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An . Ana t. 39: 3-9 ( 1993) 

VARIACIONES EN EL DESARROLLO CORPORAL EN RATAS ADULTAS DESPUÉS DE LA 
MANIPULACIÓN EXPERIMENTAL DE LA ESFERA GONADAL 

V ARIA TI O NS OF THE CORPORAL GROWTH FOLLOWING EXPERIMENTAL 
MANIPULATION OF THE GONADAL ENVIRONMENT IN ADULT RATS 

RESUMEN 

J. CARRETERO, R. GONZÁLEZ, M. RUBIO, F. SÁNCHEZ, M. ANGOSO, 
J.M. RIESCO y R. V ÁZQUEZ 

Departamento de Anatomía e Histología Humanas 
Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca 

Con la finalidad de valorar el efecto que los esteroides gonadales desempeñan en el desarrollo corporal , se estudia la 
variación porcentual del desarrollo ponderal en ratas ad ultas, de ambos sexos, castradas y tratadas o no con esteroides 
gonadales, comparando los resultados obtenidos con los de animales no tratados o bien con animales no castrados tratados 
con esteroides y, en el caso de los machos, se analizan las diferencias entre la orquidectomía y la criptorquidia. Nuestros 
resultados sugieren que la modificación de los patrones secretores de GH en estos animales se acompaña de significativas 
diferencias en el desarrollo ponderal, poniéndose de manifies to un efecto inhibidor del estradiol y, al contrario, un efecto 
estimulador de la testoterona, principalmente en estados de hipertestosteronismo. Además , el déficit de esteroides gonadales 
se manifiesta, en ambos sexos, por un aumento en el desarrollo ponderal que es revertido a niveles inferiores a los del comienzo 
del experimento por el estradiol en la hembra; sin embargo, en el macho, la testosterona tan sólo frena el desarrollo ponderal 
acelerado por la castración. Estos resultados sugieren una distinta efectividad del patrón secretor de GH en la rata en relación 
con la actuación biológica de la hormona que es dependiente del ambiente esteroideo gonadal. 

PALABRAS CLAVE: Desarrollo corporal. Castración . Testosterona. Estradiol. 

SUMMARY 

In order to valorate the role played by gonadal steroids in the modulation of corporal growth, the porcentual variations 
of the ponderal growth in adult rats of both sexes, after castration and/or gonadal steroids treatment were analyzed. The results 
were compared to those obtained in untreated rats and, in the males, to those obtained foJlowing chryptorchidia. An inhibitory 
effect on corporal growth was induced by estradiol; however, mainly in hypertestosteronic states , testosterone induced 
stimulatory effects. In both sexes, a significative increase ofthe corporal growth was observed following castration, this effect 
was reversed by estradiol in female, but only was delayed by testosterone in males. The results obtained in our study suggest 
a different efectivity of the rat GH secretory patterns in relation to the biological action of the hormone wich is gender
dependent. 

KEY WORDS: Corporal growth. Castration. Testosterone. Estradiol. 
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Introducción 

Por lo general, en los vertebrados se observa, en la edad adulta, un mayor crecimiento corporal en machos que 
en hembras, aunque el crecimiento se más acentuado en las hembras durante la pubertad. 

En la rata adulta se conoce la existencia de un diferente patrón de liberación de GH, en machos y en hembras, ya que 
la rata macho muestra unos picos secretores de mayor amplitud y a intervalos regulares (Hertz y cols., 1989) que los de 
la hembra y unos niveles interpico más bajos (Saunders y cols. , 1976; Eden, 1979; Jansson y cols. , 1985), lo que coincide 
con una secreción rítmica de Srif, que presenta grandes oscilaciones sincronizadas permitiendo así la aparición de oleadas 
en la secreción de GH (Tannenbaum y Martín, 1976; Wehrenberg, 1986; Akira y cols., 1988). 

