DIAMETRO DE AGUJERO MENOS DE 20 ANOS ENTRE 20 Y 40 ANOS  POR ENCIMA DE 40 ANOS
MENTONIANO H v | H A%
| ! |
TIPO SEPARADO 3,lmm | 3,3mm ; 3mm ‘ 3,1 mm
TIPO CONTINUO 32mm | 3,3mm | 29mm | 3,2mm
TIPO DIFUSO 3,3 mm 3,6 mm \ 3,5 mm | 3,8 mm
TIPO NO IDENTIFICADO — - I
TABLA III: Posicion media vertical del foramen mentoniano (mm).
|
AGUJERO i MENOS DE 20 ANOS ENTRE 20Y 40 ANOS  POR ENCIMA DE 40 ANOS
MENTONIANO | H v H v
| | | |
TIPO SEPARADO : 1,65mm (1,63mm |1,58mm |[,51 mm [0,82mm |0,78 mm
TIPO CONTINUO . 1,26 mm | 1,34 mm 10,79 mm | 0,68 mm
TIPO DIFUSO | 1,35mm |1.42mm 0,62mm | 0,98 mm
TIPO NO IDENTIFICADO é — i — e S
|
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TIPO SEPARADO TIPO CONTINUO

TIPO NO IDENTIFICADO TIPO DIFUSO

FIGURA 1. Clasificaciéon del aspecto radiogrifico del agujero mentoniano. Figura 1.1: Tipo separado. Figura 1.2: Tipo
continuo. Figura 1.3: Tipo no identificado. Figura 1.4: Tipo difuso.
FIGURA 2. Determinacién de la posicion vertical del foramen mentoniano.
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Discusion

En nuestro estudio el 64% de las radiografias presentaban un foramen mentoniano tipo separado, porcentaje
similaral de otras series (21) en las que este tipo de aspecto radiografico del agujero también era el de mds frecuente
visualizacién.

Fishell y Coll (22) sefialan la no visibilidad radiogrdfica del agujero mentoniano en el 50% de sus placas
retroalveolares. Esta circunstancia contrasta con el porcentaje encontrado por nosotros —tipo no identificado 28 %—
y se explica a nuestro entender por la diferente técnica radiogrifica aplicada pues la ortopantomografia nos
proporciona un campo radiolégico mds ancho, asi como un mayor grado de angulacién vertical y horizontal (23).
En nuestro trabajo el tipo no identificado se presentd con singular frecuencia en los pacientes de menos de 20 afios,
circunstancia que explicamos por la superposicion radiogrifica que ocasionaban los gérmenes de los dientes
permanentes. Otras causas de no identificacion radiogrdfica del agujero mentoniano fueron la desmineralizacidn
mandibular, por la pérdida de contraste radiografico que ello supone y la radiodensidad de la region premolar.

Aunque cldsicamente se admite que el agujero mentoniano en los adultos se encuentra equidistante vertical-
mente de los rebordes mandibulares superior e inferior (13, 14), nuestra serie refleja su mayor proximidad hacia
la basal mandibular. Este hecho puede explicarse no sélo por la angulacién vertical que la ortopantomografia
conlleva, sino que probablemente refleje que un cierto nimero de imdgenes consideradas como agujero
mentoniano correspondan en realidad a una seccién del canal mentoniano que por su disposicién medial-ventral-
caudal se nos presenta mds bajo en la pelicula radiografica. La mayor proximidad del agujero mentoniano al
reborde alveolar superior en los pacientes mayores de 40 afios es un hecho esperado si tenemos en cuenta la mayor
incidencia de edentulismo posterior y la consecuente reabsorcién centrifuga alveolar de estos pacientes.
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RESUMEN

Se ha analizado la evolucién histolégica de arterias renales, a las que se les practicé microanastomosis vascular mediante
intususcepcién y fijacion de las arterias con un solo punto.

El material lo componen 15 ratas Wistar, machos, de pesos corporales comprendidos entre 250 y 300 gramos. Como
medio de magnificacién un microscopio quirtirgico Kop y como material de sutura nylon monofilamento 10/0. Para el estudio
histolégico hemos empleado la técnica de la Orceina.

En el curso operatorio sacrificamos dos animales por hemorragias y en el postoperatorio otro por presentar un aneurisma.
Con los 12 que sobrevivieron se hicieron cuatro lotes de tres animales cada uno, posteriormente se sacrificaron los animales
correspondientes a cada lote a los 15, 30, 90 y 360 dfas.

PALABRAS CLAVE: Estructura. Arteria renal. Microanastomosis. Rata.

SUMMARY

The purpose of this study is to analyze the histological evolution of the renal arteries in which a microanastomosis had
been practised. The surgical technique used was the intussusception and fixation of the arteries by using only one stitch.

The material consist of 15 male Wistar Rats between 250 and 300 grams in weight; a surgical microscope Kop, used for
magnifying, and 10/0 monofilament nylon for suture. The technique of Orcein was applied for the histological study.

Two rats were sacrificed during the operation due to haemorrhages and a third one after the operation because of
aneurysm. The remaining 12 were divided into 4 groups of 3 animals. Each group of rats was later sacrificed in the space of
15, 30, 90 and 360 days.

KEY WORDS: Structure. Renal arterie. Microanastomosis. rat.
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Introduccion

La investigacién en el transplante de 6rganos exige la puesta a punto de técnicas de anastomosis vascular de
sencilla realizacién, y que cursen con un minimo porcentaje de complicaciones (1).

Clasicamente las anastomosis en pequefos vasos se han realizado siguiendo técnicas de sutura manual
continua.o discontinua (2). No obstante y con el fin de simplificar estas técnicas se han descrito métodos de
anastomosis vascular empledndose grapas (3), adhesivos (4), anillos (5), prétesis extravasculares (6) y el
telescopaje vascular ideado por Lauritzen (7).

Nosotros venimos trabajando en anastomosis por intususcepcion de diversos vasos arteriales (8).

En este trabajo se describe la evolucidn histoldgica de microanastomosis vasculares, realizados mediante
intususcepcién y fijacién de las arterias con un solo punto, en las arterias renales.

Material y Métodos

Se han empleado 15 ratas Wistar, machos, de pesos corporales comprendidos entre 250 y 300 gramos. Como
medio de magnificacién un microscopio quirtirgico Kop y como material de sutura nylon monofilamento 10/0.

En estos animales se realizé autotransplante de riiidén (9) siendo el rifién derecho anastomosado a los vasos
renales izquierdos.

La anastomosis arterial se llevé a cabo mediante intususcepcion de la arteria renal izquierda dentro de la
derecha. Se anuda un punto sencillo en la superficie de seccion de la arteria izquierda, a continuacidn se introduce
el hilo de sutura porlaluz de la arteria renal derecha y tras ser exteriorizado aproximadamente a 3 mm de su origen,
se tracciona del hilo, lo que produce la introduccién de la arteria renal izquierda en la derecha. La anastomosis
queda concluida anudando el hilo sobre un borde de €1 mismo realizado mediante un pequefio punto en la arteria
renal derecha.

Como complicaciones tuvimos que sacrificar dos animales por presentar hemorragias copiosas postdesclampaje
y en un animal se detecté un aneurisma.

Conlos 12 que sobrevivieron se hicieron cuatro lotes de tres animales cada uno, posteriormente se sacrificaron
los animales correspondientes a cada lote a los 15, 30, 90 y 360 dias.

Las arterias renales, una vez sacrificado el animal, eran fijadas en formol al 10%, incluidas en Paraplas,
cortadas en un microtomo Leitz a 7 micras y tefiidas mediante la técnica de orceina para fibras de elastina.

Resultados

A los 15 dias del postoperatorio observamos la existencia de dos segmentos vasculares aislados, unidos
Unicamente por escaso tejido conjuntivo.

El vaso aferente que ha sufrido la intususcepcién conserva las caracteristicas tipicas de la arteria renal. Existe
una perfecta delimitacién del endotelio y la membrana eldstica interna es compacta. En la tinica media la
proporcion entre las fibras musculares y el material eldstico es bastante equilibrada, constituyendo las ldminas
eldsticas autenticos compartimentos para los paquetes de fibras musculares. La adventicia estd muy desarrollada,
con predominio de fibras conjuntivas de coldgeno. En el vaso eferente no hemos encontrado signos de alteracion
en el patrén estructural.

Muestra evidente de la permeabilidad del vaso aferente es la presencia de gran cantidad de hematies en su
interior (fig. 1).
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Arteria renal a los 15 dias de la intususcepcion. Nétese la existencia de los dos segmentos vasculares, aferente y
eferente, separados entre si por un amplio espacio intervascular y unidos tinicamente por escaso tejido conjuntivo.
10 x, Orcefna.

Arteria renal a los 30 dias de la intususcepcion. Nétese la presencia del conjuntivo que cierra el espacio
intervascular. 10 x, Orceina.

Arteria renal a los 30 dfas de la intususcepcion. Detalle donde apreciamos la existencia de tabiques que parten
desde la adventicia del vaso aferente y se dirigen a buscar la membrana limitante interna del vaso eferente. 40 x,
Orcefna.

Arteria renal a los 30 dfas de la intususcepcién. Detalle del tejido conjuntivo que cierra el espacio intervascular.
40 x Orceina.

Arteria renal a los 360 dfas de la intususcepcién. Nétese como el cierre del espacio intervascular es completo y
el vaso eferente, en su porcion media e izquierda, se estd reabsorbiendo. 10 x Orceina.

Arteriarenal alos 360 dfas de la intususcepcidn. Detalle de la estructuracién de los segmentos aferente y eferente.
20 x Orceina.
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A los 30 dias hemos observado cémo el espacio existente entre los dos segmentos vasculares, aferente y
eferente, se va cerrando (fig. 2).

Este cierre es debido al crecimiento de tabiques conjuntivos que amodo de puentes, parten desde la adventicia
del vaso aferente y se dirigen a buscar la membrana limitante interna del vaso eferente (fig. 3).

Las fibras conjuntivas adoptan una disposicién ondulante, con una gran abundancia de fibroblastos entre ellas
(fig. 4)

La unién de los dos vasos en este tiempo no es todavia completa quedando zonas en la que los vasos estan
todavia independizados.

Launidnes completaen los lotes de ratas enlos que ha transcurrido 90y 360 dias como se observaen las figuras
5y6.

La arteria aferente no muestra cambios estructurales en contraposicion a la arteria eferente en la que sf los
hemos observado. El vaso eferente muestra una desaparicién de la capa endotelial, una vigorosa membrana
limitante interna, festoneada pero compacta, una tinica media disminuida de tamafo y una adventicia en la que
no hemos encontrado cambios (fig. 6).

En la figura 5 observamos un hecho que para nosotros es transcendental, como es la reabsorcién del vaso
eferente. Enla parte derechade laimagen tenemos alos dos vasos que conservan la estructuracién, en la parte media
la capa muscular empieza a desaparecer mezcldndose con la adventicia y en la parte izquierda esta capa ha
desaparecido por completo, quedando tinicamente la unidn de las dos adventicias cuyo resultado es una tnica
adventicia de notable tamafio.

Discusion

En el capitulo de resultados hemos analizado la evolucién microscdpica de las arterias renales después de
realizar un trasplante renal ortotépico.

Nuestra técnica es una variante de la ideada por Lauritzen en 1978 que utilizaba para fijar los vasos aferentes
y eferentes dos puntos simples extraluminales separados entre si 180 grados.

La realizacién de anastomosis con un punto horizontal en U, tiene como ventajas la sencillez y rapidez de
ejecucidn, al emplear un solo punto de sutura. Como incoveniente la de tener que serrealizada en vasos de pequeiio
tamaiio y de didmetros similares, nunca mayores de 2 mm.

Esta técnica cursa con un reducido porcentaje de complicaciones, nosotros hemos tenido dos hemorragias
postdesclampaje y un aneurisma, lo que supone un 20% de la muestra. El resto de animales, que representa un 80%
de los casos, no presentaron complicaciones peroperatorias ni postoperatorias.

Todos los vasos tenfan una perfecta permeabilidad, demostrada por la realizacién de arteriografias
postoperatorias. En los cortes histolégicos hemos evidenciado hematies en el interior del vaso aferente, muestra
inequivoca de la permeabilidad de dicho vaso.

No hemos encontrado ningtn estudio estructural que analice los cambios que han sufrido los vasos
anastomosados por intususcepcion a tan largo tiempo.

Nosotros pensamos que en un primer tiempo la unién de los dos segmentos se realiza mediante puentes
conjuntivos que partiendo de la adventicia de vaso aferente se dirigen a la capa intimal del eferente. Trascurrido
el tiempo, el espacio existente entre ambos vasos se ocluye con una proliferacién del tejido conjuntivo.

En un dltimo estadio, el vaso eferente se reabsorbe y desaparece. Nosotros esta reabsorcién, aunque no
completa, la hemos observado en los cortes seriados de las arterias renales del lote de 360 dfas.

Pensamos que esta reabsorcidn del segmento eferente serd completa cuando haya trascurrido mds tiempo.
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VARIACIONES ANATOMICAS DE LA VENA POPLITEA

ANATOMICAL VARIATIONS OF THE POPLITEAL VEIN
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RESUMEN

Se describe un caso de doble vena poplitea, principal y accesoria, en el que la vena accesoria se configura como un grueso
vaso, satélite del nervio cidtico popliteo interno, y que tiene su origen en el misculo gliteo mayor y en un ramo anastomético
importante con la vena femoral profunda. No se ha evidenciado alteracién patolégica alguna a lo largo del recorrido vascular
popliteo-femoral.

PALABRAS CLAVE: Vena poplitea. Vena poplitea accesoria. Vena poplitea doble.

SUMMARY

A case of double popliteal vein, main and accesory, in which the accesory vein shapes as a thick vase, satellite of the
internal popliteal sciatic nerve, having its origin in the high gluteus muscle and in an important anasthomotic branch with the
deep femoral vein, is described. No pathological alteration during the popliteo-femoral vascular way has been cvident.

KEY WORDS: Popliteal vein. Accesory popliteal vein. Double popliteal vein.

Introducciéon

La vena poplitea es una vena profunda, satélite de la arteria del mismo nombre, que estd situada por detrds y
externa a ella y envuelta por la misma vaina mascular (11).

Tiene su origen a nivel del anillo del séleo, en intima relacién con el borde inferior del musculo popliteo (6, 10) y
resulta de la fusién de los troncos venosos tibio-peroneos y las venas tibiales anteriores. Constituida como una gran
vena, asciende buscando el anillo del misculo aductor mayor, para introducirse en el conducto de Hunter y pasar
a ser femoral superficial (9, 11, 14).

Ocupando el hueco popliteo junto con la arteria, los nervios cidtico popliteo interno y externo, los linfdticos
y €l paquete célulo-adiposo, la vena poplitea recibe fundamentalmente la afluencia de las venas articulares, las
venas de los gemelos y la voluminosa safena externa (2, 11).
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Material y Métodos

. Corresponde al material humano que se utiliza de manera habitual en la docencia prictica de la anatomia
humana en el Departamento de Ciencias Morfoldgicas de nuestra Facultad de Medicina.
Se descubrié en un caddver vardn, de 58 afios y 1,68 m. de estatura, sin patologia de interés a excepcién de
un proceso degenerativo hepatico.
Siguiendo el método disectivo habitual, se puso de manifiesto el hueco popliteo y su contenido a lo largo del
curso académico 1990-91, encontrandonos con la variacién anatémica que se describe y que hemos estudiado y
fotografiado convenientemente.

Resultados

Se ha descubierto una duplicacién de la vena poplitea izquierda (figuras 1y 2), al disecar el hueco popliteo
de un caddver que no presentaba patologia en la extremidad inferior estudiada.

