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LA VASCULARIZACION ARTERIAL DEL ESOFAGO MURINO ES SATELITE DE LA
DISTRIBUCION DEL NERVIO NEUMOGASTRICO. ESTUDIO CON MOLDES VASCULA-
RES DE RESINA#*

THE MURINE ESOPHAGUS ARTERIAL CIRCULATION. MOULDS OF UNSATURATED
POLYESTER RESIN

J. ARENA, F. BENAVENT, M. MONTESINOS, J.R. BALLESTEROS, A. VICTORIA,
V. SMITH-FERRES, F. GOMEZ-FERRER y V. SMITH

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

RESUMEN

Se han construido moldes de resina de poliéster no saturadas correspondientes a la circulacion arterial esofdgica de 91
ratas de la cepa Wistar. Se ha practicado simultdneamente la microdiseccion de los troncos vagales desde la celda carotidea
hasta el abdomen. A diferencia de lo mencionado hasta la fecha, la circulacion arterial del eséfago murino no es metamérica,
sino longitudinal y anastomdtica entre los territorios de las arterias carétidas externas y de la aorta abdominal. Cada una de
las arterias extrinsecas esofdgicas va acompafiada de un tronco primario derivado del nervio neumogéstrico. Estos hallazgos
pueden facilitar el uso del es6fago murino como modelo experimental para la cirugia de reconstruccion y reemplazamiento
de los érganos huecos del tubo digestivo.

PALABRAS CLAVE: Arterias esofdgicas murinas. Nervio vago murino. Moldes vasculares de resina. Técnica de
transparencia tisular.

SUMMARY

It has been built moulds of unsaturated polyester resin corresponding to the esophageal arterial circulation of ninenty-
one mice of the wistar kind. It has been done simultaniusly the microdissection of vagal trunks from the carotid simus to the
abdomen. In contrast to what has been mentionated until now, the murine esophagus arterial circulation is not metameric, but
longitudinal and anastomotic between the spaces of the external carotid arteries and the abdominal aorta. Each of the
esophageal extrinsic arteries go worth a primary trunk, derivated from the pneumogastric nerve. These findings can facilitate
the use of the murine esophagus, as an experimental model to the reconstitution and restore surgery of the hollow organs of
the digestive tube.

KEY WORDS: Murine esophageal arteries. Murine vagus nerve. Vascular moulds of resin. Transparency tissue technique.

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

Lairrigacion arterial extrinseca del eséfago murino posee miltiples origenes (1-5). Deriva fundamentalmente
de las arterias tiroideas superiores (ramas de las cardtidas externas), tiroideas inferiores y bronquiales (ramas de
las subclavias), coronaria estomdquica y arteria hepdtica izquierda (ramas de la aorta abdominal). Un patrén
similar ha sido descrito para el eséfago humano (6-9). Este distribucion de las arterias esofdgicas aparentemente
dispersa no sigue el patrén del resto del intestino, segtin el cual las arterias recorren longitudinalmente los diversos
segmentos del mismo, penetrando por un mesenterio dorsal, ventral o Unico junto con las venas de drenaje y la
inervacion vagal. Seria por tanto de interés conocer si este patrén embriolégico bien conocido para el resto del
intestino puede aplicarse asimismo al es6fago, como derivado intermedio del intestino cefalico. La inyeccién
intravascular de resina y el estudio de los moldes vasculares con microscopia 6ptica y electronica de barrido ha
permitido definir el patrén microvascular en érganos de vascularizacién abundante como son el estémago y el
rifién murinos (10-13). El objetivo del presente trabajo consiste en la creacién de un mapa de la vascularizacién
extrinseca e intrinseca de los eséfagos tordcico y abdominal murinos utilizando la técnica de creacién de moldes
vasculares de resina. Se intenta asimismo, que a partir de este estudio se pueda obtener tanto un modelo de
vascularizacion arterial esofagica como unametodologia capaz de seraplicada al estudio ulterior de la vascularizacion
intrinseca del es6fago humano.

Animales, materiales y métodos

A. Animales. Se han sacrificado 91 ratas de la cepa Wistar de ambos sexos (26 machos y 65 hembras). Los
pesos oscilan entre 100 y 550 g.

B. Materiales. Resina de poliéster para inyeccion de piezas pequeiias: crystic resin 191 E PA (Trylon CL201
PA, Northants, Wollanston, U.K.
Resina de poliéster para inyeccién de piezas grandes: crystic resin 406 PA (Trylon CL701 PA).
Monémero C (Trylon Thinner).
Catalizador liquido (Trylon Liquid Catalyst MEKP hardener).
Acelerador E (Trylon Activator).
Pastas de colores rojo y azul (Opaque Colour Paste Post Office Red and Mid Blue).

C. Métodos. Anestesia.Induccion: éter vitulia anestésico (ERN S.A., Espafia -E-). Mantenimiento: 0.1 ml/100 g peso
via IM de una mezcla de Ketamina (0.2 ml) [Parke Davis, E], Diazepam (0.2 ml) [Prodes, E] y Atropina (0.04 ml).
Preparacion del lecho vascular. Clorhidrato de papaverina (Lafsa, E) 4.2 mg/100 g peso, por via intraperitoneal.
Alos cinco minutos comienza la diseccion de la aorta infrarrenal y su ligadura distal. Se ligan (excluyen) asimismo
la arteria mesentérica, hilio hepatico y la cuarta porcién duodenal, para evitar el secuestro de la resina en los
territorios hepatico y espldcnico. Tras ello, se canaliza la aorta con una branula 16 G (Surflo, Japan) y se practica
la venotomia de la cava infrarrenal. Heparinizacién intraarterial: 1 Ul/g de peso de heparina sddica (Rovi, E).
Lavado del lecho vascular perfundiendo 500 ml de suero fisiolgico con 5.000 UI de heparina sédica y 2/3 DL 50
de papaverina, a 37° C y presion de 90-100 mm de Hg. En las inyecciones combinadas de resinas roja y azul se
canula asimismo la auricula derecha para proceder al relleno del territorio venoso con resina azul. Inyeccion de
resina: por cada animal se prepara una mezcla de 40 g de resina de poliéster (Trylon 201), catalizador (4.8 ml),
colorante rojo y azul (2 ml), activador (4.8 ml) y monémero C (16 ml). A los 8-16 minutos (dependiendo de la
temperatura ambiente) de haberse realizado la mezcla se realiza la inyeccidn a presion sistdlica. Polimerizacion:
se realiza en suero fisiol6gico a temperatura ambiente durante siete dias. Corrosién: sucesiva con NaOH al 40%
durante 120 minutos a 60° C y CIH al 38% durante 60 minutos a 25°C. Transparencia en especimenes murinos:
fijacién con alcohol al 95% durante 2 h. Introduccién en acetona pura durante 3 h con el fin de disolver la grasa.
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Maceracion en solucién de KOH al 1% durante 2-3 h. Aclaramiento en la solucién de Dawson (1 g de KOH en 100
ml de agua destilada mds 100 cc de glicerina pura) durante 15 h. Concentraciones crecientes (50, 75 y 100%) de
glicerina pura hasta conseguir el aclaramiento total. Evaluacion: se realiza con microscopia de diseccion y luz
directa mediante diseccién sin corrosién y/o transparencia (para la observacion de las ramas terminales) y
diseccién con corrosion (para la observacién de las arterias principales). Microdiseccion y microfotografia. Se
realiza con un microscopio de diseccién (Nikon 44612, Japan) con fuente adicional luminosa (Nikon 17685,
Japan). La microfotografia se practica con una cdmara Nikon (FE 3610270), objetivo 55mm (micro-Nikkor),
anillos de extension (pk 13 Nikon y juego Kenko de 12, 20 y 36 mm, junto con dos lentes de aproximacién Kenko
(n® 3, Japan). Pelicula Kodak (Ektachrome 160 asa, Germany).

Resultados

El nervio vago es satélite de la cardtida primitiva en las celdas carotideas derecha e izquierda (fig. 1).
Desciende y a nivel de la subclavia en el lado derecho y del cayado adrtico en el lado izquierdo se hace satélite
de la arteria bronquial homolateral (figs. 2 y 3). Cuando dicha arteria emite la rama tiroidea inferior, el vago emite
al mismo nivel los nervios recurrentes laringeos inferiores derecho e izquierdo (figs. 2-3). El citado nervio sigue
a partir de este origen un trayecto paralelo al de la arteria y vena tiroideas inferiores hasta perderse en la laringe
(fig. 4).

Unavezlaarteriabronquial llega al hilio pulmonar, cuando la misma se divide en rama bronquial propia y rama
esofdgica descendente, el neumogdstrico realiza la misma division (fig. 5). La rama esofdgica descendente sigue
a la arteria esofdgica descendente homolateral rotando al mismo tiempo (fig. 6). De esta manera la arteria
descendente esofdgica y el vago derechos se hacen posteriores, mientras que el vago y la arteria esofdgica
descendente izquierdas se hacen anteriores.

- Toda la distribucion arterial del eséfago abdominal es satélite de las ramas terminales de los nervios
neumogdstricos. La anastomosis de la arteria hepéatica izquierda con la arteria esofdgica descendente izquierda o
anterior es satélite de la emisién de la rama hepatica del vago izquierdo (fig. 7). La anastomosis de la arteria
esofdgica descendente izquierda o anterior con la arteria cardiotuberositaria anterior es satélite de la emisién de
larama géstrica del vago anterior (fig. 8). La arteria esofdgica descendente posterior es satélite del nervio vago posterior
o derecho que emite dos ramas, la rama celiaca satélite de la coronaria estomaquica (fig. 9), y la rama géstrica
posterior satélite de la anastomosis de la arteria esofdgica con la arteria cardiotuberositaria posterior (fig. 10).

Discusion

Diversos trabajos (1-5) han mostrado evidencia factual de que la vascularizacion arterial del eséfago murino
a nivel extrinseco posee diversos origenes que abarcan desde el territorio de la carétida externa (via tiroidea
superior) e interna (via tiroidea inferior) hasta el territorio de la aorta abdominal (via coronaria estomaquica y
hepdtica izquierda) pasando por la aorta tordcica (via arterias bronquiales).

A lo largo del presente estudio, se ha podido ver que a nivel intrinseco (pared esofigica) estas arterias
adquieren una disposicién longitudinal que interesa toda la longitud del es6fago, desde la tiroidea superior (via
rama traqueoesofdgica) hasta las arterias coronaria estomdquica y hepdtica izquierda (via arteria esofdgica
descendente). De esta manera, establecen un circulo anastomético arterial entre los territorios de las cardtidas
externas y la aorta abdominal.

Las citadas arterias longitudinales van acompanadas a lo largo de su curso por las ramas primarias de
distribucién del nervio neumogéstrico, tanto a nivel de los es6fagos cervical y tordcico como abdominal. No
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

J. ARENA Y COLS.

Vascularizacién arterial extrinseca del eséfago tordcico. Arteria bronquial izquierda y nervio vago.

Se observa el origen a partir de la arteria mamaria interna (MI) de la arteria bronquial izquierda (BI). Se aprecia
el nervio vago (NV) discurriendo junto a la carétida primitiva (CP) y pasando por delante del cayado aértico (C)
acompafiando a la arteria bronquial. Emite el nervio recurrente laringeo (NR) al mismo nivel en que nace la arteria
tiroidea inferior izquierda ((TII). Finalmente el neumogéstrico y la arteria bronquial descienden por la cara
posterior del bronquio principal izquierdo. TB: tronco braquiocefélico. E: es6fago. T: traquea.
Vascularizacion arterial extrinseca del eséfago cervical. Origen de la arteria tiroidea inferior izquierda y del
nervio recurrente laringeo izquierdo.

5, Se observa como la arteria bronquial izquierda (BI) se dirige a la cara posterior del bronquio principal izquierdo

(BPI) y cuando pasa por debajo del cayado aortico (CA) emite la arteria tiroidea inferior izquierda (TTI). El nervio
vago (NV) que acompafia a la arteria bronquial emite el nervio recurrente laringeo del lado izquierdo (RI) a ese
mismo nivel. E: es6fago. AT: aorta tordcica.

Vascularizacién arterial extrinseca del eséfago cervical. Detalle del origen de la arteria tiroidea inferior derecha
apartir de laarteria bronquial. Emision del nervio recurrente laringeo derecho apartir del nervio neumogdstrico.
En el lado derecho el nervio recurrente laringeo (NR) nace a partir del nervio vago (NV) inmediatamente después
de que éste pase por detras de la arteria subclavia (AS) y se dirija a 1a cara anterior derecha del eséfago. La arteria
bronquial (AB) emite la arteria tiroidea inferior (TI) inmediatamente por delante del cruce con el nervio vago, la
cual asciende y discurre satélite del nervio recurrente laringeo y su vena acompafiante (VTL: vena tiroidea
inferior). La arteria bronquial desciende con el nervio vago hacia la cara posterior del bronquio principal derecho
(BPD). T: traquea. BPI: bronquio principal izquierdo. TB: tronco braquiocefélico, CP: carétida primitiva derecha.
YS: vena yugular superficial, TII :tiroidea inferior izquierda.

Vascularizacion arterial extrinseca e intrinseca del esdfago cervical. Arteria tiroidea inferior acompanada del
nervio recurrente laringeo y vena satélite. Ramas esofdgicas de la arteria tiroidea inferior.

Observamos la arteria (TID) y vena (VTI) tiroideas inferiores, con el nervio recurrente laringeo (NR) del lado
derecho. Asimismo observamos las arterias longitudinales superficial (LS) y profunda (LP). A esta dltima
convergen tanto ramas de la longitudinal superficial como ramas directas de la arteria tiroidea inferior izquierda.
Las ramas esof4gicas directas cuando llegan a la pared se dividen en un componente anterior (CA) y otro posterior
(CP). Eséfago. RE: ramas esofdgicas. TII: arteria tiroidea inferior izquierda. YP: vena yugular profunda.
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FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

J. ARENA Y COLS.

Vascularizacién arterial intrinseca del esofago tordcico. Arterias bronquiales y esofdgicas descendentes.
Nacimiento de ambas arterias esofagicas descendentes a partir de las arterias bronquiales homolaterales. La arteria
esofdgica descendente izquierda (EDI) se va haciendo anterior. La derecha (EDD) se hace posterior. Como el
nervio vago (NV) acompafia a las arterias bronquiales y luego continua su trayecto descendente junto con las
arterias esofdgicas descendentes homolaterales. Observamos también las ramas esofdgicas (RE) segmentarias de
las arterias bronquiales y el plexo esofdgico intramural (PE) con anastomosis longitudinales y transversales.
Rotacion tordcica de las arterias esofdgicas descendentes y los nervios vagos.

Se observa como a partir del hilio pulmonar (HP) la arteria esofdgica descendente izquierda (EDI) y el vago van
rotando conforme descienden hasta adquirir una localizacién anterior a nivel del es6fago abdominal en donde se
anastomosa con la arteria hepdtica izquierda (AH). H: higado.

Se aprecia asimismo como la arteria esofdgica descendente derecha esta tapada en su origen por el eséfago
tordcico, y conforme desciende aparece en la cara posterior del es6fago tordcico inferior y abdominal. S: subclavia
izquierda. CE: coronaria estomaquica. EC: es6fago cervical.

Arteria hepdtica izquierda; relacion con el nervio vago y la distribucién de sus ramas abdominales.

ES: estémago. HP: arteria hepdtica principal de la cual nace la arteria hepdtica izquierda (HI). E: es6fago. H:
higado. CE: coronaria estomdquica. EDI: esofdgica descendente anterior o izquierda. D: diafragma. CA: rama
ascendente de la arteria cardiotuberositaria anterior.

Arteria cardiotuberositaria anterior y ramo vagal terminal gdstrico.

En esta figura se aprecian las ramas esofdgicas (RE) descendentes procedentes de la arteria esofdgica descendente
izquierda y de larama hepdtica. Se acompafian de ramas del nervio vago (NV) para la cara anterior del estémago
(ES) y se anastomosan con las ramas ascendentes de la arteria cardiotuberositaria anterior (CA). V: venas de
drenaje.
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FIGURA 9.

FIGURA 10.

J. ARENA Y COLS.

Ramo celiaco del nerviovago posterior o derechoy su arteriay vena satélites (esofdgicas descendentes derechas).
Se ha practicado una rotacién gdstrica posterior de 180 grados.

CE: coronaria estomaquica. ES: estémago. E: eséfago. D: duodeno. NV: ramo vagal referenciado con ligadura
de seda y acompafiado de su arteria y vena satélites. H: higado.

Vascularizacion arterial extrinseca del esdfago abdominal. Arteria cardiotuberositaria posterior.

En esta visién de la cara posterior esofago-gdstrica, en la que hemos rechazado el higado (H) hacia la derecha,
observamos como la arteria cardiotuberositaria posterior (CP) emite una rama directa para el eséfago abdominal
que se acompafia de su correspondiente tronco vagal-RE-). ES: estémago. E: es6fago. v: venas de drenaje.
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existen publicados estudios relacionados con la vascularizacion intrinseca y su relacién con el neumogastrico ni
en el eséfago murino ni en otras especies. Asi pues, el eséfago murino no posee una vascularizacion arterial
metamérica, sino longitudinal y ademas sigue el patrén del resto del intestino, poseyendo la irrigacion arterial e
inervacién vagal a partir de dos territorios («mesenterios») laterales o en su segmento distal, ventrocaudales
(debido a la rotacién que experimentan a causa del crecimiento diferencial gastrico). Los hallazgos presentados
en relacidn a la disposicion anatémica de la vascularizacion intrinseca e invervacion vagal del eséfago murino
pueden facilitar el uso del es6fago murino como modelo experimental de cirugia de reconstruccién y reemplazamiento
de los érganos huecos del tubo digestivo. Asimismo el hecho de que la disposicion de las arterias extrinsecas de
los eséfagos murino y humano sea similar (1-9), hace razonable pensar que la descripcion de dicha vascularizacion
murina pudiera ser aplicable a la bisqueda de una distribucién similar de la vascularizacion intrinseca del es6fago
humano, que hasta el momento es desconocida.
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ONTHE POSSIBLE ROLE OF LIPID DROPLETS IN THE SYNTHESIS AND SECRETION OF
MELATONIN BY RAT PINEALOCYTES

SOBRE EL POSIBLE PAPEL DE LAS GOTAS LIPIDICAS EN LA SINTESIS Y SECRECION
DE MELATONINA POR LOS PINEALOCITOS DE RATA

J.L. BLAZQUEZ, M.I. MOSQUEIRA, F.E. PASTOR, B. PELAEZ, E. BLAZQUEZ
and L. MUNOZ

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Facultad de Medicina
Universidad de Salamanca

SUMMARY

We investigated the presence of lipid droplets (LD) in the pineal glands of normal adult rats kept since birth ona 12:12
hours light-dark regime, using conventional electron microscopy. We also studied the uptake by the pinealocytes of *H-5-
hydroxytryptophan injected intravenously (3 mCi/rat) at the end of the light period using autoradiographic methods at
ultrastructural level. The distribution of LD in the pinealocytes of the rat was found to be similar to that reported by other
authors, although the existence should be noted of very close spatial relationships between the LD and mitochondria,
serotoninergic granules, synaptic ribbons and other cytoplasmic organelles together with the extrusion of LD into the
pericapillary spaces. Fifteen minutes after administration of *H-5-hydroxytryptophan the labeling appeared diffusely
distributed throughout the cellular cytoplasm, while at two hours it appeared localized preferentially in the serotoninergic
granules and in the LD. Both the conventional ultrastructural data and the autoradiographic findings suggest an active role
of the LD in the mechanisms of synthesis and/or release of monoamines by the pineal gland.

KEY WORDS: Pinealocytes, Pineal gland, Lipid droplets, *H-5-hydroxytryptophan, Autoradiography, Ultrastructure, Rat.

RESUMEN

Hemos investigado la presencia de gotas lipidicas en la glandula pineal de ratas adultas normales que fueron mantenidas
desde el nacimiento bajo un régimen de iluminacién de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, por medio de la microscopia
electrénica convencional. También hemos estudiado en otro grupo de ratas la captacién de *H-5-hidroxi-triptéfano por parte
de los pinealocitos tras su inyeccién intravenosa (3 mCi/rata) al final del periodo de iluminacién, utilizando métodos de
autorradiografia a nivel ultraestructural. Se observé una distribucién de las LD en los pinealocitos similar a la descrita por
otros autores, si bien encontramos una relacién espacial muy estrecha entre las LD y las mitocondrias, los cuerpos densos
serotoninicos, barras sindpticas y otros organitos citoplasmicos, junto con la extrusion de las LD en los espacios pericapilares.
A los quince minutos de administrar *H-5-hidroxi-tript6fano el marcaje se distribuye de manera difusa por todo €l citoplasma
celular, mientras que a las dos horas de la administracién aparece localizado preferentemente en los cuerpos densos
serotoninicos y en las LD. Tanto los datos obtenidos de las observaciones ultraestructurales como los hallazgos autorradiogréaficos
sugieren que las gotas lipidicasdesempefian un papel activo en los mecanismos de sintesis y/o liberacién de monoaminas por
parte de la glandula pineal.

PALABRAS CLAVE: Pinealocito, Gldndula pineal, Gotas lipidicas, H-5-hidroxi-tript6fano, Autorradiografia,
Ultraestructura, Rata.
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Introduction

Although the capacity of the mammalian pineal gland to synthesize serotonin and melatonin from their
precursor tryptophan has been known for many years (see Alxerod and Weissbach, 1960; Weissbach et al., 1960;
Wurtman and Anton-Tay, 1969), the morphological substrate on which the synthesis and release of melatonin is
based remains to be elucidated. Some authors have proposed that the rhythmic release of melatonin from the
pinealocytes occurs by simple diffusion of the hormone through the cell membrane (see Reiterezal., 1987), whereas
others have suggested that lipid droplets (LD) would be involved in the final stages of the synthesis of melatonin
or the transport of this hormone to the outside of the cell (Gonzélez and Blazquez, 1975; Mufioz Barragan et al.,
1982, 1986, 1988).

In the present work we carried out an autoradiographic ultrastructural study of the rat pineal gland in order
to study the location of tritium labeled 5-hydroxytryptophan (the direct precursor of serotonin) and its metabolite
after intravenous administration. We also performed a conventional ultrastructural study of the rat pineal gland,
mainly focused on the lipid droplets (LD) present in the pinealocytes.

Materials and Methods

Thirteen adult albino male Sprague-Dawley rats with a body weight of 150-200 g 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. The animals were divided in two groups; one comprised of 8 animals, which did not undergo
any kind of experiment prior to sacrifice. They were sacrificed by decapitation, half at midday and the other half
at two hours after the beginning of the dark period. The pineal glands were rapidly dissected out, fixed by
immersion in 5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for two hours and then post-fixed in 1%
osmium tetroxide in the same phosphate buffer, dehydrated in an acetone series and embedded in araldite. Ultrathin
sections were used for study with conventional electron microscopy. The other group of animals comprised five
rats. Under anaesthesia (5 mg sodium thiopental/kg b.w.i.p) each animal received 3 mCi of *H-5-hydroxytryptophan
(Amersham, Bucks, G.B) through the femoral vein at the end of the light period. Two animals were sacrificed
by decapitation 15 min after administration and the other three at two hours. The glands were fixed in 2%
glutaraldehyde-2% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, for two hours. Later they were post-
fixed, dehydrated and embedded in araldite as those of the first group. Ultrathin sections of these glands were
processed for ultrastructural autoradiographic study according to the procedure of Bak et al. (1970). All sections
were studied with a Philips EM-201 electron microscope.

Results

In the conventional ultrastructural study we observed the presence of LD in the cytoplasm of the secretory
pinealocytes of the pineal gland of adult rats. These formations were systematically present in these cells both in
the animals sacrificed at midday and those sacrificed during the dark period.

As may be seen in figure 1, the LD appear in the form of accumulations located in the cytoplasm, close to the
cellular membrane and the pineal canalicular spaces. They were round and were surrounded by free ribosomes,
laminar formations of rough or smooth endoplasmic reticulum. Frequently the LD were located in the immediate
vicinity of mitochondria, dense bodies and synaptic ribbons and ribbon fields. The presence was observed of
structural complexes formed of one or several LD, serotoninic bodies and mitochondria. LD were also seen to
exocitose towards the pericapillary spaces. All the structures were observed in both the pinealocytes of the animals
sacrificed at midday and those sacrificed during the dark period, although the above-mentioned structural
complexes and extrusion of LD were more frequent in the latter animals.
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FIGURE 1.  Electron micrograph of the pineal gland of a normal adult rat sacrificed at two hours after the onset of the dark
period. Note the presence of numerous lipid droplets (L) in the cytoplasm of two neighbouring pinealocytes.
Arrows show two synaptic ribbons. (24.000x).
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FIGURE 2. Electron microscopic radioautographs of the pineal gland of a rat sacrificed at two hours after the onset of the dark
period. a) The label is mainly located in lipid droplets (L). Arrows show a sympathetic nerve ending with some
dense-cored vesicles. (21.900x). b) The label is distributed in lipid droplets (L) and dense bodies (DB). (48.200x).
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Study with the transmission electron microscope of the animals administered *H-5-hydroxytryptophan showed
that this serotonin precursor is taken up by the pinealocytes; our observations can be summarized as follows:

1. At 15 min after administration the label was diffusely distributed throughout the cellular cytoplasm. No
regional differences in its location could be established.

2. By contrast, at two hours after sacrifice the label was very selectively distributed in two types of
cytoplasmic structure: the LD and the dense bodies (figs 2a and 2b), in such a way that these appeared to
be replete of label distributed all over their surface.

3.. Inthe latter animals it was also possible to observe some isolated traces in zones of the Golgi complex of
the pinealocytes. We also found traces of label in the erythrocytes present in the pineal capillaries.

Discussion

When Arstila ef al. (1971) observed «in vitro» that tritium-labeled 5-hydroxytryptophan incorporated in the
incubation medium was located in the neighbourhood of LD, some dense bodies and the cisternae of the Golgi
complex of pinealocytes after four hours, it appeared that the organelles involved in the synthesis of melatonin
by the pineal gland had been discovered and the morphological bases of such synthesis had been definitively
established. However, these authors were unable to go beyond the field of hypothesis and their postulates have
essentially been overlooked. Accordingly, at present certain morphologists studying the pineal gland are
attempting to unravel one of its most tightly guarded secrets; the nature of the morphological substrate that is the
seatof melatonin synthesis. For several years our team has been attempting to establish establish the morphological
bases of monamine synthesis by the pinealocytes; for this we have focused our attention on three main aspects.

The first is related to an essential property of melatonin; the fact thatitis liposoluble (see Kappers, 1971). This
has led us to repostulate the role of the LD within the functional activity of rat pinealocytes. In this sense, increases
in LD have been related to situations of pineal hyperfunction (Miline et al., 1968; Lin et al., 1975; Karasek et al.,
1976, 1979; Blazquez and Gonzalez, 1978; Roux and Richoux, 1981), although, by contrast, the existence has been
reported of a circadian rhythm in the lipid content of the pineal gland, with higher values at midday and lower ones
at midnight (Quay, 1965, 1974; Blazquez, 1987). Such variations could be due to increases in the exocytosis of
LD during the dark period (Blazquez, 1987). These circadian modifications suggest that the LD may have some
functional meaning.

A second very important aspect relates to the mutual relationships between the LD and the cytoplasmic
organelles. We have obtained morphological evidence at ultrastructural level that the LD are related to structures
involved directly or indirectly in the processes of synthesis, such as free ribosomes, polyribosomes, rough and
smooth endoplasmic reticulum and Golgi vesicles (Muii6z Barragdn et al., 1988). The spatial relationships are very
striking with respect to the serotoninic dense bodies that directly contact the LD (Mufioz Barragan et al., 1986)
and mitochondria, where the presence of N-acetyl transferase has been demonstrated by cytochemical methods
(Kerényi et al., 1975). These latter findings, together with the existence of structural complexes formed of LD,
serotoninic dense bodies and mitochondria together with the extrusion of LD by the pinealocytes towards the
pericapillary spaces, suggest that the LD might plays the role of melatonin carriers (Mufioz Barragan ez al., 1988).

The third aspect to be considered is that 5-hydroxytryptophan is the immediate precursor of serotonin and that
this monoamine is converted to melatonin through an intermediate step (step from serotonin to N-acetyl serotonin).
This implies that the precursor injected by us and taken up by the pinealocytes may be located in the structures that
contain serotonin and also by those that contain N-acetyl serotonin, melatonin or other substances derived from
the metabolism of 5-hydroxytryptophan (see Ebels and Balemans, 1986). Our results show that within the
pinealocytes the traces of label of 5-hydroxytryptophan injected «in vivo» appear localized very selectively in the
areas of the serotoninic dense bodies and of the LD, such that it can be assumed that this precursor is taken up by
the pinealocytes and used for monoamine synthesis. In view of the capacity of pinealocytes to incorporate labeled
5-hydroxytryptophan it is more advantageous to work with this substance than with tryptophan because the latter



160 J.L. BLAZQUEZ Y COLS.

is an aminoacid that may be present is different protein molecules, thus hindering the interpretation of the results.
[t can be assumed that the traces originated by tritiated 5-hydroxytryptophan and located on the contours of the
serotoninergic granules would indicate the incorporation of the precursor into their matrix, once converted to
serotonin, and hence their storage, although it cannot be ruled out that the label might correspond to other pineal
indoles apart from serotonin. It should also be noted that the discrepancies between our autoradiographic results
and those obtained by other authors (Bak et al., 1970; Romijn et al., 1977; Juillard ez al., 1984), essentially
regarding the distribution of label in the pinealocytes and synaptic terminals, may be due to methodological
differences or to the label employed. Romijn er al. (1977) performed an «in vitro» study, like Juillard et al. (1934),
using *H-serotonin as label. Bak er al. (1970) observed a diffuse distribution of label in the pinealocytes at two
hours after the administration of *H-5-hydroxytryptophan, but failed to indicate at which moment of the light/
darkness cycle they administered the tracer nor when the animals were sacrificed.

In previous work carried out by us we have reported evidence of the intimate contact between the
serotoninergic granules and the LD, showing that the matrix of the granules (that is, the material contained in their
dense core) passes into them (Mufioz Barragan e al., 1982, 1988). Having ruled out the possibility that these
granules might be lysosomes, since they do not have acid phosphatase activity and are positive for the chromaffin
and zinc-osmium iodide (ZIO) reactions, we can suggest that the step from serotonin to N-acetyl serotonin or of
this to melatonin occurs inside the LD, such that these structures could serve as a method for transporting melatonin
to the exterior of the pinealocytes. In this respect, it should be recalled that the extrusion of LD is a frequently
observed phenomenon in the rat pineal. We should also underscore the fact that according to Reiter et al. (1987)
is difficult to account for the secretion of melatonin by simple transmembrane diffusion since this hormone is
released in successive peaks and not in a sustained and constant fashion. This peaked release suggests that
melatonin may be being stored, even for short periods of time, and would thus require a system for cellular
deposition and transport of the hormone; this might well be the LD.
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RESUMEN

Una revisién de imdgenes ultraestructurales de los niicleos supradptico y arcuato y area predptica medial del hipotdlamo
de ratas sometidas a distintos experimentos (administracién de clorpromacina, pinealectomia, castracion y tratamiento con
glutamato monosddico) nos ha permitido hacer un estudio sobre las diferentes inclusiones intranucleares de las neuronas de
aquellos territorios hipotaldmicos, asi como de diversas modificaciones en ciertos organitos propios del nicleo (nucléolos,
cromatina, estructuras paranucleolares y cuerpos accesorios de Cajal). Entre las inclusiones intranucleares verdaderas hemos
observado unas que estdn constituidas por haces de microtibulos y que ocasionalmente estdn presentes en neuronas del niicleo
supradptico de ratas tratadas con clorpromacina. Inclusiones membranosas monolaminares aparecen con mayor frecuencia
enelnicleo de neuronas del drea predptica medial de ratas pinealectomizadas. Las inclusiones falsas son yemas citoplasmaticas
que se introducen en invaginaciones del nicleo celular y son muy llamativas en algunas neuronas del nicleo arcuato del
hipotdlamo tras la castracion o la castracién simulada. Los nucléolos supernumerarios y los cuerpos accesorios de Cajal son
frecuentes en neuronas del nicleo arcuato de ratas de once dias tratadas con glutamato monosédico el dia cuarto de vida.
Formaciones idénticas a los cuerpos accesorios de Cajal se encuentran adosadas al nucléolo en estas neuronas. Se discute el
posible significado de nuestros hallazgos en relacién con los datos existentes en la literatura.

PALABRAS CLAVE: Nucléolo, estructuras paranucleolares, cuerpo accesorio de Cajal, inclusiones intranucleares,
pseudoinclusiones, ultraestructura, hipotdlamo, rata.

SUMMARY

A review of the ultrastructural images of the supraoptic and arcuate nuclei together with those of the medial preoptic
area of the hypothalamus of rats subjected to different treatments (administration of chlorpromazine, pinealectomy, castration
and treatment with monosodium glutamate) permitted us to perform a study of the different intranuclear inclusions of the
neurons of such hypothalamic territories and of different types of modifications in certain organelles of the nucleus (nucleoli,
chromatin, paranucleolar structures and accessory bodies of Cajal). Among the true intranuclear inclusions these were formed
of sheaves of microtubules that sometimes appeared in the supraoptic nucleus of rats treated with chlorpromazine. The
monolayer membranous inclusions appeared with the highest frequency in the nucleus of neurons from the medial preoptic
area of pinealectomized rats. The false inclusions were present in the form of cytoplasmic buds entering invaginations of the
nucleus; these were striking in some neurons of the arcuate nucleus following castration or sham castration. Supernumerary
nucleoli and the accessory bodies of Cajal were common in neurons of the arcuate nucleus of eleven-day old rats treated with
monosodium glutamate on the fourth day of life. Formations identical to the accessory body of Cajal were found in these
neurons apposed to the nucleolus. The possible significance of our findings is discussed with respect to the data in the literature.

KEY WORDS: Nucleolus, paranucleolar structures, accessory body of Cajal, intranuclear inclusions, pseudoinclusions,
ultrastructure, hypothalamus, rat.
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Introduccion

Desde finales del siglo pasado varios investigadores han llamado la atencién sobre la existencia de inclusiones
de morfologia diversa en el interior de nicleos celulares, distintas del nucléolo y de los grumos de cromatina
(Mann, 1894; Roncoroni, 1895; Lenhossé€k, 1897; Holmgren, 1899). A principios de siglo, Ramén y Cajal (1903)
describi6 una de estas inclusiones nucleares de forma redondeada y de aproximadamente una micra de didmetro,
argiréfila, Feulgen-negativa y no baséfila, situada entre el nucléolo y la envoltura nuclear. Desde su descripcion
se conoce a esta estructura como cuerpo accesorio de Cajal. Otras inclusiones, relacionadas intimamente con el
nucléolo, puesto que hacen prominencia sobre la superficie del mismo, son las llamadas estructuras paranucleolares
(Haggar, 1957; Hardin y col., 1969). Se trata de estructuras hemisféricas argiréfilas unidas ala superficie nucleolar,
que existen fundamentalmente en c€lulas nerviosas, al igual que el cuerpo accesorio.

De Thé y col. (1960) fueron los primeros en estudiar con el microscopio electrénico las inclusiones nucleares
esféricas en células tumorales de conejo. Popoff y Stewart (1968) las describieron en células del sistema nervioso
central de hamsters en condiciones patolégicas por inoculacién de virus, y Lancho y col. (1978) en las células
foliculares del resto tiroideo de gatos parcialmente tiroidectomizados y en células gliales del 16bulo posterior de
la hipéfisis.