Enlapreparacién anatémica, hemos podido observarla fusién de los afluentes venosos tibiales y peroneos para
dar lugar a una dnica vena poplitea.

Este grueso tronco popliteo, sigue un trayecto ascendente y ligeramente oblicuo y hacia adentro, siendo
cruzado en superficie por el nervio cidtico popliteo externo. Cuando dista 32 mm del céndilo externo del fémur,
se observa una bifurcacién: un tronco grueso que se va haciendo cada vez mds interno y otro, de menor entidad,
que sigue un trayecto ascendente y se sittia junto al nervio gran cidtico en la mayor parte de su recorrido.

El tronco de mayor categoria, al que podriamos denominar vena poplitea principal, ha seguido una direccién
discretamente oblicua interna y se ha introducido por el anillo aductor de accedso al conducto de Hunter. El
seguimiento de este vaso, nos ha llevado a reconocer su continuidad con una vena femoral superficial de
configuracién y trayecto normales.

En cuanto al otro vaso, al que podriamos asignar la denominacién de vena poplitea accesoria, sigue un trayecto
ascendente, paralelo al nervio gran cidtico y situado topograficamente entre el muisculo gran aductor y el biceps
femoral.

A lo largo de su recorrido, la vena poplitea accesoria recibe algunos vasos procedentes del misculo biceps
femoral y termina bifurcdndose en el borde inferior del misculo gliteo mayor por medio de un vaso externo y otro
interno.

La rama externa de la bifurcacidn descrita, se introduce en la masa muscular glitea y se resuelve en multitud
de pequefias anastomosis con los plexos venosos isquidtico y circunflejo fundamentalmente.

Por lo que se refiere a la rama interna de la bifurcacion, atraviesa la musculatura aductora y desemboca en la
cara profunda de la vena femoral comun.

De las dos ramas descritas, parece que la interna sea la continuidad de la vena poplitea accesoria hacia la
femoral, puesto que la externa, se abre en varias ramas de menor calibre que se pierden por el espesor de la masa
muscular gldtea asi como por las escotaduras infrapiramidal y cidtica inferior.

Discusion

El hecho de una vena poplitea tinica, es muy discutido por distintos investigadores, quienes sostienen que
algunos individuos presentan, por fuera de la arteria, una segunda vena que, a modo de conducto anastomatico
lateral, presenta un calibre considerablemente menor que la vena poplitea principal. En uno de ellos, la duplicacién

se extendia sobre la femoral hasta el tercio superior del muslo (3, 5, 12).
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FIGURA 1. Hueco popliteo: porcién superior.
ST: Misculo semitendinoso. SM: Miisculo semimembranoso. BI: Miisculo biceps femoral. C: Nervio gran
cidtico. PE: Nervio cidtico popliteo externo. P: Vena poplitea principal. A: Vena poplitea accesoria.

FIGURA 2. Hueco popliteo: detalle.
ST: Misculo semitendinoso. SM: Miisculo semimembranoso. GC: Nervio gran cidtico. P: Venapoplitea principal
(obsérvese una sonda acanalada que acompaiia al vaso y se introduce en el conducto de Hunter—flecha—). A: Vena
poplitea accesoria.
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Otras veces, la vena poplitea, en lugar de seguir a la arteria a través del anillo del tercer aductor, se remonta
a lo largo de la regién posterior del muslo hasta una altura variable. Después, perfora aisladamente al grupo
muscular aductor y vuelve a juntarse a la femoral en la ingle (10).

. En ocasiones excepcionales, la duplicacién de la vena poplitea forma a modo de un plexo alrededor de la
arteria, con un tronco por delante y otro por detrds (1).

La variabilidad en la constitucién de la vena poplitea que hemos podido constatar en la literatura consultada, estard
en intima relacién con la fusion de sus troncos venosos constitutivos. Téngase presente, que la unién de tibial anterior
y peronea, podria originar un tronco venoso popliteo menor; mientras que la fusion de las tibiales posteriores daria origen
a la vena poplitea principal, aunque esto no excluye cualquier otro tipo de posibilidad (4, 7).

Las diferentes variaciones de la vena poplitea, se unen generalmente a unos 5 cm por encima del nivel de la
articulaciéon de la rodilla, pero puede darse algtin caso extraordinario en el que esto no ocurra hasta la mitad del
muslo aproximadamente (13).

Nuestra experiencia, nos hace disentir de las observaciones de Picqué y Pigache (8), quienes llegaron a la
conclusion de que la vena poplitea nunca era tnica. En su casuistica, de 42 sujetos estudiados, en 39 describen una
vena poplitea doble, e incluso triple en los tres restantes.

Por dltimo, considerar que Testut (11), describe dos casos de vena poplitea siguiendo el trayecto de la arteria
isquidtica; mientras que nosotros, hemos presentado una vena poplitea de constitucion, situacién y trayecto
normales, y una vena poplitea accesoria o anastomética que, situdndose en profundidad en la cara posterior del
muslo, parece seguir un trayecto similar al de la arteria isquidtica, aunque se resuelve en la masa muscular glitea
por un lado y llega a la vena femoral por otro.

BIBLIOGRAFIA
1. BERGMAN, R.A. et al. (1988): Compendium of human anatomic variation. Urban & Schwarzemberg. Baltimore, pp. 93.
2. BOUCHET, A. y CUILLERET, J. (1979): Anatomia descriptiva, topogrifica y funcional: Miembros infcriores.

Editorial Médica Panamericana. Buenos Aires, pp. 159-160.

3. CUNNINGHAM, B. (1951): Text Book of Anatomy. Oxford University Press. London, pp. 368.

4, DAVIDSON, D.G. (1891): Abnormal arrangement of the veins about the popliteal space. J. Anat. Physiol. 25: 154-163.

5. EDWARDS, E.A. and ROBUCK, J.D. (1947): Applied anatomy of the femoral vein and its tributaries. Surg. Gyn.
Obstet. 85: 547-557.

6. MOORE, K.L. (1986): Anatomf{a con orientacién clinica. Editorial Médica Panamericana. Madrid, 2* ed.. pp. 392.

7. PATURET, G. (1951): Traité d'anatomie humaine II. Masson et Cie. ed. Paris, pp. 193.

8. PICQUE, R. et PIGACHE, R. (1909): Contribution a I'étude des veines profondes du membre inféricur. J. Anat.. 45:

537-549.

9. ROUVIERE, H. y DELMAS, A. (1987): Anatom{ia Humana descriptiva, topogrifica y funcional: Miembros y Sistema
Nervioso Central. Masson, S.A. Barcelona, 9* ed. pp. 461-462.

10. SNELL, R.S. (1984): Anatomf{a Clinica. Nueva Editorial Interamericana. México, pp. 519-522.

11. TESTUT, L. y LATARIJET, A. (1973): Tratado de Anatomfa Humana II. Salvat Editores, S.A. Barcelona, 9* ed., pp.
494-496.

12. TESTUT, L. y JACOB, O. (1972): Tratado de Anatomia Topogrifica con aplicaciones médico-quirdrgicas II. Salvat
Editores, S.A. Barcelona, 8* ed., pp. 981.

13. WILLIAMS, A.F. (1953): The formation of the popliteal vein. Surg. Gyn. Obstet., 97: 769-772.

14. WILLIAMS, P.L. Y WARWICK, R. (1985): Gray. Anatomia I. Salvat Editores., S.A. Barcelona. pp. 836.

Correspondencia: Dr. A. Martinez-Almagro
Dpto. Ciencias Morloldgicas. Facultad de Medicina
Valencia. Espaia



An. Anat. 38: 97-104 (1992)
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio con el microscopio electrénico de barrido de la superficie ependimaria del tercer ventriculo
de erizos adultos de ambos sexos capturados y sacrificados en primavera. Al igual que en otras especies de mamiferos la pared
lateral del ventriculo estd cubierta por dos tipos de epitelio, ciliado y no ciliado, separados por una zona de transicién. En la
zona ciliada existen repliegues del epéndimo menos marcados que en otras especies animales. En la zona de transicién y en
las zonas no ciliadas son muy abundantes las yemas ependimarias, que aparecen como protrusiones esféricas de 1 a 5 pm de
didmetro. Se discute el posible papel de dichas yemas en relacién con los procesos de secrecién ependimaria.

PALABRAS CLAVE: Yemas ependimarias. Secrecion ependimaria. Tercer ventriculo. Microscopia electrénica de barrido.
Erizo.

SUMMARY

A scanning electron microscopic study was made of the ependymal lining of the third ventricle of adult hedgehogs of
both sexes captured and sacrificed in spring. As in other mammalian species, the lateral wall of the ventricle is lined by two
types of epithelium, ciliated and non-ciliated, that are separed by a transition zone. In the ciliated zone there are infoldings
of the ependyma that are less pronounced than in other animal species. In the trasition zone and in the non-ciliated zones
ependymal blebs are very abundant; these appear as spherical protusions measuring 1-5 pum in diameter. The possible role of
these blebs with respect to the processes of ependymal secretion is discussed.

KEY WORDS: Ependymal blebs. Ependymal secretion. Third ventricle. Scanning electron microscopy. Hedgehog.

Introduccion

Desde que Lofgren (1959a,b; 1960; 1961) planted la hipétesis de que los tanicitos, unas células ependimarias
especializadas del tercer ventriculo descritas por vez primera por Horstmann (1954), podrian intervenir en los
mecanismos hipotaldmicos de regulacién de las funciones adenohipofisarias, han sido muy numerosos los estudios
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realizados sobre el epitelio ependimario de las paredes del ventriculo diencefdlico. Asi, en la actualidad estd
perfectamente demostrado que el epéndimo que reviste el sistema ventricular del neuroeje no es una simple barrera
inerte entre el liquido cefalorraquideo (LCR) y el sistema nervioso, sino que ejerce importantes funciones (véanse
Scott y col., 1974a, 1982; Peters y col., 1976; Rodriguez, 1976; Mestres, 1978; Amat y col., 1981, 1991a;
Kozlowski, 1982; Amat, 1989; Amat Peral, 1991).

En la revisién que sobre la ultraestructura del sistema nervioso realizaron Peters y col. (1976), estos autores
seflalan como funciones del epéndimo las siguientes: movimiento del LCR, proliferacién, soporte, funcién
sensorial, transporte de sustancias y secrecion. Dentro de esta tltima funcién es necesario distinguir entre la
liberacién de sustancias por elementos supraependimarios intraventriculares, tales como células neuroendocrinas
y fibras nerviosas, entre ellas cuerpos de Herring (véanse Peters y col., 1976; Pastor y col., 1981, 1982, 1991a),
y la propia secrecién hacia la luz ventricular por parte del revestimiento ependimario. El sustrato morfoldgico de
esta secrecion ependimaria estarfa constituido por yemas propulsadas del polo apical de los ependimocitos, que
se liberarfan haciala luz ventricular mediante un proceso de tipo apocrino (véase Pastory col., 1981). Estas yemas
ependimarias han sido descritas en los ventriculos cerebrales de diversas especies animales, tanto con microscopia
electrénica de transmisién como de barrido (Leveque y col., 1966; Knowles y Anand Kumar, 1969; Schechter y
Weiner, 1972; Brawer y col., 1974; Scott y col., 1974a, 1976, 1982; Booz, 1975, 1979; Hannah y Geber, 1977;
Hetzel, 1977; Scott y Paull, 1977; Stumpf y col., 1977; Flament-Durand y col., 1978; Coates y Davis, 1979;
Rajtovd, 1990; Alvarez-Morujo y col., 1990)

En el presente trabajo hemos realizado un estudio con el microscopio electrénico de barrido de la superficie
ependimaria del tercer ventriculo del erizo (Erinaceus europaeus), un mamifero placentario muy primitivo (clase
Mammalia, subclase Theria, infraclase Eutheria, orden Insectivora), prestando particular atencion a las yemas
ependimarias, muy abundantes en esta especie animal.

Material y Métodos

Para nuestro estudio hemos utilizado siete erizos adultos, tres machos y cuatro hembras, capturados y
sacrificados en primavera. Bajo anestesia con tiopental sédico (30 mg/kg peso) los animales fueron perfundidos
a través del ventriculo izquierdo con una solucién fijadora de glutaraldehido al 5% en tampén fosfato 0,1 M, pH
7,4, a 4°C. Tras permanecer 12 horas en el fijador, los bloques diencefdlicos fueron tallados sagitalmente para
exponer las paredes laterales del tercer ventriculo del cerebro. Las piezas resultantes se postfijaron en tetraéxido
de osmio al 1% en el mismo tampén fosfato, se deshidrataron con acetonas, se desecaron mediante el punto critico
de CO,, se metalizaron con oro y se observaron con un microscopio electrénico de barrido Philips PSEM 500.

Resultados

El estudio del tercer ventriculo del erizo con el microscopio electrénico de barrido muestra que su epéndimo
es de dos tipos, ciliado y no ciliado. El epitelio no ciliado corresponde al revestimiento del receso infundibular y
del receso mamilar, mientras que el resto del epéndimo se caracteriza por una gran abundancia de cilios. Dentro
del territorio ciliado de la pared lateral del ventriculo llama la atencidn la existencia de rugosidades del epéndimo,
correspondientes a dreas surcadas (fig. 1).

El epéndimo ciliado y el no ciliado estdn separados por una zona de transicién (figs. 2 a 4), en la que alternan
células ependimarias ciliadas con otras carentes de cilios. Los cilios se observan aislados (fig. 2) o en forma de
penachos (figs. 3 y 4).
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FIGURA 1. Pared lateral derecha de un erizo macho. CA=comisura blanca anterior. CG=comisura gris intertalimica.
CM-=cuerpo mamilar. LT=ldmina terminal. Q=quiasma ptico. RI=receso infundibular. *=receso mamilar.

FIGURA 2. Detalle a mayores aumentos de la porcion dorsal del receso infundibular de un erizo macho. Obsérvese la gran
cantidad de yemas propulsadas de los polos apicales de los ependimocitos y algunos cilios aislados.
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FIGURA 3. Pared lateral del receso mamilar de unerizo hembra. A nivel de lazona de transicién se observan penachos aislados
de cilios y yemas ependimarias.

FIGURA 4. Zona de transicién del receso infundibular de un erizo hembra. Alrededor de un penacho de cilios sc observan
varias yemas ependimarias, algunas de las cuales muestran pequedias esférulas sobre su superficic.
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En la zona de transicion, tanto a nivel de la porcién dorsal del receso infundibular (fig. 2) como en el receso
mamilar (fig. 3 y 4), son extraordinariamente abundantes unas yemas citoplasmadticas, esféricas, de 1 a 5 um de
didmetro, que desde los polos apicales de los ependimocitos se propulsan hacia el interior del ventriculo. A grandes
aumentos, se observa que la superficie de estas yemas intraventriculares es ligeramente rugosa (fig. 4); a veces
sobre ellas hay abultamientos muy pequefios a modo de esférulas (fig. 4).

Discusion

El examen con los pequefios aumentos del microscopio electrénico de barrido permite observar superficies
muy extensas; en el caso de las paredes laterales del tercer ventriculo del erizo, éstas pueden verse en su totalidad,
mostrandonos asi, como ha sido descrito mds arriba, la existencia de territorios ciliados y no ciliados, al igual que
ocurre con otras especies de mamiferos (véanse Scott y col., 1974a; Mitro y Palkovits, 1981; Amat y col., 1981).
También se han visto las dreas surcadas, si bien en el erizo son menos patentes y sistematizables que en el gato
(Pastor y col., 1991b). Este dato estd de acuerdo con los de Friede (1961) quien, en su estudio comparado sobre
las dreas surcadas de diferentes especies de mamiferos, observé que el desarrollo de las dreas surcadas estaba en
relacién directa con el tamaiio del cerebro o de sus ventriculos.

A mayores aumentos, el microscopio electrénico de barrido muestra detalles mds finos de la superficie
ependimaria del tercer ventriculo del erizo, tales como las yemas intraventriculares, que por el aspecto de su
superficie recuerdan a las protrusiones ependimarias del tercer ventriculo de fetos de hdmster (Hannah y Geber,
1977).

En el territorio ciliado de las paredes del tercer ventriculo, no hemos observado yemas ependimarias, lo cual
no significa que no existan a este nivel, pues es tal la cantidad de cilios que éstos impiden ver el polo apical de los
ependimocitos. De hecho, en la literatura se han descrito bulbos ependimarios similares a las yemas observadas
por nosotros tanto en el epéndimo ciliado como en el no ciliado (véase Scott y col., 1982).

La existencia en distintas especies animales de yemas citoplasmaticas propulsadas desde el polo apical de
células ependimarias es un hecho bien documentado en la actualidad (véase apartado de Introduccién), habiéndose
relacionado generalmente estas formaciones con un proceso de secrecién. Muchas de estas yemas contienen
particulas similares a ribonucleoproteinas (Scott y col., 1974a; Booz, 1975; Kozlowski, 1982) y poseen un reticulo
terminal en su base de implantacién en el citoplasma de la célula matriz (Booz, 1975, 1979; Hannah y Geber, 1977;
Pastor y col., 1981). Este reticulo terminal, que no se observa con el microscopio electrénico de barrido (en
realidad, solamente es visible en los cortes ultrafinos examinados con el microscopio electrénico de transmisién),
impedirfa la difusidn de los organitos celulares hacia el interior de la yema con excepcidn del hialoplasma y de los
ribosomas e incluso determinaria la formacién y el estrangulamiento de la yema mediante su contraccién
(Freeman, 1972), lo que darfa lugar a una secrecién de tipo apocrino.

(Qué significado puede tener la secrecion de sustancias hacia el LCR de la luz ventricular? En relacién con
esta cuestion es necesario sefialar que el LCR es un medio propicio para el mantenimiento de la actividad biol6gica
de tales sustancias. En efecto, la TRH administrada intraventricularmente es capaz de estimular la liberacién de
TSH por la adenohipéfisis (Oliver y col., 1975), e igualmente la neurotensina (Clineschmidt y McGuffin, 1977)
y la vasopresina (Berntson y Berson, 1980) mantienen sus propiedades antinociceptivas en este medio.

Con respecto al destino de las sustancias liberadas hacia el LCR, se ha demostrado que pueden ser
transportadas por los tanicitos de la eminencia media hacia los capilares del plexo porta hipofisario (Silverman y
Knigge, 1972; Silverman y col., 1972; Scott y col., 1974b; Oliver y col., 1975), por lo que podrian actuar sobre
la adenohipéfisis, constituyendo asi la via alternativa propuesta por Lofgren (1959a,b, 1960, 1961) para explicar
el control hipotaldmico sobre las funciones adenohipofisarias. Por otra parte, la actuacién de las sustancias
segregadas hacia el LCR podria ejercerse sobre el tejido nervioso inmediatamente vecino a la luz ventricular. En
este sentido hay que indicar que en el territorio del nicleo arcuato del hipotdlamo no existe capa glial
subependimaria (Christ, 1951; Nowakowsky, 1951), por lo que las neuronas de este nticleo estdn separadas del
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LCR del tercer ventriculo sélo por la capa ependimaria. Ademads, se ha sefialado que el niicleo arcuato necesita del
LCR para realizar su actividad (Krisch, 1986). Por tanto es 16gico pensar que uno de los lugares de actuacion de
las sustancias contenidas en el LCR podria ser el niicleo arcuato del hipotdlamo. Nuestro grupo ha descrito
recientemente en la rata la existencia de una prolongacién lateral del receso infundibular que extiende la luz
ventricular inmediatamente por debajo del territorio del niicleo arcuato (Amat, 1989; Amat y col., 1991a,b; Amat
Peral, 1991). Esta prolongacién supone un incremento de la superficie de contacto del niicleo arcuato con la luz
ventricular, lo que favoreceria los procesos de transporte o difusién desde el LCR hacia ese territorio hipotaldmico.
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G. AMAT y P. AMAT
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio con el microscopio electrénico de barrido de la superficie ependimaria del tercer ventriculo
de gatos impiiberes y adultos de ambos sexos. En el territorio ciliado de la pared lateral del ventriculo llama la atencién la
existencia de tres zonas que muestran repliegues del epéndimo, las dreas surcadas, que nosotros hemos denominado dreas
surcadas mamilar, taldmica y supradptica. El drea surcada mamilar se sitda por delante de los cuerpos mamilares; sus
repliegues adoptan una disposicién en forma de columnas saloménicas. El drea surcada taldmica se localiza inmediatamente
debajo de la comisura gris intertaldmica. El drea surcada supradptica se sittia encima del quiasma 6ptico, en la vecindad del
receso optico. Se sugiere que las dreas surcadas podrian estar en relacién con el encauzamiento del liquido cefalorraquideo.

PALABRAS CLAVE: Arcas surcadas. Tercer ventriculo. Microscopia electrénica de barrido. Gato.

SUMMARY

A scanning electron microscopic study was made of the ependymal lining of the third ventricle of prepuberal and adult
cats of both sexes. In the ciliated territory of the lateral ventricular wall a striking finding was the existence of three zones
of folded ependyma, the sulcated areas, termed by us as the mammillary, thalamic and supraoptic areas. The mamillary area
is situated in front of the mamillary bodies; its folds are arranged in the form of salomonic columns. The thalamic area is
located immediately below the interthalamic grey commissure. The supraoptic area is located above the optic chiasma in the
neighbourhood of the optic recess. It is suggested that the sulcated areas might be related to the channeling of cerebrospinal
fluid.

KEY WORDS: Sulcated areas. Third ventricle. Scanning electron microscopy. Cat.

Introduccién

El epitelio ependimario que reviste las paredes del tercer ventriculo ha sido objeto de multitud de estudios
durante las dos dltimas décadas por gran nimero de investigadores. En nuestro Departamento el estudio de la
superficie ependimaria de este ventriculo, tanto con el microscopio electrénico de transmision como con el de
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barrido, se ha orientado a la posible existencia de una via ventricular de secrecién y transporte de sustancias
biolégicamente activas (véanse Pastor Jiménez, 1979; Amaty col., 1979, 1981, 1991a,b; Pastory col. 1981, 1982,
1991; Amat, 1989; Amat Peral, 1991).

Desde el siglo pasado se conoce la existencia de irregularidades en la pared de los ventriculos cerebrales
(Virchow, 1846; Retzius,1986), debidas a repliegues del epitelio ependimario; las zonas que presentan estos
repliegues se conocen como dreas surcadas (Friede, 1961). En el presente trabajo se realiza un estudio con el
microscopio electrénico de barrido de las dreas surcadas del tercer ventriculo del gato, cuya existencia ha sido
previamente reportada por nosotros (Amat y col., 1979, 1981; Pastor y Amat, 1981).

Material y Métodos

Para nuestro estudio hemos utilizado 8 gatos de ambos sexos de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60 y 90 dias de edad y
2 gatos adultos (un macho y una hembra). Bajo anestesia con tiopental sédico (30 mg/kg peso) los animales fueron
perfundidos a través del ventriculo izquierdo con una solucién fijadora de glutaraldehido al 5% en tampén fosfato
0,1 M,pH7,4,a4°C. Tras permanecer 12 horas en el fijador, los bloques diencefdlicos fueron tallados sagitalmente
para exponer las paredes laterales del tercer ventriculo del cerebro. Las piezas resultantes se postfijaron en
tetradxido de osmio al 1% en el mismo tampdn fosfato, se deshidrataron con acetonas, se desecaron mediante el

punto critico de CO,, se metalizaron con oro y se observaron con un microscopio electrénico de barrido Philips
PSEM 500.

Resultados

El estudio con el microscopio electrénico de barrido de la pared lateral del tercer ventriculo del gato pone de
manifiesto la existencia de zonas en las que el revestimiento ependimario muestra un aspecto irregular de
apariencia «arrugada», que corresponden a las dreas surcadas. Estas dreas estdn constituidas por repliegues del
epitelio ependimario, existen de forma constante en todos los animales estudiados, independientemente del sexo
y de la edad, y se localizan en el territorio ciliado de la pared ventricular.

En la figura 1 se ve la pared lateral derecha del tercer ventriculo de un gato, resaltando a estos pequefios
aumentos tres dreas surcadas (sefialadas con las letras A, B y C). Una de estas dreas estd situada inmediatamente
delante de los cuerpos mamilares (sefialada con la letra A); es el drea surcada mamilar. A mayores aumentos
(figura2) se observaque los repliegues posteriores del epéndimo de esta zona adoptan una disposicién que recuerda
a las columnas salomdnicas, orientdndose verticalmente de modo que los surcos que quedan entre los pliegues
apuntan, hacia abajo, en direccién al receso mamilar (figura 1, asterisco).

El drea surcada taldmica (figura 1, letra B y figura 3) se localiza inmediatamente debajo de la comisura gris
intertaldmica, muy desarrollada en esta especie. Los repliegues ependimarios adoptan dos disposiciones diferentes
dentro de este territorio (figura 3); los situados en la parte superior del drea se orientan en sentido anteroposterior,
adaptdndose a la convexidad inferior de la comisura gris; los de la parte inferior del drea aparecen como cortas
rugosidades muy proximas y unidas entre si, que hacia adelante van difumindndose paulatinamente hasta
desaparecer.

El drea surcada supradptica (figura 1, letra C y figura 4) se sitda encima del quiasma dptico, en las
inmediaciones del receso dptico; algunos de sus repliegues se orientan en sentido vertical y otros estin muy
anastomosados entre si. El conjunto ofrece un aspecto similar al de las circunvoluciones cerebrales.



AREAS SURCADAS DEL TERCER VENTRICULO DEL GATO 107

FIGURA 1.  Pared lateral derecha del tercer ventriculo de un gato hembra de 30 dias de edad. Se observan las dreas surcadas
mamilar (A), taldmica (B) y supradptica (C). CM=cuerpo mamilar. Q=quiasma 6ptico. RI=receso infundibular.
*=receso mamilar.

FIGURA 2.  Detalle amayores aumentos de la zona sefialada con laletra A enla [igura 1; corresponde al drea surcada mamilar.
CM=cuerpo mamilar.
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FIGURA 3.  Detalle amayores aumentos de la zona sefialada con la letra B en la ligura I; corresponde al drca surcada taldmica.
CG=comisura gris intertaldmica.

FIGURA 4. Detalle a mayores aumentos de la zona sefalada con la letra C en la figura 1: corresponde al drca surcada
supradptica. Q=quiasma &ptico. RO=receso 6ptico.
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Discusion

En el caso del gato, y al igual que ocurre en otras especies animales, el revestimiento ependimario del tercer
ventriculo se caracteriza por presentar dos territorios muy definidos, uno densamente ciliado y otro carente de
cilios. Este ultimo comprende los recesos infundibular y mamilar y el suelo del receso dptico (véase Amat y col.,
1979, 1981). Dentro del territorio ciliado resalta la constante existencia de tres zonas caracterizadas por su aspecto
rugoso, determinado por repliegues del epéndimo, son las dreas surcadas taldmica, mamilar y supradptica.

Laexistenciade irregularidades del epéndimo habia sido ya sefialada por Virchow (1846) y por Retzius (1986),
realizando Friede (1951, 1961) un amplio estudio sobre las dreas surcadas ependimarias existentes en el tercer
ventriculo, ademas de en otras zonas del sistema ventricular. Con el microscopio electrénico de barrido su
presencia ha sido referida por varios autores (Coates, 1972, 1977; Flament-Durand y col., 1978; Scotty col., 1982).
Las areas surcadas del ventriculo diencefdlico del gato, descritas en este trabajo y anteriormente reportadas por
nosotros (Amat y col., 1979, 1981; Pastor y Amat, 1981), son muy similares a las del hombre (Friede, 1961). Con
este tltimo autor coincidimos en la constancia de su existencia y en la tipica disposicion y orientacién de los
repliegues en cada una de ellas.

(Cudl puede serel significado de estos repliegues del epéndimo? La respuesta a esta pregunta, si es que existe,
es dificil. En este sentido es interesante llamar la atencién sobre el hecho de que segtin Friede (1961) en los
territorios donde existen se produce un incremento de la superficie ependimaria de un 85% por término medio;
ademads no se deben a un simple plegamiento mecdnico del epitelio, sino a un crecimiento activo de éste y de la
capa subependimaria. Estd totalmente descartado, por otra parte, que se trate de artefactos o que se deban a
circunstancias patoldgicas. Si que parecen guardar relacién, en cuanto a su desarrollo, con el tamafio ventricular
(Friede 1961) y con la edad (Amat y col., 1981).

Para nosotros la constancia en la orientacién de los repliegues podria sugerir una funcién de encauzamiento
del LCR hacia zonas concretas de laluz ventricular, suposicién que estarfa apoyada por el hecho de que el epéndimo
que los recubre es extraordinariamente rico en cilios y es sabido que éstos desempeiian con sus movimientos un
papel fundamental en la circulacién del LCR (Cathcart y Worthington, 1964; Scott y col., 1974, 1982; Milhorat,
1975; Yamadori, 1978; Yamadori y Nara, 1979).
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ESTUDIO MACRO Y MICROSCOPICO DE MOLDES CORROSIVOS VASCULARES DE
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MACRO AND MICROSCOPIC STUDY OF CORROSIVE VASCULAR CASTS OF SHEEP
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RESUMEN

El patrén de distribucién arterial ha sido estudiado en moldes corrosivos vasculares de rifiones ovinos, mediante andlisis
macroscépico y microscépico (lupa binocular y microscopio electrénico de barrido). Los moldes, inyectados con celoidina
coloreada, mostraron seis segmentos vasculares renales. Todas las arterias intrarrenales eran terminales en toda su trayectoria.
La microscopia estereoscépica mostré mayor densidad de glomérulos en la zona yuxtamedular que en la zona superficial de
la corteza renal. La microscopia electrénica de barrido puso de manifiesto las caracteristicas de superficie de las paredes
arteriales, asf como la composicién lobular de los capilares glomerulares y las diferencias morfolégicas entre arteriolas
aferentes y eferentes.

PALABRAS CLAVE: Rifién. Moldes corrosivos vasculares. Morfologia. Microscopfia electrénica de barrido. Oveja.

SUMMARY

The pattern of arterial distribution was studied in corrosive vascular casts from sheep kidneys by a macro- and
microscopic analysis (binocular light microscope and scanning electron microscope). The casts, injected with dyed celloidin,
revealed 6 renal vascular segments. All the intrarenal arteries were seen to be terminal throughout their trajectory.
Stereoscopic microscopy revealed a greater density of glomeruli in the juxtamedullary portion than in the surface zone of the
renal cortex. The scanning electron microscope findings revealed the surface characteristics of the arterial walls together with
the lobe-like composition of the glomerular capillaries and the morphological differences between the afferent and efferent
arteries.

KEY WORDS: Kidney. Corrosive vascular casts. Morphology. Scanning electron microscopy. Sheep.

Introducciéon

La consecucién de moldes vasculares renales permite analizar macroscépicamente la distribucién del riego
renal y las variantes anatémicas, con especial referencia a la microvascularizacién renal, cuando se emplean
medios microscépicos.
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Aunque la microvascularizacién renal fue estudiada en moldes corrosivos mediante microscopia de luz (Hall,
1955; Elias, 1957; Takahata y col., 1958), existian limitaciones técnicas, tales como baja resolucién, retracciones
de las muestras debidas al medio de moldeado e insuficiencia para dilucidar espacialmente las ramificaciones y
conexiones de los vasos de pequeifio calibre.