En las células nerviosas, algunas inclusiones, como las varillas de Roncoroni, fueron descritas por primera vez
con el microscopio electrénico por Siegesmund y col. (1964). Posteriormente, la ultraestructura de las inclusiones
intranucleares ha sido descrita en diversas partes del sistema nervioso central: en el nicleo geniculado lateral
(Karlsson, 1966), en el niicleo vestibular lateral (Sotelo y Palay, 1968), en el niicleo coclear (Feldman y Peters,
1972) y en el nicleo caudado (Seite y col., 1977) de larata; en el hipotalamo del conejo (Clattemburg y col., 1976);
en el nicleo olfatorio anterior y en la corteza prepiriforme (Willey y Schultz, 1971) y en la sustancia gris
periacueductal (Liu y Hamilton, 1976; Liu, 1978) del gato; en ganglios simpaticos de aves (Masurovsky y col.
1970) y en la corteza cerebral humana (Cragg, 1976).

En el presente trabajo describimos nuestras observaciones sobre la ultraestructura de varios tipos de
inclusiones intranucleares de células nerviosas del hipotdlamo de la rata.

Material y técnicas

Hemos empleado como animal de experimentacion la rata albina de la cepa Sprague-Dawley. Para el presente
trabajo hemos revisado el material existente en nuestro Departamento correspondiente a diversas situaciones
experimentales, utilizadas en varios estudios, tales como castracién (Pastor y col., 1990a; Peléez y col., 1991a),
administracién de L-glutamato monosédico (Pastor y col, 1990b, 1991; Peldez y col., 1991b), pinealectomia
quirtirgica (Toranzo y col., 1988) y tratamiento con clorpromacina (Ledesma-Jimeno y col., 1982).

Todos 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, precedida por un ligero lavado del drbol vascular
con una solucién de cloruro sédico 150 mM. Tras la perfusion se obtuvo el bloque diencefilico, que fue tallado
en piezas de 1 mm® segiin planos frontales, siguiendo la pauta de Pastor (1983); estas piezas permanecieron en la
solucién fijadora por un periodo de 12 horas. A continuacién fueron postfijadas en tetraéxido de osmio al 1% en
el tampon antes descrito, durante hora y media a 4 °C. Posteriormente fueron deshidratadas con acetona,
contrastadas en bloque con acetato de uranilo al 2% en acetona de 70° e incluidas en Durcupan (Fluka). Los cortes
se realizaron con un ultramicrotomo LKB Ultrotome III 8800. Cortes semifinos fueron tefiidos con azul de
toluidina para la localizacién del territorio objeto de estudio. Los cortes ultrafinos se contrastaron siguiendo el
método de Reynolds y se estudiaron con un microscopio electronico de transmision Philips EM-201.
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Resultados

En nuestra descripcion haremos referencia, en primer lugar, a algunas observaciones efectuadas sobre la
morfologia del nucléolo y la cromatina, incluyendo la aparicion de las denominadas estructuras paranucleolares
y los cuerpos accesorios de Cajal. A continuacion trataremos de las inclusiones intranucleares propiamente dichas
y de las conocidas como inclusiones falsas o pseudoinclusiones.

En el material revisado hemos encontrado con frecuencia nucléolos de gran tamafio asi como la presencia de
varios nucléolos en el mismo nicleo (nucléolos supernumerarios). La existencia de dos nucléolos en el nicleo de
neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo es frecuente en animales tratados con glutamato monosédico a los
cuatro dias de edad y sacrificados siete dias después (fig. 1). En muchos casos los nucléolos de estas neuronas se
localizan en la periferia, en contacto con la membrana nuclear (fig. 1). Hemos de sefialar que, habitualmente, el
hallazgo de nucléolos de gran tamafio de localizacién marginal o su incremento numérico, tiene lugar en neuronas
que presentan un gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi.

En relacién con los nucléolos se encuentran, con alguna frecuencia, otros organitos que, por ello, se han
denominado estructuras paranucleolares. En realidad muchas de estas formaciones se corresponden con la
cromatina perinucleolar y aparecen como actimulos de aspecto granular adosados al nucléolo (fig. 2, asterisco).
En otras ocasiones se aplica el término estructura paranucleolar a formaciones estructuralmente diferentes de las
anteriores, pero que también se hallan adosadas al nucléolo (figs. 2 y 3, cabezas de flechas). Estas estdn constituidas
por grumos densos, gruesos, iNMersos en una matriz menos densa (fig. 2, cabeza de flecha). Segun nuestras
observaciones el tamafio de estas dltimas formaciones oscila entre 0,45 y 0,95 um de didmetro.

El cuerpo accesorio de Cajal es, por su aspecto, idéntico a estos tiltimos organitos y ha sido observado algunas
veces en el mismo niicleo que ellos (fig. 3, flecha). Sin embargo, como es sabido, una de las condiciones que deben
cumplir los cuerpos accesorios para ser considerados como tales es su alejamiento del nucléolo, esto es, encontrarse
libres en el nucleoplasma, como aparecen en las figs 1y 3 (flechas). En ambos casos su didgmetro es de unos 600 nm.

En los grupos de animales estudiados, las estructuras paranucleolares y los cuerpos accesorios de Cajal se han
hallado preferentemente en las neuronas del nicleo arcuato del hipotdlamo de ratas de once dias de edad tratadas
con glutamato monosddico el cuarto dia de vida.

Las inclusiones intranucleares propiamente dichas estdn formadas por elementos diversos que se encuentran
libres en el nucleoplasma. En las neuronas del hipotdlamo hemos encontrado dos tipos de inclusiones, formadas
unas por membranas y otras por haces de microtibulos (inclusiones longitudinales o de tipo varilla).

Las inclusiones membranosas se han observado con mayor frecuencia en neuronas del drea predptica medial.
Habitualmente estan formadas por una sola unidad de membrana (monolaminares) y aparecen en el corte como
uno o varios sacos de forma y tamafio variables (0,2-0,8 um de didmetro) y vacios de contenido (fig. 4, cabezas
de flecha). En las ratas normales de tres y cuatro meses de edad hemos comprobado su existencia, si bien de manera
excepcional. Sin embargo, este tipo de inclusién es un hallazgo frecuente en los nicleos de las neuronas del drea
predptica medial de ratas pinealectomizadas al mes de vida y que fueron sacrificadas dos y tres meses después de
la intervencién. Ademads, en el caso de los animales pinealectomizados el nimero de estas inclusiones es mayor
que el que suele encontrarse en los animales normales.

Las inclusiones longitudinales son un hallazgo casual. La que se observa en la figura 5 (flecha) pertenece a
una neurona magnocelular del ndcleo supradptico de una rata tratada con clorpromacina. Como se aprecia en la
figura 6 estd integrada por un haz de microtibulos. La longitud de esta inclusi6n es de 2,6 jum y su espesor de 220
nm.

Como inclusiones falsas o pseudoinclusiones se consideran las invaginaciones nucleares en las que se
introduce el citoplasma. En este caso el material aparentemente incluido no se encuentra libre en el nucleoplasma,
sino separado de él por la doble membrana derivada de la invaginacién de la cubierta nuclear. En ocasiones estas
invaginaciones son muy llamativas, bien sea por su tamafio o porque la densidad de sus organitos es superior a la
del resto del pericarion (figs. 7 y 9, flechas). Las dos neuronas seleccionadas pertenecen al niicleo arcuato del
hipotdlamo de rata. A grandes aumentos se aprecia la gran riqueza de organitos que poseen, especialmente reticulo
endopldsmico rugoso (figs. 8 y 10), que presenta a veces cisternas dilatadas (fig. 10). Abundan ademas los
polirribosomas (fig. 8), cisternas de reticulo endoplasmico liso y lisosomas (fig. 10).
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FIGURAS 1-3.

Niicleo arcuato del hipotdlamo de una rata macho de once dfas de edad sacrificada siete dias después de la
administracién de una dosis de glutamato monosédico de 4 mg/g de peso. Fig. 1. Enel nicleo de una neurona
se observan dos nucléolos (n) y un cuerpo accesorio de Cajal (flecha) (15.680x). Fig. 2. Junto a un nucléolo
(n) se observan un acimulo de cromatina (asterisco) y una estructura paranucleolar (cabeza de flecha)
(36.400x). Fig. 3. Se observa un cuerpo accesorio de Cajal (flecha) y una estructura paranucleolar de idéntico
aspecto (cabeza de flecha) situada junto al nucléolo (n) (17.520x%).
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FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

Area preéptica medial de una rata macho pinealectomizada al mes de edad y sacrificada dos meses después. En
el nicleo de una neurona se observan varias inclusiones membranosas (cabezas de flecha) (12.800x).

Niicleo supraéptico de una rata hembra tratada con clorpromacina. En el nicleo de una neurona magnocelular
destaca la presencia de una inclusién longitudinal (flecha) (15.680x).

Detalle a mayores aumentos (144.200x) de la inclusién de la figura anterior. Obsérvese que la inclusion estd
constituida por un haz de microtdbulos.
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FIGURA 7.

FIGURA 8.
FIGURA 9.

FIGURA 10.

Nucleo arcuato del hipotdlamo de una rata macho sometida a castraciéon simulada a los tres meses de edad y
sacrificada tres meses después. Se observa una neurona cuyo nicleo celular presenta una invaginaciéon
citoplasmatica (flecha) (3.350x).

Detalle a mayores aumentos (17.520x) de la invaginacién de la figura anterior.

Niicleo arcuato del hipotdlamo de una rata macho castrada a los tres meses de edad y sacrificada un mes después.
Enelinterior del nicleo celular se observa unainvaginacion citoplasmadtica (flecha) junto al nucléolo (n) (6.650x).
Detalle a mayores aumentos (17.520x) de la figura anterior.
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Las neuronas donde se encuentran estas pseudoinclusiones suelen ser de gran tamafio (la que aparece cortada
en la figura 7 mide 21 um de didgmetro mayor) y es habitual que presenten nucléolos prominentes como el que se
observa en la figura 9, que alcanza las 3 um de didmetro. En este caso vale la pena sefialar que si bien el nucléolo
parece centrado dentro del niicleo, estd en la inmediata vecindad de la invaginacién, lo que hace que, en realidad,
el nucléolo se sitie en la periferia nuclear.

Discusion

Al considerar las formaciones existentes en el interior de los nicleos celulares es conveniente distinguir -y
nosotros asf lo hemos hecho en el apartado de resultados- dos tipos de elementos diferentes: los organitos propios
del niicleo y las inclusiones intranucleares. Dentro de los organitos propios del niicleo podemos considerar que
los hay constantes (nucléolo y cromatina), los muy frecuentes (las estructuras paranucleolares) y los menos
frecuentes (cuerpos accesorios de Cajal).

En el material revisado por nosotros, las neuronas con mas de un nucléolo -generalmente dispuestos en la
periferia nuclear-, las estructuras paranucleolarés y los cuerpos accesorios de Cajal son frecuentes en el niicleo
arcuato del hipotdlamo de ratas de once dias de edad, sacrificadas después de haberles administrado una unica dosis
de glutamato monosédico (4 mg/g peso corporal) por via subcutdnea el cuarto dia de vida. Enestos animales existen
marcados signos ultraestructurales de hiperactividad (Pastor y col., 1990b) asi como una hipertrofia celular (Pastor
y col., 1991) de las neuronas del niicleo arcuato. Estos datos nos permiten considerar que el incremento numérico
y en tamaiio de los nucléolos, su situacion periférica, asi como la mayor frecuencia de aparicion de estructuras
paranucleolares y cuerpos accesorios de Cajal constituyen signos de hiperactividad.

Clasicamente se define el cuerpo accesorio de Cajal ocupando en el niicleo celular una posicion distante del
nucléolo. Nuestras observaciones, asi como las de otros autores, no permiten sustentar esta opinién, pues hemos
encontrado formaciones idénticas al cuerpo accesorio junto al nucléolo (véanse figs. 2 y 3), al igual que lo han
hecho otros autores (Lafarga y Hervas, 1983). La similitud estructural entre algunas estructuras situadas junto al
nucléolo y el cuerpo accesorio de Cajal es evidente en la figura 3. Para Hardin y col. (1969) el cuerpo accesorio
derivaria de una estructura paranucleolar, que se separaria del nucléolo y se situaria centralmente. No obstante,
para nosotros los cuerpos accesorios unidos al nucléolo son diferentes de las estructuras paranucleolares, como
puede apreciarse en nuestra figura 2. Por tanto, y de acuerdo con Lafarga y Hervas (1983), nosotros también
admitimos que no es condicién necesaria para que un organito intranuclear pueda ser identificado como cuerpo
accesorio de Cajal el hecho de que se encuentre separado del nucléolo. Por otra parte no todas las formaciones
situadas junto al nucléolo han de ser consideradas como estructuras paranucleolares, pues algunas son cuerpos
accesorios.

Entre las inclusiones intranucleares diferenciamos las verdaderas y las falsas. En relacién con las inclusiones
intranucleares verdaderas hemos de indicar que con la microscopia electrénica se han descrito tres tipos en razon
de su textura (fibrilar, tubular o reticular). Las mds frecuentes son las varillas (rodlets), de aproximadamente 0.2
um de didgmetro (Karlsson, 1966) y consistentes en un haz de filamentos con didmetros aproximados de 6 nm
(Willey y Schultz, 1971). Con menor frecuencia se han observado inclusiones en forma de enrejado fibrilar
paracristalino (fibrillar lattice) formados por fibras de 10 nm de didmetro. El tercer tipo, observado s6lo
ocasionalmente, consiste en haces de microtibulos de 27 nm de didmetro (Jordano-Barea y Gonzalez-Santander,
1968; Sotelo y Palay, 1968; Seite y col., 1971a, b). Nuestras observaciones se reducen a una inclusién longitudinal
de estructura microtubular existente en el niicleo de una neurona del nicleo supradptico de una rata tratada con
clorpromacina.

El significado funcional de las inclusiones intranucleares ha sido un tema muy debatido, sin que hasta el
momento haya sido desentrafiado. Para muchos autores las inclusiones serfan la consecuencia de estados
metabdlicos especiales de la célula o del desarrollo y diferenciacion celular (Masurovsky y col., 1970; David y
Nathaniel, 1978; Hervis y col., 1980; Lafarga y col., 1983) o se deberian a condiciones patoldgicas, tales como
infecciones virales o procesos tumorales (Chandler, 1965; Bouteille y col., 1967; Popoff y Stewart, 1968; Henry
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y Petts, 1969; Patrizi y Middlekamp, 1969; Dupuy-Coin y Bouteille, 1972; Dupuy-Coin y col., 1972; Bertel y col.,
1981), ala edad (Field y Peat, 1971), etc.

Otro tipo de inclusiones intranucleares verdaderas son los llamados cuerpos membranosos nucleares o
inclusiones membranosas intranucleares (Tripier y col., 1974), que consisten bien en perfiles membranosos mono
o bilaminares (Weber y col., 1964; Hinsch, 1970; Nakayama y Nickerson, 1972; Nickerson, 1975) o bien en
estructuras multilaminares concéntricas (Chandler, 1965; Humeau, 1968; Tripier y col., 1974; Azevedo, 1976).
Inclusiones membranosas han sido descritas en neuronas del nticleo cuneatus (David y Nathaniel, 1978), en el
hipotdlamo -tanto en neuronas (Gregory y col., 1980) como en pericitos (Lafarga y Hervas, 1978) de rata- y en la
corteza cerebral de pollos en edad perinatal (Calvet y col., 1987).

En un trabajo anterior (Toranzo y col., 1988) hemos descrito los efectos de la pinealectomia sobre el drea
predptica medial, concluyendo que esta situacion experimental determina cambios en el niicleo celular de las
neuronas de este territorio, consistentes principalmente en irregularidades del perfil nuclear, disminucién de la
heterocromatina, presencia de mds de un nucléolo y, sobre todo, frecuente aparicién de inclusiones membranosas
monolaminares.

Las inclusiones intranucleares falsas no son mas que invaginaciones del citoplasma en el interior del niicleo,
pero en ocasiones se presentan perfectamente aisladas en el corte ultrafino sin que se pueda ver la continuidad de
la inclusion con el pericarion. Este tipo de inclusiones es relativamente frecuente en las células adenohipofisarias
y han sido relacionadas con cambios de la actividad sexual. Por ejemplo, Cavallero (1947) las ha encontrado en
trastornos gonadales y Russfield (1957) en el sindrome de Klinefelter. También fueron descritas por Serber (1954,
1958, 1961) en células baséfilas de la adenohipdfisis de hamsters castrados. Por otra parte, se ha observado un
incremento de estas inclusiones durante el periodo de gestacion, tanto en la especie humana (Erdheim y Stumme,
1909; Cavallero, 1947) como en el ratén (Urasov, 1927) y en el conejo; en esta Gltima especie también se han
detectado durante el periodo de lactancia (Allanson y col. 1966), particularmente en las células de la prolactina
(Amat y Vdzquez, 1970). Para explicar el incremento numérico de las células que tienen este tipo de inclusiones
intranucleares se han invocado otras causas tales como el stress (Sommers, 1959), el sindrome de Cushing
(Gellerstedt y Lundquist, 1939; Mellgren, 1942,1945) o el sindrome adrenogenital (Mellgren, 1942, 1945;
Cavallero, 1947). Las inclusiones intranucleares falsas que nosotros hemos visto, estdn presentes en neuronas del
nicleo arcuato que muestran una extraordinaria actividad celular, y una de ellas corresponde a una rata castrada
(fig. 9). Bien es cierto que otra ha sido hallada en una neurona, también del nicleo arcuato, de una rata sacrificada
después de una castracién simulada (fig. 7) y otra (no presente en la iconografia) en el niicleo arcuato de una rata
tratada con clorpromacina. '

Agradecimiento

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

BIBLIOGRAFIA

AMAT, P. y VAZQUEZ, R. (1970): Inclusiones nucleares en células adenohipofisarias. An. Anat., 19: 15-25.
ALLANSON, M.; CAMERON, E. y FOSTER, C.L. (1966): Observations on the acidophil cells of the adenohypophysis in
pregnant and lactating rabbits. J. Reprod. Fert., 12: 319-326.



INCLUSIONES INTRANUCLEARES EN NEURONAS DEL HIPOTALAMO DE RATA 171

AZEVEDO, C. (1976): Intranuclear inclusions in oocytes of a viviparous teleost (Xiphophorus helleri) . J. Cell. Sci., 22: 325-
334.

BERTEL, C.; GOURANTON, J.; MENAULT,F. y CHATEL, M. (1981): The intranuclear filamentous inclusions of a human
glioma. Their relation with nuclear bodies. Eur J. Cell. Biol., 25: 36-45.

BOUTEILLE, M., KALIFAT, S.R. y DELARUE, J. (1967): Ultrastructural variations of nuclear bodies in human diseases.
J. Ultrastruct. Res., 19: 474-486.

CALVET I MARQUEZ, S., DOMENECH I MATEU, J.M.; MARTIN PEREZ, V. y GARCIA VERDUGO, J.M. (1987):
Nuclear inclusions in the neurons of the developing cerebral cortex of Gallus gallus . J. Submicrosc. Cytol., 19: 471-478.

CAVALLERO, C. (1947): Nucleolar substance in the anterior lobe of the human pituitary gland. Arch. Path., 44: 639-645.

CHANDLER, R.L. (1965): Demonstration of a porcine adenovirus by electron microscopy. Virology, 25: 143-145.

CLATTEMBURG, R.E.; SINGH, R.P. y MONTEMURRO, D.G. (1976): Intranuclear filamentous inclusions in neurons of
the rabbit hypothalamus. J. Ultrastruct. Res., 39: 549-555.

CRAGG, B.G. (1976): Ultrastructural features of human cerebral cortex. J. Anat. (Lond.), 121: 331-362.

DAVID, S. y NATHANIEL, E.J.H. (1978): Intranuclear inclusions in the developing neurons of the rat cueneate nuclei. Cell
Tissue Res., 193: 525-532.

DE THE, RIVIERE, M. y BERNHARD, V. (1960): Examen au microscope électronique de la tumeur VX 2 du lapin
domestique dérivée du papillome de Shope. Bull. Cancer, 47: 570-584.

DUPUY-COIN, A.M. y BOUTEILLE, M. (1972): Developmental pathway of granular and beaded nuclear bodies from
nucleoli. J. Ultrastruct. Res., 40: 55-67.

DUPUY-COIN, A.M., KALIFAT, S.R. y BOUTEILLE, M. (1972): Nuclear bodies as proteinaceous structures containing
ribonucleoproteins. J. Ultrastuct. Res., 38: 174-187.

ERDHEIM, J. y STUMME, E. (1909): Uber die Schwangerschaftsverinderungen der Hypophyse. Beitr. Path. Anat., 46: 1-
132.

FELDMAN, M.L. y PETERS, A. (1972): Intranuclear rods and sheets in rat cochlear nucleus. J. Neurocytol., 1: 109-127.

FIELD. E.J. y PEAT, A. (1971): Intranuclear inclusions in neurons and glia: a study in the aging mouse. Gerontologia, 17:
129-138.

GELLERSTEDT, N. y LUNDQUIST, R. (1939): Zur Frage des Morbus Cushing ohne basophiles Adenom. Die Bedeutung
der sog. hyalinen Verinderung der basophilen Zellen. Upsala Likaref. Forh., 45: 233-260.

GREGORY, W.A.; TWEEDLE, C.D. y HATTON, G.I (1980): Ultrastructure of neurons in the paraventricular nucleus of
normal, dehydrated and rehydrated rats. Brain Res. Bull., 5: 301-306.

HAGGAR, R.A. (1957): Behavior of the accesory body of Cajal during axon reaction. J. Comp. Neurol., 108: 269-283.

HARDIN, J.H.; SPICER, S.S.y GREENE, W.B. (1969): The paranucleolar structure, accesory body of Cajal, sex chromatin,
and related structures in nuclei of rat trigeminal neurons: A cytochemical and ultrastructural study. Anat. Rec., 164: 403-
432.

HENRY, K. y PETTS, V. (1969): Nuclear bodies in human thymus. J. Ultrastruc. Res., 27: 330-343.

HERVAS, J.P., VILLEGAS, J.; CRESPO, D. y LAFARGA, M. (1980): Coiled bodies in supraoptic nuclei of the rat
hypothalamus during the postnatal period. Amer. J. Anat., 159: 447-454.

HINSCH, G.W. (1970): Possible role of intranuclear membranes in nuclear-cytoplasmic exchange in spider crab oocytes. J.
Cell Biol., 47: 531-535.

HOLMGREN, E. (1899): Weitere Mitteilungen iiber den Bau der N. Nervenzellen. Anat. Anz., 16: 388-397.

HUMEAU, C. (1968): Formations Membanaires dans le noyau et le cytoplasme périnucléaire d’une jeune ovocyte de Triturus
helveticus Raz. C. R. Soc. Biol. (Paris), 162: 183-186.

JORDANO-BAREA, D. y GONZALEZ-SANTANDER, R. (1968): Aparato microtubular en el niicleo de una neurona
hipotalamica y su posible significacién fluidénica. Trabajo del Instituto Cajal de Investigaciones Bioldgicas, LX, 231-
247.

KARLSSON, U. (1966): Three-dimensional studies of neurons in the lateral geniculate nucleus of the rat. I. Organelle
organization in the perikaryon and its proximal branches. J. Ultrastruct. Res., 16: 429-431.

LAFARGA, M.y HERVAS, J.P. (1978): Intranuclear inclusions in pericytes of the hypothalamus of the rat. Cell Tissue Res.,
193: 315-322.

LAFARGA, M. y HERVAS, J.P. (1983): Light electron microscopic characterization of the «accesory body of Cajal» in the
neuronal nucleus. En: Ramén y Cajal’s contribution to the neurosciences, pp. 91-100. (Grisolfa, Guerri, Samson, Vorten
y Reinoso Sudrez, eds.) Elsevier, Amsterdam.

LAFARGA, M.; CRESPO, D. y VILLEGAS, J. (1983): Nuclear inclusions in inmature glial cells of the rat hypothalamus
during the postnatal period. Anat. Embryol., 167: 263-271.

LANCHO ALONSO, J.L.; AMAT, P.y DOMINGUEZ HERNANDEZ, F.J. (1978): Ultraestructura de los cuerpos nucleares.
An. Anat., 27: 171- 177

LEDESMA-JIMENO, A.; DOMINGUEZ HERNANDEZ, F.I.; PASTOR, F.E.; LLORCA, G.; BLAZQUEZ J.M. y AMAT,
P. (1982): Comparative effects of castration and chlorpromazine in the arcuate nucleus of the hypothalamus of the rat.
Actas Luso-Esp. Neurol. Psiquiatr., 10: 351-358.

LENHOSSEK, M. (1897): Beitrige zur Kenntniss der Zwischenzellen des Hodens. Arch. Anat. Entwickl.-Gesch. (Lpz.), 65-
85.



172 JL.BLAZQUEZ Y COLS.

LIU, R.P.C. (1978): Electron and ligth microscopic correlation of intranuclear bodies of neurons of PAG. Anat. Rec., 190:
462 (Abstr.).

LIU, R.P.C. y HAMILTON, B.L. (1976): Intranuclear bodies in neurons of the periaqueductal gray matter in the cat. Amer.
J. Anat., 147: 139-146.

MANN, G. (1894): Histological changes induced in sympathetic, motor and sensory nerve cells by functional activity. J.
Anat., 29: 100-108.

MASUROVSKY, E.B.; BENfTEZ, H.H.; KIM, S.U. y MURRAY, M.R. (1970): Origin, development and nature of
intranuclear rodlets and associated bodies in chicken sympathetic neurons. J. Cell Biol., 44: 172-191.

MELLGREN, J. (1942): Beitrag zur Pathologie der Hypophyse bei Interrenalismus. Beitr. Path. Anat., 106: 482-520.

MELLGREN, J. (1945): The anterior pituitary in hyperfunction of the adrenal cortex. Acta. Path. Microbiol. Scand., 22: 1-177.

NAKAYAMA, I. y NICKERSON, P.A. (1972): Intranuclear inclusions in mammotrophs of the female Mongolian gerbil.
Amer. J. Anat., 135: 93-104.

NICKERSON, P.A. (1975): Effect of partial thyroidectomy, propylthiouracil or thyroxine on estrogen-induced intranuclear
inclusions in mammotrophs of the Mongolian gerbil. Tissue & Cell, 4: 763-772.

PASTOR, F.E. (1983): Estudio ultraestructural del sistema hipotdlamo-I6bulo posterior de la hipéfisis durante el desarrollo
postnatal. Tesis doctoral de Medicina. Universidad de Salamanca.

PASTOR, F.E.,PELAEZ, B.; BLAZQUEZ, J.L.; SANCHEZ, A.; AMAT, G.y HERNANDEZ HOLGADO, M. T. (1990a):
Dimorfismo sexual del nicleo arcuato del hipotdlamo de rata. An. Anat., 36 (ndm. extr.): 241-244.

PASTOR, F.E.; PELAEZ, B.; BLAZQUEZ, J.L.; TORANZO, D.: SANCHEZ, A.; ALVAREZ-MORUJO, A.J. y AMAT, P.
(1990b): Estudio ultraestructural del nicleo arcuato del hipotdlamo de rata tras la administracién de glutamato
monosédico. An. Anat., 36: 187-197.

PASTOR, F.E.; PELAEZ, B.; BLAZQUEZ, J.L.; TORANZO, D.: SANCHEZ, A.; ALVAREZ-MORUJO, A.J. y AMAT,
P. (1991): Efectos del glutamato monosédico sobre las neuronas del niicleo arcuato del hipotdlamo de rata. Estudio
morfométrico ultraestructural. An. Anat. (en prensa).

PELAEZ,B.; PASTOR, F.E.; BLAZQUEZ, J.L.; TORANZO, D.; SANCHEZ, A ; ALVAREZ-MORUJO, A.J.; AMAT, G.;
MUNOZ BARRAGAN, L. y AMAT, P. (1991a): Cuerpos laminares espirales y castracion. Estudio ultraestructural y
cuantitativo. An. Anat. (en prensa).

PELAEZ, B.; PASTOR, F.E.; BLAZQUEZ, J.L.; TORANZO, D.; SANCHEZ, A.; ALVAREZ-MORUJO, A.J. y AMAT, P.
(1991b): Efectos de la administracién neonatal de glutamato monosédico sobre el testiculo de rata. An. Anat. (en prensa)

PATRIZI, G. y MIDDLEKAMP, J.N. (1969): In vivo and in vitro demonstration of nuclear bodies in vaccinia infected cells.
J. Ultrastruct. Res., 28: 275-287.

POPOFF, N. y STEWART, S. (1968): The fine structure of nuclear inclusions in the brain of experimental Golden hamsters.
J. Ultrastruct. Res., 23: 347-361.

RAMON Y CAJAL, S. (1903): Un sencillo método de coloracién selectiva del reticulo protopldsmico y sus efectos en los
distintos 6rganos nerviosos de vertebrados e invertebrados. Trab. Lab. Inv. Biol. Univ. Madrid., 8: 129-221.

RONCORONTI, L. (1895): Su un nuovo reperto nel nucleo delle cellule nervose. Arch. Psicol. Neurol. Psichiat., 16: 447-450.

RUSSFIELD, A.B. (1957); The Adenohypophysis. En: Analytical Pathology, pp. 293-360. (Mellors, ed.). McGraw-Hill
Book Co. Inc.

SEBER, B.J. (1954); Giant nucleolar-like structures in the anterior lobe of the hypophysis of the gonadectomized hamster.
Anat. Rec., 118: 407-408.

SEBER, B.J. (1958): A cytological study of the anterior pituitary gland of the normal, gonadectomized and tyroid deficient
hamster (Mesocricetus auratus) . Anat. Rec. 131: 173-192.

SEBER, B.J. (1961): Large nuclear inclusions in pituitary gland basophils of the golden hamster. Anat. Rec., 139: 345-355.

SEITE,R.,ESCAIG,J.y COUINEAU, S. (1971a): Microfilamentes et microtubules nucléaires et organisation ultrastructurale
des batonets intranucléaires des neurones sympathiques. J. Ultrastruct. Res., 37: 449-478.

SEITE, R.; MEI, N. y COUINEAU, S. (1971b): Modification quantitative des batonnets intranucléaires des neurones
sympathiques sous ’influence de la stimulation électrique. Brain Res., 34: 277-290.

SEITE, R., LEONETTI, J.; LUCIANI-VAILLET, J. y VIO, M. (1977): Cyclic AMP and ultrastructural organization of the
nerve cell nucleus: stimulation of nuclear microtubules and microfilaments assembly in sympathetic neurons. Brain Res.,
124: 41-51.

SIEGESMUND, K.A.; DUTTA, C.R. y FOX, C.A. (1964): The ultrastructure of the intranuclear rodlet in certain nerve cells.
J. Anat., 98: 93-97.

SOMMERS, S.C. (1959): Pituitary cell realtions to body states. Lab. Invest., 8: 588-621.

SOTELO, C.y PALAY, S.L. (1968): The fine structure of the lateral vestibular nucleus in the rat. I. Neurons and neuroglial
cells. J. Cell Biol., 36: 151-179.

TORANZO,D.; PASTOR,F.E.; BLAZQUEZ, JL.; ALVAREZ—MORUJO, A.J.y AMAT,P. (1988): Estudio ultraestructural
del drea predptica medial en ratas normales y pinealectomizadas. Histologia Médica, 4: 99-110.

TRIPIER, M.F., BERARD, M.y TOGA, M. (1974): Membranous nuclear bodies as possibie intermediate structures between
nuclear bodies and invaginations of the nuclear envelope. J. Microscopie, 21: 21-30.

URASOV, 1. (1927): Die feinere Structure der Zellen im Vordelappen der Hypophysis der weissen Maus im Zusammenhange
mit der Sekretion und der Schwangerschaft. Arch. Russes Anat., Histol. Embryol., 6: 149-170.



INCLUSIONES INTRANUCLEARES EN NEURONAS DEL HIPOTALAMO DE RATA 173

WEBER, A.; WHIPP, M.; USENIK, E. y FROMMES, S. (1964): Structural changes in the nuclear body in the adrenal zona
fasciculata of the calf following the administration of ACTH. J. Ultrastruct. Res., 11: 564-576.
WILLEY, T.J. y SCHULTZ, R.L. (1971): Intranuclear inclusions in neurons of the cat primary olfatory system. Brain Res.,

29: 31-45.

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

Universidad de Salamanca

Avda. Campo Charro, s/n

37007 Salamanca. Espafia



An. Anat. 38: 175-182 (1992)

VARIACIONES ROSTROCAUDALES EN LA DISTRIBUCION TOPOGRAFICA DE
SOMATOSTATINA EN LA EMINENCIA MEDIA DE LA RATA MACHO

ROSTROCAUDAL VARIATIONS IN THE TOPOGRAPHIC DISTRIBUTION OF
SOMATOSTATIN IN THE MEDIAN EMINENCE OF THE MALE RAT

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

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas
Facultad de Medicina, Universidad de Salamanca. Espafia

RESUMEN

Se ha realizado un estudio inmunocitoquimico, de la distribucion topografica, considerada rostrocaudalmente, de las
fibras inmunorreactivas a somatostatina en la eminencia media de ratas machos que fueron tratadas con colchicina. Se
comprueba la existencia de dos bandas reactivas: una en la zona externa, y otra en la zona interna, situadas en laregién pretallo
de la eminencia media. Caudalmente, cuando el tallo infundibular aparece, no fue posible observar la banda ventral. Por otra
parte la dorsal modifica su posicién pasando a situarse en la zona externa. La porcion caudal del tallo hipofisario presenté
una mayor densidad fibrilar que la observada en la porcion rostral. A excepcion de la parte més rostral de la regién post-tallo,
esta regién, lo mismo que la retroquiasmatica, no presenta fibras reactivas al péptido. Estos resultados apuntan hacia la
posibilidad que estas diferencias en la distribucion de las fibras reactivas a somatostatina en la eminecia media de larata macho
muestre una fuerte relacién con los diferentes efectos hipofisiotropos de la somatostatina

PALABRAS CLAVE: Eminencia media. Somatostatina. Inmunocitoquimica. Rata macho.

SUMMARY

An immunocytochemical study of the rostrocaudal distribution of the somatostatin-immunoreactive fibres in the median
eminence of the adult male rat following treatment with colchicine was carried out. In the pre-stalk region, two reactive bands
were found: one of them was located in the external zone (dorsal) whilst the other was situated in the internal zone (ventral).
Caudally, when the infundibular stalk appears, it was no possible to observe the ventral band. On the other hand, the dorsal
one change the location being situated in the external zone. In the caudal portion of the infundibular stalk a higher fibrillary
density was observed when compared to the rostral portion. With the exception of the rostralmost part of the post-stalk region
(as in the retrochiasmatic one), in this region, no immunoreactive fibres were found. These findings point to the possibility
that these well defined differences in the distribution of the somatostatin immunoreactive fibres in the median eminence of
the male rat show a strong relationship with the different hypophysiotropic effects of the peptide.

KEY WORDS: Median eminence. Somatostatin. Immunocytochemistry. Male rat.
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Introduccion

La somatostatina (SRIF) es un péptido ampliamente distribuido por el organismo, si bien cabe resaltar su
presencia en el sistema nervioso central y en el tracto gastrointestinal (Brownstein y col., 1975; Hokfelt y col.,
1975).

Krulich y col. (1972), al deducir la existencia de un factor inhibidor de la secrecién de GH, describieron la
mayor concentracién de SRIF en la eminencia media hipotaldmica. Este hecho serfa corroborado posteriormente
por otros autores (Pelletier y col., 1974; Arimura y Schally, 1975; Brownstein y col., 1976; Palkovits y col., 1976).

Dentro de la eminencia media, la SRIF cldsicamente ha sido descrita localizada preferentemente en la zona
externa (Pelletier y col., 1975; 1977), sin que hasta el momento se haya planteado un estudio de su distribucion
topografica rostro-caudalmente en dicha estructura.

Por ello, se realiza un estudio inmunocitoquimico de la localizacién topografica de las fibras reactivas a
somatostatina-28 en la eminencia media de ratas machos y se analizan las variaciones de distribucion existentes
entre las distintas regiones de la misma.

Material y Métodos

Para el presente trabajo se han empleado 5 ratas machos Sprague-Dawley, adultas (p.c.: 250g) que recibieron
90 pg de colchicina en 15 pl de agua destilada, administrados en el ventriculo lateral mediante estereotaxia de
acuerdo con el proceder descrito por Sanchez y col. (1988). A las 24 horas del tratamiento, los animales fueron
sacrificados por decapitacién y se extrajo el cerebro que fue fijado por inmersion en Bouin durante 5 dias y
posteriormente, tras deshidratacion en etanol, incluido en parafina para obtener cortes seriados parasagitales de
5 um de grosor.

El estudio inmunocitoquimico se desarrollé mediante el método de la PAP (Sternberger y col., 1970) ,
empleando suero anti-SRIF-28, obtenido en conejo, a dilucién 1:1.000; sueron de cerdo anticonejo (Dako) a
dilucién 1:100 y complejo soluble PAP, obtenido en conejo (Dako), a dilucién 1:100. Las diluciones y lavados se
realizaron en tampén Tris-HCI (0.05M, pH 7.4) adicionado con un 0.8 de NaCl. El revelado de la reaccion se
desarroll6 segun el método de Graham y Karnovsky (1966) y la peroxidasa endégena fue neutralizada mediante
el proceder de Streefkerk (1972). La especificidad del suero fue demostrada mediante RIA (Frailes y col., 1988),
resultando ser altamente especifico. Los test de preabsorcién abolieron completamente la reaccion.

Para el estudio rostro-caudal de la eminecia media se realiza un andlisis de la porcion basal del hipotdlamo de
larata, desde el quiasma Gptico hasta la regién mamilar, diferenciando cuatro regiones que de rostral a cuadal son:
region retroquiasmatica (desde el quiasma dptico hasta 450 pm por detras del mismo), regién pretallo (ocupa el
comienzo del infundibulo, se extiende caudalmente 450 um por detrds de la regién retroquiasmadtica), region
infundibular o del tallo hipofisario (abarca todo el tallo hipofisario, rostral y caudal al receso infundibular del tercer
ventriculo, ocupa aproximadamente 500 pm), regién post-tallo o post-infundibular (entendiendo por ella laregion
que desde el tallo hipofisario llega hasta la regién mamilar, ocupa en torno a las 400 pm). Una representacion de
esta sistematizacion aparece en la figura 1.

Resultados

Las fibras somatostatinérgicas se hacen evidentes en la eminencia media a partir de la region pretallo de la
misma, sin que la region retroquiasmadtica presente fibras inmunorreactivas. Desde aqui, se distribuyen dorso
caudalmente y persisten ain al comienzo de la regién post-infundibular, para acabar desapareciendo en dicha
region antes de llegar a la region premamilar (fig. 1).
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FIGURA 1.  Panordmica que muestra la totalidad de la eminencia media rostro (R) caudalmente (C) en un corte parasagital
del hipotdlamo. NPV: componente periventricular del niicleo paraventricular, V: tercer ventriculo, EM: eminen-
ciamedia, RQ: regiénretroquiasmdtica, PT: regi6n pretallo, RI: regién infundibular, RP: regién post-infundibular,
TH: tallo hipofisario. x60
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FIGURA 2.  Imagen de la porcién mads rostral de la regién retroquiasmatica (RQ) de la eminencia media, nétese la ausencia
de fibras reactivas. x100

FIGURA 3. Imagen de la porcién mds caudal de la regién retroquiasmadtica e inicio de la regién pretallo, en la que se origina
la banda fibrilar somatostatinérgica, situada en la zona externa. x 100

FIGURA 4. Imagendelaregion pretallo de laeminencia media en la que se aprecian dos bandas fibrilares, unaen la transicién
de zona interna a zona externa (cabeza de flecha) y otra en la zona externa (flecha). x100

FIGURA 5.  La regién infundibular (RI), en su porcién mds rostral ya diferencia s6lo una banda reactiva (flecha). x100

FIGURA 6. El tallo hipofisario muestra dos componentes reactivos, uno rostral (flecha) y otra caudal (cabeza de flecha).
Nétese la reaccion situada en la porcién mds rostral de la region post-infundibular (*). x100

FIGURA 7. Imagen de la region post-infundibular, en su porcién més caudal. Nétese la ausencia de fibras reactivas. x100
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La region retroquiasmatica, totalmente libre de fibras reactivas (fig. 2) se continda con la region pretallo en
la que en su porcion mds rostral se evidenciaron algunas fibras reactivas dispuestas en la zona externa (flecha en
fig. 3). A lo largo de la region pretallo, estas fibras se hacen mds evidentes rostro-caudalmente y se agrupan en una
banda irregular que se sitia en la zona externa préxima a la pars tuberalis, para separarse de la misma conforme
la eminencia media se hace mds caudal situandose mas dorsalmente, préxima a la zona interna (cabeza de flecha
en fig. 4).

Algo mas caudalmente a la aparicion de la banda fibrilar descrita, se evidencia una banda fibrilar constituida
por conglomerados fibrilares muy reactivos que se dispone ventralmente a la anterior, en la zona externa de la
eminencia media, proximos a la pars tuberalis y totalmente independizadas de la otra banda (flecha en fig. 4),
quedando separadas por una franja no reactiva en la zona externa de la eminencia media, esta banda sélo existe
en la region pretallo y desaparece inmediatamente antes de llegar a la regién infundibular.

En el tallo hipofisario, la banda reactiva a somatostatina se sitia en la zona externa de la eminencia media,
aunque sin alcanzar el limite basal de la misma en toda su amplitud. Estas fibras son mas reactivas ventral que
dorsalmente y forman arcadas en torno a los vasos del sistema porta hipofisario (flechas en fig. 5).

La banda es continuacién de la banda dorsal de la region pretallo y se continda por el tallo hipofisario hasta
la desaparicion del receso infundibular, disminuyendo progresivamente la cantidad de fibras reactivas en la
porcidn rostral del tallo (flecha en fig. 6). No ocurre asi en la porcién caudal del tallo, en la que persiste una fuerte
intensidad de reaccién (cabeza de flecha en fig. 6).

La region post-infunbular situada inmediatamente por detras del tallo hipofisario atin muestra fibras reactivas
a somatostatina dispuestas muy basalmente en la zona externa de la eminencia media (asterisco en fig. 6).

Lamayor parte de laregién post-infundibular no presenta fibras reactivas que desaparecen rostro-caudalmente,
de manera que la parte en relacion con el receso mamilar aparece libre de reaccion (fig. 7).

Discusion

Lamayor cantidad de fibras reactivas a somatostatina aparece dispuesta rostralmente al tallo hipofisario lo que
coincide con estudios de deaferentacion hipotalamica que demostraron que en torno al 80% de las fibras
somatostatinérgicas de la eminencia media se originan en regiones rostrales hipotaldmicas (Brownstein y col.,
1977; Terry y Crowley, 1986).

Esta reaccion se hace evidente en el inicio de la regién pretallo, justo por detrds del inicio del componente
periventricular del nicleo paraventricular, asiento conocido de muchas neuronas productoras de SRIF (Dierickx
y Vandesande, 1979; Fisher y col., 1979; Sawchenko y Swanson, 1982; Kawano y Daikoku, 1988; Sawchenko y
col., 1988), lo que sugiere que las fibras reactivas observadas en nuestro estudio sean de esta procedencia,
principalmente a nivel de la region pretallo, sin que podamos diferenciar por separado el origen de la doble banda
reactiva observada en esta region. '

Caudalmente, la reaccion abarca hasta los limites dorsales del niicleo arcuato, otro nicleo hipotaldmico rico
en neuronas productoras de SRIF (Brownstein y col., 1975; Kawano y col., 1982; Daikoku y col., 1988).

Estarelacion entre la disposicién neuronal y la fibrilar corrobora descripciones previas de la proyeccion hacia
la eminencia media y su terminacion sobre el sistema porta hipofisario de las fibras somatostatinérgicas (Krisch,
1979; Johansson y col., 1984).

Sin embargo, es cominmente admitido que las fibras procedentes del componente periventricular siguen una
disposicion lateral y tras unirse al haz medial del cerebro anterior, siguen un curso rostrocaudal para girar
medialmente y, a través del area retroquiasmatica lateral, penetran en la eminencia media (Palkovits, 1982) y se sitian
en la zona externa de la misma (Elde y Hokfelt, 1978; Hokfelt y col., 1978; Vale y col., 1980; Makara y col., 1983).

En nuestro estudio hemos comprobado que estas fibras se agrupan por detras de la regién retroquiasmdtica y
que penetran a la eminencia media en la region pretallo.

Ademas, en dicha regidn, se agrupan en dos bandas fibrilares distintas, una en la zona externa y otra que desde
la porcién mas basal de la zona externa se aproxima hacia el ventriculo situdndose en la encruzijada entre zona
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interna y zonaexterna. Estos hallazgos sugieren una organizacién mas compleja del componente somatostatinérgico
de la eminencia media.

La entrada de fibras hacia el tallo hipofisario justifica la aparicién de inmunorreaccion en el 16bulo neural de
lahip6fisis (Dierickx y col., 1981), ladisposicion particular de las fibras sugiere que su origen es comtin al del resto
de las fibras de la eminencia media mds rostral.

El componente caudal del tallo hipofisario, podria originarse a partir del niicleo arcuato, situado inmediata-
mente por fuera del receso infundibular. Aunque Merchenthaler y col. (1989) no fueron capaces de demostrar
proyecciones hacia la eminencia media desde las neuronas somatostatinérgicas de dicho nicleo, en su estudio no
hacen referencia al tallo hipofisario, ni tampoco a las regiones caudales post-infundibulares, en las que nosotros
hemos podido evidenciar la reaccion.

La existencia de diferentes niveles de contacto entre las fibras somatostatinérgicas y el sistema porta
hipofisario en la eminencia media de la rata macho, podria estar en relacién con las distintas funciones
hipofisotropas del péptido, regulando la secrecion de prolactina (Vale y col., 1974; Saunders y col., 1983), TSH
(Harmar y col., 1986; Terry y Crowley, 1986), GH (Millard y col., 1983; Giordano y Giusti, 1987) o ACTH
(Richardson y Schonbrunn, 1981; Reisine, 1985).
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ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO-MORFOMETRICO DE LA CELULA DE PRL TRAS
LA ADMINISTRACION CRONICA DE TRH Y METIMAZOL

IMMUNOCYTOCHEMICAL AND MORPHOMETRIC STUDY OF THE PRL-CELL
FOLLOWING CHRONIC ADMINISTRATION OF TRH AND METHYMAZOLE

J. CARRETERO, M. RUBIO, F. SANCHEZ,, J.J. CABO. JM. RIESCO,
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RESUMEN

Con la finalidad de valorar el comportamiento de la célula de PRL en determinadas circunstancias experimentales
relacionadas con la glandula tiroides, se ha realizado un estudio inmunocitoquimico-morfométrico en ratas tratadas
crénicamente con TRH o metimazol. El tratamiento con TRH indujo cambios morfolégicos mds marcados en hembras. En
éstas, se observé una clara degranulacién indicando una disminucién del contenido hormonal. Sin embargo, no se observaron
cambios morfométricos ni en machos ni en hembras. En ambos sexos, el tratamineto con Metimazol produjo un aumento de
la inmunorreactividad, acompafiado por un aumento del drea celular (p<0.05), indicando un estado de hipertrofia celular.

PALABRAS CLAVE: PRL, Tiroides, TRH, Metimazol, Rata.

SUMMARY

In order to test the behavior of the PRL-cells in several experimental circumstances involving the thyroid gland, an
immunocytochemical-morphometric study was carried out in rats chronically treated with TRH or methymazole. TRH
induces morphological changes in PRL-cells, especially in females. In these, a clear degranulation indicating a decrease of
the hormonal content was observed. However, no morphometric changes were seen neither in males nor in females. In both
sexes, Methymazole lead to an increase of the immunoreactivity accompanied by an increase of the cellular area (p<0.05),
indicating a state of cellular hypertrophy.

KEY WORDS: PRL, Thyroid gland, TRH, Methymazole, Rat.

Introduccion

Es suficientemente conocido que la TRH (Panerai y col., 1977; Schelinger y col., 1978; Van de Wiel, 1973;
Pérez-Lépez y col., 1981; Geras y Gershengorn, 1981; Albert y Tashjian, 1984) y el VIP (Gourdji y col., 1980;
Rotsztejn y col., 1980; Enjalbert y col., 1980; Frawley y Neill, 1981), son capaces de estimular la sintesis y
liberacion de PRL.
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Sin embargo, su comportamiento frente a la inmunizacién pasiva es notablemente diferente. Mientras que no
se observan cambios en la inmunizacién contra TRH en la mayoria de los estados fisiolégicos investigados (Fraser
y McNeilly, 1983), la inmunizacién contra VIP induce un marcado descenso en la liberacién in vitro de PRL
(Hagen y col., 1986).

Ambas sustancias presentan receptores para su actuacién a nivel de las células lactotropas (McNeilly, 1986)
y responden a estimulos de hipotiroidismo.

Eldescenso de hormonas tiroideas provoca un aumento en los receptores hipofisarios para TRH, especificamente
anivel de las células mamotropas (Peck y Gershengorn, 1980), que descienden tras revertir los niveles hormonales
a la normalidad (Hinkle y col., 1981).

Junto a ello, se ha demostrado un origen hipofisario para VIP capaz de estimular PRL (Arnaout y col., 1986;
Lam y col., 1990) y que la sintesis de VIP hipofisario se estimula en estados de hipotiroidismo (Segerson y col.,
1989; Lam y col., 1990; Lam 1991).

Las técnicas morfométricas, combinadas con las inmunocitoquimicas, se han revelado como un método ttil
para ¢l estudio de los comportamientos celulares en distintos estados experimentales (Carretero y col., 1991). Por
ello, el objeto del presente trabajo es analizar los posibles cambios que acontecen en las células inmunorreactivas
a PRL inducidos por el tratamiento crénico de TRH o metimazol.

Material y Métodos

Animales empleados. Para el presente estudio se han empleado 60 ratas Wistar (30 por sexo), sometidos a
condiciones estdndar de estabulario (20+2°C; h.r.:50£5%:; luz: 8.00 a 20.00h; dieta mantenimiento Panlab y acceso
libre al agua de bebida) y divididos en 3 lotes (n=20, 10 por sexo): 1. Animales no tratados, utilizados como
controles, 2. Animales tratados con 15 dosis (1 por dia) de 40 ug de TRH administrados por via
intramuscular y 3. Animales tratados con Metimazol, por via oral, (0.2 g por litro, en el agua de bebida), durante
21 dias (Stoll y col., 1978). Con el fin de unificar los resultados, mediante frotis se determin el ciclo estrual de
las ratas hembras, utilizdndose solamente aquellas que se encontraban en la fase de proestro el primer
dia del experimento. Transcurrido el periodo de experimentacién, los animales fueron sacrificados por
decapitacion y se les extrajo la hipdfisis que fue fijada por inmersién en Bouin-Hollande durante 5 dias, posterioremente
se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes seriados de 5 m de grosor para su estudio inmunocitoquimico.

Inmunocitoquimica. El estudio inmunocitoquimico se realiz6 mediante el proceder de la peroxidasa-
antiperoxidasa (Sternberger y col., 1970), de acuerdo con el protocolo y los controles descritos en trabajos previos
(Carretero y col., 1988 y 1991), empleando suero de conejo anti-PRL (Dako) a dilucién 1:1.000, suero de cerdo
anti-Ig G de conejo (Dako), a dilucién 1:100, y complejo soluble PAP (Dako), a dilucién 1:100.

Morfometria. A partir de micrografias (x 5000) se procedié a calcular las dreas celular, citopldsmica y nuclear
de 100 células reactivas por animal (2000 por grupo), elegidas al azar y separadas entre si al menos por 250 um
mediante un analizador semiautomatico de imagenes IBAS-1.

Procesado estadistico. Los valores obtenidos fueron procesados estadisticamente, la tabla 1 muestra las medias
aritméticas (£SE) y las diferencias observadas entre los distintos grupos de tratamiento fueron analizadas mediante un
ANOVA, considerdndose significativos valores de p<0.05 para el PLSD de Fisher y el Sccheffe-F test, conjuntamente.

Resultados

Hallazgos morfologicos

Las células inmunoreactivas a PRL son muy abundantes en la hembra no tratada y aparecen distribuidas por
toda la glandula. Son de forma irregular y muy variable, principalmente ovaladas o poligonales (Fig. 1). Su nticleo,
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FIGURA 1. Células reactivas a PRL en una hembra normal. (750x).

FIGURA 2. Células reactivas a PRL en un macho normal (750x).

FIGURA 3. Células inmunoreactivas a PRL (flechas) de una hembra tratada con TRH, con un marcado aspecto velado y
préacticamente degranuladas (750x)

FIGURA 4.  Aspecto de las células inmunoreactivas a PRL (flechas) en los machos después del tratamiento crénico con TRH.
Son células de morfologia muy variable y con un citoplasma de aspecto granular (750x)

FIGURA 5. Micrografia perteneciente a una hembra tratada con metimazol en la que se observan células muy granulares, de
morfologia poligonal (flecha fina) o con prolongaciones citopldsmicas gruesas y nicleo polarizado (flecha
gruesa). Alguna célula presenta un nicleo gigante (asterisco) (750x).

FIGURA 6. Células reactivas a PRL en un macho tratado con metimazol, algunas con prolongaciones gruesas bien reactivas
(flecha gruesa); no es raro observar la presencia de niicleos gigantes (flechas finas). (750x).
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relativamente grande, se sitia en unas células en disposicion central y en otras aparece polarizado. El citopldsma
es irregularmente reactivo. No es raro observar prolongaciones citopldsmicas de longitud y grosor variable que
discurren entre células no reactivas. En los machos (Fig. 2) las células son algo menos numerosas y, al igual que
en las hembras, aparecen distribuidas por toda la gldndula. Las células reactivas presentan morfologia poligonal
o en forma de copa con delgadas prolongaciones. La reaccion citopldsmica es granular, pero de aspecto compacto
y denso. El niicleo es oval o redondeado y suele estar menos polarizado que en las hembras no tratadas.

El tratamiento con TRH produce cambios drasticos en la inmunorreactividad a PRL en la rata hembra (Fig.
3). En las hembras las células aparecen casi sin teflir, siendo muy dificil su diferenciacién y delimitacién (flechas
en fig. 3) si bien no se modifica en gran manera la morfologia, con respecto a las hembras no tratadas. En el macho,
las células PRL también se afectan de forma similar tras el tratamiento con TRH, aunque en menor medida que
en las ratas hembras (flechas en fig. 4). Estas células apenas modifican su morfologia, aunque si su reaccion
citoplasmica, que pierde el aspecto denso observado en los machos no tratados.

El hipotiroidismo provocado por el tratamiento con metimazol se manifiesta en las ratas hembras (Fig. 5) por
un aumento de la reaccién a nivel celular, provocado por la presencia de células irregulares, a veces con
prolongaciones anchas (flecha en fig. 5) o bien de aspecto poligonal (flecha fina en Fig. 5). Su citopldsma aparece
total e intensamente reactivo. El niicleo, circular y de gran tamaiio, a veces gigante (asterisco en fig. 5), suele estar
polarizado y ocupando gran parte de la célula.

En los machos (fig. 6), los cambios morfolégicos observados tras el tratamiento con metimazol son parecidos
a los descritos para las hembras, desapareciendo los patrones morfol6gicos existentes en los machos no tratados.
Son células con un gran nicleo circular que ocupa gran parte de la célula (flechas en Fig. 6). Su citoplasma es muy
reactivo, con un marcado aspecto granular. Al igual que ocurria en las hembras, es frecuente observar, junto a
células poligonales, otras con prolongaciones citopldsmicas gruesas con niicleo polarizado (flechas gruesas en Fig.
6) e, incluso, nicleos gigantes (flechas finas en fig. 6).

Hallazgos morfométricos

Las células PRL en animales no tratados presentan un tamaio celular diferente dependiendo del sexo, de forma
que son significativamente mayores (p<0.05) en las hembras que en los machos; esta diferencia existe también
entre las dreas citopldsmica y nuclear.

En ambos sexos, el tratamiento con TRH no provoca cambios significativos en los pardmetros estudiados vy,
al igual que ocurria en los machos no tratados, todos los pardmetros analizados son significativamente menores
en los machos que en las hembras (p<0.05).

TABLA 1 Valores morfométricos (um? ) observados en los distintos grupos de animales estudiados. H: Hembras, M: Machos.
*: p<0.05 con respecto a las hembras no tratadas y tratadas con TRH, #: p<0.05 con respecto a las hembras con el
mismo tratamiento, °: p<0.05 conrespecto alos machos no tratados y alos tratados con TRH, **: p<0.01 conrespecto
a los machos no tratados y a los tratados con TRH.

A. CELULAR A. CITOPLASMICA A.NUCLEAR

H. No tratadas 90.60 £ 2.27 58.72 £2.05 31.88 £ 0.91
H. TRH 92.71 £1.98 59.31£1.12 33.40+0.85
H. Metimazol 106.63 £ 1.58* 64.67 +1.41 41.96 + 1.59*
M. No tratados 70.01 £ 2.16# 44,85 £ 1.72# 25.16 = 0.81#
M. TRH 74.92 £ 2.08# 46.70 + 1.28# 28.22 + 0.56#

M. Metimazol 105.94 + 1.49%* 60.24 + 1.36° 4570 + 1.33+%*
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El tratamiento con metimazol induce cambios morfométricos claros, afectando a los tres pardmetros
estudiados. Asi, induce un aumento significativo del tamafio celular en las hembras (p<0.05), siendo atin mas
llamativo en los machos (p<0.01). Este aumento se debe a un incremento en el 4rea nuclear (p<0.05) en las hembras
y a un aumento en las dreas citoplasmica (p<0.05) y nuclear (p<0.01) en los machos. El grado de desarrollo que
presentan las células PRL en los machos hipotiroideos provoca que, a diferencia de lo que ocurria en los animales
no tratados o tratados con TSH, no existan diferencias significativas entre machos y hembras.

Discusion

La TRH est4 considerada como uno de los factores hipotalamicos capaces de estimular la liberacién de PRL
(Panerai y col., 1977; Schlienger y col., 1978; Van Laudeghem y Van de Wiel, 1978; Pérez-Lépez y col., 1981).
Sin embargo, diversos autores cuestionan su actuacion, en los machos, tras su administracién sistémica (Lu y col.,
1972; Stevens y Lawson, 1977; Shin, 1978).

Nuestros resultados demuestran que la TRH, administrada por via sistémica, es capaz de actuar principalmente
en las hembras y, en menor grado, en los machos. La discordancia con los autores anteriormente mencionados
puede muy bien deberse a que nuestro estudio analiza la respuesta a un hipertiroidismo inducido por la
administracion sucesiva de TRH y no la respuesta aguda ante la administracién de la hormona.

Desde el punto de vista morfométrico, no se aprecian modificaciones en relacién con los animales no tratados,
manteniéndose las diferencias sexo dependientes, como lo demuestra la existencia de diferencias significativas
observadas entre machos y hembras y concuerda con los hallazgos de otros autores que comprobaron que los
estrogenos sensibilizaban a los machos a el efecto estimulador de TRH, lo que podria deberse a distintos niveles
de receptor para TRH dependiendo de la tasa estrogénica (De Lean y col., 1977).

En relacion con los resultados inmunocitoquimicos obtenidos, éstos sugieren que el tratamiento crénico con
TRH induce un descenso del contenido intracelular de PRL, quizas por un descenso del pool hormonal y de la
retencion de hormona, descrito por otros autores en condiciones de normalidad (Torres y Aoki, 1985; 1987), ya
que la degranulacion celular parece indicar un aumento en la liberacion hormonal.

Estd suficientemente documentado que el hipotiroidismo favorece la sintesis adenohipofisaria de VIP
(Segerson y col., 1989) y que éste estimula la secrecién de PRL (Gourdji y col., 1980; Rotsztejn y col., 1980;
Enjalbert y col., 1980; Frawley y Neill, 1981). Es posible que éste sea el mecanismo por el que la carencia de
hormonas tiroideas, que acontece en el tratamiento con metimazol, provoca una clara hiperactividad en las células
mamotropas, como se deduce de los pardmetros morfométricos y de los hallazgos inmunocitoquimicos observados
por nosotros, al compararlos con los obtenidos en trabajos previos (Carretero y col., 1988; 1989; 1991).

Aunque se ha descrito que los estrégenos refuerzan la sintesis de VIP a nivel hipofisario (Lam y col., 1990),
no existen comprobaciones sobre la interaccion de éstos y las hormonas tiroideas sobre VIP. En nuestro trabajo
hemos observado que el efecto del hipotiroidismo sobre PRL es mucho mds marcado en machos que en hembras.
Esto podria ser debido a que la actuacién de las hormonas tiroideas no sea dependiente de las tasas de estradiol y
a que las células mamotropas presenten una mayor actividad en la hembra que en el macho en condiciones de
normalidad, por lo que los cambios observados en las primeras sean menos llamativos.

Si bien el descenso de hormonas tiroideas provoca un aumento de receptores hipofisarios para TRH (Hinkle
y col., 1981), no parece ser éste el mecanismo de actuacion sobre la celula de PRL en el caso del hipotiroidismo
inducido por metimazol, ya que la respuesta es muy diferente a la observada tras el tratamiento con TRH,
anteriormente comentada y, ademads, el hipotiroidismo afecta, a machos y a hembras, de forma distinta a como lo
hace TRH (Lu y col., 1972; Rivier y Vale 1974; Stevens y Lawson, 1977; Shin, 1978; Piercy y Shin, 1980).

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo sugieren que el hipotiroidismo quizds a traves de un efecto
paracrino del VIP (probablemente hipofisario), induce una marcada hiperactividad en las células PRL, con un claro
aumento de la sintesis hormonal y, probablemente, de su liberacion. Este efecto es mucho més evidente en la rata
macho que en lahembra. Sin embargo, serdn necesarios nuevos trabajos para analizar si el hipotiroidismo inducido
por metimazol actia, sobre las células PRL, exclusivamente a través del VIP hipofisario o si involucra a otros
factores reguladores o moduladores de la secrecion de PRL.
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RESUMEN

Se ha estudiado la estructura de las arterias intracraneales de 20 individuos, con edades comprendidas entre el nacimiento
y la séptima década, en los que se descart6 la existencia de patologia vascular, incidiéndose en el papel de los factores tisulares
locales como posibles condicionantes de la susceptibilidad de determinados tramos arteriales, para el asentamiento de la placa
de ateroma.

A una intensa produccién de coldgena se afiaden, por encima de la tercera década, la proliferacién y las alteraciones en
la estructura de la ldmina limitante eldstica interna y la aparicién de figuras intracitoplasmadticas, de probable cardcter
degenerativo, en las fibras musculares lisas.

PALABRAS CLAVE: Arterias intracraneales. Ultraestructura. Humano.

SUMMARY

It has been studied the arterial structure of the intracraneal arteries in twenty subjects without patological changes inside
the arterial tree. The tisular local factors and their involvement on the development of atheromatous plaque were revised.

A great production of colagena and some important alterations of the elastic interna lamina were seen inside the arteries
that supply blood to the Central Nervous System. Some smooth muscle cells showed degenerative-like figures.

KEY WORDS: Intracraneal arteries. Ultrastructure. Human.

Introduccion

Esbien conocidala predileccion de la placa de ateroma por iniciar su desarrollo, no sélo en determinadas ramas
dellecho arterial aorto-craneal sino, mas en concreto, en tramos especificos dentro de las mismas. Destacan en este

* Este trabajo ha sido realizado con la subvencién del Proyecto de Investigacion de la DGA n® 213-18
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sentido las bifurcaciones, las zonas de angulaciones y aquellas que presentan irregularidades en la superficie
endotelial. De entre los vasos del lecho carotideo, el segmento intracraneal de las arterias carétidas internas, el
tramo inicial de la arteria cerebral media y los segmentos postcomunicantes de las arterias cerebrales anteriores
son las zonas con mayor precocidad en el depdsito de ateroma. Mas difusa es la ubicacion de las lesiones
ateromatosas en los vasos del territorio vértebro-basilar, destacando la confluencia de las arterias vertebrales y el
origen de las comunicantes posteriores (Toole,, 1990).

Los diferentes mecanismos patogenéticos que se han propuesto para explicar el depésito de lipidos y la
proliferacion de la pared arterial subyacentes a la arterioesclerosis (mutaciones en respuesta al stress o infecciones
virales crénicas; vasoespasmos que lesionan los vasa vasorum induciendo neovascularizacién, depésito de
sustancias circulantes y proliferacion), no aclaran la gran variedad en la extension y la severidad con que la
arterioesclerosis se presenta en los diferentes lechos y segmentos arteriales dentro de un mismo individuo. Dos
factores se implican en esta variacion: sistémicos (hipercolesterolemia) y locales tisulares (morfologia y
disposicion del segmento arterial afecto que determinen la alteracioén del flujo laminar) (Ross, 1986). Es este
dltimo, la organizacién de los distintos elementos que componen las tres tinicas arteriales y su evolucion en el
individuo sin patologia arterial, el que abordamos en este estudio centrandonos, fundamentalmente, en los grupos
de edad con mayor incidencia de lesiones ateromatosas esto es, por encima de la tercera década de vida.

Material y Métodos

Se extrajeron, en 20 necropsias de individuos con edades comprendidas entre el nacimiento y la séptima
década, las arterias del Poligono de Willis y segmentos iniciales, medios y distales de los vasos cerebrales
anteriores, medios y posteriores asi como la arteria basilar y las arterias vertebrales, en su tramo intracraneal. Las
piezas se fijaron, por inmersion, en una solucién de glutaraldehido al 1% en tamp6n fosfato 0.1 M. a pH 7,2-7 4.
Se procesaron con las técnicas habituales para microscopia electrénica de transmision: postfijacion con tetréxido
de osmio al 1%, deshidratacién en alcoholes a concentraciones crecientes y 6xido de propileno, contraste con
acetato de uranilo en solucién acuosa al 2%, e inclusién en Epon 812.

Se obtuvieron secciones semifinas, control, de 1im. que se contrastaron con azul de toluidina. Las secciones
ultrafinas, recogidas en rejillas de cobre, se contrastaron con citrato de plomo y se estudiaron con un M.E. Philips 301.

Paralelamente se tomaron, de las mismas arterias, segmentos adyacentes, de aproximadamente 1 cm., que se
fijaron con formaldehido, deshidrataron en alcoholes e incluyeron en parafina. Cortes de 10 jum fueron tefiidos con
el método de Orceina para fibras elasticas.

Resultados

Las arterias intracraneales estudiadas, tanto las ramas derivadas de la carétida interna como las subsidiarias
del territorio vertebral, en las que se distinguen, a pesar del escaso espesor parietal, las tres tdnicas arteriales
clésicas, intima, media y adventicia (figs. 1-4) se muestran, antes de la tercera década de la vida y en ausencia de
patologia, como vasos de pared delgada, en los que la que la tiinica media ocupa casi todo el espesor parietal, siendo
escasa la adventicia que se continfia sin delimitacion, por ausencia de limitante eldstica externa, con la tinica
central del vaso. La membrana eldstica interna, en todos los casos gruesa y compacta, subyace en estrecha
proximidad, con el endotelio por la falta de un espacio subintimal aparente (fig. 2).

A partir de los 30 afios y, en ocasiones algo antes, con segmentos arteriales que responden a la descripcién
precedente y, a menudo coexistiendo en la misma seccion, es frecuente encontrar un espacio intimal ensanchado
que puede estar formado por ldminas elésticas paralelas que, en ocasiones, alcanzan un espesor mayor que el de
la propia limitante interna (fig. 3). Como se observa en la arteria cerebral anterior de la figura 1, una sustancia de
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FIGURA 1. Membrana eléstica interna que pierde su homogeneidad en su extremo yuxtaluminal. Prolongaciones celulares
pertenecientes a fibroblastos (*). Arteria cerebral anterior. 8.600 A. Rarra 2 my..

FIGURA 2. Membrana eldstica interna y ausencia de espacio subintimal. Arteria cerebral media. ORCEINA 40x.

FIGURA 3. Engrosamiento intimal difuso de la arteria silviana con abundancia de laminillas eldsticas. Nétese el espesor de
la membrana eléstica que divide el engrosamiento en dos subcapas. ORCEINA. 40x.

FIGURA 4. Tdnica media con alternancia de fibras musculares lisas y espacios intercelulares con fibras de coldgena (M).
Adventicia constituida casi exclusivamente por fibras de coldgena (A). Arteria cerebral anterior. 2.600x. Barra
0.5 mp.

FIGURA 5. Defectos de lamembranalimitante interna (*) con la presencia de células musculares lisas en estrecha proximidad.
Arteria cerebral anterior. 11.200x. Barra 1 my.
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FIGURA 6. Estructuras pseudomielinoides en las células musculares lisas mediales (¥). 17.200x. Arteria cerebral anterior.
Barra Imp.
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FIGURA 7. Fibroblasto rodeado de haces de fibras coldgenas en la adventicia de una arteria cerebral media. 17.200x. Barra Imu.
FIGURA 8. Fibroblasto que incluye un paquete de fibras de coldgena. Arteria basilar. 23.600x. Barra Iml.
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aspecto amorfo que, en parte, parece derivar de la degeneracién de la limitante interna, puede constituir el elemento
predominante de la intima. Si bien hemos detectado una menor proporcion de fibras musculares lisas intimales,
en comparacion con vasos de calibre similar, contrariamente a estos, es frecuente encontrar numerosas prolonga-
ciones celulares finas pertenecientes a fibroblastos (fig. 1%).

En el limite medio intimal, destaca la membrana eldstica limitante interna en la que, como dato constante,
aparecen numerosos defectos (fig. 5*) por los que las fibras musculares lisas mediales parecen emigrar hacia el
espacio subintimal (fig. 5**). Es de notar la perfecta delimitacion de la elastica interna en su extremo medial que
contrasta con la desorganizacién de la cara que se enfrenta a la intima (fig. 1).

La tinica media (fig. 4M) se caracteriza por la alternancia de bandas de fibras musculares lisas paralelas con
espacios intercelulares ocupados por haces de coldgena y una matrix extracelular amorfa, de espesor variable, que
rodea a la célula muscular (fig. 6). La abundancia de miofilamentos en el citoplasma nos indica que las células
musculares lisas son del tipo contractil. En nuestro material no encontramos fibras musculares del tipo sintético,
con predominio del reticulo endopldsmico rugoso. Es de notar, en algunas de estas células (fig. 6*) la presencia
de imégenes, a modo de espiral, que recuerdan a las cubiertas mielinicas de los nervios. Estas figuras, de aspecto
pseudomielinoide, parecen ser dependencias del citoplasma y podrian tener un caracter degenerativo.

La adventicia (figs. 7-8), de cardcter netamente fibroso, aumenta su espesor conforme avanza la edad del
individuo y aparece constituida por paquetes de fibras coldgenas. Destaca esta tiinica, en los vasos estudiados, por
la abundante presencia de fibroblastos (fig. 7) que, en ocasiones, como se observa en la arteria cerebral anterior
de la figura 8, aparece sintetizando fibras coldgenas. Los fibroblastos se encuentran igualmente presentes, aunque
en menor proporcion, en la intima y media.