La introduccién del microscopio electrénico de barrido (MEB) para el estudio de moldes vasculares, tras
aplicar técnicas adecuadas de repleccidn-corrosion, ofrece excelentes ventajas a la hora de analizar la morfologia
glomerular, al permitir utilizar grandes especimenes, conseguir altaresolucién y obtener un aspecto tridimensional.

Enlaactualidad son muiltiples los trabajos que analizan moldes vasculares renales al MEB, fundamentalmente,
de anfibios y mamiferos (para una revisién detallada, ver Lametschvandtner y col., 1984), pero no hemos
encontrado datos relacionados con la microcirculacidn renal ovina. Por eso, es nuestro propdsito analizarla,
empleando una técnica sencilla de moldeado que permite el estudio macro y microscdpico de las muestras.

Material y Método

Se han utilizado un total de 16 rifiones procedentes de ovejas merinas que fueron extraidos inmediatamente
después del sacrificio.

La técnica de replecidn utilizada ha sido descrita previamente en esta revista (Riesco y col., 1990). El medio
de replecion utilizado fue la celoidina al 2%, coloreada con tinte universal Titdn y rebajada su viscosidad con
disolvente convencional.

Lacorrosiéndel tejido no inyectado se realizé con CIH fumante (7-10 dias) y posterior lavado en agua corriente
para eliminar restos de tejido. El secado de los moldes se efectud al aire, durante 24-48 horas a temperatura
ambiente.

Tras el estudio macroscépico y submacroscépico (utilizando una lupa binocular WILD Neerbrugg), se
procedid a la diseccidn de las dreas de interés para su estudio con el MEB, utilizando pinzas y tijeras histolégicas.
La microdiseccién de los glomérulos se realizd con tijeras para timpanectomia.

Las muestras destinadas al estudio con el MEB se montaron sobre portamuestras y se dotaron de conductividad
aplicdndoles una capa de oro de 20-30 nm de espesor, mediante un metalizador IST E-5000. Una vez metalizadas
se estudiaron y fotografiaron en un microscopio de barrido Philips SEM-500. Los aumentos expresados en la
leyenda de figuras corresponden a los aportados por el aparato sobre los negativos de 35 mm.

Resultados

Macroscopicamente, la arteria renal se divide, en el hilio del érgano, en una rama anterior y dos ramas
posteriores que dan lugar a seis arterias segmentarias (tres proceden de la rama anterior, dos de la rama postero-
superior y, la dltima, de la rama postero-inferior). Cada una irriga un territorio renal o segmento vascular (ver
esquema 1).

De las arterias segmentarias se desprenden 9 a 11 arterias lobulares, situadas frente a las papilas renales (figura
1). Cada arteria lobular se divide en tres ramas interlobulares, paralelamente dispuestas en el espesor de las
columnas de Bertin que terminan dicotomizandose en ramas opuestas que forman con la precedente un dngulo
préximo a los 90°. Estas arterias, denominadas por su constitucién arcuatas o arciformes, se hallan situadas en el
limite cortico-medular del riidn.

De cada arteria arciforme se desprenden arborizaciones vasculares que discurren radialmente por la corteza
renal; son las arterias interlobulillares, ramos terminales que nunca se anastomosan.
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ESQUEMA 1. Segmentacién arterial del rifién de oveja a partir de moldes corrosivos vasculares. A: vision renal anterior. B:
visién posterior. C: visién medial. Segmentos: 1. Apical, 2. Posterior y medio, 3. Postero-inlerior, 4. Antero-
superior, 5. Anterior y medio, 6. Antero-inferior.
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Con microscopia estereoscopica (figura 2), se aprecia la salida de finas ramas vasculares que parten de las
arterias interlobulillares y finalizan en estructuras corpusculares rojizas; se trata de las arteriolas aferentes al
glomérulo. En la zona yuxtamedular, algunas arteriolas aferentes nacen, directamente, de las arterias aciformes.

Con la lupa binocular es posible apreciar mayor densidad de glomérulos en la zona yuxtamedular (figura 3)
que en la corteza superficial, donde se hallan mds dispersos (figura 4).

Procedentes de los glomérulos yuxtamedulares (figura 3) se observan acimulos vasculares paralelos que
constituyen vasos rectos, los cuales, tras cruzar a los vasos arciformes, penetran en la regién de las pirdmides
medulares renales.

La microscopia electrénica de barrido pone de manifiesto un patrén estructural de superficie similar para
todas las arterias intrarrenales, caracterizado por la presencia de pliegues longitudinales y gran nimero de
indentaciones en el lugar que ocupan los niicleos de las células endoteliales (figura 5). Las arterias intrarrenales
se diferencian entre si por el distinto calibre y por la direccion que adoptan en los moldes vasculares.

Las arteriolas aferentes poseen, ademds, una serie de angostamientos transversales, de los cuales uno se sitiia
siempre en la entrada del polo vascular del glomérulo, a manera de esfinter (figura 6).

Las arteriolas aferentes terminan dividiéndose en varias ramas que suministran la red capilar glomerular.
Todos los capilares glomerulares, tributarios de una rama de divisién de la arteriola aferente, constituyen un 16bulo
glomerular. Suelen existir entre dos y cuatro I6buios en cada glomérulo.

Por el mismo hilio glomerular, pero con menor calibre y en direccion opuesta a la arteriola aferente, sale la
arteriola eferente (figura 7). Ambas ramas son facilmente distinguibles al MEB porque la superficie de la arteriola
eferente es mads lisa y no presenta indentaciones.

En la zona cortical superficial las arteriolas eferentes se abren en una red capilar de plexos peritubulares. En
la zona yuxtamedular, las arteriolas eferentes se contindan con vasos rectos (figura 8), que descienden hacia la
médula renal, formando paquetes de 10-15 canaliculos rectilineos.
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FIGURA 1.  Visién macroscépica de una réplica vascular de rifién de oveja obtenida mediante doble inyeccién-corrosién, por
via arterial y venosa. Se ha quitado la cortical de la cara posterior para observar el interior del molde. I: arterias
interlobulares que surgen por divisién de las arterias lobulares (cabeza de flecha): a: arterias arciformes de las que
parten las arterias interlobulillares (il). v: venas lobulares confluyendo para constituir la vena renal (vr).

FIGURA 2. Micrograffa obtenida con lupa binocular. De una arteria arciforme (ar) salen, ortogonalmente, las arterias
interlobulillares y de éstas, las arteriolas aferentes que finalizan en los corpiisculos glomerulares (flecha).
Aumentos: 15 x.

FIGURA 3.  Agrupaciones arracimadas de glomérulos (asterisco), en la regién yuxtamedular de un molde vascular renal
analizado con microscopfa estereoscopica. Del racimo glomerular parten hilos vasculares (flecha) que correspon-
den a vasos rectos. Aumentos: 20 x.

FIGURA 4. Micrografia obenida con lupa binocular que muestra menor densidad y mayor dispersién de los glomérulos (g)
localizados en la regidn cortical de moldes vasculares renales de oveja. Aumentos: 30 x.



FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.
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Micrografia electrénica de barrido en la que se observa la superficie de una arteria arciforme correspondiente a
un molde vascular renal ovino. Obsérvese la presencia de miltiples pliegues longitudinales (cabeza de flecha) y
numerosas depresiones ovaladas (flecha). Aumentos: 160 x.

Arteriola aferente con pliegues longitudinales y angostamientos transversales (asterisco), en especial, a nivel del
hilio glomerular (h). Lo: lobulaciones de la arteriola aferente que dan origen a los capilares glomerulares (cg).
Aumentos: 320 x.

Micrografia de barrido que muestra un glomérulo con las arteriolas aferente (a) y eferente (e) situadas en el polo
vascular glomerular. La pared de la arteriola eferente es mds estrecha y més lisa que la aferente. Aumentos: 240 x.
Arteriolas eferentes partiendo de glomérulos yuxtamedulares y su agrupacion en vasos rectos (r) que descienden
en haces rectilineos. Aumentos: 80 x.
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Discusion

El patrén de distribucion vascular renal ha sido estudiado en diversas especies, mediante distintas técnicas
(Graves, 1954; Anderson y Anderson, 1976; Bielke y col., 1976; Kessel y Kardon, 1979; Longia y col. 1982;
Ajmaniy Ajmani, 1983; Vodenichanov y col., 1987). En nuestro estudio macro y microscépico con lupa binocular
hemos encontrado que el patrén vascular de distribucion arterial en la oveja se asemeja al descrito en otras especies,
pero con algunas diferencias. En efecto, seis son los segmentos vasculares que presenta el rifion ovino en lugar de
los cinco descritos por Graves (1954) y Longiay col. (1982), en el humano. Ladiferencia estriba en que el segmento
inferior del rifién humano incluye la totalidad del polo inferior renal, mientras que, en laoveja, esta drea es tributaria
de arterias segmentarias anteriores y posteriores, quedando dividida en dos segmentos: antero-inferior y postero-
inferior, similar al patrén propuesto por Faller y Ungvary (1962).

Las arterias intrarrenales ovinas son terminales en todo su trayecto. Tampoco se han descrito anastomosis
arteriales intrarrenales en otras especies, incluida la humana (Murakami, 1971, 1972; Anderson y Anderson, 1976;
Kessel y Kardon, 1979; Williams y Warwick, 1985).

Con el MEB es fécil ver la distribucion, con aspecto tridimensional, de las arterias mds diminutas y conocer
mejor la estructura glomerular. Sin embargo, hay que observar algunas precauciones cuando se analizan moldes
corrosivos al MEB. Concretamente, es preciso rotar e inclinar con cierta frecuencia la muestra para no enmascarar
falsas conexiones vasculares, como ya fue advertido por Nowell y col. (1972).

El detalle mds importante de la superficie de las arterias intrarrenales, sea cual fuere su calibre y topografia,
es la presencia de pliegues longitudinales e indentaciones correspondientes al lugar que ocupan los nticleos de las
células endoteliales. Estas improntas son independientes del tipo de medio de moldeado utilizado y han sido
descritas en moldes realizados con goma o con polimeros de resina y, por supuesto, en nuestro estudio, utilizando
como medio de moldeado la celoidina. Murakami (1972) y Lee y Dempsey (1976) describen con gran detalle estas
huellas presentes en las paredes arteriales. Por su parte, Miodonski y col. (1976) y Hodde y col. (1977),
establecieron los patrones de diferenciacidn entre las improntas arteriales y las venosas. Estudios posteriores han
confirmado tales descripciones (Lametschwandtner y col., 1978; Gnepp y Green, 1979; Nopanitaya y col., 1979;
Kardon y Kessel, 1979).

Los angostamientos existentes en la pared de la arteriola aferente de la oveja, y especialmente el situado en
la entrada del polo vascular del glomérulo, también ha sido observado en otras especies (Murakami, 1971, 1972;
Nopanitaya, 1980), pero no en el perro o en la trucha (Anderson y Anderson, 1976).

Para Nopanitaya (1980), la constriccion, a nivel hilial, de la arteriola aferente, asi como otras impresiones
alineadas en forma de collar en la misma conexién arteriolo-glomerular, constituyen la base mofolégica para
diferenciar las arteriolas aferente y eferente. Ademads, la arteriola eferente posee menor calibre que la aferente.

El glomérulo del rifién ovino presenta 2 a 4 lobulaciones como consecuencia de la division de la arteriola
aferente. Murakami (1972), fue el primero que describié en moldes renales de rata la existencia de lobulaciones
glomerulares. Posteriormente, también han sido descritas en otros mamiferos (Casellas y Mimran, 1981), pero no
en los anfibios (Ohtani y Naito, 1980; Naito, 1984).

Concluyendo, el patrén de distribucién arterial del rifién de oveja, analizado mediante moldes corrosivos, es
similar al de otros mamiferos, aunque posee ligeras diferencias con respecto al patrén humano. El empleo del MEB
para el estudio de moldes corrosivos, analizados previamente a ojo desnudo y con lupa binocular, permite
corroborar los hallazgos macro y submacroscépicos y describir, ademds, detalles de la microcirculacién renal,
fundamentalmente a nivel glomerular, debido al alto poder de resolucién y a la gran profundidad de campo que
posee este instrumento.
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RESUMEN

El SAF es un problema importante que estd subestimado en nuestro medio, en parte, por presentar importantes lagunas
en suconocimiento. Nosotros llevamos a cabo un estudio experimental en ratas Wistar. Se disefiaron tres grupos: alcohol, dieta
libre y dieta apareada. El tiempo de exposicion fue toda la gestacién con una dosis moderada de alcohol (8 g/kg/dia)
administrada mediante intubacién. Al 21 dfa de gestacion se sacrificaban los animalces y eran estudiados los fetos.

Los resultados mostraron una mayor ingesta alimenticia para el grupo dieta libre y una menor ganancia de peso para el
grupo dieta apareada. El grupo alcohol present6 unos fetos con un descenso significativo en el peso y talla, asi como un menor
pesoy unamenor concentracién de DNA parael cerebroy el rifién con respecto a los dos grupos control. La placenta no mostré
diferencia en el peso, contenido de DNA y en su estructura a microscopia éptica.

Consideramos que el efecto negativo se debe al consumo de alcohol y se discuten los posibles mecanismos patogénicos.

PALABRAS CLAVE: Alcohol etilico. Desarrollo prenatal

SUMMARY

An important problem today is the FAS. We know this subject but therc-are problems for its study and the experimental
model is good for explain unknown quantity. We carried out the study in Wistar rats. There were three groups: alcohol and
both lib fed and pair-fed control groups. The time of exposition was during all gestation process. We choose a moderate dose
of etanol 8 g/kg/day and all the animals were intubate in order to administer the solutions. We sacrificied and studies the foetus
on 21 day of gestation.

The results showed that lib fed group had eaten more food than the others groups and pair-fed group had lower gain of
weight with respect to two others groups. The foetus of alcohol group showed a descent in height and weight with respect to
two control groups. The weight of both fetal brain and fetal kidney also were significative lower for the alcohol group. This
group had a signficative lower contein of DNA in brain and kidney with respect to two control groups. The placenta did not
showed difference about weight, contein of DNA and the structure by optic microscopic.

We considered that the negative effect is alcohol ingest and we discussed the patogenic mecanisms.

KEY WORDS: Ethilic alcohol. Prenatal development.
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Introduccion

El S.Alcohdlico Fetal (SAF) y los efectos relacionados con el consumo de alcohol durante el embarazo estin
subestimados en nuestro medio. Hasta 1968, en que Lemoine, tras presentar un estudio de 127 nifios de 69 familias
alcohdlicas crénicas, puso de manifiesto los efectos negativos del consumo de esta sustancia en el embarazo no
se tomé concienciade esta problemdtica. Seria posteriormente Jones (1973) quien acuiaria este cuadro malformativo
con el S.Alcohdlico Fetal (SAF), y, mds tardiamente, el Grupo de Estudios Alcohol y Feto (1980) lo definirfa con
estas tres caracteristicas: a) retraso en el desarrollo pre y/o postnatal; b) afectacion del SNC y c) dismorfologia
facial tipica.

Con el tiempo, y tras multiples estudios epidemioldgicos, se va conociendo la magnitud del problema y se ha
estimado su incidencia. Para Olegard (1979) serfa 1-3/1.000 nacidos vivos, siendo para Abel (1988), la mds
reciente estimacion llevada a cabo, de 1,9/1.000 nacidos vivos. Con ser graves estas cifras, el problema aumenta
cuando se consideran los efectos relacionados con el consumo de alcohol en el embarazo y que no completan el
SAF. Para Brand (1982) esta patologia seria 18 veces mads frecuente que el SAF. Para Sokol (1981) causariael 5%
de todas las anomalias congénitas, y para Warren (1989) este problema ha desbancado al S. de Down y DTN en
prevalencia, y es la primera causa de retraso mental.