Es de notar, si consideramos las arterias cerebrales estudiadas en este trabajo, la abundancia del material
fibroso de estos vasos que, en cualquier grupo de edad, supera al contenido de este componente arterial en vasos,
de calibre similar, pertenecientes a otros niveles del sistema vascular.

Discusion

Las arterias que aportan oxigeno y nutrientes al encéfalo se muestran como estructuras fragiles con numerosas
peculiaridades que las diferencian del resto del sistema arterial. Su ausencia de lamina eldstica limitante externa (Hassler,
1962a), la frecuente presencia de defectos mediales (Berry, 1973) y la importancia de los trastornos patoldgicos que
sufren, entre los que destacan las hemorragias o las isquemias, bajo las que subyacen los aneurismas y las obstrucciones,
generalmente arteromatosas respectivamente, son prueba de esta debilidad, y justificacién sobrada para que se insista en
el estudio de los distintos elementos, celulares e intercelulares, que integran las tinicas vasculares.

Es de notar la organizacion estructural de la region intimal que presenta, con mas frecuencia, engrosamientos
intimales difusos (fig. 3) que contornean todo el perimetro luminar. Los engrosamientos intimales excéntricos,
término que propone la American Heart Association [AHA] (1991), con criterios de unificacion terminolégica,
para sustituir términos como cojinetes endoarteriales, pads o polster, son escasos en el territorio vascular que nos
ocupa. La poca frecuencia de estas estructuras, consideradas reguladores del flujo vascular (Takayanagi y col.,
1972) y, por tanto, de caracter fisiolégico, es una muestra mas de la pobreza de mecanismos defensivos de estos
vasos contra el stress hemodindmico que, indudablemente, ha de sufrir un territorio vascular de caudal tan intenso.
Corrobora este hecho la organizacién de estos engrosamientos intimales (fig. 1). En ellos no se distingue la bicapa,
externa musculo-eldstica e interna o de los proteoglicanos (AHA, 1991), que se sustituye por un tejido amorfo que,
en otros estudios (Diaz y col., 1988) hemos identificado como mucosustancias altamente sulfatadas, presentes en
tramos vasculares y arterias de especies animales con alta incidencia en el desarrollo de ateroma.

Los defectos de la membrana eléstica interna, por otra parte vigorosa, son una imagen habitual de los vasos
cerebrales. Estas soluciones de continuidad, por los que parecen emigrar las fibras musculares lisas hacia la intima,
contribuyendo a su engrosamiento (fig. 5), sumadas a la casi ausencia de material eldstico, en el resto de la pared,
dificultan la capacidad de distension del vaso (Berry, CL, 1973) y, por tanto, dificultan su acomodacién a las
variaciones del flujo sanguineo.
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Llama la atencién la abundante presencia, en las tres tinicas parietales, de las fibras de colagenas (figs. 4,7
y 8) que se incrementan con la edad en una proporcién mayor al de los otros niveles arteriales del sistema vascular.
Este coldgeno fundamentalmente del tipo I (Gay y col, 1975), relacionado con el incremento de la edad,
proporciona a la pared una rigidez, manifiesta en la friabilidad de estos vasos durante la manipulacién en el
laboratorio y disminuye la capacidad de adaptabilidad de estas arterias frente a las incidencias de la dindmica
sanguinea.

Las fibras musculares lisas, del tipo contrictil, presentes en la media y en menor ndmero en la intima,
constituyen el elemento celular mayoritario de la pared vascular y, en el material estudiado presentan, como detalle
morfolégico més llamativo la formacién, en el citoplasma, de estructuras espiralizadas (fig. 6) que podrian tener
un carédcter degenerativo al igual que los depositos de lipidos, detritos celulares y la presencia de vesiculas
autofdgicas descritas por Dilley y col. (1987).

Valorando conjuntamente la pared de los vasos constituyentes del Poligono Arterial de Willis y las grandes
ramas que emergen de él, cerebrales anteriores, medias y posteriores, hemos de concluir que poseen, a nuestro criterio,
una de las organizacién estructurales més fragiles que justifica, en parte, la importante y frecuente patologia que sufren.
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FOTOCONVERSION DE LAS CELULAS DE PURKINJE DEL CEREBELO TRAS LA ADMI-
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RESUMEN

Se realiza un estudio de las células de Purkinje mediante fotoconversién, tras la administracion de propidium iodide en
ventriculo lateral de la rata.

Lainyeccion de propidium iodide provoc6 en el animal un comportamiento caracterizado por ataxia y nistagmo, ademads
del marcaje, mediante transporte axonal retrégrado, de una hilera de células de color rojo intenso, entre la capa molecular y
la capa granular, correspondientes a las neuronas de Purkinje, tras la observacién de las secciones al microscopio fluorescente.

Realizamos la fotoconversion de propidium iodide en las células de Purkinje, como producto de reaccién estable de la
diaminobenzidina, mediante la excitacion apropiada (550 nm) de emisién fluorescente, siendo positiva tras 80 minutos de
exposicion, observando en el citoplasma de estas células la presencia de granulos oscuros por lareaccion de la diaminobenzidina;
en ocasiones fue visible la porcién inicial del axén de estas células, débilmente marcado.

PALABRAS CLAVE: Células de Purkinje, Propidium iodide, Fotoconversién, Diaminobenzidina, Rata

SUMMARY

By means of the photoconversion method, a study of the Purkinje cells following intraventricular administration (lateral
ventricle) of propidium iodide was carried out.

Propidium iodide administration induced in the animal a behaviour characterized by ataxia and nistagmus. Additionally,
by means of axonal retrograd transport, an intense red coloured labelling of a row of cells, located between the molecular
and granular layers (corresponding to the Purkinje cells), was observed (after the visualization of the slides with the
fluorescent microscope).

Photoconversion of the propidium iodide in the Purkinje cells was developped as a product of stable reaction of the
diaminobencidine, by means of adequate excitation of fluorescent emission (550 nm), being positive after 80 minutes of
exposition. In the cytoplasm of these cells the presence of dark granules due to the diaminobencidine reaction was noticed;
occassionally, the initial part of the axon of these cells slightly labelled was observed.

KEY WORDS: Purkinje cells, Propidium iodide, Photoconversion, Diaminobencidine, Rat.
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Introduccion

El cerebelo constituye uno de los mejores ejemplos de ordenamiento de las conexiones neuronales en el
sistema nervioso. Recibe sefiales de diversas estructuras sensoriales de los misculos, la piel y las articulaciones,
de la corteza visual y auditiva, etc. (Gould, 1979; Anshavsky y col., 1983).

Toda la informacién la manejan agrupamientos celulares compuestos por un pequefio nimero de tipos
celulares: células granulosas, células en cesta, células estrelladasy células de Golgi, y, todas ellas, actuando sobre
las células de Purkinje.

La citologia cerebelosa se viene estudiando desde hace casi un siglo, recibiendo un nuevo impulso en las
ultimas décadas con el desarrollo de las técnicas de trazado de transporte axonal retrégrado.

El marcador fluorescente propidium iodide (PI) ha sido usado, como trazador retrégrado, para el estudio de
vias en el sistema nervioso durante los tltimos afios (Kuypers y col., 1979; Fallon, 1981; Kohler y col., 1982; Woolf
ycol.,1983; Holtman y col., 1984; Pireau y col.,1984). Utilizando la técnica de la fotoconversién, una célulamarcada
con un trazador fluorescente puede ser convertida en un producto estable mediante la diaminobenzidina, si es
expuesta a una irradiacion intensa de luz con el microscopio fluorescente (Bentivoglio y Sen-Su, 1990). Sin
embargo, desde que Maranto (1982) llevé a cabo la fotoconversién del marcador fluorescente Lucifer Yellow (LY),
reaccionando con la diaminobenzidina (DAB), hasta la fecha actual, no se han llevado a cabo muchos trabajos
utilizando este u otros trazadores fluorescentes, por lo que nuestro propdsito ha sido realizar un estudio de las
células cerebelosas, que habiéndose marcado con PI, mediante el transporte axonal retrégrado, posteriormente
pueden fotoconvertirse por la exposicion a una luz fluorescente con la DAB.

Material y Métodos

Se utilizaron ratas albinas, cepa Wistar, de pesos comprendidos entre 230 y 280 g, que fueron anestesiadas
mediante inhalacién con eter y colocadas en el aparato estereotdsico para la inyeccién del trazador propidium
iodide (Sigma Chemical Co. 0.5%, 15pl) en ventriculo lateral, segin las coordenadas estereotdxicas del atlas de
Paxinos y Watson (1986) a nivel de bregma. Tras un periodo de supervivencia del animal de 3 horas, todos los
animales fueron perfundidos, bajo anestesia profunda con pentobarbital sédico, con 4% de paraformaldehido en
tampon fosfato.

Una vez extraido el cerebelo del animal, se postfijé con 30% de sacarosa en PBS durante 12 horas.

El corte del cerebelo se llevé a cabo con un microtomo de congelacién (Reichert Jung Mod. 1206). Se
practicaron secciones frontales y sagitales, de 40 um de grosor, que fueron montadas sobre portas con gelatina y
secados al aire.

Para la diferenciacién de las distintas capas de la corteza cerebelosa, se utiliz6 la tincién de Nissl.

Con el fin de comparar el niimero de células fotoconvertidas se realizd, previamente a la fotoconversion, una
micrografia de la zona que iba a ser expuesta a la excitacion, para poder valorar, de esta forma, el mismo é4rea de
reaccion.

La fotoconversion de las células marcadas con PI se llevé a cabo segiin el protocolo de Sandal y Masland
(1988) , colocando el porta bajo la luz del microscopio con una gota de DAB (1.5 mg DAB/ml TRIS buffer 0.1
M, pH 8.2) y filtrado antes de su utilizacion.

El area fue expuesta a la iluminacién fluorescente con un microscopio Leitz Ploempack 100 W de fuente de
luz de mercurio

Se utiliz6 el objetivo de 16x Leitz Fluotar y el filtro N2 (550 nm de excitacién) para la fotoconversion de
propidium iodide

Durante la exposicidn, la solucién de DAB fue renovada cada 15 minutos y reemplazada por una gota de
solucion fria. Este procedimiento se llevé a cabo durante 80 minutos de exposicion.
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Resultados

La administracién de PI provocé en el animal una ataxia caracterizada por irregularidades de coordinacién de
los movimientos musculares sin debilidad o espasmos de estos, aunque si con un espasmo clénico de los misculos
del globo ocular y movimientos involuntarios de los ojos en distintos sentidos, lo que se traduce en un nistagmus.

En las secciones en las que se practicé la coloracién de Nissl, observamos en las células granulos que se tifien
con los colorantes basicos, diferencidndose claramente tres capas o estratos (figs. 1y 2) .

La observacién al microscopio fluorescente, de las secciones seriadas del cerebelo de la rata, tanto frontales
como sagitales, nos revel6 el marcaje especifico de las células de Purkinje con PI, quedando el resto de las células
que componen los distintos estratos de la corteza cerebelosa libre de marcaje, apareciendo tinicamente una hilera
de células de color rojo intenso entre la capa granular y la molecular (fig. 3).

Ademads, a grandes aumentos, se aprecio, en algunas de estas células, la presencia de una pequefia prolongacién
dirigida hacia la capa granular (fig. 4), de color rojo, débilmente marcada, partiendo del soma de la célula
correspondiente al inicio del axén de la célula de Purkinje.

Tras la exposicion de una parte de las seccién a una fuente de luz fluorescente de 550 nm de excitacién, con
una gota de DAB sobre la zona, el color rojo fluorescente de algunas de las células fue gradualmente remplazado
por granulos oscuros rellenando el citoplasma de la célula como producto de reaccion de la DAB (fig. 5),
apareciendo una pequefia banda de células fotoconvertidas, entre la capa molecular y la capa granulosa, quedando
las células mas centrales al haz de luz con mayor marcaje que las células laterales que recibieron menor cantidad
de luz (fig. 5).

Al igual que se observd, con la luz fluorescente, el inicio del axén de las células de Purkinje, pudo ser
visualizado en las células fotoconvertidas (fig. 6).

Sin embargo, al comparar las células marcadas con PI con las células fotoconvertidas (Figs. 3 y 6), se observé
que algunas de las células, que se observaron al principio, mediante la luz fluorescente, al ser fotoconvertidas, o
bien desaparecian, o bien se visualizaban muy débilmente marcadas (figs. 3 y 6).

Discusion

El cerebelo estd relacionado conlaregulacion del movimiento. Aunque se conoce sufuncion global y el esquema
de la organizacion, todavia carecemos de informacion suficiente sobre los diferentes tipos de andlisis que lleva a
cabo la corteza cerebelosa y su modo de actuacion.

Se piensa, que la clave para la funcién cerebelosa es el control inhibitorio ejercido por las células de Purkinje
sobre el nivel de excitabilidad de los nicleos cerebelosos profundos y su eferencia (Gould, 1979; Arshavsky y col., 1983).

Las interaciones de la corteza cerebelosa con los niicleos profundos son esenciales para la coordinacion de las
actividades motoras, siendo las células de Purkinje, a través de sus axones, la tinica salida para la informacion
procesada de la corteza cerebelosa (Noback y Demarest, 1986).

Las lesiones o afectaciones de las fibras aferentes o eferentes producen signos referidos a alteraciones del
movimiento; asi el cerebelo actia como un servomecanismo en un sistema de retroaccion negativa que funciona
para prevenir oscilaciones durante el movimiento, conservando la estabilidad del mismo.

Los desordenes en los movimientos del animal observados por nosotros, tras la administracion de PI, ha sido
corroborado por otros autores (Borges y col., 1985; Cheng y Sen, 1989); este resultado podria deberse a que PI
actde sobre las células de Purkinje, posiblemente inhibiéndolas, resultando asi las anormalidades en los
movimientos del animal.

Chen y Sen-Su (1989), sefialan que el soma y las dendritas marcadas de las células de Purkinje varian segin
el tiempo de supervivencia del animal; periodos cortos de supervivencia (6 horas), PI es mas prominente en
dendritas, mientras que con tiempos de supervivencia largos, el soma celular estd mas fuertemente marcado, asi
como las dendritas.
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

J.A. JUANES y COLS.

Panordmica de los estratos o capas de la corteza cerebelosa de la rata. Tincién de Nissl. Mol: capa molecular;
P: capa de las células de Purkinje; G: estrato granular; Med: capa medular.

Aumentos: 100 x

Vision a mayores aumentos de las capas granular (G), con aspecto de nicleos crométicos densamente agrupados,
con espacios claros intercelulares; células de Purkinje (P), dispuestas en una sola ldmina de grandes células con
forma redondeada, de distribucién relativamente uniforme a lo largo del margen superior de la capa granulosa;
y capa molecular (Mol), con células escasas y poco tefiidas. Tincién de Nissl.

Aumentos: 200 x



FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.
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Vision de las células de Purkinje del cerebelo bajo la luz fluorescente marcadas con propidium iodide de color
rojo intenso, visualizadas con el filtro N2 de un microscopio fluorescente con 550 nm de excitacion.
Aumentos: 200x

Con luz fluorescente, a mayores aumentos, se observan las células de Purkinje con axones débilmente marcados
(flechas) con propidium iodide, dirigiéndose hacia la capa granular.

Aumentos: 350x

Fotoconversion de las células de Purkinje como producto de la reaccién a la DAB. Nétese la mayor intensidad
de reaccién a nivel de la zona central, quedando mas débilmente marcadas las células laterales a la luz excitable.
Aumentos: 80x

Células de Purkinje fotoconvertidas, cuyo citoplasma aparece ocupado por granulos de color marrén oscuro, as{
como el inicio del axén (cabeza de flecha).

Aumentos: 200x
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En nuestro estudio, con un periodo de supervivencia del animal de 3 horas, observamos el soma fuertemente
marcado, asi como el inicio de algunos axones; no obstante, la cantidad y el porcentaje de PI administrado por
nosotros, difiere del utilizado por estos autores.

El nimero de células fotoconvertidas después de la exposicion a la luz fluorescente con DAB, fue
ligeramente menor en relacion con la visualizacién previa a la fotoconversién, dato que, como ya indicaron
Bentivoglio y Sen-Su (1990) pudiera ser debido a que los primeros minutos de exposicién a la luz sean
probablemente criticos para la iniciacién de la fotoconversidn.

El sustrato fisico-quimico de la reaccién que se produce por la exposicién de un fluorocromo ylaDAB a
una fuente de luz ultravioleta es todavia desconocido, aunque se sugiere que es debido a la oxidacién de la
diaminobenzidina (DAB) por moléculas fotoestimuladas (Sandell y Masland, 1988). La molécula fotoexcitada
reacciona para formar oxigeno oradicales hidroxil, los cuales oxidan laDAB; la reaccién no ocurre cuando el tejido
habia sido cubierto con el cubreobjetos, evitando, de esta forma, que el oxigeno alcance el tejido durante la
reaccion.

Lafotoconversion tiene ventajas sustanciales sobre la visualizacién exclusiva con el marcador fluorescente,
debido a que es mds permanente en el tiempo, el tejido puede ser deshidratado, presenta una mejora en la
visualizacion 6ptica de la célula fotoconvertida, al mostrar un mejor contraste que con la luz fluorescente; ademas,
el tejido puede ser utilizado para su estudio a microscopia electrénica.

Sin embargo, como limitacion de este método, sefialaremos el pequefio campo que puede ser reaccionado
mediante la DAB por parte de la fuente de luz; en nuestro estudio, utilizando un microscopio con una fuente de
luz de mercurio de 100W y un filtro de 16x, conseguimos un campo de irradiacién ligeramente superior al
milimetro de didmetro, campo que creemos suficiente para valorar la morfologia de las células de Purkinje
analizadas; sinembargo, para estudiar grandes dreas de tejido, estos campos resultan insuficientes y se necesitarian
grandes equipos, superiores a un simple microscopio fluorescente.
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BILATERAL ACCESORY RENAL AND ECTOPIC SPERMATIC ARTERIES
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RESUMEN

Se describe un caso de un varén de 70 aflos que presenta una duplicacién bilateral de arterias renales y un origen ectépico,
también bilateral, de arterias espermadticas.

Las arterias renales accesorias estdn situadas inmediatamente por debajo de las renales principales y son el punto de
origen de las arterias espermadticas en ambos lados.

Se trata de una variacién anatémica muy poco frecuente que discutimos con los autores consultados, destacdndose
asimismo, la importancia que puede suponer desde un punto de vista clinico y quirirgico.

PALABRAS CLAVE: Arterias espermadticas ectdpicas. Duplicacién arterias renales. Arterias renales accesorias. Arterias
espermadticas ectopicas bilaterales.

SUMMARY

A case is described of a 70 year-old male who shows a bilateral duplication of the renal arteries and an ectopic origin,
also bilateral, of the spermatic arteries.

The accesory renal arteries are situated immediately under the main ones and they are the starting point of the spermatic
arteries in both sides.

It is a very unusual anatomic variation we discussed with the authors we consulted about this case; the importance that
it might involve from a clinical and surgical point of view, was also emphasized.

KEY WORDS: Ectopic spermatic arteries. Renal arteries duplication. Accesory renal arteries. Bilateral ectopic spermatic
arteries

Introduccion

El aparato urinario comienza su desarrollo a lo largo de la 32 semana de vida intrauterina, involucionando las
formas mas primitivas conforme se va configurando el rifién definitivo en la 5% semana (25). Su situacién es pélvica
inicialmente, aunque se produce un ascenso renal por el crecimiento lumbo-sacro y la disminucién de la curvatura
corporal, quedando el rifién en su posicién lumbar definitiva (18).
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Las arterias renales tienen su origen normalmente en la aorta abdominal, siendo la izquierda mas corta y unos
mm mads alta que la derecha (29). Ambas se amoldan a los cuerpos vertebrales y cruzan por delante del psoas antes
de penetrar en el rifién. Su calibre es variable, entre 5y 7 mm (21, 34).

Elnivel en el que se originan las arterias renales tinicas suele ser bastante constante y se establece sobre el disco
intervertebral L1-L2 (5). Sin embargo, habrd de tenerse en cuenta que las arterias renales principales pueden
también desprenderse de forma ectépica o como vasos aberrantes (11, 13, 16). Asimismo habrd de recordarse la
presencia del amplio circulo arterial perirrenal (9).

Las variaciones anatémicas en la vascularizacion renal son frecuentes, aunque esta frecuencia difiera entre los
autores consultados. Por medio de disecciones, Gosling y Testut 20%; Merklin y Williams 30%. Por métodos
angiograficos, Edsman 21%, Olson 23,8% y Meschan 25%. Pansky por el contrario, afirma que solo el 3% de la
poblacién presenta variaciones en el nimero y en la posicién de las arterias renales en los casos estudiados.

En cuanto a su origen, la mayor frecuencia la presentan las arterias renales accesorias que se desprenden
directamente de la aorta, aunque ese origen puede ser sensiblemente distinto (3, 7, 15) y estar relacionado con
riflones isquémicos y/o hipertensos.

El aparato genital, por lo que hace referencia a las génadas, se configura morfolégicamente como femenino
omasculino, en la 7% semana del desarrollo en forma de crestas gonadales en el epitelio celémico lumbar. A finales
del segundo mes, la aparicion del gubernaculum testis tiene una importancia decisiva en el descenso testicular, que
no se produce de forma activa sino como consecuencia del rapido crecimiento corporal y de la falta de elongacion
del gubernaculum. Sin embargo, la vascularizacién se mantiene desde la aorta y los vasos espermdticos descienden
hasta la region inguino-escrotal (18).

Las arterias espermaticas se originan-de la aorta abdominal a nivel de la vertebra L2, entre las renales y la
mesentérica inferior. A lo largo de surecorrido, tienen primero un segmento lumbar completamente retroperitoneal;
un segundo tramo iliaco o pelvi-subperitoneal en el que la arteria se ve envuelta en la fascia iliaca junto al nervio
genitocrural; un segmento inguinal que comprende todo el trayecto del conducto inguinal y en el que se integra
al cordén espermatico; por dltimo, un segmento funicular en el que la arteria se pone en contacto con el epididimo
y el testiculo (31, 34).

Al igual que ocurre con la vascularizacién renal, las arterias espermdticas presentan variaciones anatémicas
en cuanto a su origen, nimero, trayecto y situacion tipografica.

En este sentido, Lippert afirma que el 83% de las arterias espermaticas se originan directamente de la aorta.
Pueden presentar variaciones en relacion a la configuracién del pediculo renal (23, 30); ser dobles en uno o ambos
lados (17); saltar por encima de la vena renal izquierda (22) o tener un recorrido aberrante (27) entre otros.

Material y métodos

Se han disecado 30 caddveres humanos en el Departamento de Ciencias Morfolégicas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valencia en el periodo 1990-91 y 1991-92. De los cuales 23 eran varones y 7
mujeres, las edades estaban comprendidas entre los 52 y los 85 afios.

Estudiamos retroperitoneo haciendo especial hincapié en las estructuras vasculares, identificando e
individualizando el pediculo renal y los vasos genitales.

Hemos medido mediante calibrador los vasos de nuestra zona de interés y se han fotografiado las preparacio-
nes.
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Resultados

Hemos puesto de manifiesto en un varén de raza blanca, de complexion fuerte, 70 afios de edad, 1,65 m de
estatura y 65 kg de peso, una duplicacion bilateral de arterias renales y un origen ectdpico bilateral de arterias
espermdticas que se originan de la mas inferior de estas arterias renales (figs.1, 2 y 3). Ambos rifiones no han
presentado patologia morfolégicamente evidenciable y su estructura y posicién han sido totalmente normales.

En ellado derecho, hay una arteria renal principal de 5 mm de calibre y una accesoria, por debajo de la anterior,
que se desprende de la aorta a 2,5 mm de distancia y que sigue un trayecto bastante paralelo hasta que sufre una
inflexién brusca y se dirige hacia el polo inferior del rifion. El calibre de esta arteria renal accesoria es de 3,5 mm
practicamente en todo su recorrido.

La arteria renal principal esta situada por encima de la vena y se ramifica al llegar al polo interno del rifién
dando 4 ramas. Ninguna de ellas tiene relacion directa con la pelvis renal.

La arteria renal accesoria, después de un recorrido paralelo a la renal principal y por encima de la vena, cruza
por delante de esta y penetra en el rifion a nivel de su polo inferior e inmediatamente por delante y en contacto con
la pelvis renal. Se ramifica en dos terminales extrarrenales, ambas prepiélicas.

La arteria espermatica derecha, se origina de la renal accesoria a 46 mm del seno renal y es primero retrocava,
salta por delante de la vena renal derecha y se sitda laterocava en la mayor parte de su recorrido lumbar. El calibre,
siempre externo, de este vaso ha sido de 1,2 mm en la mayor parte de su trayecto.

Es de sefialar la impronta que ocasiona justo en el angulo renocavo superior, en el que se aplica directamente,
para relacionarse intimamente después con la cara derecha de la vena cava inferior.

Observamos asimismo, como la desembocadura de la vena espermatica, tiene lugar en la vena cava pero en
inmediata proximidad al 4ngulo renocavo inferior.

En el lado izquierdo la disposicién vascular es semejante, con una arteria renal principal, de 4 mm de calibre
y una accesoria, de 3 mm que se originan de la aorta a un nivel superior que las del lado derecho. Como ocurre con
su homénima, la arteria accesoria izquierda presenta también una inflexién brusca antes de penetrar en el rifién.

La arteria renal principal penetra en el rifién tras un trayecto ligeramente oblicuo situdndose por arriba y por
delante de la pelvis renal. Hemos identificado, al igual que en el lado derecho, cuatro ramas extrarrenales.

La renal accesoria, se origina en la aorta a 10 mm por debajo de la anterior, sigue un trayecto oblicuo
descendente mas acusado que la principal y sufre una inflexién brusca, cambiando su direccién y pasando por
delante de la vena renal y pelvis antes de su entrada al rifiién. En este caso, no hemos apreciado ramificacién
extrarrenal alguna.

La arteria espermatica izquierda presenta un calibre bastante uniforme de 0,8 mm origindndose también de la
renal accesoria a 24 mm del seno renal y justo en el punto de inflexién del vaso.

La vena espermdtica izquierda no presenta ninguna variacién morfolégica significativa, acompafia a la arteria
y desemboca en la vena renal por dentro del codo arterial anteriormente descrito.

Cabe destacar que el rifién izquierdo recibe una menor vascularizacion directa de la aorta que el del lado
derecho, que no se ha apreciado ningtin otro vaso en ambos hilios aparte de los descritos, que ambos rifiones no
presentaban variaciones significativas de tamafio y que no eran asiento de patologia alguna, dato que se confirmo
tras la correspondiente anatomia patoldgica.

El didmetro que ha presentado la aorta a nivel del origen de las arterias renales ha sido de 39 mm y han sido
evidentes numerosas placas de ateroma calcificadas en la zona, aunque ninguna de ellas comprometia aparente-
mente el aporte hematico.

Consideraciones y discusion

Los casos de duplicacién bilateral de arterias renales hallados por nosotros (2) estan por debajo de los descritos
por otros autores consultados en la bibliografia. En este sentido, Lippert refiere un 22% de arterias renales dobles
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FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

Esquema vascular renal y espermdtico. CI: Vena cava inferior. AO: Aorta. TC: Tronco celiaco. MS: Arteria
mesentérica superior. RD: Rifién derecho. RI: Rifién izquierdo. VD: Venarenal derecha. VI: Venarenal izquierda.
RP: Arteria renal principal. RA: Arteria renal accesoria. U: Uréter

Preparacion anatémica lado derecho. CI: Cava inferior. RA: Arteria renal accesoria. PS: Miisculo psoas. UR:
Uréter. VE: Vena espermdtica. = Arteria espermatica.

Vasos renales y espermiticos derechos. Preparacién anatémica tras la seccién de la vena cava inferior. CI: Cava
inferior. RP: Arteriarenal principal. RA: Arteriarenal accesoria. VR: Venarenal. PS: Miisculo psoas. UR: Uréter.
= Arteria espermatica
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unilaterales, siendo el 10% de ese total de las caracteristicas descritas en nuestro trabajo. Por el contrario, los datos
aportados por Fourman estdn en la linea de nuestros resultados.

Abrams afirma que uno de cada 15 rifiones presenta duplicacion de arterias renales y que se da con igual
frecuencia en ambos lados aunque no de forma simultdnea. Este dato es de gran interés para nosotros porque refleja
resultados de exploraciones angiograficas que buscaban directa o indirectamente patologia renal.

No podemos encuadrar las arterias renales accesorias descritas por nosotros como arterias renales aberrantes,
que serfan arterias esplacnicas laterales persistentes ramas de la aorta (32). En nuestro caso, que coincide con las
descripciones de Sykes, las arterias renales accesorias se sitdan por debajo de las renales principales en contra de
las observaciones de Wilms y Doppman que las topografian, en la mayor parte de los casos, un maximo de una
vertebra por encima del origen de la arteria renal principal.

Por lo que hace referencia a las variaciones anatémicas de la arteria espermdtica, Bergman describe un 15%
que tiene su origen en la arteria renal, rama de la renal o renal supernumeraria, aunque no precisa si este porcentaje
es mayoritariamente unilateral o bilateral.

Lippert presenta unos resultados del 4% de arterias espermdticas desprendiéndose de las renales, mientras que
para Harrison, el hallazgo de arterias espermaticas de origen y distribucién anémalos resulta muy poco frecuente.

En un caso, hemos encontrado en la literatura la descripcion de una arteria espermadtica derecha que se
desprendia de larenal y cuyo trayecto seguia por detrds de la vena cava inferior (26). Asimismo, pueden darse de
forma rara conexiones y anastomosis entre el sistema arterial renal y el espermdtico (6).

Hay que destacar que aunque la patologia renal que se observa en los caddveres estudiados es frecuente y
diversa, ello no ha significado una variacién del arbol arterial, ya que el caso que describimos ha aparecido,
precisamente, en un especimen con ambos rifiones normales, coincidiendo con los trabajos de Harrison en el mismo
sentido que los nuestros.

Hemos que considerar finalmente, la gran importancia que la variacién anatémica descrita puede tener desde
un punto de vista clinico y quirtrgico.

La actuacién quirdrgica sobre el pediculo renal es hoy en dia muy frecuente, entre otras cosas porque el
trasplante renal se ha convertido en un mds que aceptable tratamiento para la insuficiencia renal crénica terminal;
y habrd de tenerse presente esta variacion en el mismo momento quirtirgico para proceder a una detallada
identificacion y diseccion de la zona.

Por otra parte, podria tener su interés haber podido comprobar la existencia de hipertension renal y de que
forma incidfa sobre la morfofisiologia testicular y espermdtica. El examen que hicimos en ambos testiculos, no
mostraba signo microscépico alguno que reflejase trastornos de vascularizacion arterial.
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RESUMEN

Hemos realizado un estudio de Histologia Comparada sobre la estructura del tejido conjuntivo de la gldndula mamaria
de hembras de cuatro especies animales: cerdo y jabali, cabra, oveja y perro. Para el presente trabajo hemos seleccionado
glandulas en reposo funcional y hemos utilizado técnicas de tincién con las que pudiéramos obtener imdgenes selectivas del
tejido coldgeno, eldstico y de reticulina, asf como de las células propias del tejido conjuntivo. Los resultados obtenidos de
nuestro estudio histocomparado, muestran nulas diferencias en la disposicién del parénquima en las distintas especies
estudiadas, sin embargo, estas aparecen al estudiar la estructura del estroma.

PALABRAS CLAVE: Glindula mamaria. Histolog{a comparada. Mamiferos.

SUMMARY:

We performed a study of Comparative Histology about the structure of the conective tissue of the mammary gland in
females of four animal species: pig and wild board, goat, sheep and dog. We selected some glands in functional rest and used
colouring techniques in order to obtain selective images of the colagen, elastic and reticuline tissue, as well as the cells of the
connective tissue itself. The results obtained in our histocomparative study show no differences in the disposition of the
parenchima in the species studied. Nevertheless, some differences appear when studying the structure of the stroma.

KEY WORDS: Mammary gland. Comparative histology. Mammals.

Introduccion

Aunque la composicion de la secrecion lactea varia en los distintos animales, la estructura histolégica de la
glandula mamaria, mantiene un modelo fundamental en todos ellos, sobre todo en el parénquima, donde los
cambios histolgicos y ultraestructurales son minimos (De Brux, 1979). Las variaciones mas significativas se
aprecian en algunos animales de ciclo corto, como larata y el ratén, (Myers, 1919; Sutter; 1921; Maeder, 1922),
en los que la fase luteinica es muy corta y donde la estructura con la gldndula en reposo sélo muestra una
proliferacion de los sistemas canaliculares (Nasarre, 1986). Por el contrario en animales con largos periodos
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lutefnicos, como la perra (Sinowatx, 1980), el érgano desarrolla una notable estructura lobuloacinosa, tomando
incluso la apariencia de embarazo (Botella, 1976; Nasarre, 1986). Sin embargo, establecido el proceso secretor la
estructura del parénquima, apenas se diferencia en ambos grupos de animales. Fuera de estas peculiaridades del
parénquima inherentes al modelo hormonal o reproductor del ciclo, las diferencias entre las especies se reducen
a la mayor o menor riqueza de células mioepiteliales (Richardson, 1949; Griinfeld, 1964; Radnor, 1972 y
Korsmeier, 1976); y a disposiciones muy precisas como las del laberinto basal extracelular, caracteristico de la
cerda (Adamiker y Glawisching, 1967).

No ocurre lo mismo en el estroma donde las variaciones pueden considerarse como carateristicas, por su parte,
el conjuntivo intralobulillar tiene menos fibras coldgenas de aspecto mds regular y mds laxo que los tabiques
lobulillares, con lo que permite a aquel, una mejor distensién cuando las porciones epiteliales se hipertrofian
(Dieckmann, 1925; Moszkowicz, 1926; Cheatle, 1931; Geshickter, 1943; Ihnen y Pérez Tamayo, 1953). Por otra
parte como sefiala Cowie (1974), el epitelio glandular en reposo, estd separado del estroma vascularizado vecino
por una fina zona de fibroblastos, desprovista de vasos.

El tejido conjuntivo periductal difiere~del ordinario de sostén, interlobular e intersegmental en muchos
aspectos. Asi, rodeando al conducto, se observa un manguito de estroma, mas laxo, algo mas celular y mds vascular
que el conjuntivo ordinario. En el lobulillo, las fibras de coldgeno son aun mas laxas y de aspecto regular,
facilmente distinguible del conjuntivo periductal (Ozzello, 1970).

En general, los conductos estan revestidos por tejido eldstico, en tanto que el conjuntivo intralobulillar carece
en general de este. As{ 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).

En cuanto a las membranas basales, compuestas de reticulina, aparecen bajo todas las células epiteliales de
de la gldndula con un grosor bastante constante de 400-800 A.

Material y Métodos

El material de estudio, comprende 34 piezas, de glindula mamaria en reposo funcional, procedentes de
hembras de las siguientes especies animales: cerdo (12), jabali (1), cabra (4), oveja (14) y perro (3). Recogido el
material, este fue lavado con suero fisiolégico y troceado en fragmentos de un cm.? Los fragmentos se fijaron en
formol al 10 %. Posteriormente, fueron incluidos en parafina sintética de la casa Merck. Los bloques se cortaron
aun grosor de 7 . Para este trabajo hemos utilizado las tinciones de Van Gieson y Martins para la visualizacién
general del corte y como técnicas especificas se usaron la Orceina para el tejido eléstico 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
ultimo caso mediante inmersion en aceite de cedro.

Resultados

Gldndulamamaria de cerdo. Conlos tricrémicos de Van Gieson y de Martins, vemos unos lobulillos alargados
y pequefios. En nuestras series se encuentran pocas agrupaciones parenquimatosas de caracter alveolar, predomi-
nando los conductos galact6foros rodeados de conjuntivo intralobulillar, con luces abiertas y con restos de
secrecion. Se observan células mioepiteliales. Se puede ver una gran cantidad de adipocitos, que comprimen los
tabiques interlobulillares, haciéndolos més delgados. El coldgeno aparece, rizado y aplastado por los abundantes
adipocitos. Alrededor de los conductos, las fibras coldgenas, circulares, con fibroblastos y células redondeadas en
los tabiques. Con la orceina: se puede observar las fibras eldsticas que rodean a los conductos bién circular o
paralelamente a ellos. También se ve en el espesor de los tabiques fibras gruesas, onduladas y lisas en su‘parte mas



ESTUDIO HISTOCOMPARADO DEL TEJIDO CONJUNTIVO 215

profunda. Las vemos formando parte de la intima y la adventicia de los vasos e incluso algo infiltradas en la tinica
media. Las membranas basales carecen de este tipo de fibras. Con el método de Gomori: vemos fibras de reticulina
que se encuentran sobre todo en las membranas basales, tanto parenquimatosas como separando un adipocito de
otro. Los tabiques interlobulillares, presentan una coloracién difusa, marrén transparente, con alguna fibra de
reticulina.

Gldndula mamaria de jabali. Con los tricrémicos de van Gieson y de Martins, vemos lobulillos pequefios,
irregulares y separados entre si por abundante tejido adiposo. El niimero de alvéolos visibles por lobulillo es
aproximadamente de 20. Estos alvéolos o carecen de luz o ésta es muy pequefia, mostrando en algin caso algo de
secrecion. Los conductos galactéforos aparecen algo més distendidos, con células mioepiteliales periféricas. La
citologia de ambas filas no difiere de la descrita para los alvéolos. El estroma intralobulillar, demuestra fibras
coldgenas, laxas, de apariencia mucoide que rodean a los alvéolos, separdndolos entre si. Por su parte, el tejido
interlobulillar, muestra tabiques de colageno, de grosor variable, separando con nitidez un lobulillo de otro o a estos
de los abundantes conglomerados de adipocitos. La abundancia de adipocitos, ocupando numerosos campos
microscopicos, es una caracteristica de estas series animales. Encontramos asi mismo abundantes células del tejido
conjuntivo en los tabiques interlobulillares. Con la orceina, se observan abundantes fibras eldsticas gruesas y
circulares, rodeando a los conductos galactéforos. En los tabiques interlobulillares existe tejido eldstico, ondulado,
con fibras delgadas, mezcladas con las fibras de coldgeno del tabique. En las arterias de la glandula se puede ver
tejido elastico formando parte de la intima y de la adventicia. Con el gomori, vemos fibras de reticulina muy nitidas,
delgadas y lisas formando las membranas basales que rodean a los conductos y a los alvéolos. Los tabiques
adquieren una coloracién marrén-grisacea difusa, con imigenes que parecen superponerse a las obtenidas con el
coldgeno con las técnicas tricromicas.

Gldndulamamariade cabra: Conlos tricromicos de van Gieson y de Martins, vemos los lobulillos poligonales,
de tamafio variable y en general grandes. El nimero de alvéolos porlobulillo es muy elevado, contdndose en nuestra
serie mas de 70. La luz alveolar se encuentra abierta, observandose secrecion en algunos casos. Los conductos
galactdforos, algo aplanados aparecen rodeados de tejido conjuntivo, con luces abiertas. Sus células mantienen la
morfologia de las células alveolares. El conjuntivo intralobulillar, con abundante coldgeno formando circulos y
rodeando y separando a los grupos alveolares. Se observa una infiltracién linfocitaria muy caracteristica. El
conjuntivo interlobulillar esta constituido por fibras de coldgeno, rizadas, formando tabiques gruesos, mas anchos
en launién de dos lobulillos, sobre todo en la confluencia de arteria, vena y conductos. Con la orceina, observamos
tejido eldstico muy abundante rodeando a los conductos galactéforos y ausencia de estas fibras en el tejido
conjuntivo intralobulillar. En los tabiques interlobulillares, encontramos fibras eldsticas, gruesas y muy abundantes,
de aspecto rizado, totalmente mezcladas con las fibras coldgenas. En los vasos, podemos obsevar fibras elasticas
formando parte de la intima y de la adventicia. Con el gomori, vemos las fibras de reticulina de las membranas
basales, rodeando al 4cino, ligeramente onduladas. También en las membranas de los conductos galactéforos. En
estos animales, igualmente se ven fibras de reticulina en los tabiques interlobulillares en mayor proporcién que
en otros animales estudiados.

Gldndula mamaria de oveja. Con los tricrémicos de van Gieson y de Martins, la morfologia de los lobulillos
es ovalada y su tamafio mediano, subdivididos por tabiques delgados de coldgeno. El nimero de alvéolos por
lobulillo es muy variable. Los alvéolos muestran células cibicas, de coloracién clara y oscura y con niicleos en
posiciones diferentes. Las luces aparecen cerradas o abiertas y con restos de secrecion. Las células mioepiteliales
periféricas, de aspecto irregular son muy evidentes. Los conductos galactéforos los encontramos con mayor
frecuencia en los extremos del lobulillo con luz. El conjuntivo intralobulillar, contiene fibras coldgenas, formando
circulos alrededor de los alvéolos. Se observa infiltracion leucocitaria. En el estroma interlobulillar, las fibras
coldgenas, en su parte media, son gruesas, lisas y paralelas al lobulillo. Mas periféricamente las fibras se tornan
rizadas. Hay infiltracién linfocitaria entre los tabiques del lobulillo. Con frecuencia se encuentran adipocitos al
lado de los tabiques interlobulillares, formando incluso parte importante de ellos. Con la orceina, vemos el tejido
eldstico, muy abundante alrededor de los conductos. La oveja es la inica especie animal estudiada en la que hemos
encontrado fibras elésticas intralobulillares, aunque en escasa cantidad. En el espesor de los tabiques, las fibras
eldsticas son mas gruesas y onduladas. Con el gomori, las fibras de reticulina, se comprueban alrededor de los
dcinos y conductos, formando las membranas basales. También se pueden ver separando a los adipocitos y
formando parte de los tabiques interlobulillares.
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Gldndula mamaria de perro. Con los tricrémicos de van Gieson y de Martins, aparecen lobulillos ovalados,
de tamafio mediano y con un nimero de alvéolos préximo a 50 por término medio, rodeados de coldgeno poco
rizado. Los lobulillos al igual que en la oveja se encuentran subdivididos por septos delgados de coldgeno. Se
observa luz alveolar con restos de secrecion. Los conductos son de tamafio grande, con luz amplia y secrecién en
su interior, observandose unos en el interior del lobulillo y otros en el tabique interlobulillar. Las células son
aplanadas. Presentan células mioepiteliales. El conjuntivo intralobulillar, muestra haces de coldgeno liso,
alrededor de los alvéolos. El coldgeno interlobulillar, de apariencia mas laxa que el anterior, muestra edema e
infiltracion celular. Con la orceina, las fibras eldsticas también se encuentran aqui rodeando a los conductos. No
se observan en las membranas basales, ni en el conjuntivo intralobulillar. En el estroma interlobulillar las fibras eldsticas
son delgadas y muy escasas. Al igual que en las restantes especies animales estudiadas, las arterias y venas glandulares
tienen fibras de esta naturaleza formando parte de la intima y de la adventicia. Con el gomori, las imdgenes apenas
muestran diferencias con las de otras series animales. La reticulina se concentra en las membranas basales que envuelven
a los alvéolos y conductos. También se pueden apreciar algunas fibras de reticulina entre el coldgeno de los tabiques.

Discusion

La histologia apenas establece diferencias al comparar las unidades galactoféricas de las distintas especies
animales, circunstancia ya sefialada por De Brux (1979). Las diferencias aparecen en los tramos excretores mas
notables y sobre todo en el estroma conjuntivo de la gldndula, con disposiciones, en muchos casos, que pueden
considerarse como caracteristicas.

En la cabra, el cuerpo glandular forma lobulaciones poligonales, de tamafio grande, separados por tabiques
interlobulillares de grosor medio, formado por conjuntivo denso que resalta especialmente del estroma intralobulillar.
En la oveja, los lobulillos son ovalados, lo mismo que en la perra, de tamafio mediano, con tabiques coldgenos,
de grosor mediano que frecuentemente subdividen al lobulillo en dos 0 mds porciones. En la perra, por otra parte,
los tabiques conjuntivos interlobulillares muestran una apariencia mdas laxa que en otros animales.

La gldndula de cerdo y de jabali se caracteriza por la escasez de parénquima secretor. En ambos casos hemos
observado que el tejido glandular parece sustituido por agrupaciones de adipocitos, separadas por tabiques
conjuntivos interlobulillares, con imdgenes histolégicas muy diferentes a las de otros animales estudiados.
Comparando las glandulas mamarias de ambos, no aparecen diferencias significativas fundamentales entre los
animales salvajes y domésticos. Las tinicas detectadas estriban en el nimero de adipocitos, mas abundantes en la
gldndula del cerdo que en la del jabali.

En ambos modelos histolégicos las membranas basales estdn muy bién diferenciadas, tanto alrededor de los
alvéolos como de los conductos de pequefio y mediano calibre. La peculiar morfologia glandular de cerdos y
jabalies, hace resaltar notoriamente a estas estructuras. Hemos de indicar que en los animales estudiados estas
membranas son lisas, sin presentar las ondulaciones caracteristicas de las gldndulas humanas.

La estructuracion conjuntiva de los tabiques glandulares, también muestra algunas peculiaridades. En la cabra
y enlaovejael conjuntivo de separacién muestra fibras conjuntivas, eldsticas y de reticulina. Estas tltimas parecen
mds abundantes en la cabra que en los restantes animales estudiados. Las fibras eldsticas, por su parte, son muy
escasas en la gldndula del perro, donde apenas se observan. En la cabra, por el contrario, son muy gruesas y rizadas.
Otra caracterfstica se observa en la gldndula de la oveja, dnico animal en el que hemos encontrado fibras eldsticas
intralobulillares, en escasa cantidad pero de manera constante. Resefiemos también la aparicién de infiltraciones
linfocitarias en la oveja y en la cabra, en esta (ltima tanto dentro como fuera de los lobulillos.

Las variaciones histoldgicas resefiadas creemos que puede estar relacionada con la duracién del ciclo estral.
En animales de ciclo corto, como la rata, estudiada por nuestro equipo, (Nasarre 1986) la fase luteinica apenas
existente durante el reposo de la glandula, condiciona la proliferacién de estructuras, reducida a escasos sistemas
canaliculares. En animales con largos periodos luteinicos, como la perra, la gldndula desarrolla notables
estructuras lobuloacinosas, tomando incluso la apariencia de una glédndula gestante, circunstancias ya sefialadas
por Sinowatz (1980) y Nasarre (1986). En estos casos de desarrollo glandular comprime el conjuntivo de los
tabiques interlobulares condicionando su grosor.
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FIGURA 1. Glandula mamaria de jabali. Van Gieson. Adipocitos interlobulillares, pequefios e irregulares. Coldgeno
intralobulillar, formando circulos alrededor de los alvéolos (400x).

FIGURA 2. Glandula mamaria de cabra. Van Gieson (400x). Tabiques interlobulillares consistentes. Fibras de coldgeno
intralobulillares delgadas (400x).

FIGURA 3. Glandula mamaria de oveja. Martins. Lobulillo subdividido por tabiques delgados de coldgeno (250x).

FIGURA 4.  Gldndula mamaria de oveja. Martins. Detalle del conjuntivo intralobulillar. Se ven células de infiltracién (1.000x).
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FIGURA 5.  Gldndula mamaria de perra. Orceina. Ausencia de tejido eldstico intralobulillar (250x).

FIGURA 6. Gldndula mamaria de perra. Martins. Tabicaciones de coldgeno intralobulillares (250x).

FIGURA 7.  Glandula mamaria de oveja. Orceina. Fibras eldsticas de tabiques conjuntivos a mayor aumento, abundantes y de
aspecto rizado (1.000x).

FIGURA 8.  Gl4ndula mamaria de cabra. Plata amoniacal de Gomori. Observamos un alvéolo con luz amplia, y su membrana
basal perfilada (1.000x).
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Establecido el proceso secretor la estructura del parénquima apenas se diferencia en todos los animales
estudiados. Los alvéolos aparecen dilatados, separados por delgados tabiques conjuntivos. Los tabiques interlobulares
aparecen més densos y casi siempre independientes del conjuntivo yuxtaalveolar. En animales especificamente criados
para la produccion lechera, como la cabra y la oveja, esta estructura histologica secretora se prolonga mas alld de lo
estrictamente necesario desde el punto de vista bioldgico, como ya han senalado Richardson (1949) y Weber (1982).

Fuera de estas caracteristicas, las diferencias mas significativas se encuentran en la estructura de la tetilla y
el ndmero de conductos galact6foros que confluyen sobre ella (Frandson, 1967; Brooker, 1984). Se trata, sin
embargo, de estructuras muy especificas de la medicina veterinaria y que no han sido estudiadas por nosotros.
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ACELERACI(’)I}J SECULAR DEL CRECIMIENTO. OBSERVACION EN POBLACION IN-
FANTIL ESPANOLA. HEMBRAS (II)

SECULAR TREND IN SPANISH CHILDREN. FEMALES (II)

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

Departamento de Ciencias Morfolégicas
Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza

RESUMEN

Se presenta una observacién de las tendencias seculares de crecimiento en la poblacion femenina de Aragén (Espafia)
durante los tltimos noventa afios. El estudio complementa a otro similar realizado en la poblacién masculina.

La muestra se compone de 3.985 nifias de 2 a 14 afios observadas transversalmente entre 1985 y 1988, y 108 nifias de
0 a 2 afios observadas longitudinalmente entre 1987 y 1990, todas ellas nacidas en Aragén. Se han evaluado peso, longitud/
talla, perfmetros cefdlico y tordcico, y longitud y anchura maximas de la cabeza.

Los resultados demuestran claramente la aceleracién secular positiva de crecimiento en las nifias, secuencialmente
similar a la de los varones, si bien con incrementos absolutos algo inferiores a los observados en nifios, incrementos que, como
en ellos, son maximos durante los primeros afios de la vida y el brote puberal, mds importantes en nifias de zonas
originariamente deprimidas y durante las tltimas décadas respecto a épocas previas. Tampoco en nifias se observan cambios
seculares en los pardmetros cefélicos observados.

PALABRAS CLAVE: Tendencia secular. Crecimiento infantil. Hembras.

SUMMARY

The authors present a seculard trend in human growth study in young females born in Aragén (Spain) with ages between
birth and 14 years old studied in the period 1985 to 1990. This study complements another one in males. Means for weigth,
heigth, head and torax perimeters, length and width of head are observed.

Results show clarely the positive seculard trend of growth in girls, similar to de males but with absolute increments less
than of theirs. We haven't see seculard changes in girls growth in the cephalics parameters we had watched.

KEY WORDS: Seculard trend. Infantile Growth. Females.

Introduccion

Es un hecho conocido que la talla humana ha experimentado un notable incremento a partir del siglo XIX. Este
aumento progresivo, fundamentalmente a expensas del alargamiento de las extremidades inferiores, junto a una
pubertad mas temprana son conocidos como tendencias seculares del crecimiento y han sido descritos para las mas
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diversas poblaciones del planeta (Camerén, 1980; Van Wieringen, 1979; Malina, 1981; Meredith, 1983 y Tojo,
1987). Este fendmeno secular del crecimiento se manifiesta en todas las clases sociales y aparece tanto en
poblacién urbana como rural, si bien a veces lo hace con diferente intensidad en cada colectivo humano, tal como
han demostrado en diversas poblaciones infantiles Roche (1979), Meredith (1983), Falkner (1985) y Tojo (1987)
entre otros. Se trata, pues, de un fenémeno de 4mbito mundial que ha sido definido por los antrop6élogos como una
aceleracién pandémica.

La aceleracion secular del crecimiento se inicia en épocas distintas para cada comunidad humana, aunque
debemos suponer que en ninguna comienza antes del siglo XIX si nos atenemos a la valoracion estatural de los
restos medievales, con promedios de talla similares a los descritos para la mitad del siglo pasado. Segiin algunos
autores, la aceleracién actual del crecimiento ha venido precedida de un retardo del mismo, e incluso de una
involucién de la estatura durante los siglos anteriores, atendiendo al hallazgo, durante el Paleolitico Medio, de
estaturas excepcionales de 181 cm en hombres y de 169 cm en mujeres.

Muchas teorias han intentado explicar las causas de esta aceleracién del crecimiento observada, pero ninguna
aporta una explicacién totalmente satisfactoria. El fendmeno que més a menudo le precede, y se le asocia, con una
relacion causa efecto, es la mejora de la calidad de vida cuando se parte de una situacién deficitaria previa. Los
ambientes de pobreza, guerra, hambre y soledad determinan estacionamientos y atin retrocesos del fenémeno de
aceleracion del crecimiento.

Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto, podemos considerar que el crecimiento de la poblacién
infantil de un determinado grupo humano, y las caracteristicas del mismo, vienen a ser expresion del grado de
bienestar de ese colectivo, y de las variaciones del mismo en el tiempo.

El interés del estudio que presentamos, que es coplementario de otro similar realizado en varones, estriba en
la observacion de dichas tendencias seculares en poblacion infantil femenina, y en establecer las similitudes o
diferencias, si las hubiera, entre ambos sexos.

Material y Métodos

Los datos de antropometria infantil utilizados correspondientes a 1987-1990 proceden del Departamento de
Ciencias Morfoldgicas de la Facultad de Medicina de Zaragoza recogidos en las tesis doctorales "Contribucién a
la cefalometria y somatometria infantil. Estudio transversal de la poblacién aragonesa" (1987), que comprende una
muestra de 3.785 nifias de 4 a 14 afios nacidas en Aragén, y "Pardmetros cefélicos y somadticos en los cuatro
primeros afios de la vida. Estudio transversal y longitudinal en poblacién aragonesa" (1990), realizado sobre una
muestra de 308 nifias desde el nacimiento hasta los cuatro afios, asimismo nacidas en Aragén. De ambos estudios
se han obtenido promedios por edad para peso corporal, longitud/talla, perimetros cefélico y tordcico y longitud
y anchura maximas de la cabeza.

Las comparaciones se han establecido con datos procedentes del banco de datos del Seminario Universitario
de Antropologia de la Universidad de Zaragoza para los afios 1940, 1963 y 1980, y con los de otros importantes
estudios de crecimiento en nifios espafioles y aragoneses, concretamente con los de Aranzadi (1903), Suérez y
Teixeira (1952), Garcia Almansa (1969) y Palacios (1970) respecto a las mismas variables.

De todos ellos se han obtenido los datos referentes a la muestra de nifias.

Resultados

En las tablas 1 a 7 se exponen los resultados del estudio comparativo de las distintas variables a cada edad,
segun las fuentes citadas al pie de las mismas. Se evaliian: peso en la tabla 1, longitud/talla en la tabla 2, longitud/
tallay pesoen latabla 3, perimetro toracico en la tabla4 y longitud y anchura maximas y cerco cefdlico en las tablas
5, 6 y 7 respectivamente.
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TABLA 1.

PESO HEMBRAS

1903 1940 1954 | 1963 1968 1970 1972 1980 | 1987 1990
(€D) (@3] 3 (@3] 3 () (C) @ (5) &)
EDAD
anos

0 3,07 3,17

1 9,34 9,76

2 12,10 12,37

3 14,22 14,41
4 17,85 15,69 18,95 16,03 16,30 18,95 | 17,78
18,50 18,71 21,59 17,90 18,11 21,54 | 20,19
6 20,17 | 21,04 | 22,95 | 23,04 18,23 22,82 | 22,51
7 21,23 | 2291 | 24,04 | 25,74 21,70 24,45 | 25,23
8 18,03 | 22,86 | 25,50 | 26,57 | 28,54 24,20 27,06 | 28,21
9 22,11 | 25,28 | 28,32 | 29,50 | 30,85 27,12 27,43 | 3091
10 24,779 | 27,80 | 30,50 | 32,48 | 35,32 29,80 36,46 | 34,06
11 2593 | 28,41 34,31 35,99 | 39,36 33,21 36,31 | 39,57
12 27,01 3473 | 39,02 | 4145 | 44,64 36,68 42,66 | 44,62
13 31,62 | 39,32 | 44,03 | 45,37 | 49,21 41,32 42,35 | 49,44
14 45,22 | 48,78 | 50,51 51,20 45,02 41,60 | 50,03

(1) Segtn Aranzadi (1903) "Antropometria". Edit. Soler. Barcelona

@
3)
“)

(&)

Segtn datos del Seminario Universitario de Antropologia. Universidad de Zaragoza

Garcia Almansa, A. (1969). "Patrones de crecimiento de los nifios espafioles”. Rev. Clin. Esp. 113/1 (45-48)
Palacios, J.M. (1970). "El crecimiento de los nifios espafioles hasta los 5 afios". Rev. Clin. Esp. 118/ (419-424). (1972)
"Datos de talla y peso de 128.000 nifios espafioles". Rev. San. Hig. Pub. 46 (1.107-1.124).

Nieto, J.L. (1978, 1990). Cdtedra de Anatomia. Facultad de Medicina de Zaragoza
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TABLA 2

LONGITUD / TALLA HEMBRAS (en mm)

1903 1940 1954 | 1963 1968 1970 1972 1980 | 1987 1990
1) 2) 3) @ 3) “) “4) ) ) &)
EDAD
aflos
0 492 493
1 724 747
2 856 872
3 942 961
4 1.015 | 1.017 1.071 1.008 1.001 1.060 | 1.069
5 1.040 | 1.095 1.137 | 1.079 1.067 1.123 | 1.131
6 1.129 | 1.152 |1.197 | 1.184 1.121 1.159 | 1.189
7 1.152 | 1.190 |1.227 | 1.241 1.170 1.210 | 1.242
8 1.080 1.196 | 1.246 |1.274 | 1.286 1.220 1.259 | 1.290
9 1.205 1.255 | 1.293 |1.314 | 1.328 1.275 1.298 | 1.348
10 1.258 1.305 | 1.335 |1.359 | 1.392 1.323 1.399 | 1.399
11 1.285 1.324 | 1.400 |1.422 |1.454 1.373 1.426 | 1.466
12 1.327 1.422 | 1.445 |.1.496 | 1.516 1.427 1.514 | 1.528
13 1.394 1.465 | 1.520 |1.535 | 1.599 1.468 1.531 | 1.583
14 1.536 | 1.541 |1.566 | 1.594 1.511 1.552 | 1.584

(1) Segin Aranzadi (1903) "Antropometria". Edit. Soler. Barcelona

(2) Segtn datos del Seminario Universitario de Antropologfa. Universidad de Zaragoza

(3) Garcfa Almansa, A. (1969). "Patrones de crecimiento de los nifios espafoles”. Rev. Clin. Esp. 113/1 (45-48)

(4) Palacios, J.M. (1970). "El crecimiento de los nifios espafioles hasta los 5 afios". Rev. Clin. Esp. 118/5 (419-424). (1972)
"Datos de talla y peso de 128.000 nifios espaifioles". Rev. San. Hig. Pub. 46 (1.107-1124)

(5) Nieto, J.L. (1978, 1990). Cétedra de Anatomia. Facultad de Medicina de Zaragoza
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(2) Nieto, J.L. (1987, 1990). Cdtedra de Anatomia. Facultad de Medicina. Zaragoza
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TABLA 3

PESO (en kgr) y LONGITUD / TALLA HEMBRA (en mm)
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1952 1987 1990 1952 1987 1990
1) ) (@) (€3] 2 (@)
Edad (afios) v h h v h h
2 11,0 12,4 815 873
3 13,2 14,4 893 961
4 14,6 17,8 968 1.069
5 16,7 20,2 1.032 1.131
6 18,8 22,5 1.091 1.189
7 21,5 252 1.114 1.242
8 23,6 28,2 1.199 1.290
9 25,8 30,9 1.247 1.348
10 28,1 34,0 1.295 1.399
11 30,4 39,6 1.342 1.466
12 32,7 42,4 1.385 1.528
13 35,7 494 1.432 1.583
14 39,6 50,1 1.483 1.584

Segin Sudrez, M. y Teixeira, J. (1952). VIII Congreso Nacional de Pediatria. Barcelona

TABLA 4

PERIMETRO TORACICO HMBRAS (en mm)

Edad 1940 1963 1980 1987
(afios) ()] (€Y (€] (©)
6 544 573 567 609

7 565 582 578 623

8 574 601 591 647

9 596 630 588 665
10 612 646 617 689
11 622 683 656 729
12 652 711 720 764
13 672 760 704 798

(1) <Segtin Sudrez, M. y Teixeira, J. (1952). VIII Congreso Nacional de Pediatrfa. Barcelona

@)

Nieto, J.L. (1987, 1990). Citedra de Anatomia. Facultad de Medicina. Zaragoza
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TABLA 5
LONGITUD MAXIMA HEMBRAS (en mm)
Edad 1903 1987 1988
(afios) (1) 2) @
v h h h
1 165 164
4 175 172 173
8 180 176
11 185 178
TABLA 6
ANCHURA MAXIMA HEMBRAS (en mm)
Edad 1903 1987 1988
(afios) (1) 2 0]
\% h h h
1 126 128
4 134 133 135
7 138 139
9 142 142
TABLA 7
PERIMETRO CEFALICO HEMBRAS (enmm)
Edad 1903 1987 1988
(afios) &) @) @)
v h h h
1 471 474
8 516 524

(1) SegtinAranzadi, T. (1903) "Antropometria". Edit. Soler. Barcelona.
(2) Nieto, J.L. (1988). "Cefalometria infantil: Estudio transversal en varones". An. Anat. 34 (75-81). "Cefalometria infantil"

Estudio transversal en hembras". An. Anat. 35 (41-48).
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Discusion

El andlisis de los resultados obtenidos es demostrativo de la existencia de una aceleracién secular de
crecimiento claramente positiva en las nifias durante el periodo observado, y de que las caracteristicas de dicha
tendencia son similares a las observadas por nosotros en varones, y a las aportadas por otros autores como Eveleth
y Tanner (1979), Camerén (1980), Meredith (1983) y Tojo (1987) que asimismo demuestran tendencia secular
positiva en hembras y analogia secuencial de la misma en ambos sexos.

En nifias recién nacidas los incrementos de longitud observados durante los dltimos 20 afios son algo inferiores
al 1 6 2 % estimado por Lentz en 1954, y a los observados en varones por nosotros. Encuanto al peso, los
incrementos al nacimiento desde 1970 a 1990 son de 100 g, similares a los de varones durante este mismo periodo
y mayores que los aportados por Bieringen en 1985.

La tendencia secular de crecimiento se manifiesta con mayor intensidad después del nacimiento. Durante los
periodos de lactancia y preescolar, considerando las tablas de crecimiento infantil publicadas por Suédrez y Teixeira
en 1952, los incrementos absolutos de longitud en nifias aragonesas durante los Gltimos 38 afios han sido de 63 mm,
68 mm y 101 mm a los 2, 3 y 4 afios respectivamente, lo que supone una aceleracién de 1,66 mm/afio, 1,79 mm/
afio y 2,65 mm/afio a cada una de esas edades, similar a la aportada por de Toni (1968), Eiben (1979) y Camerén
(1979), y algo inferior a la estimada por nosotros en varones de la misma edad. Durante el mismo periodo los
incrementos absolutos de peso han sido de 1,6 kg a los 2 afios, de 1,4 kg a los 3 afios y de 2,4 kg a los 4 afios.

En la edad escolar tomamos como referencia las tablas patron de normalidad elaboradas en 1972 por Palacios
y Vivanco tras observar a 128.317 escolares espaiioles entre 1963 y 1964 asistentes a las Escuelas Publicas de todo
el pais. Segun ellas, durante los tltimos 25 afios las nifias de 4 afios han aumentado su talla en 36,3 mm respecto
alamedianacional, y en 60,4 mm respecto a las nifias de los pueblos de la montaiia del Pirineo oscense y leridano,
incrementos que atn con ser tan cuantiosos son inferiores a los observados en nifios de la misma edad durante el
mismo periodo.

Durante la preadolescencia el incremento de los parametros corporales aumenta considerablemente en toda
la serie, hecho este muy llamativo en las nifias debido a la rapidez de su crecimiento durante este periodo, mayor
incluso que el de los varones, consecuencia de su pubertad mas temprana. Asi la talla ha aumentado en los dltimos
15 afios 6,7 mm/afio a los 12 afios 7,6 mm/afio a los 13 afios y el peso 553 g/afio a los 12 afios y 554 g/afio a los
13 afios, ganancias comparativamente superiores a las de los varones a la misma edad.

Posteriormente los incrementos masculinos superardn a los femeninos y al concluir el crecimiento y alcanzar
la edad adulta serdn mds cuantiosos, si bien la escasez de estudios previos en poblacién adulta de mujeres
aragonesas dificulta esta evaluacion.

En lo referente a los pardmetros cefdlicos evaluados y en relacién a los estudios de medidas cefélicas de
Aranzadi en 1903, apenas se observan diferencias, si acaso una ligera tendencia a la braquicefalizacién. Ello es
similar a lo observado en varones, a lo aportado por Hauvast en nifios holandeses en 1971 y a lo comprobado por
Alvarez y Nieto en 1989 en poblacién adulta aragonesa.

Es, pués, evidente una tendencia secular positiva de crecimiento en nifias aragonesas desde el nacimiento hasta
los 14 afios para peso, longitud/talla, y perimetros cefélico y toracico. Sus caracteristicas son similares a las
observadas en varones de la misma edad y region, con incrementos maximos durante los primeros afios de la vida
y en el brote puberal, y asimismo mds cuantiosos en nifias de zonas previamente deprimidas y durante las tltimas
décadas respecto de épocas previas. Los incrementos seculares de crecimiento en nifias, aunque de caracteristicas
similares a los de los varones han sido proporcionalmente menos cuantiosos que los de ellos. Como en los varones,
tampoco en las nifias se aprecian cambios seculares significativos en los parametros cefalicos evaluados.
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ESTUDIO DE LAS CELULAS PERIPOLARES DE LA OVEJA CON EL MICROSCOPIO
ELECTRONICO DE BARRIDO Y EL DE TRANSMISION

A SCANNING AND TRANSMISSION ELECTRON-MICROSCOPIC STUDY OF SHEEP
PERIPOLAR CELLS

S. RODRIGUEZ, J.A. MORO y J.F. PASTOR

Departamento de Anatomia de la Facultad de Medicina. Valladolid.

RESUMEN

Se observa, una gran cantidad de protuberancias en la superficie de las células peripolares de 1a oveja, con el microscopio
electrénico de barrido y el de transmisi6n. Estas prominencias son consecuencia de la presién en el interior de la célula de
los granos citaplasmadticos. Estos granos, envueltos por una membrana, salen al exterior cuando las células peripolares se
rompen durante el proceso de microdiseccién. El gran desarrollo de las células peripolares en la oveja se relaciona con la
cantidad y calidad de su secrecién salivar.

PALABRAS CLAVE: Células peripolares. Rifién de oveja.

SUMMARY

Sheep peripolar cells have been examined by scanning and transmission electron microscopy,and a distinctive number
of bulges has been observed on the surface of these cells.This is due to the internal pressure of the cytoplasmic granules.These
granules are membrane-bound and come out when peripolar cells are broken during the microdissection process.The great
development of the sheep peripolar cells has been related to the quantity and quality of its salivate secretion.

KEY WORDS: Peripolar cells. Sheep’s kidney.

Introduccion

En 1979 Ryan y col describieron en la oveja un tipo de células situadas en el polo vascular del glomérulo renal,
denominadas por ellos células peripolares que son muy ricas en granos secretorios citoplasmaticos. Situadas en
la zona de transicién entre la hoja parietal y 1a hoja visceral de la cdpsula de Bowman, estdn, por consiguiente, en
situacidn intraglomerular en estrecho contacto con los vasos aferente y eferente. Su topografia difiere, por tanto,
de las estructuras propias del aparato yuxtaglomerular (células mioepitelioides de las arteriolas aferente y eferente
del glomérulo, células de Goormaghtigh y macula densa) que, como es sabido, se sitian fuera del corpisculo renal.

Tanto en el trabajo antes mencionado como en otros (Ryan y cols.1982) se habla de la privilegiada posicién
de las células peripolares para captar la composicién del ultrafiltrado glomerular y para responder activamente
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excretando al espacio urinifero los productos sintetizados, en forma de granos, en su citoplasma. De ser esto asi,
las células peripolares se comportarfan, no como una gldndula de secreci6n interna, sino como un érgano de
secrecion externa cuyo conducto excretor seria el espacio urinifero y su continuacién, el tibulo contorneado de
la nefrona.

Otros muchos autores han estudiado estas células, entre los que destacan Mitchell y cols. (1982) que en un
trabajo embriol6gico confirmaron su origen epitelial al igual que las células de la macula densa, mientras que las
mioepitelioides y las de Goormaghtigh son de origen mesenquimatoso. Detectaron, asf mismo, que en el feto de
oveja aparecen los primeros granos citoplasmaticos de las células peripolares a los 53 dias de gestacion.

Alcorn y cols. (1982) vieron que en el cordero recién nacido los granos de las células peripolares son mas
abundantes y de mayor tamafio que en el feto o en la oveja adulta, lo que relacionaron con una adaptacién funcional
del rifién a la vida postnatal.

Dhiab y Bearn (1986) observan en ratas recién nacidas y sometidas a deshidratacién que el indice de
granulacion de las células peripolares es mayor que en los animales controles.

Hannery Ryan (1980), en un trabajo en anfibios, ven que el ajolote posee abundantes y muy granuladas células
peripolares y por el contrario, en el sapo son mds escasas y pequefias. El comportamiento de estos anfibios es
inverso con respecto al nimero y granulacién de las células mioepitelioides, escasas en el ajolote y abundantes en
el sapo.

Morildy cols. (1982) hacen un estudio en aves y notan un aumento de las células peripolares animales tratados
con furosemida.

Gally col. (1986) investigan en 17 especies de mamiferos, incluido el hombre, encontrando dichas células en
todas, siendo la oveja y el canguro las especies que las poseen en mayor cantidad. Asi mismo Mbassa (1989)
verifica en antilopes y cabras abundancia de células peripolares y Kelly y col. (1990), con el microscopio de
barrido, realizan un estudio en la oveja observando con gran claridad las caracteristicas morfolégicas de las células
peripolares y de sus granos citoplasmdticos. Previamente Gibson y cols. (1989), con una técnica de microdiseccion,
ven con el microscopio de barrido que en la rata las células peripolares son mds abundantes de lo que se habia visto
en trabajos anteriores.

En humanos, Gardiner y cols. (1986) ven con detalle estas células que, aunque menos abundantes que en la
oveja, ofrecen unas caracteristicas morfolGgicas parecidas a lo ya dicho.

En practicamente todos los trabajos resefiados, sus autores coinciden en describir a las células peripolares con
muchos granos de secrecion en su citoplasma que le proporcionan una superficie llena de protuberancias. Por su
superficie libre hacen hernia en el espacio urinifero del corpisculo renal, mientras que por el lado contrario quedan
apoyadas en la membrana basal de la cdpsula de Bowman.

Los granos citoplasmaticos estdn envueltos por una membrana; son de tamafio grande aunque variable; no
tienen todos la misma electrodensidad y su contenido es de aspecto granular homogéneo, si bien, a veces, ofrecen
una zona central mas palida. Poseen, las células peripolares, un reticulo endoplasmético rugoso y un aparato de
Golgi bien desarrollados. Existen complejos de uni6n entre estas células y sus vecinas las parietales y viscerales
de la cdpsula de Bowman.