Con dnimo de esclarecer los mecanismos etiopatogénicos implicados en la produccién de estos cuadros
evidenciados por los estudios epidemiolégicos, se han llevado a cabo multitud de trabajos experimentales, con mds
profusién en rata y ratén, habiéndose reproducido estos hechos en estas especies, especialmente con dosis
elevadas. No obstante, todavia quedan muchos interrogantes por resolver: si la relacién dosis/efecto es lineal o
existe un umbral de proteccion, qué momento de la gestacion es mds critico, si la supresion durante la gestacién
remediaria el dafio producido en etapas iniciales, la reversibilidad/irreversibilidad de las lesiones, si es efecto
directo del alcohol o de los factores asociados.

Ademds de no estar totalmente resueltas estas cuestiones, existe discrepancia en relacién con la cantidad de
alcohol necesaria consumir para que se produzcan estos hechos. En la rata, los efectos son evidentes cuando los
consumos son altos y hay unanimidad entre los autores, pero existe mds discrepancias al valorar los consumos
moderados (Abel, 1978; Bartley, 1983; Gallo, 1982; Gallo, 1986).

Material y Métodos

Nosotros hemos llevado a cabo un estudio experimental en ratas con el objetivo de comprobar los efectos de
unadosis moderada de alcohol (8 g/kg/dia), no toxicoldgica, sobre el comportamiento de la rata gestante, la posible
afectacion fetal y placentaria y valorar los posibles mecanismos de accidn, tanto directos como indirectos. Ademds,
hemos planificado el consumo durante toda la gestacion, desde el momento periconcepcional, que es lo que
normalmente sucede en la mujer habituada al consumo alcohol.

Como hemos indicado, el animal empleado ha sido la rata Wistar blanca, utilizando hembras virgenes de la
misma edad (tres meses), peso (250£10 g) y camada. Las condiciones de estabulacion, mantenidas constantes,
fueron las siguientes: temperatura 22° C, 60% de humedad y luz artificial durante 10 horas al dfa. La alimentacién
se llevé a cabo con dieta comercial para roedores que posee un valor caldrico de 3,804 kcal/g. Las hembras fueron
cubiertas por el macho durante lanoche y la prefiez fue determinada por frotis vaginales considerando como primer
dfa de la misma cuando el frotis se hizo positivo.

Como se ha dicho, la rata estaba expuesta durante toda la gestacién al posible teratégeno. La via de
administracién seleccionada fue la intubacidn, pues nos permite dar a todas las camadas la misma cantidad de
acuerdo al peso y nos posibilita alcanzar alcoholemias significativas > 150 mg%.

Los animales, segtin el disefio, se distribuyeron en tres grupos, el grupo expuesto al alcohol y dos grupos
control. De estos controles, uno de ellos «ad libitum» para comparar los posibles efectos y el otro «dieta apareada»
(pair-fed) para valorar los posibles efectos de la hiponutricidn. Al grupo alcohol (compuesto de 12 ratas gestantes)
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se le administraba la dosis de 8 g/kg/dia disuelta en agua al 30% en dos mitades: a las 8.00 y 16.00. Al grupo «ad
libitum» (compuesto de 12 ratas gestantes) se le intubaba a las mismas horas, administrandosele 5 cc de agua en
cada ocasion. El grupo dieta apareada (pair-fed) (compuesto de 10 ratas gestantes) se le proporcionaba la misma
comida que consumia el grupo alcohol y las calorias derivadas del etanol se aportaban en forma de glucosa.

Diariamente se cuantificaba la bebida, comida e incremento de peso. El dia 21, un dia antes de finalizar la
gestacién, eran sacrificados los animales y se procedia a una laparotomia para obtener el ttero gravido. Se
contabilizaban el niimero de fetos y reabsorciones, y, posteriormente, se seleccionaban cinco fetos de cada camada
alos que se hacfa un estudio macroscépico externo con lupa para descartar anomalias. Posteriormente, se pesaban,
tallaban y se procedia a una diseccién para individualizar: cerebro, higado, rifién y corazén. Se pesaban estos
organos y los de uno de ellos por camada se introducfan en nitrégeno liquido para, posteriormente, llevar a cabo
la cuantificacién del DNA. Las placentas eran individualizadas, se pesaban, se sometian a estudio histolégico tras
teflirlas con hematosilina-eosina, tricrémico de Masson y PAS. Se analizaron los estratos fundamentales de la
placenta de rata: la capa de reaccion decidual, capa trofoespongial o de conjuncién y la capa laberintica o de
vellosidades libres. También se separaba para estudio de DNA la placenta correspondiente al feto dedicado a este
andlisis.

Con los multiples pardmetros obtenidos, se llevé a cabo una base de datos y, posteriormente, se realizé el
estudio estadistico consistente en andlisis de varianza para la mayoria de los pardmetros, a excepcion de la ingesta
de comida en gramos y calorias que se aplicé el test de la T-Student.

Resultados

Por lo que respecta a la rata gestante, destaca que las del grupo «ad libitum» comian mds cantidad de comida
alo largo de toda la gestacion que el grupo alcohol (y también que el grupo dieta apareada por disefio del estudio)
con una significacién de p<0.001 (Tabla I). Cuando se valoré la ingesta caldrica total no hubo diferencias. La
ingesta de agua fue menor para el grupo alcohol con una significacién de p<0.05. La mayor ganancia de peso
correspondié al grupo dieta libre, seguido del grupo alcohol y siendo llamativamente menor para el grupo dieta
apareada. Este mostré una significacién de p<0.01 con respecto al grupo de dieta libre y de p<0.05 con respecto
al grupo alcohol. Ademds, el 76,53% del incremento ponderal correspondia a la suma de los pesos de fetos y
placentas para el grupo dieta apareada, mientras que este peso de los productos de la gestacion representaba el
48,24% en el grupo dieta libre y 51.03% en el grupo alcohol (figura 1).

Enrelacion conla fertilidad (ndimero de fetos y porcentajes de reabsorciones) no hubo diferencias significativas
entre los tres grupos. Al estudiar los fetos, se comprob6 que el grupo alcohol tenfa significativamente disminuidos
con respecto a los grupos controles el peso y talla con una p<0.01 (tabla I). Los érganos fetales, también, fueron
mds pequeiios para el grupo alcohol. El cerebro mostré una significacion de p<0.01 con respecto al grupo dieta
apareada y de p<0.05 con respecto al grupo dieta libre. La significacién para el caso del riiidén fue de p<0.01 con
respecto a los dos grupos control. El peso del corazén no mostré diferencia significativa entre los tres grupos, y,
finalmente, el peso higado del grupo alcohol fue menor mostrando una significacién de p<0.01 con respecto a los
dos grupos control (figuras 2 y 3).

A la observacién de los fetos con lupa no se apreciaron malformaciones a nivel del paladar, columna, cola y
organos internos en ninguno de los tres grupos.

La cuantificacién del DNA, para los distintos érganos, mostré diferencia significativa, siendo menor para el
grupo alcohol, con respecto a los otros dos grupos, en el caso del cerebro (p<0.05) y del rifién (p<0.01) (figura 4).

En relacién con el estudio placentario, no encontramos diferencia en cuanto al peso. Si existié cuando se
relacionaba con el peso del feto, siendo mayor para el grupo alcohol con una p<0.01 con respecto a los otros dos
grupos. El estudio histolégico a microscopia dptica no presentaba diferencias manifiestas entre los distintos
grupos. El contenido de DNA placentario era similar en cada grupo (tabla I).
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FIGURA 1.  Estudio comparativo de los pardmetros maternos estudiados: comida (en g y calorfas), bebidas (ml) y ganancia
de peso durante la prefiez.

FIGURA 2.  Estudio comparativo de los pardmetros fetales en los grupos estudiados: control, alcohol y dicta aparcada.

FIGURA 3.  Estudio comparativo del peso de varios 6rganos fetales en los tres grupos de estudio.

FIGURA 4.  Valores medios de la concentracién de DNA en diversos 6rganos fetales dentro de cada grupo de estudio.
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TABLA I. Valores medios y estudio comparativo de los pardmetros cuantificados en los diversos grupos de estudio.

| CONTROL | ALCOHOL = A.PAREADA

PARAMETROS \ X ESM | X ESM | X ESM |SIGNIFIC|

I : . I T i
COMIDA ¢ | 450,08 | 13.74 | 329.66 | 1524 | 329.66 | 1524 | ab
APORTE Cal ‘1.711.66 | 5225 | 1584 | 6070 | 1584 | 60.70 N.S.
BEBIDA ml | 92525 | 4706 | 76775 | 3175 | 8644 | 27.03 a
INCR PESO ¢ i 102.16 ’ 619 905 | 522 | 678 | 475 |, bc
Ne FETOS 1125 | 078 12.58 054 ! 113 | 073 | NS.
% REABSORC. 6.27 3.53 5.71 2.08 6.38 253 NS
TOT. GEST. g 49.32 3.76 45.36 207 | 5210 494 | N.S.
PESO FETO g 3.83 0.069 3.09 014 | 401 020 | ac
TALLA mm 37.25 0.27 34.36 0.42 i 3745 | 072 Cac
PESO ORG. g i . \
CEREBRO 0.137 | 0.0017 0.120 | 0.0032 | 0.145 |0.0045 | ac
RINON 0.018 | 0.0006 | 0.0146 |0.00068 | 0.021 |0.0012 | ac
CORAZON 0.023 | 0.0010 0.020 | 0.0010 | 0.026 |0.0016 ¢
HIGADO | 0359 | 0.0085 0.271 0.014 | 0372 | 0015 | ac
PLACENTA | 0.525 | 0.0100 0.53 0.016 0.553 | 0.020 | N.S.
DNA pg/mg ‘ 1
CEREBRO 3.30 0.025 3.16 0.034 i 3.31 0.048 | ac
RINON 9.12 0.034 8.20 0.110 9.02 | 0.022 } a,c
HIGADO 4.98 0.047 4.81 0.052 495 | 0.060 | a
CORAZON 3.97 0.047 3.93 0065 | 3.94 | 0057 | N.S.
PLACENTA 1.80 0.046 1.66 0045 | 173 | 0049 = NS

| |

a: significacion < 0.05 entre los grupos CONTROL y ALCOHOL
b: significacién < 0.05 entre los grupos CONTROL y A. PAREADA
c: significacién < 0.05 entre los grupos ALCOHOL y A. PAREADA

Discusion

Las modificaciones en la ingesta de comida en la rata del grupo alcohol es un hecho facilmente explicable y
que ha sido referido por otros autores (Weinberg, 1984). El alcohol tiene un alto valor caldrico (7,1 kcal/g)
pudiendo reemplazar y desplazar a otros alimentos de la dieta. Un alcohdlico, por ejemplo, puede consumir un
tercio o la mitad de sus requerimientos energéticos en forma de alcohol, y esto tiene un significativo descenso en
la demanda de alimentos. Ademads de desplazar a otros alimentos ricos en nutrientes, el alcohol, tiene un efecto
anorexigeno (Gottried, 1978; Smith, 1979; Sorette, 1980).

En nuestro estudio, los datos referentes a la fertilidad (nimero de fetos y de reabsorciones) no indican
compromiso por el hecho de consumir alcohol, ya que los resultados fueron parecidos para los tres grupos.
Resultados similares encontré Gallo (1986). Hay varios autores que han descrito un aumento del nimero de
reabsorciones (las cuales son comparables a los abortos en humanos) (Chernoff, 1977; Randall, 1981; Persaud,
1983; Sanchis, 1986). En nuestro caso, repetimos, no encontramos tal efecto negativo sobre la fertilidad a nivel
experimental.

En nuestro estudio ha sido bien patente el retraso del crecimiento fetal, talla y peso, y de sus érganos vitales.
Evidentemente, este efecto negativo sobre el desarrollo fetal debe achacarse al consumo de alcohol, ya que el grupo
dieta apareada, con la misma ingesta alimentaria, no ha sufrido descenso en talla y peso fetales, asi como tampoco
anivel de sus 6rganos. Obviamente, el tinico hecho diferenciador radica en el consumo materno de alcohol lo que
conlleva la exposicién al mismo por parte del feto.
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Aunque el alcohol sea el responsable de estos efectos, bien de forma directa o indirecta, no estd bien aclarado
el modo de actuacién. No obstante, se pueden sugerir varias hipétesis que, antes de excluirse, pueden ser
complementarias. En primer lugar, debemos considerar los efectos directos del alcohol; en segundo lugar, los
efectos de acetaldehido y, finalmente, los efectos que el alcohol indirectamente ejerce sobre la nutricion
(malnutricién). En cuanto al primer apartado, Brown (1979), en estudios «in vitro» sobre ratas, observé un retraso
en el crecimiento dosis dependiente, siendo un efecto directo del alcohol en ausencia de alteraciones nutritivas,
metabdlicas o fisiolégicas maternas. Las deficiencias estructurales fueron atribuidas a una reduccién en el niimero
de células. Scott (1977) sugirié, como mecanismo de accién, una alteracién en la proliferacién celular. Chin (1979)
comprobd que el alcohol ejerce un efecto directo sobre la estructura molecular de los fosfolipidos de la membrana
celular, provocando un aumento de la permeabilidad. Esto podria alterar la proliferacion, migracién y fisiologfa
celular. Porlo que hace referencia al segundo apartado, al acetaldehido, este metabolito del etanol juega un papel
critico en la teratogénesis. Es mil veces mds embriotéxico que el etanol. Tanto los estudios «in vivo» como «in
vitro» han evidenciado un retraso en el crecimiento (Dreosti, 1981; Campbell y Fantell, 1983) y un incremento de
anomalfas cardiovasculares y del SNC (O'Sea y Kaufman, 1981; Sreenathan, 1982; Webster, 1983).

La consideracion de los efectos indirectos del alcohol resulta muy interesante. El alcohol puede originar hipo
y/o malnutricién. La malnutricién puede tener origen en tres niveles distintos: a nivel de la ingesta (malnutricién
primaria), a nivel de la digestién y absorcién (malnutricién secundaria) y a nivel de la utilizacién de los nutrientes
(malnutricidn terciaria). Estos tres aspectos se han estudiado, tanto a nivel humano como experimental, cuando
hay consumo moderado de alcohol. Ya hemos dicho que el alto valor energético del etanol puede desplazar
fdacilmente a otros nutrientes de la dieta. En nuestro caso, las ratas consumian el 22% de las calorias en forma de
alcohol. Como las calorias del alcohol no van asociadas con vitaminas, minerales ni otros nutrientes esenciales,
el aporte de estas calorias «vacias» puede producir deficiencias en la nutricion. Esta situacidn es especialmente
criticaen el embarazo, situacién en la que los requerimientos nutritivos estdn aumentados, precisando un 30% mds
de calorias y tres veces mds de proteinas. Por otra parte, sabemos que el alcohol tiene un efecto deletéreo en casi
todos los niveles del tracto digestivo, como, también, un efecto téxico directo sobre muchos érganos, tales como
el higado y pdncreas. Asi, el consumo de alcohol puede alterar el metabolismo, transporte, utilizacién, activacién
y almacenamiento de casi todos los nutrientes esenciales.

Ademds, prenatalmente, se ha comprobado que una dosis aguda de alcohol provoca colapso de la circulacién
umbilical (Mukherjee, 1982) mientras que el consumo crénico disminuye el flujo sanguineo hacia la placenta
(Jones, 1981) y reduce el transporte placentario hacia el feto.