En relacién con las células mioepitelioides del aparato yuxtaglomerular se puede decir que las células
peripolares tienen cierto parecido morfolégico, aunque los granos secretorios son de mayor tamafio y no contienen
renina ni prorrenina, desconociéndose en la actualidad la naturaleza de su contenido.

Otra caracteristica morfoldgica importante es que las células peripolares poseen prolongaciones que rodean
al tallo vascular del glomérulo (Gibson y cols. 1989; Kelly y cols. 1990).

Material y Método

Se han utilizado rifiones de oveja adulta obtenidos inmediatamente después de su sacrificio en el matadero.
Previamente a la fijacion los rifiones fueron lavados con suero fisiolégico por perfusién a través de la arteria
renal. A continuacion se procedi6 a la fijacion mediante perfusién de una solucién de glutaraldehido al 2,5% en
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bufer fosfato 0,1 M y seguidamente se realizaron pequeiias secciones de la corteza renal, que se sumergieron en
el mismo fijador.

Las preparaciones destinadas a microscopia electronica de transmisién fueron postfijadas con tetraéxido de
osmio al 1% en bufer fosfato 0,1 M, deshidratadas en acetona e incluidas en una epoxiresina de baja viscosidad
(Spurr, 1969). se realizaron cortes controles semifinos a una micra y se tifieron siguiendo el método descrito por
Richardson y cols. (1960). Una vez obtenida la zona deseada se hicieron secciones ultrafinas a 700 nanémetros
con un ultramicrotomo R.C.M.MT6.000-XL y se tifieron con citrato de plomo segin el método de Reynolds
(1963). Los cortes fueron observados y fotografiados con un microscopio electrénico de transmisién JEOL-
1.200.EX.

Las preparaciones destinadas a microscopia electronica de barrido, tras su fijacién en glutaraldehido al 2,5%
en bufer fosfato, fueron deshidratadas en alcoholes de graduacion creciente y desecadas por el método del punto
critico con un CRITICAL POINT DRYER BALZERS CPD-0,20. Una vez desecadas las muestras se procedi6 a
extraer los glomérulos de la corteza renal mediante microdiseccion bajo lupa (Gibson y cols. 1989) empleando
agujas de tungsteno. A continuacion las muestras fueron metalizadas con oro-paladio empleando un SPUTTER
COATER BALZERS SCDO004. Para la visualizacion y fotografia de las preparaciones hemos empleado un
SCANNING MICROSCOPE JEOL JSM-T300 con una aceleracion de voltaje de 20 Kv.

Resultados

Segiin se explicaen Material y Métodos 1os trozos de rifion destinados al estudio con el microscopio de barrido,
fueron sometidos, después del punto critico , a un proceso de microdiseccion. Para esto, ayudandonos con unas
agujas de tungsteno, se tracciona del glomérulo que se rompe por el tallo vascular, dejando libre la oquedad
corpuscular sélo recubierta por la hoja parietal de la cdpsula de Bowman que se puede explorar ficilmente.

En general, se observa que las células epiteliales de la cdpsula de Bowman son aplanadas excepto en las
proximidades del polo vascular donde son més abultadas. Células peripolares muy prominentes se ven en la figura
1. La superficie celular que da al espacio urinifero tiene protuberancias debido a la gran cantidad de granos
secretorios que en algunos casos, al romperse la célula, debido ala traccién sufrida cuando se extrae el glomérulo,
salen al exterior. El didmetro medio de dichos granos es de 1,5 micras.

El contacto entre estas células y el polo vascular es intimo como se puede apreciar en dicha figura, en donde
vemos a una célula colocada encima del vaso aferente.

Al microscopio electrénico de transmision puede verse (fig 2.) el aspecto fuertemente granulado de una de las
dos células peripolares de esta microfotografia. Se observan cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso y un
aparato de Golgi muy desarrollado.

En cuanto a su situacion, no sélo las hemos visto en el lugar cldsicamente descrito, es decir, en la zona de
transicién entre las hojas parietal y visceral de la cdpsula de Bowman, sino también en el lugar del primer podocito
e incluso, en material incluido en parafina, mucho mds alejadas del polo vascular del glomérulo.

En la mas grande de las células de la figura 2, los granos son muy abundantes, de tamafio diferente aunque,
en general, son voluminosos. Estdn envueltos por una membrana y son de electrodensidad variable. Su contenido
es granular y muchos de los que se observan més palidos se encuentran situados hacia la periferia celular. Algunos
empujan tanto a la membrana celular que parece fueran a explotar como si de un foliculo ovdrico se tratase. En la
mas pequefa de las células peripolares de la figura 2 se ve, junto al niicleo, un grano de densidad y tamafio
intermedios, y en sus proximidades un aparato de Golgi muy desarrollado (fig. 3)

Se puede ver también, con nitidez, que ambas células estdn ancladas sobre la membrana basal de la cdpsula
de Bowman, mientras que su superficie libre mira al espacio urinifero, el cual se interpone entre ellas y los
podocitos que recubren los capilares del glomérulo. En intimo contacto con la cdpsula de Bowman se observa, en
el 4ngulo superior e izquierdo de dicha figura 2, la pared de la arteriola aferente en la que no se aprecian, en este
caso células mioepitelioides.
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FIGURA 1.
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Microfotografia electrénica de barrido de la cdpsula de Bowman de un corpisculo renal. Se observan dos células
peripolares con su superficie llena de protuberancias por la presion de los granos intracitoplasmdticos. Algunos
granos han salido fuera de la célula.

Ay A'": células peripolares; B: cdpsula de Bowman; asteriscos: granos de secrecién, uno de los cuales estd fuera
de la célula; flecha: arteriola glomerula en estrecho contacto con una de las células peripolares.
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FIGURA 2.

FIGURA 3.
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Microfotografia electrénica de transmisién de un glomérulo renal en donde se observan dos células peripolares.
En la mds grande hay almacenados muchos granos de secrecion de diferente tamafio y electrodensidad variable.
Notese como estdn envueltos por una membrana. La superficie libre de las células mira al espacio urinifero,
mientras que por la cara opuesta estdn ancladas en la cdpsula de Bowman.

A'y A': células peripolares; B: cdpsula de Bowman; C: capilar del glomérulo; VA: vaso aferente; U: espacio
urinifero; asteriscos: granos de secrecion. Barra = 2 micras.

Corresponde al recuadro de la figura 2 para ver el desarrollo del aparato de Golgi (flecha). Barra = 0,5 micras.
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Discusion

Laexistencia de grandes c€lulas epiteliales formando parte de la zona de reflexion parietovisceral de la capsula
de Bowman es un hecho conocido hace ya algunos afios. Sus descubridores, Ryan y cols. (1979) las consideraron
como un elemento mds del aparato yuxtaglomerular apoyandose en la posibilidad de que intervengan en la
regulacion del metabolismo hidrosalino.

En relacion con esto, existen trabajos como los de Hanner y Ryan (1980), Ryan y cols. (1982), Alcorn y col.
(1984), Dhiab y Bearn (1986), Morild y cols. (1988), etc., que, con diferentes modelos experimentales, abogan por
un papel activo de la secrecion de estas células en la reabsorcion del sodio en el tibulo contorneado proximal.

Llamala atencion que sea la oveja, y en general los rumiantes, la especie en la que las células peripolares estdn
mas desarrolladas. A este propdsito, existen algunos datos que merece la pena destacar, ya que pueden ayudar a
explicar, aunque sea de manera indirecta, la relacién de estas células con el metabolismo del sodio.

El primero de estos datos es morfoldgico y tiene que ver con las glandulas suprarrenales de la oveja (Bescos
y cols. 1991). Estos autores observan que la capa glomerulosa de la adrenal de estos animales, estd poco
diferenciada de la fasciculada en comparacién con otros mamiferos también estudiados por ellos. Todo esto puede
tener relacion, ya que la aldosterona de la capa glomerulosa regula el metabolismo del sodio y las células
peripolares, que son tan abundantes en la oveja, parece ser que también. Otro dato, de tipo funcional, est4 basado
en la cantidad y calidad de la secrecion salivar. Bott y cols. (1954) sefialan que la cantidad de sodio en la secrecién
diaria de saliva representa mas de cinco veces la cantidad de este ion en el plasma, por lo que la reabsorcién sédica
debe ser rdpida. Esto se agudiza en los rumiantes que en el caso de la oveja segrega de 10 a 15 1 diarios de saliva
que contiene bicarbonato sédico para tamponar los productos dcidos de la fermentacién microbiana del rumen.

Se piensa que las células peripolares pueden intervenir de manera directa en la resolucién de la presién
sanguineaen general, y delultrafiltrado glomerular, en particular. Existe, para pensar esto, una base morfotopografica
(Gibson y cols. 1989; Kelly y cols. 1990) que también hemos podido corroborar en nuestro material de
investigacion. Nos referimos a las prolongaciones de las células peripolares que abrazan el tallo glomerular, que
convierten a estas células en un érgano sensor estratégicamente situado para captar e incluso modificar el calibre
y,enconsecuencia, el torrente sanguineo de las arteriolas aferente y eferente antes de capilarizarse en el glomérulo.
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RESUMEN

Se ha realizado un estudio inmunohistoquimico, morfométrico y ultraestructural de las células LH de la adenohip6fisis
de ratas macho de la cepa Sprague-Dawley castradas al mes y a los tres meses de edad y sacrificadas, en ambos casos, uno
y tres meses después de la intervencion. La castracién determina un marcado incremento en el nimero y tamafio de las células
LH, que es independiente de la edad a la que se realiza la intervencién y se va acentuando conforme transcurre el tiempo. No
hemos observado figuras de mitosis. La hipertrofia de las células LH se debe preferentemente a un incremento del citoplasma,
en el que se observa un gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso (RER) y del aparato de Golgi. El contenido de las
cisternas de RER es escasamente inmunorreactivo, lo que explica la menor intensidad y mayor heterogeneidad de tincién de
las células LH de los animales castrados. Las tipicas células en anillo de sello son escasas al mes de la castracién y muy
numerosas en las ratas sacrificadas tres meses después de la intervencion.

PALABRAS CLAVE: Células LH. Adenohip6fisis. Castracion. Inmunohistoquimica. Morfometria. Ultraestructura. Rata.

SUMMARY

An immunohistochemical, morphometric and ultrastructural study was carried on the LH cells of the adenohypophysis
of Sprague-Dawley male rats castrated at one month after birth and at three months of age; in both cases, the animals were
sacrificed one and three months following the surgical intervention. Castration was found to induce a pronounced increase
in the number and size of LLH cells that was independent of the age at which castration was performed; this increase also became
more marked as time progressed. Mitoses are not found. The hypertrophy of the LH cells is mainly due to an increase in the
cytoplasm, in which the rough endoplasmic reticulum (RER) and the Golgi apparatus become much more developed. The
content of the cisternae of the RER is scantily immunoreactive, which accounts for the lower intensity and greater
heterogeneity of the cellular staining of the LH cells of the castrated animals. The typical signed ring cells are scarce at one
month following castration and are very numerous in the animals sacrificed at 3 months after the surgical procedure.

KEY WORDS: LH cells. Adenohypophysis. Castration. Immunohistochemistry. Morphometry. Ultrastructure. Rat.
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Introduccion

Las hormonas gonadotropas (FSH y LH) son producidas por una poblacién celular de la adenohipéfisis, los
adenocitos (endocrinocitos) gonadotropos. En la rata macho esta poblacion estd constituida aproximadamente en
un 70% por células bihormonales, esto es, que producen tanto FSH como LH, y el resto, en proporcién similar,
son células monohormonales que producen s6lo una hormona gonadotropa (Childs y cols., 1980, 1981, 1982;
Childs, 1984). La estimulacién de las células gonadotropas, bien mediante la administraciéon de LHRH o tras la
castracion, lleva consigo un aumento marcado en la proporcion de células bihormonales por probable transformacién
de células monohormonales (Tougard y cols., 1971, 1980; Tixier-Vidal y cols., 1975; Batten y Hopkins, 1978;
Childs y cols., 1981, 1982; Inoue y Kurosumi, 1984; Childs, 1985; Ibrahim y cols., 1986; Lloyd y Childs, 1988).

En el presente trabajo hemos realizado un estudio inmunohistoquimico y morfométrico de las células LH de la
adenohipofisis de ratas machos castradas, correlaciondndolo con un estudio ultraestructural de los adenocitos gonadotropos.

Material y Técnicas

Como animal de experimentacién se ha utilizado la rata albina macho de la cepa Sprague-Dawley. Doce
animales fueron castrados quirirgicamente al mes de edad; seis de ellos fueron sacrificados un mes después de la
operacién (grupo C1+1) y los seis restantes fueron sacrificados tres meses después de la intervencion (grupo
C143). Otros doce animales fueron castrados a los tres meses de edad, seis de ellos se sacrificaron un mes después
de la castracion (grupo C3+1) y los otros seis a los tres meses (grupo C3+3). Veinticuatro animales fueron
sometidos a una intervencion de castracion simulada. En doce de ellos se realizé dicha intervencion al mes de edad,
sacrificandose seis animales un mes después (grupo CS1+1) y otros seis a los tres meses (grupo CS1+3). Los otros
doce animales sufrieron la intervencion de castracion simulada a los tres meses de edad, sacrificandose seis de ellos
un mes después (grupo CS3+1) y los otros seis a los tres meses de la operacién (grupo CS3+3). La mitad de los
animales de cada grupo se destiné al estudio inmunohistoquimico y morfométrico y la otra mitad al estudio
ultraestructural. El sacrificio se realizé en todos los casos a las 17 horas.

Estudio inmunohistoquimico. Previa anestesia con tiopental sédico (30 mg/kg peso), los animales fueron
perfundidos a través del ventriculo izquierdo con Bouin-Hollande sublimado. Finalizada la perfusion se extrajo
lahipdfisis, que fue dividida en dos mitades sagitales que permanecieron en fijador durante 24 horas. Posteriormente
fueron lavadas, deshidratadas con alcohol e incluidas en parafina. Sobre cortes seriados de 10 um de espesor se
realiz6 la técnica inmunohistoquimica de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) segiin el proceder de Sternberger y
col. (1970), utilizando un antisuero especifico contra LH de rata (UCB) y 3,3'-diaminobencidina como marcador.
Los ndcleos celulares fueron contrastados con hematoxilina.

Estudio ultraestructural. El sacrificio se realiz6 por decapitacion, seguida de extraccidn rapida de la hipofisis,
tallado e inmersion en glutaraldehido al 5 % en tampoén fosfato 0.1 M, pH 7.4, a4 °C, durante 24 horas. A continuacién
se postfijaron en tetradxido de osmio al 1% en el mismo tampon, se deshidrataron en acetona y se incluyeron en
Durcupan (Fluka). Los cortes ultrafinos se realizaron con un ultramicrotomo LKB Ultrotome III 8800 y se
estudiaron con un microscopio electrénico de barrido Philips EM 201.

Estudio morfométrico. Se realiz6 sobre las preparaciones inmunohistoquimicas. Se seleccionaron de manera
aleatoria 100 células inmunorreactivas para LH de cada grupo de animales, determinando con un analizador
semiautomatico de imagenes Ibas I Kontron las areas celular y nuclear, obteniendo por la diferencia entre ambas
el area citoplasmatica, calculando posteriormente la relacion nicleo/citoplasma. Para determinar el nimero de
células inmunorreactivas por unidad de superficie (densidad celular) se contaron, en cada grupo de animales, las
células LH presentes en 48 campos de 80.500 um?2 de tejido hipofisario; estos campos fueron elegidos al azar y
no estaban superpuestos. Para analizar la significacion estadistica se utiliz6 la «t» de Student.
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Resultados

La simple observacién de las preparaciones en las que se harealizado la tincién inmunohistoquimica de laPAP
para poner de manifiesto las células LH demuestra la existencia de un marcado incremento tanto en el nimero como
en el tamaiio de estas células en la adenohipéfisis de los animales castrados, en relacion con los controles sometidos
a una intervencién de castracién simulada (compdrense las figs. 2, 4, 6 y 8 -pertenecientes a ratas castradas de los
distintos grupos de nuestra casuistica- con las figs. 1, 3, 5y 7, que corresponden a animales controles). El estudio
morfométrico confirma esta apreciacion, demostrando la existencia del referido incremento de la densidad celular,
esto es, del nimero de células inmunorreactivas para LH por unidad de superficie, en los distintos grupos de
animales castrados (véase tabla 1). Este incremento es porcentualmente del 78% en el grupo C1+1, del 146% en
C1+3, del 152% en C3+1 y del 164% en C3+3. Por tanto existe un indudable aumento del nimero de células LH-
inmunorreactivas tras la castracién, sin que hayamos observado la presencia de figuras de mitosis en nuestro
material.

La hipertrofia de las células LH en los animales controles es confirmada también por el andlisis morfométrico
(véase tabla 1), que demuestra la existencia de un aumento del area celular, es decir, de la superficie de corte de
las células LH, que porcentualmente es del 129% en C1+1, del 120% en C1+3, del 66% en C3+1 y del 195% en
C3+3. La referida hipertrofia celular se debe a un aumento del tamafio del nicleo celular y, sobre todo, a un gran
incremento del citoplasma, lo que conlleva una marcada disminucion de la relacién nicleo/citoplasma (v€ase tabla 1).

El estudio ultraestructural pone de manifiesto que el incremento de tamafio del citoplasma se debe
fundamentalmente a un gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso (RER) y del aparato de Golgi. Enla figura
9 pueden observarse varias células gonadotropas -identificadas como tales por poseer dos poblaciones de granulos
secretores de distinto tamafio- muy llamativas por la gran cantidad de cisternas dilatadas de RER. La figura 10
muestra el detalle de un fragmento de una célula gonadotropa, siendo de destacar el desarrollo del aparato de Golgi,
que al corte aparece con una disposicion circular, por lo que tridimensionalmente tenderd a ser esférico, ovoide
o acampanado, lo que concuerda con la descripcion cldsica de dicho organito en este tipo celular. También es
extraordinariamente 1lamativo en las figuras 10 y 11 la gran abundancia de cisternas dilatadas de RER, que
muestran un contenido de escasa densidad electrénica. La matriz citoplasmatica queda reducida a los espacios
comprendidos entre las cisternas del RER, y en ella se pueden observar los granulos de secrecion (figs. 10y 11).
La confluencia de las cisternas de RER da lugar a grandes vacuolas intracitoplasmaticas, lo que confiere a las
células el cldsico aspecto en anillo de sello (fig. 12), al rechazar la vacuola al niicleo celular y al resto del citoplasma

TABLA 1
Grupo Densidad Area Area Area Relacién
celular celular nuclear citoplasmatica nicleo/citoplasma
CS 1+1 30.44 £2.60 140.68 £25.82 30.96 £ 6.45 109.72 +25.98 0.30 £0.14
C1+1 54.19£5.06 (.) 322.67 £59.24 (,) 39.25 £9.25 (,) 283.42+57.65(,) 0.14+0.04 ()
CS 143 30.50 £1.79 185.13 £ 35.61 36.27 £7.55 148.86 +35.51 0.26 £0.10
C1+3 75.00 £ 6.70 (,) 406.98 £ 77.61 (,) 4526 £9.15 () 361.72+77.25(,) 0.13+0.04 (,)
CS 3+1 2125+2.76 190.28 +37.85 33.03+7.77 157.25 + 38.59 0.23 £0.11
C3+1 53.62+6.34 (,) 316.23 £45.49 () 36.51 £8.08 (..) 279.72£4583 (,) 0.13+0.04 ()
CS 343 24.75+3.26 128.86 £31.44 25.94+7.33 102.92 +30.83 0.27+£0.13
C 343 65.44 £3.86 (,) 380.06 +70.97 (.) 45.39+£9.96 (,) 334.67+£7295(,) 0.14%£0.05()

Todos los valores estdn expresados por media aritmética + desviacién tipica.
Densidad celular = Nimero de células LH-inmunoreactivas/80.500 wm? de tejido adenohipofisario.
Las 4reas celular, nuclear y citoplasmatica estdn expresadas en pm?.
Para la significacion estadistica se ha utilizado la «t» de Student (* = p<0.001; ** = p<0.005)
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FIGURAS 1 a4. Adenohipdfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica paraLLH. Fig. 1 =rataCS1+1.Fig.2=rataC1+1.
Fig. 3 =rata CS1+3. Fig. 4 = rata C1+3.
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FIGURAS 5 a 8. Adenohipdfisisderatas macho. Tincién inmunohistoquimica para LH. Fig. 5 =rata CS3+1. Fig. 6 =rata C3+1.
Fig. 7 = rata CS3+3. Fig. 8 = rata C343. Objetivo: 63x.
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FIGURA 9. Adenohipéfisis de una rata C1+1. Se observan varios adenocitos gonadotropos que muestran un RER dilatado
(2.350x).

FIGURA 10. Detalle amayores aumentos (7.450x) dela figura 9. Fragmento de un adenocito gonadotropo que muestra multiples
cisternas dilatadas de RER, algunas de ellas de gran tamafio. Obsérvese el Golgi y el escaso citoplasma entre las
cisternas, en el que se agrupan los granulos de secrecién.

FIGURA 11. Adenohipéfisis de una rata C3+1. Fragmento del citoplasma de una célula gonadotropa. Se observan varias
cisternas dilatadas de RER con un contenido de escasa densidad electrénica (2.1900x).

FIGURA 12. Adenohipdfisis de una rata C1+3. Se observa una célula en anillo de sello y un fragmento de otra (7450x).
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hacia la periferia. Estas células de la castracién son muy llamativas en las preparaciones inmunohistoquimicas
(figs. 4 y 8).

Es de destacar que al mes de la castracion son escasas las células en anillo de sello, mientras que son muy
abundantes a los tres meses de la intervencion, independientemente de la edad a la que ésta se haya practicado.
Compdrense en este sentido las figuras 4 y 8 -correspondientes a los grupos C1+3 y C3+3, respectivamente- con
las figuras 2 y 6, que pertenecen alos grupos C1+1y C3+1. Otro dato resaltaen las preparaciones inmunohistoquimicas
es lamenor intensidad de tincién y mayor heterogeneidad del material inmunotefiido de las células LH de los ratas
castradas en relacion con las de sus respectivos controles.

Discusion

Es bien conocido que la castracién provoca una hiperactividad de los adenocitos gonadotropos debido a la falta
del feedback negativo ejercido por los esteroides sexuales, la inhibina y otros factores gonadales (véanse Almeida
y cols., 1989; Childs y cols., 1990; Kitahara y cols., 1990).

Aungque probablemente el primero en observar grandes células de apariencia anormal en la adenohip6fisis de
la rata castrada fue Zacherl en 1913 y un afio después Schleidt acufi6 el término "célula en anillo de sello” para
describir la tipica célula vacuolada de la castracion (véase Purves y Griesbach, 1955), fue Addison (1917) quién
describid las células de la castracion como adenocitos baséfilos incrementados de tamafio. A mediados de los afios
cincuenta Farquhar y Rinehart (1954), mediante el microscopio electrénico, y Purves y Griesbach (1955),
utilizando la t€cnica del PAS, describieron los cambios progresivos que afectaban a los adenocitos gonadotropos
tras la castracion; ambos estudios estaban enfocados principalmente a la descripcién de dos tipos distintos de
gonadotropos, uno que produciria FSHy otro LH. Tixier-Vidal y col. (1975) realizaron un estudio inmunocitoquimico
de las células de la castracion, sefialando que todas ellas se tefifan tanto para LH como para FSH. Kurosumi y col.
(1976) e Inoue y Kurosumi (1981) comprobaron morfométricamente el incremento en volumen de las células
gonadotropas tras la castracion.

Por todo lo dicho queda claro que son conocidas las repercusiones de la castracién sobre la citologia
adenohipofisaria. No obstante, los estudios morfométricos han prestado particular atencién al porcentaje de células
gonadotropas y a su tamafio. Nuestro propdsito ha sido estudiar ambos pardmetros y también el tamafio nuclear
y el citoplasmatico, asi como la relacion nicleo/citoplasma, en preparaciones inmunohistoquimicas de ratas macho
castradas. Asimismo hemos correlacionado las modificaciones de estos diferentes pardmetros con los datos
proporcionados por el estudio ultraestructural convencional.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la castracién determina un marcado incremento en la poblacién
de adenocitos LH en todos los grupos de animales castrados de nuestra casuistica, en relacion con los respectivos
controles. Por tanto, el referido incremento es independiente del estado sexual (impiber o adulto) en que se
encuentre el animal cuando se practica la intervencién. Ahora bien, nuestros resultados también demuestran que
la poblacién de células inmunorreactivas para LH se va incrementando en mayor medida conforme aumenta el
tiempo de evolucidn tras la castracion en el periodo examinado por nosotros. Estos resultados coinciden con los
de Ibrahim y col. (1986).

Estas observaciones plantean inmediatamente el interrogante de cudl puede ser el mecanismo responsable de
este incremento en la poblacion de adenocitos LH. Un hecho que nos ha llamado la atencién es que ni en nuestras
preparaciones inmunohistoquimicas ni en los cortes ultrafinos destinados al estudio con el microscopio electrénico
hemos podido observar la presencia de mitosis. Esto nos ha sorprendido porque estd perfectamente demostrada
la existencia de mitosis en la adenohipdfisis (véanse Amat y Mufioz Barragdn, 1974; Inoue y cols., 1985, 1986;
Kurosumi e Inoue, 1986). De hecho, la divisién de adenocitos madaros se ha invocado como un mecanismo
responsable del incremento de la poblacién de células gonadotropas tras la castracion (véanse Inoue y Kurosumi,
1981; Smith y Keefer, 1982; Romano y cols., 1984; Sakuma y cols., 1984; Inoue y cols., 1985,1986; Carbajo-Pérez
y cols., 1990).
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Como hemos dicho, la observacién de mitosis en la adenohip6fisis estd ampliamente descrita y por tanto no
vamos a negar esta evidencia. Ahora bien, lo que si podemos plantearnos es que si la divisién celular es el principal
responsable del incremento de una determinada poblacion de adenocitos, ;c6mo no existen figuras de mitosis en
nuestro material? No podemos dar una explicacion a este hecho, aunque hemos de indicar que no hemos realizado
tratamiento previo al sacrificio con colchicina, una técnica ampliamente utilizada por diversos investigadores para
poner de manifiesto la existencia de divisiones mitdticas en la adenohip6fisis.

Nuestros datos nos inclinan a pensar que la divisién por mitosis no es, no ya el Gnico, sino ni tan siquiera el
principal mecanismo para el incremento de un determinado tipo celular en la adenohipdfisis. En este sentido
coincidimos con diversos autores en que la explicacién del incremento de las distintas poblaciones celulares
adenohipofisarias es atin un problema controvertido (véase Carbajo-Pérez y cols., 1990). Ya Romeis (1940), en
su esquema sobre el ciclo vital de las células adenohipofisarias, planteaba la transformacién de adenocitos
indiferentes en adenocitos maduros y a la inversa, esto es, la desdiferenciacion de los adenocitos maduros. Mds
recientemente, pero dentro de esta misma linea, Inoue y Kurosumi (1981) propusieron que el incremento en una
poblacién de adenocitos podria deberse, ademas de a la division celular, a 1a transformacion de células inmaduras
en adenocitos secretores y ala conversién de unos tipos celulares en otros. En relacién con estas dos posibilidades
hay que indicar que la existencia de una hipotética estirpe de células hipofisarias inmaduras que se pudiesen
diferenciar hacia adenocitos secretores no ha podido ser descartada ni confirmada hasta el momento actual (para
revisién véase Carbajo-Pérez y cols., 1990). Por otra parte, y con respecto a la segunda posibilidad antes
mencionada, estd bien establecido que células gonadotropas monohormonales pueden transformarse en bihormonales
en circunstancias de estimulacion (Tougard y cols., 1971,1980; Tixier-Vidal y cols., 1975; Batten y Hopkins, 1978;
Childs y cols., 1981, 1982; Inoue y Kurosumi, 1984; Childs, 1985; Ibrahim y cols., 1986; Lloyd y Childs, 1988).
Para nosotros este hecho podria representar el mecanismo principal para explicar el incremento en la poblacién
de adenocitos LH observado en nuestro material de animales castrados. Con ello no queremos decir que sea el
unico, puesto que no descartamos la divisién celular. Ahora bien, el hecho de no haber observado figuras de mitosis
en el abundante material examinado nos inclina a considerar mas probable e importante la transformacion celular
como responsable del incremento de células LH que hemos comprobado.

Ademas del extraordinario incremento en el nimero de células inmunorreactivas para LH en la adenohip6fisis
de los animales castrados, otro efecto muy llamativo de esta situacién experimental es el gran incremento del
tamafio de dichos adenocitos. La morfometria pone claramente de manifiesto este hecho, que es independiente del
estado sexual (imptber o adulto) en que se encuentre el animal en el momento de practicar la castracién y va
aumentando a medida que transcurre el tiempo tras la intervencion quirdrgica.

Este incremento del tamafio de las células LH-inmunorreactivas en los animales castrados se debe en todos
los casos a un incremento del 4rea nuclear y, sobre todo, al aumento del tamafio del citoplasma. Logicamente estas
alteraciones se traducen en una marcada disminucion de la relacién niicleo/citoplasma. Estos datos morfométricos
son directamente corroborables con las observaciones realizadas tanto en las preparaciones inmunohistoquimicas
como en los cortes ultrafinos estudiados con el microscopio electrénico. En efecto, un dato muy llamativo cuando
se estudian las preparaciones inmunohistoquimicas de animales castrados es el incremento tanto en niimero como
en tamafio de las células inmunorreactivas para LH; también resaltan una aparente disminucién de la intensidad
de tincién y la heterogeneidad del material inmunoteiiido.

Estos ultimos datos se explican por las modificaciones estructurales que sufren las células gonadotropas. En
los animales castrados este tipo celular se caracteriza por el gran desarrollo del RER y del aparato de Golgi. La
profusién en el citoplasma de cisternas dilatadas de RER explica, sin duda, el incremento en tamafio del citoplasma,
y pensamos que también se debe a este hecho la heterogeneidad y menor intensidad de tincién inmunohistoquimica
que muestran estas células, puesto que el material contenido en el interior de las cisternas de RER es escasamente
inmunorreactivo, como se comprueba al observar las células en anillo de sello (véanse figs. 4 y 8). Una célula que
tenga en su citoplasma muchas cisternas dilatadas de RER con material que no reacciona -o lo hace escasamente-
con el antisuero utilizado, ha de tener una menor intensidad de tincién y una mayor heterogeneidad del material
inmunorreactivo que otra célula que no presente tal cantidad de cisternas de RER.

Otro hecho llamativo, puesto también de manifiesto tanto en las preparaciones inmunohistoquimicas como en
los cortes ultrafinos de adenohipdfisis, es la cronologia en la aparicién de las tipicas células de la castracion, esto
es, los adenocitos en anillo de sello. Tales células son escasas en los animales sacrificados un mes después de la
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castracion, independientemente de la edad a la que ésta haya tenido lugar, y son por el contrario muy numerosas
en las adenohipdfisis de los animales sacrificados a los tres meses de la intervencion, tanto si ésta se practicé al
mes como alos tres meses de edad. Por tanto, la existencia de abundantes células en anillo de sello enla adenohip6fisis
de los animales castrados requiere un determinado tiempo de evolucién tras la intervencién y este hecho es
independiente del estado sexual en el momento de la extirpacién de los testiculos. Estas observaciones coinciden
con las realizadas, entre otros, por Farquhar y Rinehart (1954), Purves y Griesbach (1955), Garner y Blake (1981)
e Ibrahim y col. (1986).
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SOBRE LAS RELACIONES MORFOFUNCIONALES ENTRE LOS ADENOCITOS
GONADOTROPOS Y MAMOTROPOS EN LA ADENOHIPOFISIS DE RATA

CONCERNING THE MORPHOFUNCTIONAL RELATIONSHIPS BETWEEN GONADO-
TROPH AND MAMMOTROPH CELLS IN THE RAT ADENOHYPOPHYSIS

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

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas y Departamento de Investigacién y Microscopia Electrénica.
(Director: Prof. P. Amat). Hospital Clinico Universitario. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca

RESUMEN

Se ha realizado un estudio inmunohistoquimico, morfométrico y ultraestructural de las células PRL de la adenohip6fisis
de ratas macho de la cepa Sprague-Dawley castradas quirdrgicamente al mes y a los tres meses de edad y sacrificadas, en
ambos casos, uno y tres meses después de la intervencion. En todos los grupos de animales se observa una intima relacién
de vecindad entre los adenocitos gonadotropos y mamotropos, muy llamativa en las ratas sacrificadas tres meses después de
la castracién. Sélo en los animales castrados al mes de edad y sacrificados un mes después existen modificaciones
morfométricas resaltables de los adenocitos mamotropos, consistentes en un incremento en nimero y una disminucién del
tamafio. No se observan modificaciones ultraestructurales de los adenocitos mamotropos en ningtin grupo de animales. Estos
resultados se discuten en relacién con la posible existencia de interrelaciones paracrinas entre células gonadotropas y
mamotropas.

PALABRAS CLAVE: Células PRL. Adenohipéfisis. Castracién. Inmunohistoquimica. Morfometria. Ultraestructura. Rata.

SUMMARY

Animmunohistochemical, morphometric and ultrastructural study was performed on the PRL cells of the adenohypophysis
of male Sprague-Dawley rats castrated at 1 and 3 months of life and sacrificed, in both cases, one and three months after the
surgical intervention. In all groups of animals a close neighbouring relationship between the gonadotroph and mammotroph
cells was observed. This was very striking in the animals sacrificed at 3 months after castration. Only in the rats castrated at
1 month of life and sacrificed 1 month thereafter were there prominent morphometric modifications in the mammotroph cells;
these consisted in an increase in number and a decrease in size. No ultrastructural alterations were observed in the
mammotroph cells in any of the groups of animals. The findings are discussed with respect to the possible existence of
paracrine interrelationships between gonadotroph and mammotroph cells.

KEY WORDS: Mammotroph cells. Adenohypophysis. Castration. Immunohistochemistry. Morphometry. Ultrastructure.
Rat.
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Introduccion

Ademds de ser liberadas hacia la circulacion sanguinea para actuar sobre estructuras situadas a distancia de
su lugar de secrecion, las hormonas producidas por las glandulas endocrinas pueden también actuar sobre otras
c€lulas de la propia gldndula (paracrinia) e incluso sobre la misma célula que las produce (autocrinia) (véanse
Denef, 1986; Robberecht y Denef, 1989). Entre las interacciones paracrinas son de particular interés las que tienen
lugar en la adenohipéfisis (Denef, 1986; Robberecht y Denef, 1989) y, dentro de éstas, las que parecen existir entre
los adenocitos gonadotropos (productores de gonadotrofinas, LH y FSH) y mamotropos (secretores de prolactina,
PRL). Asi, se ha descrito que los adenocitos mamotropos pueden inhibir a los gonadotropos (Sato, 1980; Smith,
1980y Cheung, 1983), mientras que estos tltimos producen un factor con actividad liberadora de prolactina (Denef
y Andries, 1983; Denef, 1985). La interaccion entre ambos tipos celulares estarfa facilitada por la existencia de
relaciones de inmediata vecindad entre ellos (Nakane, 1970, 1975; Horvath y cols., 1977; Sato, 1980; Nogami y
Yoshimura, 1982).

En el presente trabajo hemos realizado un estudio inmunohistoquimico, morfométrico y ultraestructural de los
adenocitos mamotropos de ratas castradas —situacién experimental que determina una gran hiperactividad de los
adenocitos gonadotropos— con la finalidad de contribuir a esclarecer las posibles interacciones entre ambos tipos
celulares.

Material y Técnicas

Como animal de experimentacién se ha utilizado la rata albina macho de la cepa Sprague-Dawley. Doce
animales fueron castrados quirtdrgicamente al mes de edad; seis de ellos fueron sacrificados un mes después de la
operacion (grupo C1+1) y los seis restantes fueron sacrificados tres meses después de la intervencién (grupo
C1+3). Otros doce animales fueron castrados a los tres meses de edad, seis de ellos se sacrificaron un mes después
de la castracién (grupo C3+1) y los otros seis a los tres meses (grupo C3+3). Veinticuatro animales fueron
sometidos a una intervencién de castracion simulada. En doce de ellos se realizé dicha intervencién al mes de edad,
sacrificindose seis animales un mes después (grupo CS1+1) y otros seis a los tres meses (grupo CS1+3). Los otros
doce animales sufrieron la intervencion de castracion simulada a los tres meses de edad, sacrificandose seis de ellos
un mes después (grupo CS3+1) y los otros seis a los tres meses de la operacién (grupo CS3+3). La mitad de los
animales de cada grupo se destiné al estudio inmunohistoquimico y morfométrico y la otra mitad al estudio
ultraestructural. El sacrificio se realizé en todos los casos a las 17 horas.

Estudio inmunohistoquimico. Previa anestesia con tiopental sédico (30 mg/kg peso), los animales fueron
perfundidos a través del ventriculo izquierdo con Bouin-Hollande sublimado. Finalizada la perfusién se extrajo
lahipdfisis, que fue dividida en dos mitades sagitales que permanecieron en fijador durante 24 horas. Posteriormente
fueron lavadas, deshidratadas con alcohol e incluidas en parafina. Sobre cortes seriados de 10 um de espesor se
realiz6 la técnica inmunohistoquimica de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) segtin el proceder de Sternberger y
col. (1970), utilizando un antisuero especifico contra PRL de rata (UCB) y 3,3'-diaminobencidina como marcador.
Los nucleos celulares fueron contrastados con hematoxilina. En algunos casos hemos realizado una doble tincién
para poner de manifiesto, sobre los mismos cortes, las células LH y las células PRL. En una primera etapa se realiza
la tincion para PRL, quedando las células inmunorreactivas marcadas en marrén. Tras la elucién del complejo
antisuero primario-antisuero secundario-PAP segiin el método de Tramu y col. (1978), se tifien en una segunda
etapa las células inmunorreactivas para LH, que quedan marcadas en azul con el 4-cloro-1-naftol.

Estudio ultraestructural. El sacrificio se realiz6 por decapitacion, seguida de extraccion rapida de la hipéfisis,
tallado e inmersién en glutaraldehido al 5 % en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4, a4 °C, durante 24 horas. A continuacién
se postfijaron en tetradxido de osmio al 1% en el mismo tampén, se deshidrataron en acetona y se incluyeron en
Durcupan (Fluka). Los cortes ultrafinos se realizaron con un ultramicrotomo LKB Ultrotome III 8800 y se
estudiaron con un microscopio electrénico de barrido Philips EM 201.
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Estudio morfométrico. Se realiz6 sobre las preparaciones inmunohistoquimicas. Se seleccionaron de manera
aleatoria 100 células inmunorreactivas para PRL de cada grupo de animales, determinando con un analizador
semiautomatico de im4genes Ibas I Kontron las dreas celular y nuclear, obteniendo por la diferencia entre ambas
el drea citoplasmadtica, calculando posteriormente la relacién nicleo/citoplasma. Para determinar el nimero de
c€lulas inmunorreactivas por unidad de superficie (densidad celular) se contaron, en cada grupo de animales, las
c€lulas PRL presentes en 48 campos de 80.500 um2 de tejido hipofisario; estos campos fueron elegidos al azar y
no estaban superpuestos. Para analizar la significacion estadistica se utilizo la «t» de Student.

Resultados

En la adenohipdfisis de las ratas castradas al mes de edad y sacrificadas un mes después de la intervencién
(C141), el estudio morfométrico indica la existencia de un discreto (19%), aunque altamente significativo,
incremento de la densidad celular de los adenocitos mamotropos (esto es, del nimero de células inmunorreactivas
para PRL por unidad de superficie) en este grupo de animales, en relacién con los correspondientes controles
(Tabla 1). Este incremento yaresultallamativo con la simple observacién de las preparaciones inmunohistoquimicas
(compérense las figuras 1y 2). Asimismo, en este grupo de animales C1+1 existe una disminucién del tamafio de
las células de prolactina, que en términos porcentuales es de un 20%, debida tanto a la disminucién del nicleo como
del citoplasma (Tabla 1); como quiera que la disminucién del tamafio nuclear es mayor que la del citoplasma, esto
se traduce en una disminucién de la relacién ndcleo/citoplasma (Tabla 1).

En las preparaciones inmunohistoquimicas de la adenohipdfisis de ratas del grupo C1+3 llama la atencién la
disposicion de los adenocitos inmunorreactivos para PRL alrededor de células inmunonegativas de gran tamafio
(fig. 4), que corresponden a adenocitos gonadotropos, como se demuestra en las preparaciones en las que se ha
realizado una doble tincién inmunohistoquimica. Por otra parte, la simple observacién puede inducirnos a error
en cuanto a la apreciacién visual de los adenocitos mamotropos en este grupo de animales. En efecto, si
comparamos la figura 4 (correspondiente a un animal C1+3) con la figura 3 (que pertenece a un animal control CS
1+3), resaltan mds los elementos inmunorreactivos para PRL en el primer caso que en el segundo. Ahora bien, el
andlisis morfométrico indica que no existen diferencias estadisticamente significativas en el niimero de células
PRL entre ambos grupos de animales (Tabla 1), aunque si que hay un discreto incremento (11%) del tamafio de
las c€lulas PRL en los animales castrados en relacion con los controles, que se produce exclusivamente por el
aumento del citoplasma, lo que motiva una disminucién de la relacién nicleo/citoplasma (Tabla 1). El incremento
del tamafio de las c€lulas PRL en los animales castrados, junto a una aparente mayor intensidad de tincién, podrian
explicar la diferente apreciacion visual de los cortes histolégicos de la adenohipdfisis de ambos grupos de
animales.

En las preparaciones inmunohistoquimicas para poner de manifiesto las células inmunorreactivas para PRL
del grupo C3+1(fig. 6) no se observan diferencias en relacién con los animales controles (fig. 5), excepto una
aparente mayor intensidad de tincién en los castrados. El anélisis morfométrico (Tabla 1) pone de manifiesto la
no existencia de diferencias estadisticamente significativas en la mayoria de los pardmetros estudiados. Asi, en lo
referente a la densidad celular, el nimero de células inmunorreactivas para PRL es practicamente idéntico en los
animales castrados y en los controles. Tampoco existen diferencias entre los animales C3+1 y sus controles
[CS3+1] en el 4rea celular, en el drea citoplasmatica ni en la relacién niicleo/citoplasma. Unicamente existe una
discreta disminuci6n del drea nuclear de las células PRL en los animales C3+1, en relacién con su grupo control
(Tabla 1).

En las adenohipdfisis del grupo C3+3 se puede observar la existencia de células inmunorreactivas para PRL
y sus prolongaciones abrazando a elementos inmunonegativos (fig. 8), que hemos identificado como células
gonadotropas en los cortes en que se harealizado una doble tincién inmunohistoquimica. Cuando las preparaciones
de los animales castrados C3+3 tefiidas para PRL (fig. 8) se comparan con las de sus controles (fig. 7) no se aprecian
diferencias, salvo que en los castrados parece existir una mayor intensidad de tincién y ser mas manifiestas las
prolongaciones de las c€lulas PRL. El andlisis morfométrico no muestra diferencias estadisticamente significativas
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en cuanto al nimero de células PRL entre los animales de este grupo [C3+43] y sus correspondientes controles
[CS3+3] (Tabla 1). Es cierto que existe una discreta disminucion (9 %) del area celular en los animales castrados,
debida tanto a la disminucion del drea nuclear como de la citoplasmatica, sin que exista alteracion de la relacién
nucleo/citoplasma, lo que indica que la reduccion nuclear y citoplasmatica son proporcionalmente similares.

El estudio con el microscopio electrénico pone de manifiesto por un lado la no existencia de modificaciones
ultraestructurales resaltables de las células PRL en ninguno de los grupos de animales castrados de nuestra
casuistica y, por otro, confirma la intima asociacion entre adenocitos gonadotropos y mamotropos (fig. 9), puesta
ya en evidencia en las preparaciones inmunohistoquimicas.

TABLA I

Grupo Densidad Area Area Area Relacién

celular celular nuclear citoplasmadtica nicleo/citoplasma
CS1+1 53.50+3.43 75.06 £ 10.16 27.41 £6.95 47.65 +12.36 0.73 £1.09
C1+1 63.56 £4.04 () 59.96 £ 9.02 () 19.11 £4.04 () 40.84 £ 9.58(,) 0.51£0.22 (1)
CS 143 - 77.25%+3.19 61.51+ 9.80 22.46 +3.88 39.05 £ 10.25 0.63+0.24
C1+3 75.06 £ 4.81 (ns) 68.06 + 11.07 (,) 22.81 £4.18 (ns) 45.25+11.40 () 0.54+0.19 (,,)
CS3+1 6525+4.35 62.77+ 9.63 23.62 £4.40 39.15 +10.06 0.66 £0.27
C3+1 65.44 + 4.48 (ns) 6195+ 9.35(ns) 21.90+3.81(,.) 40.05 + 10.43 (ns) 0.61 £0.28 (ns)
CS3+3 71.62+5.72 64.85 +10.11 23.03 +3.63 41.81 £10.86 0.60 £0.22
C3+43 73.00 £ 3.85 (ns) 59.30+ 8.29 (,) 20.99 £3.60 (,) 3832+ 8.47 (1) 0.58 £ 0.20 (ns)

Todos los valores estdn expresados por media aritmética * desviacién tipica.
Densidad celular = Nimero de células LH-inmunoreactivas/80.500 um? de tejido adenohipofisario.
Las dreas celular, nuclear y citoplasmadtica estdn expresadas en um?

Para la significacion estadistica se ha utilizado la «t» de Student (, = p<0.001; ,, = p<0.005; T =p<0.05)

>

Discusion

Sobre las interrelaciones morfofuncionales entre los adenocitos gonadotropos y mamotropos hay diversas
referencias en la literatura (véase apartado de Introduccién). El propdsito de nuestro trabajo ha sido estudiar estas
relaciones en una situacién experimental, tal como la castracion, que determina una profunda modificacion de uno
de estos tipos celulares —los adenocitos gonadotropos-, atendiendo a las posibles alteraciones del otro tipo celular
-los adenocitos mamotropos— Hemos elegido esta circunstancia experimental porque es bien conocido que la
castracion provoca una hiperactividad de los adenocitos gonadotropos debido a la falta del feedback negativo ejercido
por los esteroides sexuales, la inhibina y otros factores gonadales (véanse Almeida y cols., 1989; Childs y cols.,
1990; Kitahara y cols., 1990). Esta hiperactividad se manifiesta morfolégicamente por una gran hiperplasia e
hipertrofia de los adenocitos gonadotropos, que muestran un gran desarrollo del reticulo endopldsmico rugoso
(RER) y del aparato de Golgi; la confluencia de cisternas dilatadas de RER da lugar a la aparicion de las tipicas
células en anillo de sello, muy evidentes a los tres meses de practicada la castracion (véase Sdnchez y cols., 1991).

Nuestros resultados ponen de manifiesto que tras la castracién se producen escasas modificaciones de los
adenocitos mamotropos. Asf, los estudios morfométricos no muestran practicamente modificaciones significativas
en los distintos grupos de animales de nuestra casuistica (véase Tabla 1). S6lo en uno de estos grupos,
concretamente el de los animales castrados al mes de edad y sacrificados al mes de la castracion (C1+1), existen
diferencias estadisticamente significativas (porcentualmente de relativa importancia) en relacion con los animales
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FIGURA 1.  Adenohipéfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipéfisis derata CS1+1. Objetivo:

63x.

FIGURA 2.  Adenohipéfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipéfisis de rata C1+1. Objetivo:
63x.

FIGURA 3.  Adenohipdfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohip6fisis de rata CS1+3. Objetivo:
63x.

FIGURA 4.  Adenohipdfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipdfisis de rata C1+3. Objetivo:
63x.
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FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

A. SANCHEZ Y COLS.

Adenohipéfisis de ratas macho. Tincion inmunohistoquimica paraPRL. Adenohip6fisis de rata CS3+1. Objetivo:
?\3d)2nohipéfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipéfisis de rata C3+1. Objetivo:
st);nohipéfisis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipdfisis de rata CS3+3. Objetivo:
iil);nohipéﬁsis de ratas macho. Tincién inmunohistoquimica para PRL. Adenohipéfisis de rata C3+3. Objetivo:
63x.
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Adenohipdfisis de una rata C3+3. Se observa el fragmento de un adenocito mamotropo (M) en la inmediata

vecindad de un adenocito gonadotropo (10430x).

FIGURA 9.
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controles. Se observa en el citado grupo un discreto incremento en la poblacién de células PRL que, no obstante,
estan disminuidas de tamafio, preferentemente por una disminucién del tamafio del nicleo celular, siendo discreta
la disminucién del drea citoplasmadtica, lo que se traduce en laldgica disminucién de la relacién nicleo/citoplasma.
Estos resultados s6lo podemos compararlos, de forma parcial, con los de Ibrahim y col. (1986), quienes describen
una disminucién no significativa del porcentaje de células PRL en machos castrados sacrificados uno, tres y seis
meses después de la intervencién. Curiosamente Ibrahim y col. (1986) no refieren la edad a la que practican la
castracion. Por otra parte, estos autores lo que determinan es el porcentaje de los distintos tipos celulares de la
adenohipofisis. En este sentido hemos de indicar que debido al gran incremento en la poblacién de células
gonadotropas tras la castracion, una disminucion del porcentaje de adenocitos PRL puede producirse perfectamente
con un incremento efectivo del nimero de estas tltimas células. Tampoco nos sirve como referencia el trabajo de
Sano y Sasaki (1971), puesto que estos autores realizaron su estudio en el ratén. No obstante, es de resaltar que
describen una marcada disminucién en el porcentaje de células PRL de ratones machos castrados al mes de edad
y sacrificados un mes después. Sorprendentemente no encuentran un incremento de los adenocitos gonadotropos,
lo que nos obliga a considerar con mucha cautela los resultados de estos autores.

En el resto de los grupos de animales castrados de nuestra casuistica no existen practicamente diferencias
significativas enlos distintos pardmetros estudiados entre los animales castrados y sus correspondientes controles;
cuando estas diferencias existen son porcentualmente de muy escasa importancia. Ultraestructuralmente tampoco
hemos observado modificaciones en los adenocitos PRL de los animales castrados.

Todos estos datos nos llevan a considerar que la castracién en animales machos précticamente no provoca
alteraciones morfométricas ni ultraestructurales en los adenocitos mamotropos.

Esto tltimo puede sorprender debido a la intima relacién de vecindad existente en la adenohipdfisis de la rata
entre c€lulas gonadotropas y mamotropas (Nakane, 1970, 1975; Horvath y cols., 1977; Sato, 1980; Nogami y
Yoshimura, 1982), relacién que nosotros hemos podido confirmar tanto en los cortes ultrafinos estudiados con el
microscopio electronico como en los cortes histolégicos en los que hemos realizado tinciones inmunoldgicas; en
ambos se observa con mucha frecuencia la existencia de células PRL del tipo 4 de Nogami y Yoshimura (1982),
estoes, células con forma de copa o cdliz, dispuestas alrededor de adenocitos gonadotropos. Esta asociacin resulta
muy llamativa en los animales sacrificados tres meses después de la castracion, cuando son muy abundantes las
células en anillo de sello (Sanchez y cols., 1991). Denef y Andries (1983) han sugerido que esta intima vecindad
entre ambos tipos celulares puede estar en relacién con mecanismos paracrinos de interaccion entre ellos. Si la
hipétesis de estos autores es cierta, sorprende que una situacion experimental como la castracién, que provoca
profundas modificaciones en las células gonadotropas, no determine practicamente alteraciones en la poblacion
de adenocitos mamotropos.

Por otra parte, también nos ha llamado la atencién el hecho de que en todos los grupos de animales castrados
estudiados por nosotros parece existir un aumento de la intensidad de tincién de las células PRL, en relacion con
los correspondientes controles. Admitiendo de antemano el relativo valor de este dato, debido a que la intensidad
de tincién inmunohistoquimica siempre ha de ser considerada con mucha cautela, hemos de indicar que estos resultados
en principio estdn en contradiccién con la descripcion de la existencia de un posible efecto estimulador de 1a liberacién
de prolactina por parte de los adenocitos gonadotropos (Denef y Andries, 1983; Denef, 1985 y 1986).

Enresumen, nuestros resultados indican que tras la castracion —circunstancia en la que se produce una marcada
alteracion de los adenocitos gonadotropos— no existen alteraciones morfométricas de importancia en los
adenocitos mamotropos. Confirmamos la intima relacién de vecindad existente entre ambos tipos celulares.
Ambos hechos inducen a plantear nuevos estudios para aclarar las posibles interrelaciones funcionales entre ellos.
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MODIFICACIONES DE LAS CELULAS ADENOHIPOFISARIAS INMUNOREACTIVAS A
FSH TRAS LA ADMINISTRACION CRONICA DE METOCLOPRAMIDA

CHANGES OF THE FSH-IMMUNOREACTIVE ADENOHYPOPHYSEAL CELLS
FOLLOWING CHRONIC ADMINISTRATION OF METHOCLOPRAMIDE

M. RUBIO, F. SANCHEZ, J. CARRETERO, M. ANGOSO Y R. VAZQUEZ

Departamento de Anatomia e Histologia Humanas. Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca
Salamanca. Espafia

RESUMEN

Mediante la t€cnica inmunocitoquimica de la peroxidasa-antiperoxidasa hemos realizado un estudio morfométrico de la
repercusién que la administracién crénica de metoclopramida (antagonista dopaminérgico) produce sobre la célula
adenohipofisaria reactiva a FSH. Estos datos fueron correlacionados con los valores séricos de la hormona en el momento
del sacrificio. En los animales machos tratados se observé una marcada disminucién de los niveles séricos de la hormona
acompafiado de una disminucién de las reas celular citopldsmica y nuclear. Sin embargo, en el grupo de animales hembras
no se produjo ningin tipo de modificacién. Estos resultados confirman la estrecha relacién existente entre el modo de
actuacion de la dopamina y los esteroides gonadales en la regulacion de la secrecién de FSH.

PALABRAS CLAVE: FSH. Metoclopramida. Adenohip6fisis. Rata.

SUMMARY

By means of the immunocytochemical technique (PAP) a morphometric study of the effect of the chronic administration
of methoclopramide (dopaminergic antagonist) on the FSH-adenohypophyseal cells was carried out. These findings were
correlated to the FSH-serum levels at the moment of the sacrifice. In the treated males a decrease of the FSH-serum levels
accompanied by a decrease of the cellular, cytoplasmic and nuclear areas were observed. However, in the treated females no
changes were seen. These results confirm the close relationship between the action of the dopamine and the gonadal steroids
in the regulation of the FSH secretion.

KEY WORDS: FSH, Methoclopramide. Adenohypophysis. Rat.

Introduccion

La implicacion del sistema dopaminérgico sobre la regulacién de gonadotropinas fué sugerida al detectarse
que, tras la ovariectomia, coincidente con el aumento de secrecién de LH, hubo un aumento del turnover de
dopamina en la eminencia media asi como de los niveles séricos de GnRH.
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Adicionalmente, estudios immunocitoquimicos han demostrado la existencia de contactos axo-axénicos en la
eminencia media entre terminales nerviosos que contienen dopamina y GnRH (Ajika, 1979).

Sin embargo, existen controversias en determinar la funcién que desempefia el sistema dopaminérgico sobre
la regulacién de GnRH, ya que existen datos experimentales que atribuyen un efecto estimulador (SCHNEIDER
y McCann, 1969; Sarkar y Fink, 1981) o inhibidor (Gallo, 1981; Yu y Peter, 1990).

Esta accion dual del sistema dopaminérgico podria ser explicada por el hecho que el tracto tiberoinfundibular
fuera inhibidor (Craven y McDonald, 1971) y el tracto incertohipotaldmico estimulador (McKencie y col., 1984).

Laacci6n de la dopamina sobre la regulacion de gonadotropinas parece ser indirecta ya que en estudios in vitro
no se ha observado liberacién al medio de cultivo de gonadotropinas cuando se incuban hip6fisis solas adicionando
dopamina (Swarrtz y Moberg, 1986). Sin embargo, cuando al medio se le afiaden extractos de eminencia media
se produce un significativo aumento de FSH (Kamberi y cols. 1970).

Basados en estas premisas nuestro propésito es analizar las posibles repercusiones que se producen en las
c€lulas gonadotropas hipofisarias productoras de FSH, tras la administracién crénica de metoclopramida
(antagonista dopaminérgico), en ratas adultas de ambos sexos.

Material y Métodos

Para el presente experimento, hemos utilizado 30 ratas adultas de ambos sexos Sprague-Dawley, con peso
entre 200 y 250 g que fueron divididas en tres grupos de 10 ratas cada uno (5 por sexo):

1. Animales normales: En condiciones stdndard del estabulario (regimen de luz-oscuridad entre 8.00 y 20.00
h; temperatura de 20+2° C y humedad relativa de 50£5% con dieta equilibrada y libre acceso al agua de
bebida).

2. Animales controles: Los cuales recibieron diariamente (10.00 h) una dosis intramuscular de 100 ul de suero
fisiolégico durante 15 dias.

3. Animales tratados: Recibieron diariamente una dosis (20 mg/kg de peso) de metoclopramida intramuscular, a
las 10.00 h durante 15 dias. Los animales de los grupos 2 y 3 fueron sacrificados 6 horas despues de la tiltima
administracion. Mediante frotis vaginal, se determind que todas las hembras estuvieran en proestro, el primer dia
del experimento.

Transcurrido el periodo de experimentacién, los animales fueron sacrificados por decapitacién, obteniéndose
muestras sanguineas de los vasos del tronco, para la posterior determinacién de los niveles séricos. Las hipéfisis
fueronextraidas y posteriormente fijadas en una solucién de Bouin durante 5 dias. Posteriormente, fueron incluidas
en parafina y se hicieron cortes seriados de 5 um para el estudio inmunocitoquimico.

Las muestras obtenidas fueron estudiadas con el método de 1a PAP (Sternberger y cols., 1970) utilizando suero
anti-FSH (Dako), obtenido en conejo, a dilucién de 1:800, suero de cerdo anti IgG de conejo (Dako, Z-196), diluido
a 1:100 y complejo soluble PAP (Dako Z 113), a dilucién 1:100.

Para calcular las dreas celular (AC), citopldsmica (ACit) y nuclear (AN), de 500 células reactivas por grupo
(100 por animal), asi como la densidad numérica (DN) y porcentaje de células reactivas, se utilizé un planimetro
digital Apple conectado a un sistema de video RCA y a un microscopio Leitz Dialux EB-20.

Los resultados obtenidos fueron tratados estadisticamente mediante el test Anova, siendo considerados como
significativos los valores de P<0.05.

Los niveles séricos de la hormona fueron detectados mediante radioinmunoensayo de acuerdo con el protocolo
del Niamdd (Bethesda, Md), mediante doble anticuerpo usando el NIH kit.
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Resultados

Las células reactivas al suero anti-FSH para machos y hembras, en los grupos normales y controles,
presentan una débil tinci6n, uniforme por todo su citoplasma, aprecidndose con mds frecuencia en los machos
células vacuoladas (figs. 1 a 4). El ntcleo suele ser de limites bien definidos. Estdn distribuidas por toda la
adenohipéfisis con algunos aciimulos mds densos en el polo anterior y zonas dorsal y ventral de la misma, su forma
es mas o menos redondeada, siendo mds irregulares aquellas que estan situadas en torno a trayectos vasculares.

En cuanto al grupo de animales tratados con metoclopramida, se aprecié en los machos, que junto, a células con
unnivel de tincién semejante alo grupos anteriores, existen otras con una tincién mas débil. Por otra parte, se pudo apreciar
mayor nimero de células en anillo de sello, cuyo citoplasma aparecié mds intensamente reactivo (fig. 5). En las hembras,
no se observaron modificaciones llamativas, con respecto a los grupos normales y controles (fig. 6).

Los resultados morfométricos se expresan en las tablas 1 y 2, comprobandose una DN similar en ambos sexos,
con un descenso significativo en el grupo de machos tratados, que afecté también al porcentaje de células reactivas.

Los pardmetros morfométricos, AC., ACit. y AN., fueron mayores en las células de los machos cuando se
comparan con el grupo de las hembras (Tablas 1 y 2). Tras el tratamiento con metoclopramida, se observo, en
machos, un descenso significativo (p<0.05) de dichos pardmetros (Tabla 2), no existiendo modificaciones en €l
grupo de las hembras (Tabla 1).

Los niveles séricos de FSH, fueron similares en los tres grupos de hembras (Tabla 1). Sin embargo, en el
grupo de animales machos tratados se produjo un descenso de los niveles hormonales cuando se compard con los
grupos de machos normales y controles (p<0.05) (Tabla 2).

TABLA 1. Valores obtenidos en animales hembras (normales, controles y tratadas con metoclopramida)

PARAM. H. NORM. H. CONT. H. TRATADA
DN. 1,07+0,24 1,05+0,36 1,03£0,18
% C. 13,57+2,80 12,21+£2,96 13,04+2,67
AC. 123,89+33,39 129,77+34,78 128,56+40,52
ACit. 100,13%£29,55 104,00£30,94 99,73+37,8
AN. 23,76+6,09 25,77£7,13 28,84+5,92
NS. 2,58+0,33 2,4140,10 2,2610,22

DN: Densidad numérica expresada como nimero de células reactivas por 1.000 um? , %C: Niimero de células reactivas con
respecto al total de células adenohipofisarias, AC: Area celular, ACit: Area citopldsmica, AN: Area nuclear, NS: Niveles séricos
de hormona FSH en el momento del sacrificio (ng/ui).

TABLA 2. Valores obtenidos en animales machos (normales, controles y tratados con metoclopramida)

PARAM. M. NORM. M. CONT. M. TRATADA
DN. 1,1240,10 0,95%0,10 0,58+0,06*
% C. 11,42+1,06 11,81+1,52 6,561+0,84*
AC. 182,16+63,18 180,66+68,14 152,87+41,49%
ACit. 151,66160,52 151,38+65,44 114.19£35,33*
AN. 30,504+2,53 29,28+2,90 25,99+5,79%*
NS. 8,23+0,63 8,07£0,45 6,05+0,45%

* P<0.05 cuando se compara con los grupos normales y controles.

DN: Densidad numérica expresada como nimero de células reactivas por 1.000 um2 , %C: Nimero de células reactivas con
respecto.al total de células adenohipofisarias, AC: Area celular, ACit: Area Citopldsmica, AN: Areanuclear, NS: Niveles séricos
de hormona FSH en el momento del sacrificio (ng/ul).



260 M. RUBIO Y COLS.

FIGURAS 1y 2. Animales normales. Células FSH-inmunoreactivas observadas en animales machos (fig. 1) y hembras (fig. 2).
Nétese la presencia de alguna célula en anillo de sello (flechas) (200x).

FIGURAS 3 y 4. Animales controles. Se observan células reactivas con diferentes intensidades de reaccién, con similares
caracteristicas morfolégicas a las de los grupos normales. (fig. 3. Macho; fig. 4. Hembra) (400x).
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FIGURAS. 5y 6. Animales tratados con metoclopramida. Especialmente en animales machos se observaron gran cantidad de
células en anillo de sello intensamente reactivas (flechas). (Fig. 5. Macho; fig. 6. Hembra) (400x).
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Discusion

Resultados previos han demostrado que la dopamina tiene un efecto predominantemente estimulador sobre
la secrecion de LH en la rata hembra (Carretero y cols., 1991, entre otros) y en mujeres (Hyyppa y cols., 1978).
En el presente experimento y en relacion con los grupos de animales hembras, la administracién crénica de
metoclopramida, no produjo modificaciones significativas de los niveles séricos de FSH ni de los pardmetros
morfométricos de las células productoras de la misma.

La falta de respuesta en las hembras concuerda con estudios prévios (Rinne y cols., 1979; Ropert y cols.,
1984). Adicionalmente, Krieg y Sawyer (1976) demostraron en ratas ovariectomizadas, con bloqueo de la
liberacién de gonadotropinas por la administracion de altas dosis de estrégenos y progesterona, que la administracion
intraventricular de dopamina no producia efecto alguno.

El hecho que en las hembras de nuestro experimento no se haya producido respuesta, podria explicarse por
la posibilidad de un alto contenido de estrégenos en el momento del sacrificio, ya que es sabido que niveles altos
de estradiol bloquean la liberacion dopaminérgica de LHR (Schneider y McCann, 1970).

Por otra parte, si bien, la LHRH interviene en la liberacién de LH y FSH, hay situaciones en las que esta
tltima hormona tiene una respuesta distinta ante diferentes estimulos, como lo demuestran diversos estudios
(Cheesman y cols., 1977a y b; Wenger y cols., 1986; Hattori y cols., 1986; Handa y cols., 1986).

Ast, aunque las dos gonadotropinas estdn sometidas al control del mismo péptido (LHRH), algiin otro
factor, posiblemente la inhibina, intervenga especificamente en el control de la regulacién de FSH. Este hecho,
probablemente explicaria los resultado$obtenidos por nosotros mismos (Carretero y cols., 1991), en este caso
sobre la célula adenohipofisaria productora de LH, tras aplicar el mismo tratamiento.

Por el contrario, en los animales machos, la metoclopramida, indujo una disminucién de la densidad
numeérica y porcentaje del nimero de células reactivas productoras de la misma, asi como un descenso del 4rea
celular, con respecto a los grupos normales y controles. Estos resultados morfométricos indican un estado de
hiperactividad celular concordante con la disminucién de los niveles séricode FSH.

La diferente respuesta obtenida entre machos y hembras concuerda con resultados anteriores de nuestro
laboratorio, tras analizar la respuesta de las células productoras de LH ante distintos estimulos como, metoclopramida
(Carretero y cols., 1991), o LHRH (Carbajo y cols., 1987 y 1989), superponibles, también a diferentes analisis
realizados por otros investigadores (Tang y Tang, 1979; Denef y Andries, 1983; Watanave, 1986).

Nuestros resultados, confirman los de Krieg y Sawyer (1976), de los que se puede deducir que, la dopamina
tiene un efecto estimulador sobre la célula de FSH en la rata macho y que esta accién puede ser dependiente de
los esteroides gonadales.
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MUERTE NEURONAL EN LA REGION HIPOCAMPAL DURANTE EL DESARROLLO
POSTNATAL
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RESUMEN

Las areas del hipocampo: CA1, CA2, CA3, Subiculum, y Gyrus Dentatus (GD) se estudian en ratas Wistar lactantes.

Se procede para cada drea y cada edad al recuento neuronal, y a la medicion de su superficie relativa, (% de la superficie
total del hipocampo en cada edad).

La subida brusca neuronal en GD después de P.14 se deberfa al alcanzar su posicion definitiva las ultimas oleadas
celulares.

La pérdida porcentual de neuronas en CA2 guardaria relacién con su escasa oferta sindptica (sélo del septum).

Existe discordancia entre recuento neuronal que desciende mientras se conserva la superficie en CA1 parael P.14. Podria
deberse al aumento del neuropilo.

PALABRAS CLAVE: Muerte neuronal. Hipocampus. CA1. CA2. CA3. Subiculum. Gyrus dentatus. Desarrollo posnatal.
Lactancia. Rata Wistar.

SUMMARY

Hippocampal areas CA1, CA2, CA3, subiculum and dentatus gyrus (GD) were studied in the breeding wistar white rat.

Neuron counts and measurement of relative surface (% of total hippocampus surface in each area for each age) were
achieved.

Sudden neuronal spurt in (GD) after P.14 is due to the last celular wares reaching their definite position.

Percentual loss of neurons in CA2 is in relation with their scaut synaptic requierements (septum only)

There is discordance in CA1 for P.14 between decreasing neuronal connts whist conservation of its surface.

This could be explained by an increase of neuropile.

KEY WORDS: Neuronal death. Hippocampus. CA1. CA2. CA3. Subiculum. Dentatus gyrus. Postnatal development.
Lactatiun. Wistar (white) rat.
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Introduccion

El hipocampo ha sido intensamente estudiado desde Cajal en 1911 (16) y Lorente de No en 1934 (10) que
empezaron a realizar sus estudios con el método de Golgi. Mas recientemente con otras técnicas de lesion se ha
estudiado la citoarquitectura y conexiones de laregion hipocampal (3,4, 7, 8,17 y 18). También se usaron métodos
de transporte (11, 12, 13, 20, 21, 22 y 23) y finalmente Swanson en 1981 (24) perfecciéné técnicas de trazado
axonal y métodos de doble clasificacion. Estos estudios han contribuido a que la region hipocampal de la rata sea
una de las estructuras neuronales mejor conocidas.

La muerte neuronal es una fase del desarrollo del S.N.C. aceptada y demostrada por mdltiples trabajos de distintos
autores (2, 5, 9 y14). Ha sido estudiada en casi todos los niveles del S.N. tanto central como periférico. La teorfa mas
aceptada para explicar esta muerte es la basada en la «hipotesis de la competicion. Segiin esta la muerte neuronal ocurre
en un grupo de neuronas cuando tienen que competir por una sinapsis en una diana comun degenerando quienes no la
consigan (6). En nuestro trabajo pretendemos aportar, desde el punto de vista de muerte neuronal, al estudio en las
primeras etapas del desarrollo postnatal del hipocampo asi como en las distintas partes que lo componen.

Material y método

Ratas Wistar sacrificadas alos 5, 8, 12, 14, 16 y 21, dias postnatales utilizando 5 animales en cada una de las
fechas citadas. Fueron perfundidos intravascularmente, utilizando una bomba peristéltica Warton-Marlow y
usando formol al 10% como liquido fijador.

Los cerebros incluidos en parafina y tefiidos por los métodos de Nissl (N) y Kliiver-Barrera (KB) en cortes de 10 um.

Se han realizado los recuentos de las poblaciones celulares de las distintas regiones del hipocampo: CAl, CA2,
CA2, Subiculo y Giro Dentado, compardndolos con la evolucion de las superficies de dichas regiones.

El estudio de superficies se realizé sobre los cortes histolégicos con la ayuda de un tubo de dibujo ajustado a un
microscopio Nikon, dibujando en papel los contornos de las dreas del hipocampo ayudados del Atlas estereotdxico del
S.N.C. de la rata en desarrollo de Paxinos and Watson y asi poder delimitar las distintas regiones del hipocampo
cambiantes a lo largo de su ontogenia postnatal. Para facilitar la identificacion posterior de las zonas con el analizador
de imagenes, se procedio a identificarlos con colores distintos. Las dreas fueron medidas con un Ibas Kontron 2000.

Los recuentos celulares, realizados todos por el mismo observador incluyeron las neuronas que tenian visibles
nucleo, nucleolo y citoplasma.

Se hizo un test de comportamiento basado en las siguientes observaciones: Estado de las hendiduras
palpebrales, pelaje, levantamiento del vientre en pronacién, marcha, propulsion, recuperacién postural tras
decitibito supino, suspensién con miembros anteriores, respuesta a suspension por el rabo, motilidad y respuesta
a estimulos sensoriales.