En relacién con el metabolismo de las vitaminas y minerales, el alcohol puede interferirse con la utilizacién
delamayorfa de estas sustancias. Las deficiencias mds cominmente referidas corresponden a los folatos, tiamina,
vit. A y B (piridoxina) asi como el zinc y magnesio. El déficit de varias de estas sustancias se ha asociado con
malformaciones y retrasos del crecimiento, especialmente las deficiencias de folatos y de zinc (Weinberg, 1984;
Mc Clain, 1983; Fischer, 1988; Zidenberg-Cherr, 1988).

Por lo que respecta al metabolismo de protefnas y aminodcidos, tanto en los animales como en los humanos,
el consumo crénico del alcohol causa frecuentemente una reduccién en el aporte proteico. Ademds, el alcohol
induce el dafio hepdtico pudiendo afectar al transporte, almacenamiento, metabolismo y utilizacion de los
aminodcidos. Dosis agudas de etanol pueden alterar la absorcién de éstos y suprimir la captacion de varios de ellos
por el higado (Lieber, 1982). En relacién con los aminodcidos, la anomalia mds frecuentemente observada en el
plasma es que, en el alcohdlico, aumenta los niveles de aminodcidos aromadticos y disminuyen los de cadena
ramificada (Weinberg, 1984).

Ademds, la malnutricién puede también aumentar los efectos negativos del etanol sobre la funcién intestinal.
La ingesta de alcohol y la malnutricién pueden provocar la malabsorcidn de nutrientes esenciales. En resumen, el
estado nutricional de la madre es claramente una variable critica en términos de desarrollo fetal. Deficiencias
nutricias, tales como las de folatos, zinc, vit. A y magnesio, tienen un efecto teratogénico por sf mismo o, al menos,
tiene un efecto adverso sobre el desarrollo fetal. Mds atin, pueden presentarse efectos sinérgicos entre alcohol y
déficit de varios nutrientes. Debido a que el alcohol induce deficiencias nutritivas a través de varios mecanismos,
o puede interactuar con el estado nutricional materno, es posible que tales interacciones o efectos indirectos estén
implicados en aspectos del SFA.
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Como hemos indicado, lo mds significativo de los efectos del alcohol sobre el feto es el retraso del crecimiento.
Este puede ser consecuencia de una hipoplasiay/o hipotrofia celularanivel de los distintos érganos. De ahf, nuestro
interés en cuantificar el DNA como indicador indirecto de la densidad celular a nivel de los distintos 6rganos. En
nuestro caso, apreciamos un descenso significativo para el rifién y el cerebro de los fetos expuestos intraitero al
etanol. A este respecto, revisando los trabajos de la literatura que hacen referencia a consumos moderados como
el nuestro, los resultados muestran cierta disparidad. As{ ciertos autores (Riley, 1978; Gallo, 1982; Bartley, 1983)
no encuentran diferencias. Pullen (1988) encontré un descenso del peso cerebral y hepdtico, como en nuestro caso,
acompaifiado de una disminucién en la cantidad de proteinas en dichos érganos, pero no vio diferencia cuando
analizé el contenido de DNA. No obstante, nuestros resultados coinciden con los de varios autores que han descrito
un menor contenido de DNA anivel renal y cerebral (Gallo, 1986; Sancis, 1986). Gallo (1986) encontré descensos
significativos a nivel del rifién, cerebro e higado. En relacién con este tltimo érgano, considerd que el efecto era
mds una consecuenciade la dieta que del etanol. Este autor también coincide con nosotros al observar que el 6rgano
mds afectado era el rifién, con unasignificacién altisima (p<0.001). También para Henderson (1981) y Abel (1986)
fue este el érgano mds afectado. Estas diferencias podrian explicarse por las diferentes dosis, tiempo y vias de
administracién, ya que como ha puesto de manifiesto Rosett (1984) depende de la alcoholemia alcanzada y de los
dias de gestacién que el feto se halla expuesto.

Todavia no se conocen los mecanismos reales por los que el alcohol produce estos efectos a nivel celular.
Algunos autores han hecho hincapié en una menor sintesis o formacién de DNA (Dreosti, 1981; Ciociola, 1988;
Abel, 1986). Otros han comprobado una mayor destruccién, destacando como factor primordial la hipoxia tisular
(Abel, 1986; Kolomeitseva, 1989; Ali, 1988). También estarfan implicados mecanismos regeneradores. Se ha visto
una menor capacidad regeneradora (Gerhart, 1988; Abel, 1986).

BIBLIOGRAFIA

ABEL, E.L.; DICTCHEFF, B.A. (1978): Effects of prenatal alcohol exposure on growth and development in rats. J.
Pharmacol Exp. Ther. 207: 916-921.

ABEL, E.L. (1986): Marihuana, tabaco, alcohol y reproduccién. Edic. Diaz de Santos. Madrid.

ABEL, E.L. (1988): Fetal alcohol syndrome in families. Neorotox Teratol 10: 1-2.

ALIL F. (1988): Mechanism of fetal alcohol effects: role of acetaldehyde. Exp. Pathol. 33: 17-21.

BARTLEY, H.L. (1983): The effects of alcohol-induced malnutrition in pregnancy on offspring brain and behavioral
development. Pharmacol Biochem Behav 10: 513-518.

BRANDT, E.N. (1982): Alcohol consumption during pregnancy. Testimony before the Subcommittee on Alcoholism and
Drug Abuse of the Committee on Labor and Human Resources, US Senate, Washington, DC, US Government Printing
Office, Deptember 21, pp. 9-23.

BROWN, N.A.; GOULDING, E.H. (1979): Ethanol embryotoxicity: direct effects on mammalian embryos in vitro. Science
206: 573-575.

CAMPBELL, M.A.; FANTEL, A.G. (1983): Teratogenicity of acetaldehyde in vitro: relevance to the fetal alcohol syndrome.
Life Scy 32: 2.641-2.647.

CIOCIOLA, A.A. (1988): Teratogenic and behavioral anomalies induced by acute exposure of mice to cthanol and their
posible relation to fetal brain DNA synthesis. Pharm Res, 5: 447-452.

CHERNOFF, G.F. (1977): The fetal alcohol syndrome in mice: a animal model. Teratology 15: 223-230.

CHIN, J.H.; GOLDSTEIN, D.B. (1979): Fluidity and lipid composition of mouse biomembranes during adaptation to ethanol.
Alcoholism Clin. Exp. Res 3: 47-49.

DREOSTI, L.E.; BALLARD (1981): The effect of ethanol and acetaldehyde on DNA syntesis in growing cells and on fetal
development in the rat. Alcoholism Clin. Exp. Res 5: 357-362.

FISHER, S.E. (1988): Nenonatal and maternal hair zinc levels in a nonhuman primate model of the fetal alcohol syndrome.
Alcoholism 12: 417-421.

GERHART, M.J. (1988): Epidermal growth factor binding in the presencie of ethanol. Adv. Alcohol Subst. Abuse 7: 209-
211,

GALLO, P.V.; WEINBERG, J. (1982): Neuromotor development and response inhibition following prenatal ethanol
exposure. Neurobehav Toxicol Teratol 4: 505-513.

GALLO, P.V.; WEINGERG, J. (1986): Organ growth and Cellular Development in Ethanol Exposed Rats. Alcohol Vol. 3,
pp- 261-267.



126 G. SANCHO Y COLS.

GOTTRIED, E.B.; KORSTEN, M.A.; LIEBER, C.S. (1978): Alcohol induced gastric and duodenal lesions in man. Am. J.
Gastroenterol 70: 587-592.

HENDERSON, G.I. (1981): Fetal alcohol zyndrome: overwiew of pathogenesis. Neorobehav Toxicol Teratol 3: 73.

JONES, K.L.; SMITH, D.W.; ULLELAND, C.N.; STREISSGUTH, A.P. (1973): Pattern of malformation in offspring of
chronic alcoholic mothers. Lancet 1: 1.267-1.271.

JONES, P.J.H.; LEICHTER,J. (1981): Placental blood flow in rats fed alcohol before and during gestation. Life Sci29: 1.153-
1159

KOLOMEISTSEVA, I.A. (1989): Effects of intrauterine alcohol intoxication on the function of the central nervous system
in the progeny. Akush Ginekol 1: 46-51.

LEMOINE, P.; HAROUSSEAU, H.; BORTEYRU, J.P.; MENUET, J.C. (1968): Les enfants de parents alcooliques:
anomalies observées. A propos de 127 cas. Quest Med. 21: 476-482.

LIEBER, C.S. (1982): The feeding of alcohol in liquid diets: Two decades of applications and 1982 update. Alcoholism Clin
Exp Res. 6: 523-531.

McCLAIN, C.J. (1983): Zinc deficiency in the alcoholic: A review. Alcoholism Clin Exp. Res 7: 5-10.

MUKHERIJEE, A.B. (1982): Maternal ethanol exposure induces transient impairment of umbilical circulation and fetal
hypoxia in monkeys. Science 218: 700-702.

OLEGARD, R.; SABEL, K.G.; ARONSSON, M.; SANDIN, B.; JOHANSSON, P.R.; CARLSSON, C.; HYLLERMAN, M.;
IVERSSEN, K.; HRBEK, A. (1979): Effects on the child of alcohol abuse during pregnancy: retrospective and
prospective studies. Aca Pediatr. Sacnd (Suppl.) 275: 112-121.

O'SHEA, K.S.; KAUFMAN, M.H. (1981): Effect of acetaldehyde on the neuropepitelium of early mouse embryos. J. Anat.
128: 65-76.

PERSAUD, T.V.N. (1983): Prenatal loss in the rat following moderate consumption of alcohol incorporated in a liquide diet.
Ant. Anz. Jena 153: 169-174.

RANDALL, C.L.; LOCHRY, E.A.; HUGHES, S.S.; SUTKER, P.B. (1981): Dose-response effect of prenatal alcohol
exposure on fetal growth and development in mice. Substance and alcohol actions misuse 2: 349-357.

RILEY, E.P. (1979): Lack of response inhibition in rats prenatally exposed to alcohol. Psychopharmacology 62: 47-52.

ROSETT, H.L. (1984): Alcohol and the fetus. A clinical perspective. Oxford University Press, New York.

SANCHIS, R.; SANCHO-TELLO, M.; GUERRI, C. (1986): The effects of chronic alcohol consumption on pregnant rats and
their offspring. Alcohol & Alcoholism, vol. 21 n® 3, pp. 295-305.

SCOTT, W.J. (1977): Cell death and reduced proliferative rate. In JG and FC Fraser eds. Handbook of Teratology vol. 11
Plenum Press 81-98, New York.

SMITH, J.C. (1979): Marginal nutritional states and conditioned deficiencies. In Niaaa Monograph 2: Alcohol and nutrition,
23-46.

SOKOL, R.J. (1981): Alcohol and abnormal outcomes of pregnancy. Can Med. Assoc. J. 125: 143-148.

SORRETTE, M.C.A.; MAGGIO, A.; STARPOLI; ABOISSEVAIN, M.; GRENWOOD (1980): Maternal ethanol intake
affects rat organ development despite adequate nutrition. Neurobehav Toxicol Teratol 2: 181-188.

SREENATHAN, R.N.; PADMANABHAN, R. (1982): Teratogenic effects of actaldehyde in the rat. Drug Alcohol Depende
9: 339-350.

WARREN, K.R. (1989): Alcohol-related birth defects: an update. Public Health Rep 103 (6): 638-642.

WEBSTER, W.S. WALSH, D.A. (1983): Some teratogenic properties of ethanol acetaldehyde in C57 BI/6J mice: implictions
for the study of the fetal alcohol syndrome. Teratology 27: 231-233.

WEINBERG, J.; GALLO, P.V. (1982): Prenatal ethanol exposure: Pituitary-adrenal activity in pregnant dams and offspring.
Neurobehav Toxicol Teratol 4: 515-520.

WEINBERG, J. (1984): Nutritional Issues in perinatal alcohol exposurc. Neurobeh Toxicol and Teratology 6: 261-269.

ZIDENBERG-CHERR, S. (1988): Influence of ethanol consumption on maternal-fetal transfer of zinc in pregnant rats on day
14 of pregnancy. J. Nutr. 118: 865-870.

Correspondencia: Dr. G. Snacho Leza
Hospital Ortiz de Zdrate

c/ José Achétegui, s/n

01009 Vitoria. Espafia



An. Anat. 38: 127-134 (1992)

ENVEJECIMIENTO DEL CARTILAGO ARTICULAR. ESTUDIO EN RATAS NORMALES Y
CASTRADAS

ARTICULAR CARTILAGE AGING. A STUDY IN NORMAL AND CASTRATED RATS

I. SMITH-FERNANDEZ, V. SMITH-FERNANDEZ e I. FERNANDEZ-ORTEGA

Departamento de Morfologia Normal y Patoldgica. Cdtedra de Anatomfa. Facultad de Medicina
Universidad de Mdlaga

RESUMEN

Estudiamos la superficie del cartilago hialino de la articulacién coxofemoral con el microscopio foténico y el electrénico
de barrido (MEB), en ratas Wistar: machos y hembras, normales y castradas, de 6, 12 y 24 meses.

Se describen, con el SEM, dreas que guardan relacién con el envejecimiento. Estas «dreas de envejecimiento» aparecen
antes y son mds abundantes en los animales castrados que en los normales.

PALABRAS CLAVE: Articulacién coxofemoral. Cartilago articular. Envejecimiento. «Areas de envejecimiento». Castra-
cién. Rata Wistar.

SUMMARY

We study the hyaline cartilage surface of the articulation coxae with the light microscope and the scanning electron
microscope (SEM) in Wistar rats: male, female, normal and castrated, with 6, 12 and 24 months.

Areas in relation with the aging process are describe through SEM. These «aging areas» appear before and are more
abundant in castrated animals than in the normal ones.

KEY WORDS: Articulation coxae. Articular cartilage. Aging. Aging areas.Wistar rat. Castration.

Introduccion

Las estructuras del organismo manifiestan cambios relacionados con su desarrollo, maduracién, momento
funcional o involucién. Cuanto mayor sea la edad, los procesos involutivos, propios de un envejecimiento normal,
tienen mds probabilidades de transformarse en patolégicos. Los que afectan al aparato locomotor tienen una
especial importancia por su repercusion en la calidad de vida y eficacia laboral.

Los avances en el conocimiento de la estructura del cartilago no han permitido todavia saber exactamente €l
mecanismo intimo que motiva la aparicién de una artrosis. Actualmente se acepta son muiiltiples los factores
etioldgicos causantes de las alteraciones del condrocito. Estas alteraciones perjudican la cinética y la calidad de
los procesos de sintesis y degradacién que localmente llevan a cabo estas células (1). La incidencia es algo mayor
en las mujeres, pudiéndose detectar entre los quince y veinticuatro afios ya en un 11% y alcanzar, en ambos sexos,
a partir de los setenta y cinco el 96% (11).
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De acuerdo con las observaciones anatomopatoldgicas (3), serfa un hecho normal que se convertiria en
patolégico cuando al progresar apareciera el dolor y otras manifestaciones clinicas.

Creemos significativo que la artrosis de rodilla sintomdtica sea mds frecuente en mujeres y a partir de los
cuarenta y cinco afios, asi como en el 95% de ambos sexos en edades avanzadas.

El'mantenimiento de un cartflago articular, en condiciones de normal funcionamiento, estd basado en un
correcto equilibrio entre el desgaste producido a causa del uso de la articulacion y la regeneracién que tiene lugar.
Cuando este equilibrio se rompe, se inician las alteraciones anatomopatoldgicas (7). El cartilago articular
diartrodial hialino se adapta con dificultad a una mayor exigencia funcional, ya que no cuenta con un potencial de
reserva (12). Creemos de interés estudiar como repercute, en €1, el envejecimiento y la castracién. La bibliografia
consultada aborda el problema desde diferentes campos, pero echamos a faltar determinados enfoques a los que
quisiéramos aportar.

En este trabajo el estudio lo hacemos fundamentalmente con el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB),
ya que permite detectar minimos detalles morfolégicos de una superficie que limita con una cavidad virtual
convertida en real al seccionar la cdpsula articular.

Enunanimal cuyociclo vital es corto, rata Wistar, podremos estudiar su proceso de involucién secuencialmente
y asi tener un patrén del «proceso normal de envejecimiento». Su articulacién coxofemoral tiene dimensiones muy
adecuadas para estudiar en una preparacion el acetdbulo y en otra la cabeza femoral en el MEB, reservando la otra
articulacién para el estudio con el Microscopio Foténico (MF).

Material y Método

Articulaciones coxofemorales de ratas Wistar (35 machos y 35 hembras). Catorce grupos de cinco animales
cada uno. La diferencia entre los grupos las da: el sexo, ser normales o castradas, y, la edad de sacrificio. Todos
los grupos fueron sometidos al mismo hdbitat, dieta, temperatura y horas de luz:

Machos Normales Machos castrados a los 3 meses
Grupo I de 1 mes

Grupo II de 6 meses Grupo V de 6 meses
Grupo III de 1 afio Grupo VI de 1 afio
Grupo IV de 2 afios Grupo VII de 2 afios
Hembras Normales Hembras castradas a los 3 meses
Grupo VIII de 1 mes

Grupo IX de 6 meses Grupo XII de 6 meses
Grupo X de 1 afio Grupo XIII de 1 afio
Grupo XI de 2 afios Grupo XIV de 2 afios

Anestesia: Intraperitoneal, 2 cc de pentobarbital sédico 30 mg/kg. Perfusién: Intraadrtica desde ventriculo,
abertura auricula izquierda, bomba peristaltica Watson-Marlow 101 U, 25 cc/minuto, lavado previo con 160 cc
de suero salino. Fijacion: 300 cc de glutaraldehido al 20%, tampén fosfato 0,1 M (Soluciones patrones: fosfato
sédico dibdsico 14,2 g/l y fosfato potdsico monobdsico 13,6 g/l, pH 7, 2-7, 4). Extraccién de la articulacién,
eliminacién de la cdpsula, fractura de la pieza femoral inmediatamente por debajo de trocanteres y de la acetabular
en su continuacién con pubis, isquidn e iledn. Las piezas destinadas al MEB se introducen en glutaraldehido al 2%
en tampdn fosfato 0,1 My las destinadas al MF en formol al 15% para continuar su procesamiento. MEB: 2 hfijador
de la perfusién; lavado 45 minutos en agua destilada; deshidratacién por gradientes de alcohol etilico y acetona.
Desecacion: punto critico del anhidrido carbénico en un CPD 020 Balzeis Unidn. Metalizacién: oro en evaporador
de vacio Jeol JFC 1100. Visualizacién y fotografiado: MEB. Jeol JSM-840. MF: Formol 15%, 48 horas.
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Decalcificacion: a. nitrico 5% hasta consistencia de pldstico. Lavado: 12 hs. Deshidratacién: Alcoholes. In-
clusién: Parafina. Tallado del bloque. Cortes: 48 pm. Tinciones: Hematoxilina-eosina, tricrémico Masson-Goldner,
Safranina.

Se extrajeron ovarios y testiculos para su estudio.

Resultados

Sélo se detectan espermatogonias y espermatocitos I y II en Grupo I y foliculos primordiales, primarios y
secundarios en Grupo VIII. Tubos seminiferos con representacion de toda la serie germinal: en Grupos II, III, IV
y toda la gama de actividad ovdrica en Grupos IX, X, XI.

Estudio con el microscopio fotonico

Grupos I-VIII: La tincién con safranina distingue en la matriz zonas de color violeta y zonas de color rosado.
La periferia del corte limitando con la luz articular y la primera capa de condrocitos estd ocupando un delgado
estrato acelular rosdceo que contrasta con el matiz violeta intenso de la matriz que rodea las lagunas primarias. Con
el tricrémico se aprecia, de superficie a profundidad, una pérdida de la coloracién azul-verdosa.

Grupos II-1X : El delgado estrato acelular que limita con la cavidad articular se encuentra subdividido en dos.
El mds superficial se colorea en azul-verdoso con el tricrémico y el mds profundo en anaranjado por el tricrémico
y en violeta-magenta por la safranina. La ccloracién de este estrato profundo es casi continua con islotes en que
se encuentra engrosado y acelular (figura 1).

Grupos V-XII: Con la safranina se sigue viendo la capa superficial tefiida de violeta, pero existen zonas donde
esta coloracién desaparece, ofreciendo un aspecto discontinuo (figura 2).

Grupos I11-X: La zona de cartilago que limita con la luz articular estd estrechada en relacion con los animales
de seis meses, y sigue presentando aspecto biestratificado y de coloracién con el tricrémico o la safranina.

Grupos VI-XIII: La safranina no tifie el estrato profundo de la capa superficial.

Grupos IV-XI: Los condrocitos mds periféricos estdn separados de la luz articular por una amplia zona de
matriz que en algunos niveles se lamina, desgarra y fisuriza. La safranina en estas zonas da muy poca coloracion,
contrastando con las zonas aparentemente normales.

Grupos VII-XIV: Se distinguen en el cartilago dos zonas: la mds superficial, en algunas dreas estd laminada,
resquebrajada y desprendida y en la mds profunda, invadida por tejido dseo.

Estudio con el microscopio electronico de barrido

Grupos I-I[-VIII-IX: Tanto hembras como machos, presentan caracteristicas que se repiten con ligeras
diferencias en toda la superficie del cartilago. A 1300 X (figura 3) la superficie estd surcada por filamentos
ofreciendo un aspecto reticulado irregular. Los filamentos confluyen y divergen entre si, estando formados o
llevando adheridas pequeiias esférulas o granulos semejando cadenas.

Grupos III-X: Al lado de imdgenes superponible a lo descrito para los animales mds jévenes aparecen dreas. ..

ovaladas o circulares de didmetro algo superior a 10um, que hacen relieve sobre la superficie de aspecto normal
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(figura4). Algunas de estas dreas presentan sus contornos agrietados o fisurizados, y parecen estar deprimidas en
relacion con la superficie vecina. En otras la superficie del drea estd descamdndose y tienen un didmetro algo
superior a 15um (figura 5). Otras, han completado la descamacion demudando la superficie del drea (figuras 6-7)
ofreciendo el fondo un aspecto crivado. Estas dreas son mds abundantes en acetdbulo que en cabeza femoral y mds
en hembras que en machos.

Grupos IV-XI: Los filamentos del reticulo se agrupan reforzando el contorno de las dreas indicadas para los
animales de un afio (figura 9) e invadiendo los filamentos la oquedad que ofrece la presencia de granulos (figura
8). Tanto en machos como hembras estas dreas son muy abundantes. En algunas dreas los contornos de la misma
se encuentran reforzados por marcadas excrecencias (figura 10). Algunas amplias dreas de la superficie estdn
recorridas por largos filamentos lisos, sin el aspecto granulado descrito en los animales de uno y seis meses.

Grupos V-XII: Con aumentos panoramicos (20 X) las cabezas y acetdbulos han perdido la esfericidad. A
mayores aumentos son abundantes las dreas ovaladas de didmetro mayor a las 10um, y de aspecto variado, unas
hacen ligera protrusion (figura 11), otras estdn descamadas en parte, y teniendo otras reforzados sus contornos o
el drea globalmente (figura 12).

Grupos VI-XIII: Las cabezas y acetdbulos estdn mds deformadas que en los castrados de seis meses. Con
aumentos ligeros (150 X), aparecen zonas con el aspecto general, descrito en animales mds jévenes no castrados,
filamentoso y reticulado pero con la presencia de dreas ovaladas, la mayor parte con didmetro ostensiblemente
superior a las 10um. La superficie no es lisa sino ondulada.

Grupos VII-XIV: En aumentos panordmicos es ostensible la pérdida de esfericidad y lisura de superficie. A
pequefios aumentos se aprecia la gran cantidad de dreas ovoideas, o la agrupacion de ellas semejando granos de
café (figura 14), asi como el aspecto ondulado de la superficie. Los filamentos son cortos, no convergentes,
encontrdndose a veces en hileras concéntricas (figura 13). Las dreas rebasan casi siempre las 101m; con contornos
remarcados y agrupados ofreciendo el aspecto descrito en apartados anteriores.

Discusion y consideraciones

Cualquier estructura de un organismo tiene tres fases morfofuncionales: de desarrollo, de plenitud funcional
y de envejecimiento. El cartilago hialino articular no es una excepcion. Su elevada especializacion como capa
deslizante en el aparato locomotor, garantiza una carga de tipo medio a lo largo de toda la vida. La adaptacién a
una mayor exigencia funcional es algo que le estd negado (12). No parece, por tanto, desacertado, aceptar que el
cartilago empieza un proceso de senescencia antes que otras estructuras. Este comienzo de envejecimiento se debe
manifestar en cambios morfoldgicos de la imagen anatémica que consideramos expresion de plenitud funcional.

La pérdida de su organizacién considerada como normal la empezamos a detectar en animales relativamente
jovenes (un afio). En nuestra especie, lesiones del cartilago imputables a la senescencia, las han encontrado muy
frecuentemente, de aparicion precoz (5, 7, ' %). Estos autores no estudiaron las lesiones con el MEB.

En nuestros resultados, la relativamente pronta aparicién de lo que hemos descrito como «dreas ovaladas» al
MEB, aument6 su frecuencia y tamaiio con la edad, adelantdndose su aparicién y nimero en los animales castrados,
y existiendo diferencias con el sexo. Pensamos sean estas «dreas ovaladas» la expresion del fallo funcional del
cartilago hialino y, por tanto «dreas de envejecimiento».

Estas dreas rompen la uniformidad de la superficie articular normal que, Richter y Stoff (4), describen (con
el MEB y a una magnificacion de 4.500 X), estdn cubiertas de pequefias formaciones esféricas que pueden unirse
entre si formando cadenas. Este aspecto de la superficie, que consideramos normal por ser el tinico que hemos visto
en los animales de uno y seis meses no castrados, tanto machos como hembras, coincide bastante con nuestra
descripcién. Creemos que las cadenas descritas por Richter forman filamentos de distinto calibre al confluir o
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FIGURA 1. Ratas normales de seis meses. Safranina. MF.
FIGURA 2. Ratas castradas de seis meses. Safranina. MF.
FIGURA 3. Rata normal de seis meses. MEB.

FIGURAS 4, 5, 6 y 7. Ratas normal de un afio. MEB.
FIGURA 8. Rata normal de dos afios. MEB.
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FIGURA 9. Rata normal de dos aiios. MEB.
FIGURA 10. Rata normal de dos ailos. MEB.

FIGURAS 11, 12. Rata castrada de seis meses. MEB.
FIGURAS 13, 14. Rata castra<'z de dos aios. MEB.
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diverger, dando un aspecto reticular entre cuyas mallas la superficie estd cubierta de pequefias formaciones
esféricas. Estos filamentos podrian ser fibras de coldgeno.

Las «dreas de envejecimiento» las interpretamos como pérdida de la eficacia en la capacidad funcional del
condrocito, respecto al mantenimiento de los materiales intercelulares de acuerdo con las demandas, o pérdida de
la capacidad de interaccién matriz intercelular-células cartilaginosas de cuyo mecanismo se haocupago Huang (8).
En el esquema de Kirstic (9), sobre la superficie del cartilago, aparecen unas dreas ovaladas que relaciona con los
condrocitos. Su animal de trabajo seria un adulto en que empezaba a manifestarse el envejecimiento del cartilago.

Nos parece de interés la interpretacién de Brandt (4), de la tincién rojo brillante, en nuestra iconografia rojo
magenta, del método de la safranina como la expresién de un contenido normal de proteoglicanos, y, tincién menos
intensa e irregular a causa de la pérdida de los mismos.

En nuestros animales mds jévenes en los que no aprecidbamos «dreas de envejecimiento», la safranina tifie
amplias zonas de rojo magenta, y en los seis meses, tifie la zona mds profunda del estrato acelular, con
condensaciones en forma de islotes que limita la luz articular con zonas donde existen condrocitos.

Este estrato acelular que forma el estrato mds superficial, o Zona I, de los tratados de Histologia, corresponde
a la zona donde las fibras llevan direccion tangencial (2, 6, 10).

En las edades en que comenzamos a ver las «dreas de envejecimiento» (un afio en animales normales y seis
meses en castrados), la capa acelular teflida por la safranina es menos continua y sus islotes de condensacién,
menores.

Esta franja de tincién ha desaparecido en el resto de animales. Habiendo aumentado el nimero y didmetro de
las «dreas de envejecimiento», sobre todo en los castrados de dos afos. Parece pues existir relacion entre zonas
de pérdida de normalidad, al MEB, en la superficie del cartilago hialino, pérdida de la tincién de safranina en la
capa profunda de la zona tangencial y la interpretacién de Brandt (4) de pérdida de proteoglicanos.

En los animales de mds edad (dos afios), tanto normales como castrados, el espesor del cartilago se diferencia
en dos zonas: la superficial, apenas tefiida por la safranina donde la matriz se lamina, desgarra y fisuriza, y la
profunda, tefiida por la safranina, donde se plantearfa la posibilidad de regeneracién del cartilago al lado de una
invasién por tejido dseo.

En los animales castrados de un afio, la superficie del cartilago no se presenta plana, y en los castrados de dos,
las cabezas femorales y cavidades acetabulares se han deformado perdiendo su esfericidad. La pérdida de
distribucidn reticular en las zonas que mantienen aspecto normal, adoptando la distribucién en hileras concéntricas
recuerda las imdgenes de cartilagos articulares condromaldcicos (13).

Es palpable el influjo de la castracion que adelanta la aparicién de «dreas de envejecimiento» a los seis meses
en animales castrados y aumenta considerablemente la frecuencia de estas dreas, asf como la proximidad de las
mismas, haciendo aparecer imdgenes en «granos de café» dificiles de ver en los otros animales (figura 14).

Las «dreas de envejecimiento» no ofrecen todas el mismo aspecto como ya indicibamos en un trabajo previo
(15). El proceso degenerativo debe durar un cierto tiempo y por tanto, lo que vemos es el mismo proceso pero en
unos inicidndose y en otros consoliddndose. Nos parece 16gico agrupar las diferentes imdgenes en un orden
secuencial: al comienzo del proceso, el drea se distingue de sus contornos por una mayor densidad (figura 4),
después forma relieve (figura 11), quizds debido a un proceso de edematizacién seguido de una fisurizacién del
drea, pérdida del liquido edematizado y consecuentemente, hundimiento y descamacién (figura 5).

Todo proceso degenerativo, involutivo o de envejecimiento trata de ser corregido. El éxito depende de la
plasticidad de la estructura que analicemos. Este intento de regeneracién tendria su expresion en los refuerzos de
filamentos (figuras 7, 8 y 9), en los contornos de las «dreas de envejecimiento», y en las protrusiones (figuras 10
y 12) apreciadas en los castrados de un afio o en los normales de dos afios.
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CRONOLOGIA DE APARICI()N,DE LOS CENTROS DE OSIFICACION DEL AUTOPODO
PELVIANO EN EL GATO SIAMES (Felis catus L.)

CHRONOLOGY OF APPEARANCE OF OSSIFICATION CENTERS OF THE FOOT IN THE
SIAMES CAT (Felis catus L.)