Resultados

Las superficies relativas de las areas ocupadas por pirdmides o granos de cada zonas del hipocampo en relacién con
la suma de superficies de todas las zonas estudiadas en cada uno de los dias de estudio se recogen en la Tabla I.

Los recuentos celulares quedan registradas en la Tabla II.

Los resultados comparativos entre superficies y recuentos de las distintas zonas del hipocampo se indican en las
gréficas.

El test de comportamiento da los siguientes resultados: Las hendiduras palpebrales empiezan a abrirlas a los
12 dias un 20% de los animales y a los 16 las tienen totalmente abiertas todos. La piel esta cubierta de pelo en el
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TABLA 1. Superficies

5 DIAS 8 DIAS 12D. 14 D. 16 D. 21D.
CAl KB19,83 KB13,86 KB18,64 KB17,61 KB17,84 KB21,14
15,955 13,37 15,28 14,635 14,195 17,045
N-12,08 N-12,88 N-11,92 N-11,66 N-10,55 N-12,95
CA2 KB8,06 KB-3 KB1,95 KB3,04 KB2,70 KB2,11
5,12 2,295 2,045 2,775 2,67 2,355
N-2,18 N-2,85 N-2,14 N-2,51 N-2,64 N-2,60
CA3 KB13,68 KB20.02 KB22,47 KB23,01 KB20,82 KB10,57
15,335 21,305 20,005 21,43 20,789 15,19
N-16,99 N-22,54 N-19,85 N-19,85 N-20,74 N-19,81
SUB. KB42,12 KB45,73 KB33,87 KB34.16 KB33.60 KB37.88
38,875 42,975 41.755 43 425 4334 46.665
N-35,63 N-49,64 N-49.64 N-52.69 N-53.09 N-55.45
G.D. KB16.30 KB17.37 KB23.04 KB22.16 KB25.01 KB28.28
24.7 19.405 20.89 17.715 18.98 18.72
N-33.10 N-21.44 N-18.74 N-13.27 N-12.95 N-9.16
TABLA II. Recuentos
5 DIAS 8 DIAS 12D. 14 D. 16 D. 21D.
CAl KB-316 KB-428 KB-308 KB-149 KB-358 KB-686
M-438 M-478 M-342 M-278 M-412 M-577
N-560 N-529 N-376 N-407 N-466 N-468
CA2 KB-80 KB-59 KB-72 KB-71 KB-68 KB-54
M-77 M-66 M-83 M-82.5 M-103 M-63
N-74 N-73 N-94 N-94 N-138 N-72
CA3 KB-306 KB-233 KB-235 KB-233 KB-216 KB-363
M-311 N-262 M-321 M305,5 M328,5 M368,5
N-316 N-391 N-408 N-367 N-441 N-374
SUB. KB-384 KB-338 KB-257 KB-182 KB-238 KB-344
M499-5 M-406 M402,5 M401,5 M-288 M-379
N-615 N-474 N-548 N-621 N-338 N-414
G.D. KB-390 KB-460 KB-452 KB-235 KB-738 KB1392
M-457 M459,5 M499,5 M-515 M861.5 1269,5 -
N-524 N-459 N-547 N-795 N-985 N-1147

267
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60% alos 12 dias y en el 100% a los 14 dias; el vientre no arrastra en el 80% a los 12 dias yenel 100% alos 14;
la marcha se hace coordinada en el 30% a los 12 dias y en el 100% a los 14; hay propulsién eficaz en el 50% a los
8 dias y en todos a los 12; la recuperacién postural tras dectibito se hace sin dificultad a los 5 dfas en el 100%; se
mantienen suspendidos de los miembros anteriores el 80% entre a los 5y 8 dias y el 100% a los 12; la respuesta
a suspension por el rabo es dificultosa en el recién nacido y para el 20% a los 8 dias; la motilidad y la respuesta
a estimulos es hipocinética hasta los 12 dias en un 20%.

Discusion y consideraciones

En nuestros resultados encontramos que todos los campos terminan en un aumento celular a los P.21, salvo el CA2
enel que se produce un decremento. Parael diaP.14 y P.16 aparecen contrarias en CAly CA2. Mientras en CAl se produce
un aumento celular intenso a partir de P.14 en CA2 se produce un decremento de la poblacién celular a partir de P.16.

Sin embargo, la evoluci6n del Subiculo y CA3 es muy parecida en cuanto a que no se producen aumentos o
disminuciones bruscas de las poblaciones celulares.

En Giro Dentado (GD) se produce un aumento brusco a partir del P.14 al P.21.

Se producen aumentos celulares bruscos en CAl y GD; en Subiculo y CA3 la poblacién celular permanece
estable y en CA2 se produce una disminucién brusca.

En CAlyenCA3 lasuperficie permanece estable alo largo del desarrollo, un matiz ascendente en el Subiculo,
y , se produce una disminucién en CA2 y GD.

Los cambios mds bruscos en las superficies de las distintas dreas aparecen en el intervalo de P.5 a P.B.

En el CA2 se produce un descenso mas fuerte, pues alcanza un 55%.

Segun estos resultados hay tres hechos que nos llaman la atencién cuando estudiamos la evolucién de los
animales testigos en los recuentos y superficies de las distintas zonas del hipocampo.

El primero de ellos es la subida brusca celular del GD. Este resultado se explica con el trabajo de Bayer (1980)
(1) quien estudiando la neurogénesis del hipocampo de la rata con técnicas de timidina tritiada establece un
calendario cronolégico de las distintas zonas, siendo el GD quien tiene la neurogénesis mas tardia: desde P.O a
P.14.

Nosotros estamos de acuerdo con Bayer al obtener un aumento de la poblacién celular después del P.14 en el
GD, como consecuencia de las dltimas oleadas celulares cuando alcanzan su posicién definitiva.

El segundo es la pérdida celular que existe en CA2 porcentualmente y con respecto a las otras zonas del
hipocampo.

La muerte celular, aceptado y comprobado como vefamos en la Introduccion. La teorfa mas extendida, que
intenta explicar la muerte neuronal en el desarrollo, se basa en la competencia sindptica por una diana comdn para
varias neuronas. Las perdedoras que no logran sinaptar degeneran y solo sobreviven quienes lo consiguen
Openheim (14).

Segun esto, si analizamos la revisién de Paxinos (15) sobre histologia del hipocampo en la rata, comprobamos
existen abundantes ofertas para sinaptar a las distintas zonas del hipocampo, hecho que nos habla de unas perdidas
celulares inexistentes o muy bajas. En nuestros resultados, las distintas zonas, salvo el CA2, presentan curvas
estables sin descensos celulares que excedan a las consideradas "pérdidas naturales".

De todas las regiones, el CA2 es quien tiene la menor oferta sindptica (solo el drea septal) y tiene que
compartirla ademds con CA3 y CAL. Esta competencia por conseguir una sinapsis con una célula diana del Area
Septal puede ser la causa para nosotros, de la muerte celular natural encontrada en el CA2 hecho que no ocurre en
las demds regiones que tiene una amplia oferta sinaptica.

El tercer hecho que encontramos es la discordancia que existe para CAl entre recuentos y superficiesenel P.14.
Existe descenso celular que no afecta a la superficie. Esto nos indica que la conservacién de la superficie ha sido
gracias al aumento del neuropilo, o dicho de otra manera, debido a las aferencias que recibe y a su propia
dendrogénesis. Durante el desarrollo CA1 recibe abundantes aferencias de CA3 y del Subiculo Paxinos (15), 1o
que nos explican este aumento de su superficie sin aumentar su poblacién celular.
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Los fundamentales logros en el comportamiento empiezan a alcanzarse en el dia 12 y estén patentes en todos
los animales a los 14 o 16 dias. Estos dias son clave en el desarrollo, coincidiendo con otros autores que sefialan
a esa edad como la edad critica del desarrollo postnatal (19).

BIBLIOGRAFIA

1. BAYER, S.A. (1980): Development of the hippocampal region in the rat. I. Neurogenesis examined with 3hthymidine
autoradiography. J. Comp. Neurol., 190: 87-114.
2. BEAULATON, J., LOCKSHIN, R.A. (1982): The relation of programmed cell death to development and reproduction:
Comparative studies and an attempt at classification. Int. Rev. Cytol., 79: 215-235.
3. BLACKSTAD, T.W. (1956): Commissural connections of the hippocampal region in the rat, with special references to
their mode of termination. J. Comp. Neurol., 105: 417-537.
4. ACKSTAD, T.W. (1958): On the termination of some afferents to the hippocampus and fascia dentada. An experimental
study in the rat. Acta Anat., 35: 202-214.
5. CATSICAS, S.,THENOS, 5., CLARKE, P. (1987): Major role of neuronal deaht during brain development: Refinement
of topografical conneections. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 84: 8165-8168.
6. HAMBURGER, V. and LEVE-MONTALCINI, R. (1949): Proliferation, differentiation and degeneration in the spinal
ganglia of the chick embryo under normal and experimental conditions. J. Exp. Zool., 111: 457-502.
7. HJORTH-SIMONSEN, A. (1972): Projeccion of the lateral part of the entorhinal area to the hippocampus and fascia
dentata. J. Comp. Neurol., 146: 219-232.
8. HJORTH-SIMONSEN, A. (1973): Some intrinsic connections of the hippocampus in the rat: An experimental analysis.
J. Comp. Neurol., 147: 145-162.
9. HURLEY, J.M. (1988): Cell death in developing system. Meth. Achiev. Exp. Pathol., 13: 55-86.
10. LORENTE DENO,R. (1934): Studies on the structure of the cerebral cortex. II. Continuation of the study of the ammonic
system. J. Psychol. Neur., 46: 113-117.
11. MEIBACH, R.C. and SIEGEL, A. (1975): The origin of fornix fibers which projet to the mammillary bodies in the rat:
A horseradish peroxidase study. Brain Res., 88: 508-512.
12. MEIBACH, R.C. and SIEGEL, S. (1977): Efferent conections of the septal area in the rat: An analysis using retrograde
and anterograde transport methods. Brain Res., 119: 1-20.
13. MEIBACH, R.C. and SIEGEL, S. (1977): Efferent connections of the hipocampal formation in the rat. Brain Res. 124:
197-224.
14. OPPENHEIM, R.W. (1981): Cell death of motoneurons in the chich embryo spinal cord. V. Evidence on the role of cell
death and neuromuscular function in the formation of specific peripheral connections. J. Neurosci. 1: 141-151.
15. PAXINOS, G. (1985): The rat nervous system. Vol. 1. pp. 335-344. Academic Press. San Diego.
16. RAMON Y CAJAL, S. (1911): Histologie du systeme nerveux de I'homme et des vertebres. Vol. 2. Instituto Ramén y
Cajal. Madrid.
17. RAISMAN, G., COWAN, W.M. AND POWELL, T.P.S. (1965): The extrinsic afferent, commissural and association
fibers of the hippocampus. Brain., 88: 963-996.
18. RAISMAN, G., COWAN, W.M. AND POWELL, T.P.S. (1966): An experimental analysis of the afferent projection of
the hippocampus. Brain., 89: 83-108.
19. SOLANO. A., MORA. M.J., CILVETI, A., SALINAS. P., CAMPOS. V., FERNANDEZ-ORTEGA. L., SMITH-AGREDA.
IM., (1985): Edad cfitica en el crecimiento craneofacial. Un estudio comparativo en roedores. Histol. Med. 1: 89-94.
20. STEWARD, O. (1967): Topographic organitation of projections from the entorhinal area to the hipocampal formation
of the rat. J. Comp. Neurol., 167: 285-314.
21 SWANSON, L.W.and COWAN, W.M. (1975): Hippocampo-hypothalamic connections: Origin in subicular cortex, not
in Ammon's horn. Science, 189: 303-304.
22 SWANSON, L.W. and COWAN, W.M. (1976): Autoradiographic studies of the development and connections of the
septal area in the rat. In J.W. De France (ed.). The Septal Nuclei. Plenum, New York. pp. 37-64.
23. SWANSON, L.W. and COWAN, W.M. (1977): An autoradiographic study of the organization of the efferent
connections of the hippocampal formation in the rat. J. Comp. Neurol., 172: 49-84.
24. SWANSON,L.W.,SAWCHENKO,P.E.and COWAN, W.M. (1981): Evidence for collateral projection by neurons in Ammon
s horn, the dentate qyrus, and the subiculum: A multiple retrograde labeling study in the rat. J. Neurosci., 1: 548-559.

Correspondencia: Dra. Inés Smith-Fernandez
Cétedra de Anatomfia. Facultad de Medicina
Universidad de Mdlaga

29071 Madlaga. Espaiia



An. Anat. 38: 271-278 (1992)

EFFECT OF PINEALECTOMY ON THE RAT TESTIS. A HISTOLOGICAL, MORPHO-
METRIC AND ULTRASTRUCTURAL STUDY

EFECTOS DE LA PINEALECTOMIA SOBRE EL TESTICULO DE RATA. ESTUDIO
HISTOLOGICO, MORFOMETRICO Y ULTRAESTRUCTURAL

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

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

SUMMARY

A histological, morphometric and ultrastructural study was made of the testicle of rats pinealectomized at one, two and
three months of age following surgery. No histological or ultrastructural alterations of the seminiferous tubules nor of the
interstitial cells were observed in any of the groups of pinealectomized rats. The cross-sectional area of the seminiferous
tubules of these animals was found to be increased at three months following surgery as compared with the intact animals and
those subjected to sham-pinealectomy of the same age.

KEY WORDS: Pinealectomy. Testicle. Rat

RESUMEN

Hemos realizado un estudio histolégico, morfométrico y ultraestructural del testiculo de ratas pinealectomizadas al mes
de edad y sacrificadas uno, dos y tres meses después de la intervencién. No se ha detectado la existencia de alteraciones
histolégicas o ultraestructurales de los tibulos seminiferos ni de las células intersticiales en ningin grupo de ratas
pinealectomizadas. La superficie de seccién de los tiibulos seminiferos de estos animales estd incrementada al mes y alos dos
meses de la pinealectomia y disminuida a los tres meses de la intervencion, en relacién con los animales normales y sometidos
a pinealectomia simulada de la misma edad.

PALABRAS CLAVE: Pinealectomia. Testiculo. Rata.

Introduction

Inrecent years, the relationship between the pineal gland and reproductive function has received the attention
of many authors (for references, see Reiter, 1980; Brown et al., 1981; Toranzo et al., 1988; Blazquez et al., 1982).
Itis generally accepted that Heubner (1898) was the first to establish the existence of such a relationship in a report



272 D. TORANZO Y COLS.

of acase of precocious puberty in a child with a destructive tumor of the pineal parenchyma. This initial observation
was later corroborated by Kitay (1954), who observed that functional tumors of the pineal gland were accompanied
by a delay in sexual maturation, whereas destructive tumors of this gland led to the appearance of precocious
puberty.

It is currently assumed that melatonin -a hormone produced by the pineal gland- is the substance responsible
for the antigonadotropic activity of the epiphysis. In this sense, Wurtman and Axelrod (1965) observed that the
administration of small amounts of melatonin prior to the onset of puberty decreased ovarian weight and delayed
the puberty. By contrast, removal of the pineal gland, in the rat, accelerated its onset. Later, Rollag (1982) observed
that among the different pineal indoles the component with the greatest effect on the decrease in testicular weight
was melatonin.

Despite this, there is considerable discrepancy concerning the role of melatonin in reproductive function (for
areview, see Brown et al.,1981) since there are other compounds with possible antigonadotropic actions, such as
threonylseryllysine, a tripeptide isolated from bovine pineal tissue (Orts ef al., 1980). The administration of this
substance to rats caused a significant decrease in serum LH levels (Benson, 1989). Nevertheless, even though the
existence of other active pineal products -be they polypeptides or indolamines- can be considered, there is good
evidence to suggest that melatonin is an antigonadotropic factor synthesized by the pineal (see Reiter,
1980y 1984; Cardinali, 1981). Additionally, there are certain discrepancies regarding the physiological
role of the pineal in reproduction in species that are not considered to be photoperiodic, such as the rat (see
Blazquez et al., 1992).

Previously, our group has reported that pinealectomy induces cellular hyperactivity both in neurons from the
medial preoptic area (Toranzo et al., 1992)and in gonadotroph cells (Blazquez et al., 1992). In the present work
we performed a histological, morphometric and ultrastructural study of the testicles of rats pinealectomized at one
month of age and sacrificed at one, two or three months after surgery in order to shed further light on the
relationships between the pineal gland and the gonads.

Materials and Methods

Ninety albino male Sprague-Dawley rats were used as the experimental animals. 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 (Pinealectomized rats -Px). 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 (1+1); a further ten at two
months (1+2), and another ten at three months (1+3). Thirty rats of one month of age underwent a sham
pinealectomy (SPx) and were sacrificed according to the above schedule. A further thirty rats were not subjected
to any kind of experimentation (intact rats -IR) and were sacrificed in groups of 10 animals at two, three and four
months of age. 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
testes were removed. The right testis was cut in blocks 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 at4°C.
Following this, they were then dehydrated in acetone and contrasted with 2% uranyl acetate and embedded in
Durcupan (Fluka). Semithin sections were stained with toluidine blue. Ultrathin sections were taken on an LKB
Ultratome III 8800 ultramicrotome and studied with a Philips EM-201 electron microscope. The left testis was
washed in phosphate buffer, fixed in Bouin-Hollande sublimate over a period of 48 hours, dehydrated in alcohol,
and embedded in paraffin as usual. 7 um thick sections were stained with hematoxylin-eosin. Using a Kontrom
Ibas I semiautomatic image analyzer, randomly-chosen sections were used to determine the cross-sectional area
of 500 appreciably rounded seminiferous tubules from each group of the animals.
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Results

Light microscopic observation of the testicular sections revealed that spermatogenesis was conserved in the
pinealectomized rats of the different age groups studied. Figures 1 and 2, corresponding to an animal sacrificed
at one month following pinealectomy, show spermatogonia, spermatocytes and spermatids in different maturation
phases, as well as spermatozoids. Sertoli cells and interstitial tissue are also seen. Electron microscopic study
revealed the absence of ultrastructural changes in the testicles of these animals. Figure 4 shows that both the Sertoli
cells and spermatocytes and spermatids have a normal aspect. The peritubular connective tissue is also normal and
is not collagenized.

In the animals sacrificed at three months after pinealectomy spermatogenesis was also found to be conserved.
Figure 5, corresponding to one of these animals, shows the intermediate parts of mature spermatids.

Regardless of the time elapsed since pinealectomy, both dark (fig. 3) and light (fig. 6) Leydig cells were found
in the interstitial spaces; there was no predominance of one kind over the other with respect to pinealectomy. Only
in the rats sacrificed at three months after pinealectomy did there seem to be a discrete hyperplasia of the interstitial
islets. The light Leydig cells (fig 6) displayed large numbers of dense lysosomial-like inclusions together with the
accumulations of smooth endoplasmic reticulum normally found in steroid-secreting cells. The mitochondria
displayed a clear matrix (fig 6). In the dark cells it was possible to observe well developed Golgi bodies and very
dense mitochondria (fig 3). In all these cells, the rough endoplasmic reticulum was scanty and organized in short,
flat and folded cisternae (figs 3 and 6).

In sum, with the exception of a discrete hyperplasia of the interstitial tissue observed in the rats sacrificed at
three months after pinealectomy, no differences in testicular ultrastructure were observed between the
pinealectomized animals and the intact or sham pinealectomized rats.

The morphometric study revealed that up to four months of life the cross-sectional area of the seminiferous
tubules increases as the age of the intact animals and those subjected to sham pinealectomy advances, there being
no significant differences between the animals of these groups of the same age (fig. 7, table 1). In the
pinealectomized animals sacrificed at one and two months after surgery tubular cross-sectional area increases
significantly as compared with the intact animals and the rats subjected to sham pinealectomy of the same age (fig.
7, table 1). In the animals sacrificed at three months after pinealectomy, tubular cross-sectional area was
significantly smaller than that of the intact rats and the controls of the same age, and was also smaller than that
of the younger pinealectomized animals (fig. 7, table 1).

T ABLE1. Cross-sectional area of seminiferous tubules

Age of

sacrifice IR SPx Px
1+1 4047715837 40568+7420 4552048309 (,)
1+2 42205+6385 42446+4943 4706318627 (,)
1+3 4684315932 4762949363 41904+7322 (,)

All the values of the cross-sectional area of the seminiferous tubules are expressed in um? by the arithmetic mean + standard
deviation (n=500 in each group). There are no significant differences between the intact rats and those subjected to sham
pinealectomy of the same age. (,) =p<0,001, pinealectomized animals compared with intact animals and rats subjected to sham
pinealectomy of the same age. IR=intact rats. SPx=Sham pinealectomized.rats. Px=Pinealectomized rats
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FIGURE 1.

FIGURE 2.
FIGURE 3.

FIGURE 4.

Testicle of a rat pinealectomized at the age of one month and sacrificed one month later (Px 1+1). Semithin section
stained with toluidine blue. Bar = 100 um.

High magnification of figure 1. Bar = 50 um.

Electron micrograph of the testicle of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed one month later
(Px 1+1). Note a dark Leydig cell. Bar = 1 um.

Electron micrograph of the testicle of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed one month later
(Px 1+1). It is possible to observe the whole thickness of the wall of a seminiferous tubule with germinal cells in
different maturation phases. Bar = 5 um.
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FIGURE 5.

FIGURE 6.

Electron micrograph of the testicle of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed three months later
(Px 1+3). Note intermediate parts of mature spermatids surrounded by the cytoplasm of a Sertoli cell. Ba r= 500 nm.
Electron micrograph of the testicle of a rat pinealectomized at one month of age and sacrificed three months later
(Px 1+43). Note fragment of a light Leydig cell. Ba r= 500 nm.
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Discussion

Although some authors have proposed that in the albino rat the pineal gland has a limited influence on the
hypothalamo-pituitary-gonadal axis controlling reproduction (Reiter, 1980; Cardinali, 1985; Tamarkin ez al., 1985),
in pinealectomized rats we observed the existence of striking modifications of the neurons of the medial preoptic
area (Toranzo et al., 1988) and of the gonadotropic adenohypophyseal cells (Blazquez et al., 1992). The results
of the present work also point to alterations in the cross-sectional area of the seminiferous tubules in pinealectomized rats.

Our histological and ultrastructural observations indicate that in the testicles of pinealectomized rats there are
no lesions or alterations of the seminiferous tubules, of the tunica propria or of the interstitium. Neither do the
Leydig cells show any striking modifications since the light and dark types appear in similar proportions in the
different groups of animals. The only interesting finding was a discrete hyperplasia of the interstitial cells in the
rats sacrificed at three months after pinealectomy. However, measurement of the tubular cross-sectional area of
the different groups of pinealectomized rats in our study reveals the existence of important modifications as
compared with the intact animals and those subjected to sham pinealectomy of the same age. Thus, at one and two
months after pinealectomy, the tubular cross-sectional area was highly increased, whereas at three months after
surgery it was decreased. These findings are similar to the observations reported by Losada and Sarrat (1976). We
are in agreement with these authors concerning their suggestions to account for such results. According to them,
a preliminary phase of testicular hypertrophy after pinealectomy is followed by another characterized by
exhaustion of the testicle and destruction of the seminiferous tubules. This suggests that the initial gonadal
hyperfunction is transient and that the testicle, lacking the regulation of the sexual sphere exerted by the pineal
gland, would become exhausted due to overstimulation by adenohypophyseal gonadotropic hormones. We believe
that this explanation is reasonable, although in our series of animals no destruction of the testicular tissue was
observed in any of the animals.

However, although the influence of the pineal gland on the rat testicle seems to have been demonstrated,
controversy remains concerning at what specific level(s) of the hypothalamic-hypophyseal-gonadal axis pineal
products -specifically melatonin- would act. It has been proposed that the existence of melatonin receptors.in the
median eminence could be related to the effects of this hormone on reproductive function (Lépez-Gonzalez et al.,
1991). On the other hand, it has also been suggested that such effects could be mediated by the effect of the pineal
gland on serotonin metabolism, mainly in the anterior and medial hypothalamic areas (Miguez, et al., 1991)
Additionally, a direct action of melatonin on the adenohypophysis now appears to have been demonstrated
(Vanecek, 1991) and neither is it possible to rule out a direct action of this hormone on the testicle (Olivares et
al., 1989; Persengiev and Kehajova, 1991). All these data suggest that further work should be carried out to
elucidate these aspects.
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RASTRO DEGENERATIVO FIBRILAR TRAS LA DIATERMOCOAGULACION DE LA
ENCRUCIJADA ESTRIODIAGONAL IZQUIERDA

CHANGES DEGENERATIVE FOLLOWING LESIONS OF THE ENTOPEDUNCULARIS

NUCLEUS
A. VICTORIA, S. TORREGROSA y M. MONTESINOS
Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Facultad de Medicina.
Universidad de Valencia
RESUMEN

La diatermocoagulacion de la encrucijada estriodiagonal izquierda nos permite observar mediante las técnicas de Fink
y Hemir, fibras degeneradas en insula, niicleo prepiriforme, cinta diagonal de broca, septum y asa lenticular, ldmina reticular
taldmica, nicleo amigdalino, cortex cerebral, fasciculo taldmico y ldmina affixa del tdlamo.

PALABRAS CLAVE: Degeneracién. Encrucijada estriodiagonal.

SUMMARY
Changes degenerative: observation in the limen insulae, n. prepiriformis, allocortex diagonal, septum, ansa lenticularis,
s. reticulars talamus, n., amigdalinus, neocortex, fasxiculus thalamici and 1. affixa talamus behind the entopeduncularis

nucleus lesion from diathermic-coagulation.

KEY WORDS: Degeneration. Entopeduncularis nucleus.

Introduccion

Trabajo experimental consistente en laimplantacion a cronicidad de un electrodo en laencrucijada estriodiagonal
izquierda, con el fin de seguir el rastro degenerativo fibrilar producido tras la diatermocoagulacion de esta
encrucijada.

Material y Métodos

La experiencia la realizamos en 15 gatos domésticos (de 2,5 a 4,2 Kg). Tras anestesiarlos con Nembutal i.p.
(30-49 mg/K) y situarlos en un marco estereotactico, procedemos a incidir piel, musculatura temporal, fascia y
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periostio, y una vez en el plano 6seo marcamos el punto de implantacién del electrodo, concretamente a una unidad
relativa desplazada al lado izquierdo de la octava division retronasiana, a 23 mm de profundidad. El electrodo
implantado es de plata virgen clorurada, mide 23 mm de longitud y 0,3 mm de didmetro y est4 aislado totalmente,
salvo un milimentro en su extremo profundo o interior.

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

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

Resultados

Hemos observado fibras degeneradas en las insulas de Calleja, niicleo prepiriforme, cinta diagonal de Broca,
septum (figura 2), lamina affixa del tdlamo (figura 5, asa lenticular), fasciculo taldmico (figura 1) ldmina reticular
taldmica (figura 4), niicleo amigdalino y corteza cerebral del hemisferio izquierdo (figura 3).
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2

FIGURA 1. Degeneracion en fasciculo taldmico.
FIGURA 2. Degeneracion en septum.
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FIGURA 3.  Cortex del hemisferio izquierdo.
FIGURA 4.  Degeneraci6n en ldmina reticular taldmica.
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FIGURA 5. Degeneracién en ldmina affixa del tdlamo.
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MORFOLOGIA DE LA ARTERIA RENAL A" LOS 360 DiAS DE LA ANASTOMOSIS
VASCULAR POR INTUSUSCEPCION

MORPHOLOGY OF THE RENAL ARTERIE AFTER 360 DAYS OF THE VASCULAR
ANASTOMOSIS BY INTUSSUSCEPTION

J. WHYTE, J. RODRIGUEZ, F. LOSTALE, A. WHYTE, M. BESCOS, S. PELLEJERO,
J.R. PEREZ, A. TORRES y R. SARRAT

Departamento de Ciencias Morfoldgicas. Facultad de Medicina. Universidad de Zaragoza
Unidad de Cirugia. Facultad de Veterinaria. Universidad de Zaragoza

RESUMEN

Se ha estudiado la morfologia de la arteria renal a los 360 dias de la realizacién de microanastomosis vascular mediante
intusucepcion.

El material lo componen 6 ratas Wistar, machos, de pesos corporales comprendidos entre 250 y 300 gramos. Como medio
de magnificacién un microscopio quirtrgico Kapp y como material de sutura nylon monofilamento 10/0. Para el estudio
histolégico hemos empleado la técnica de la orceina.

En la zona donde se realizé la anastomosis la unién entre los segmentos aferente y eferente es completa. El vaso aferente
no muestra cambios estructurales. En el vaso eferente hay una desaparicién del endotelio, una disminucién de la muscular
que es sustituido por tejido conjuntivocicatricial.

Los segmentos pre y postanastomotico conservaba la caracteristicas tipicas de la arteria renal

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

SUMMARY

The morphology of the renal artery was studied 360 days after the practicee of microanastomosis through intususception.

The material consist of 6 male Whistar rats between 250 and 300 grams in weight; a surgical microscope Kapp used for
magnifying and 10/0 monofilament nylon for suture. The technique of Orcein was applied for the histological study.

The union between the afferent and efferent segments is complete where the anastomosis was practised. The afferent
vessel does not show structural changes. However, there is a disappearance of the endothelium in the efferent vessel as well
as a decrease in the muscular layer which is substituted by connective cicatricial tissue.

The pre- and postanastomotic segments kept those characteristics typical of the renal artery.

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

La investigacion en el transplante de drganos 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 pequefios 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 la realizacién de anastomosis por intususcepcion en diversos vasos arteriales:
Arteria femoral (8) y arteria renal (9). Asi vimos como a los 15 dias del postoperatorio la existencia de dos
segmentos vasculares aislados, unidos tinicamente por escaso tejido conjuntivo. A los 30 dias el espacio existente
entre los dos segmentos vasculares, aferente y eferente, iba cerrdndose debido al crecimiento de tabiques
conjuntivos que a modo de puentes, parten desde la adventicia del vaso aferente y se dirigen a buscar la membrana
limitante interna del vaso eferente. La unién era completa a los 90 dias de la realizacién de la intususcepcién
vascular

Material y Métodos

Se han empleado 6 ratas Wistar, machos, de pesos corporales comprendidos entre 250 y 300 g. Como medio
de magnificacion un microscopio quirirgico Kapp y como material de sutura nylon monofilamento 10/0.

En estos animales se realizé autotransplante de rifién (10) siendo el rifién derecho anastomosado a los vasos
renales izquierdos.

La anastomosis arterial se llevo a cabo mediante intususcepcion de la arteria renal izquierda dentro de la
derecha. Se anuda un punto sencillo en la superficie de seccién de la arteria izquierda, a continuacion se introduce
el hilo de sutura por la luz 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 é1 mismo realizado mediante un pequefio punto en la arteria
renal derecha.

La anastomosis venosa se llevé a cabo introduciendo la vena renal derecha dentro de la izquierda, quedando
ambas fijadas con dos puntos equidistantes, separados entre si 180 grados (7).

A los 360 dias de la realizacion de la anastomosis los animales fueron sacrificados.

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

Resultados

La arteria renal de la rata a los 360 dias de la intervencién en los segmentos pre y post anastomoticos
conservaba las caracteristicas tipicas de este vaso, con una perfecta delimitacién del su endotelio, una membrana
elastica interna compacta. En la tdnica media la proporcién entre las fibras musculares y el material eldstico es
bastante equilibrada, constituyendo las laminas eldsticas auténticos compartimentos para los paquetes de fibras
musculares, y separada de la tinica adventicia por una gruesa membrana limitante externa. La adventicia estd muy
desarrollada, con predominio de fibras conjuntivas de colageno (fig. 1).

En la zona donde se realiz6 la anastomosis, la unién entre los segmentos aferentes y eferentes es completa. El
segmento aferente no muestra cambios en su estructura con respecto a los segmentos pre y post anastomoticos; en
contraposicion el segmento eferente si que presenta, con desaparicion del endotelio, su membrana limitante interna
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FIGURA 1.  Arteria renal, segmento preanastomético, a los 360 dias de la intususcepcién. Nétese como se conserva la
morfologia tipica de esta arteria, en la que destaca la distribucién del material muscular y eldstico de la tdnica
media. Orceina (20x).

FIGURA 2.  Arteria renal, segmento anastomoético, a los 360 dias de la intususcepcién. Nétese como la unién entre los
segmentos aferente y eferente es completa. 20rcefna (20x).
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FIGURA 3.  Arteria renal, segmento anastomdtico, a los 360 dias de la intususcepcién. Notese como el segmento eferente a
nivel de su capa muscular se estd reabsorviendo. Orceina (20x).

FIGURA 4.  Arteria renal, segmento anastomético, a los 360 dfas de la intususcepcién. Detalle en el que se aprecia el
adelgazamiento de la capa muscular y su sustitucién en tejido cicatricial. Orceina (40x).



MORFOLOGIA DE LA ARTERIA RENAL 289

es compacta adoptando con relativa frecuencia un aspecto festoneado, la tiinica media esta disminuida de tamao,
siendo menos evidentes los compartimientos musculares. La capa adventicial conserva sus caracteristicas tipicas
sin que se observe cambios en la distribucién del coldgeno (fig. 2).

En las preparaciones seriadas hemos observado como se ha ido produciendo la reabsorcién de la capa muscular
del vaso eferente y su sustitucién por tejido conjuntivo cicatricial. En la parte superior de la imagen observamos
a los dos vasos anastomosados, éstos, al principio, conservan su estructuracion, mientras que en la parte media la
capa muscular se adelgaza y empieza a desaparecer y siendo sustituida por tejido conjuntivo que se mezcla con
la adventicia y en la parte inferior la capa muscular ha desaparecido por completo, quedando tnicamente la union
de las dos adventicias cuyo resultado es una tinica adventicia de notable tamafio y en la que no hemos observado
cambios estructurales (fig. 3)

En la figura 4 vemos una gran ampliaciéon de la zona donde la capa muscular empieza a desaparecer
adelgazando y perdiendo su estructuracién siendo sustituida por tejido cicatricial que se dispone alrededor
confundiéndose con la adventicia.

Discusion

Las técnicas de intususcepcion vascular empleadas en las anastomosis de pequefias arterias han demostrado
grandes ventajas en microcirugia, por su rapidez de ejecucion y reducido porcentaje de complicaciones (7, 8y 9).

En estudios anteriores se ha podido comprobar, que el tejido de cicatrizacién, de este tipo de anastomosis,
procede de la capa adventicial del vaso interno. Siendo la unién entre ambos vasos completa a los tres meses del
postoperatorio (9).

En estadios evolutivos superiores, como se ha podido comprobar en este estudio, la arteria aferente no sufre
modificaciones estructurales. No ocurre asi en la arteria eferente, en la que se observa la destruccién del endotelio
y una disminuci6n notable de su capa muscular, que en ciertas ocasiones llega a desaparecer.

Estas modificaciones se explicarfan por un predominio de la nutricion vascular a partir del endotelio del vaso
sobre la via nutricia adventicial. De esta forma se comprende porqué el endotelio del vaso arterial eferente, al no
estar en contacto con la sangre se necrosa. Por consiguiente, también se ve alterada la capa muscular, cuyas
necesidades metabélicas no pueden ser suplidas por la adventicia que conserva sus caracteristicas tipicas aunque
es sustituida progresivamente por un tejido conjuntivo cicatricial, que llega a fundirse con las dos capas
adventiciales.

Por tanto parece ser que la hipertrofia que sufre la capa adventicial de la arteria aferente, con el fin de cicatrizar
la anastomosis, participa también en la reparacion de la necrosis, que experimenta la arteria eferente en la longitud
de la intususcepcion.
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