J.M. VAZQUEZ, MLL. VILLA, F. GIL, R. LATORRE, G. RAMIREZ y F. MORENO

Departamento de Anatomia y Embriologfa. Facultad de Veterinaria.
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RESUMEN

Se realiza un estudio mediante técnicas radioldgicas de la cronologia de osificacion del autépodo pelviano en el gato
siamés, desde el nacimiento hasta la 25* semana de desarrollo postnatal. Para la experiencia hemos utilizado un total de 40
gatos (19 machos y 21 hembras), pertenecientes a 11 camadas, que fueron objeto de diferentes controles: patrén racial,
sanitario, dietético, de crecimiento y radiactivo. Se determiné el momento de aparicién y la evolucién de los niicleos que
integran el basipodo, metdpodo y acrépodo del miembro pelviano. Asimismo, referimos los fendmenos de fusion que tienen
lugar durante este periodo de tiempo y definimos la secuencia de osificacién predominante en el tarso. Los aspectos de la
osificacion postnatal del autépodo pelviano en el gato siamés fueron comparados con los observados en el gato comtin por
diferentes autores.

PALABRAS CLAVE: Osificacién. Autépodo pelviano. Gato siamés. Radiologia.

SUMMARY

Chronological ossification of the foot on the siames cat was studied by radiological techniques, from birth to the 25th
postnatal week. In this experience we uded 40 kittens (19 males and 21 females), belonging to 11 litters, monitorized for: racial
pattern, health, feeding, growth and radiactive dose. The moment of appearance and the evolution of ossification centers wich
are implicated in the foot were determined. Likewise, we reported the closure features at this period and defined the
predominat ossification sequence in tarsus. The ossification aspects of the foot in the siames cat were compared with that of
the common cat.

KEY WORDS: Ossification. Foot. Siames cat. Radiology.

Introduccién

En Medicina Veterinaria, lamayoria de los trabajos sobre cronologia de osificacion radiografica tienen al perro
como sujeto de estudio, destacan en este sentido los de Pomriaskinsky-Kobozieff/Kobozieff (1954) y Bressou er
al. (1957) sobre los autépodos tordcico y pelviano del pastor alemadn, respectivamente, Smith/Allock (1960) sobre
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las fusiones metafisarias en lamano y pie del galgo, Chapman (1965) que analiza la cronologia 6sea del sabueso, Garcia-
Monterde et al. (1984) que estudian la aparicion de los centros epifisarios y las fusiones metafisarias en el esqueleto
apendicular del pastor alemdn y Begon er al. (1985) que analizan el esqueleto apendicular del fox terrier.

Por el contrario, escaso es el nimero de trabajos realizados en el gato doméstico, Felis catus L., sobre cro-
nologia del desarrollo osteogénico. Sélo los articulos publicados por Bressou ez al. (1959a, 1959b), Smith (1968,
1969) y Boyd (1968, 1976) estudian radiogrdficamente la osteogénesis. De ellos, tinicamente los de Bressou ez al.
(1959b) y Smith (1968, 1969) hacen referencia a la cronologia osteogénica postnatal del autépodo pelviano. Por
esta razén, decidimos tomar como especie de estudio el gato. La eleccion de la raza siamesa se hizo, funda-
mentalmente, por dos motivos:

1. La importancia creciente que ha ido adquiriendo el gato siamés durante los dltimos aflos como animal de
compaiifa.

2. La mayor incidencia en esta raza de procesos patolégicos directamente relacionados con la osteogénesis
postnatal o de patologias osteoldgico-nutricionales, Holzworth (1987).

Material y Métodos

Hemos utilizado 40 gatos (19 machos y 21 hembras) de raza siamesa en los que, desde el nacimiento hasta la
25* semana de desarrollo postnatal, se estudi6 la aparicion de los nicleos de osificacidn que integran el autépodo
pelviano.

Los animales, pertenecientes a once camadas, fueron objeto de diferentes controles:

1. Control del patrén racial de los progenitores.

2. Control sanitario y de manejo.

3. Control dietético.

4. Control de crecimiento:

— Andlisis del incremento de peso semanal de cada individuo, rechazando aquellos cuya curva de crecimiento
estuviera por debajo de los minimos considerados normales por las Tablas de Incrementos del «Nutrient
Requirements in Cats» (1986).

— Andlisis cada cinco semanas (tabla 1) de los valores hematicos celulares (eritrocitos y leucocitos totales)
y de las constantes hemadticas relacionadas con el metabolismo osteogénico (calcio, fésforo y fosfatasa
alcalina presentes en el suero).

TABLA 1
B 52semana | 10° semana : 15* semana | 20" semana 25* semana
Eritrocitos ‘ I |
totales 10%/mm? 6,02 } 7,24 i 10,51 ! 9.50 9,18
Leucocitos 5 @ |
totales 10°/mm? 8,40 ‘ 8,96 3 10,62 : 11,54 11,73
Calcio sérico i | |
mg/dl L 956 I 783 1 938 | 10,06 : 9,57
Fésforo sérico 1 \ |
mg/dl 6,54 i 7,02 1 6,94 | 6,92 7.07
Fosfatasa alcalina | | ‘ |
sérica UI/I \ 23,60 26,05 ‘ 24,20 ‘ 18,10 18,70

5. Control radiactivo.

— Cdlculodeladosis efectiva, al objeto de comprobar la no interferencia de lamismaen el crecimiento normal
del individuo.

— Divisién de los animales en grupos experimentales para asi disminuir al maximo las dosis recibidas.

— Comprobacioén de los resultados de los grupos experimentales con los obtenidos en los animales testigo.
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Los gatos se distribuyen en los siguientes grupos de estudio:

Grupo A: Integrado por 17 animales radiografiados semanalmente entre el nacimiento y la 5* semana.

Grupo B: Constituido por ocho animales realizados radiogrdficamente desde la 1* a la 25* semana. De la 1*
a la 12* semana el control fue semanal y de la 12% a la 25* quincenal.

Grupo C: Integrado por seis animales que fueron analizados semanalmente entre la 1* y la 12* semana.

Grupo D: Formado por siete animales radiografiados semanalmente desde la 10* a la 25" semana.

Grupo E: Dos animales testigo controlados radiogrdficamente en la 25* semana.

Los grupos C, D y E se consideraron a la vez como grupos experimentales y testigo.

El andlisis radiogréfico se efectué de forma alternativa sobre ambos autépodos pelvianos con el fin de
distribuir las dosis de radiacién, haciendo coincidir el haz principal de rayos con la superficie objeto de estudio
y colimando al mdximo la regién expuesta. Para facilitar la interpretacidén.radiogrdfica en determinados animales
menores de tres semanas, hemos utilizado placas y chasis de mamografias. Los controles radiogrdficos semanales
se fueron variando de forma que en algunos animales el control coincidiera con el principio de la semana, y en otros
conel final. Las sesiones radiograficas se realizaron sin anestesiar los animales debido a la proximidad entre ellas.
Setomo esta decision al observar que en los animales mds jovenes el periodo de recuperacidn resulta especialmente
largo, dos o tres dias segin la edad y susceptibilidad del individuo, condicionando su crecimiento.

Los pardmetros fisicos radiograficos quedan reflejados en la tabla 2.

TABLA 2

T T I
0-22 semana | 22.52 semana ‘ 52.15% semana | 15%-25% semana

i ] :
Kv-mAs 1 Kv-mAs i Kv-mAs ! Kv-mAs
36-3,84 37-5,12 ‘ 37-5,12 37-7,68

i ; 37-7,68 | 38-11,52

| i

Las posiciones radiograficas fueron dorsopalmar y mediolateral, y la relaciéon de centros de osificacion
analizados la siguiente:

— Epifisis distales del tibia y peroné (Edt, Edp), aunque no pertenecen el autépodo pelviano las incluimos por

razones topogréficas.

— Astrdgalo y cuerpo del calcdneo (As, Cc)

— Tuberosidad del calcaneo (Tc)

— Primer nicleo central del tarso (c1)

— Segundo nicleo central del tarso (c2)

— L IL IIT y IV tarsianos (1t, 2t, 3t, 4t)

— Diéfisis metatarsianas y falangianas (Dmt, Df)

— Epifisis distales de los metatarsianos II-V (Edmt)

— Epfifisis de las falanges de los dedos II-V (Efm)

— Sesamoideos de los dedos II-V (Ss)

De cada uno de estos nticleos estudiamos su primera aparicién y el momento en que estd presente en el total
de animales.

Resultados

El autépodo pelviano presenta en el gato siamés una secuencia de osificacién mds constante que el tordcico,
tanto en el tiempo como en el orden de aparicién de los nicleos, aunque no esta exento de variaciones. Al
nacimiento (figura 1A) son visibles radiograficamente los centros correspondientes al astrdgalo y cuerpo del
calcdneo, asf como la didfisis metatarsianas y falangianas.
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FIGURA 1. Imdgenes radiogrificas dorsopalmares y mediolaterales del autépodo pelviano del gato siamés. A: nacimiento;
B: 1* semana; C: 2 semana; D y E: 3* semana; F: 4* semana (principio).
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FIGURA 2.  Imigenes radiogrificas dorsopalmares y mediolaterales del autépodo pelviano del gato siamés. A; 4* semana
(finales); B: 5* semana; C: 6* semana; D: 8¢ semana; E: 11¢ semana; F: 25* semana.
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Durante la primera semana de desarrollo postnatal (figura 1B) no observamos nuevos centros de osificacion.
Es a finales de la 2% semana (figura 1C) cuando se detecta, en todos los animales, el nicleo de la epifisis distal de
la tibia, excepto en uno de los machos que se evidenci6 en la 3% A partir de la 6* semana empieza a configurar el
maleolo medial, proceso que culmina hacia la 17* semana. No existe, por tanto, un nicleo de osificacion
independiente para el maleolo medial. La epifisis distal del peroné (figura 1D) aparece en la mayoria de los
animales durante la 3% semana y su presencia es constante a la 42,

En el tarso no son identificables nuevos centros de osificacion hasta finales de la 3* semana o principios de
la 4% Los dos primeros nicleos en aparecer son el central del tarso y el I'V tarsiano (figura 1D). Suelen evidenciarse
los dos simultdneamente, aunque en algunos animales hemos observado una alternancia en su aparicién con
predominio del central, al que vemos desarrollarse por la fusion de dos nticleos. El segundo niicleo de osificacién
del central del tarso se identifica a partir de la 4* semana. A finales de la 4* semana (figura 2A) se observan dos
nuevos centros de osificacién, se trata del I y III tarsianos, situados distalmente a los niicleos del central. La
presencia del III tarsiano es constante en todos los animales durante esta semana. El tarsiano I puede retrasar su
aparicion hasta la 5 semana, incluso en uno de los animales no se evidencid hasta la 6* El niicleo de deteccion
radiografica mds tardfo es el II tarsiano, al que vemos aparecer en el transcurso de la 5* semana (figura 2B). Sin
embargo, en el 80% de los machos, no es identificable hasta la 6* semana. El nicleo de osificacién de la tuberosidad
del calcdneo se detecta en algunos animales durante la 4* semana (figura 1F) y su presencia es constante durante
la 5%

Las epifisis distales de los metatarsianos III y IV pueden ser detectables a finales de la 2¢ semana. Durante la
3% (figura 1E) ya son identificables todas, con un ligero retraso en su evolucién por parte de la del dedo V. Entre
la 6* y 8% semana (figuras 2C, 2D) adquieren la configuracién troclear y definen una linea epifisaria completa.

Las epffisis de las falanges proximales y medias (figuras 1D, 1E) aparecen el 30% de los gatos a finales de la
3*semana y su presencia es constante durante la 4*. Definen una linea epifisaria completa hacia la 8* semana. Los
sesamoideos plantares (figura 2E) aparecen entre la 9* y 11* semana.

Los nicleos de osificacién que integrardn el central del tarso los vemos fusionarse hacia la 6* semana (figura
2C). Enel 60% de los animales hemos observado también fusidn parcial entre la tuberosidad y cuerpo del calcaneo,
siendo el momei.tu mds precoz de dicha fusién la 22* semana. La fusién de las epifisis falangianas se observa
parcialmente (figura 2F) hacia las dltimas semanas de la experiencia (22*-25%). Al concluir el estudio no habfamos
observado fusién ni total ni parcial por parte de las trécleas metatarsianas.

Discusion

Coincidimos con Bressou et al. (1959) y Smith (1968) en que la epifisis distal de la tibia aparece a finales de
la 2* semana. Respecto a este centro de osificacién es importante significar que no existe, como ocurre en el perro,
un nicleo independiente de osificacidn para el maleolo medial. La epifisis distal del peroné constituye un centro
epifisario muy constante. Todos los investigadores coinciden que aparece en la mayoria de los gatos durante la 3*
semana y su presencia es constante a la 42,

Referente a los nicleos de osificacién que integran el tarso, Smith (1968) sefiala que los primeros nucleos
aparecen, sin especificar cuales son, durante la 4* semana y los dltimos a la 7*. Bressou et al. (1959) refieren una
deteccidn radiogréfica mds tardfa para los primeros centros tarsianos, hacia la 5* semana y, en concreto, son: IV
y III tarsianos y primer ntcleo del central del tarso. Los restantes los detectan a la 6* semana: tuberosidad del
calcdneo, segundo niicleo del central del tarso, II y I tarsianos, siendo éste el Ultimo en aparecer. Nuestras
observaciones coinciden con las de Bressou et al. (1959) en el sentido de que los primeros centros identificables
radiogréficamente son el central y el I'V tarsiano, pero en el gato siamés a finales de la 3* semana. Existe también
una precocidad en el resto de los nicleos que integran el tarso, ya que durante la 5 estdn presentes todos, aunque
el I y II tarsiano pueden retrasar su aparicion en algunos animales hasta la 6* semana.

El patrén de osificacién mds constante que hemos encontrado para el tarso en el gato siamés es el siguiente:

Al nacimiento: Cuerpo del calcdneo y astrdgalo.
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Fincles de la 3% semana: Primer nucleo del central y IV tarsiano.

4% semana: 111 y 1 tarsianos, segundo nticleo del central y tuberosidad del calcdneo.

5% semana: Presencia del II tarsiano.

Los niicleos de osificacion que conforman el central del tarso estdn fusionados en el gato siamés ala 6* semana,
para Bressou ef al. (1959) la fusidén no acontece hasta la 9* semana. Smith (1968) no refiere en su trabajo de
osteogénesis dicho proceso de fusion.

Respecto a las epifisis metatarsianas, diferimos de Bressou er «/. (1959) en que estos autores sefialan su
aparicion hacia la 3*-4* semana y de Smith (1968) que las detecta atin mds tardiamente, a la 5* semana. Asimismo,
las epifisis falangianas tienen un momento de deteccion radiografica mds tardio para estos autores.

Se observa que los primeros centros tarsianos en aparecer corresponden al central y IV tarsiano, situados en
la linea de apoyo del calcdneo y astrdgalo, al objeto de integrar conprontitud un eje de transmision de fuerzas en
el autépodo pelviano. Dicho eje quedard completado con las epifisis distales metatarsianas de los dedos IIl y IV,
con las epifisis falangianas y con las respectivas didfisis.

Comparando los resultados obtenidos por Bressou ef al. (1959) y por Smith (1968) en el gato comtn con los
obtenidos por nosotros en el gato siamés, se observa una precocidad de osificacién en el autépodo pelviano de este
ultimo. Ademds, podemos decir que los fendmenos de osificacién en el autépodo pelviano, al igual que en todo
el esqueleto apendicular del gato siamés, son muy uniformes. Cuando un animal retrasa o adelanta su osificacion,
nunca rompe la secuencia del proceso. Solamente pueden verse afectados aquellos nticleos cuyos momentos de
aparicién estdn muy préximos en el tiempo.
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