En la rata hembra, las variaciones en la secreción de GH son menos pronunciadas; mostrando así una menor 
amplitud en los picos secretores que los machos , unos niveles interpico más elevados (Tannenbaun y Ling, 1984; 
Plotsky y Vale, 1985) y más irregularidad entre los picos (Millard y cols., 1982; Hertz y cols., 1989). 

Estos patrones de secreción parecen influir en la efectividad de la hormona del crecimiento sobre el 
crecimiento. Para comprobar si la manipulación experimental del sexo, mediante castración quirúrgica modifica 
los patrones de desarrollo corporal y si estas posibles modificaciones están en relación con la presencia o no de 
estradiol y testosterona, se analiza el desarrollo ponderal de ratas adultas de ambos sexos, castradas, con o sin 
tratamiento hormonal con esteroides gonadales y se compara con el de ratas control y con el de ratas sometidas 
a tratamiento con esteroides gonadales. 

Material y métodos 

Para la realización de nuestro trabajo hemos utilizado un total de 100 ratas albinas adultas de la cepa Sprague 
Dawley (suministradas por Panlab, S.A.), enjauladas y sometidas desde su nacimiento a condiciones estándar de 
estabulario: separadas por sexos, superficie mínima de jaula por animal 250 cm2, temperatura ambiental de 20±2º C, 
humedad relativa del aire del 50±5%, luz desde las 8:00 a las 20:00 horas (hora solar), dieta balanceada rata-ratón mantenimiento 
(Panlab ), agua ad libitum. 

Los animales fueron divididos en diferentes lotes experimentales: 
l. Animales normales (no tratados), 20 animales, 10 por sexo, empleados como controles de los lotes 

experimentales, a ]os 30 días de su nacimiento fueron controlados durante 30 días . 
2. Animales ovariectomizados, constituido por diez ratas hembras que a los 30 días de su nacimiento fueron 

anestesiadas con ketamina (Ketolar a dosis de 2 mg/kg de peso corporal) , administrada intraperitonealmente, tras 
lo cual fueron sometidas mediante laparotomía media a la extirpación quirúrgica de ambos ovarios y fascia adiposa 
paraovárica. 

3. Animales ovariectomizados y tratados con estradiol, este lote estuvo constituido por 1 O animales hembras que, 
a los 15 días de la ovariectomía bilateral de forma similar a la descrita para el grupo anterior, fueron sometidos a 
tratamiento diario (l 1:00 am) con 125 µg de valerato de estradiol (por vía intramuscular) durante 15 días. 

4. Animales tratados con testosterona, grupo formado por 10 animales hembras que , a partir de los 45 días 
de edad fueron sometidas a dosis diarias ( 11 :00 am) de 50 µg de propionato de testosterona durante 15 días por 
vía intramuscular. 

5. Animales orquidectomizados , constituido por 10 ratas machos que a los 30 días de su nacimiento y tras 
anestesia con ketamina intraperitoneal, fueron sometidas a la extirpación quirúrgica de ambos testículos mediante 
apertura de la bolsa escrotal. 

6. Animales orquidectomizados y tratados con testosterona, lote formado por 10 animales machos que, a 
los 15 días de ser sometidos a castración de forma similar a la descrita para el grupo anterior, fueron tratados 
diariamente (11 :00 am) durante 15 días con 50 µg de propionato de testosterona vía intramuscular. 

7. Animales criptorquídicos, grupo formado por 10 animales machos que a los 30 días de su nacimiento 
fueron anestesiados con ketamina intramuscular tras lo cual se procedió a ascender ambos testículos y su cordón 
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espermático al interior de la cavidad abdominal, cerrando mediante sutura el conducto inguinal por descenso de 
los músculos oblícuos del abdomen y ligadura al ligamento inguinal, con el fin de evitar el descenso del testículo. 

8. Animales criptorquídicos y tratados con testosterona, este grupo estuvo constituido por 1 O ratas machos 
que, tras 15 días de ser sometidos a criptorquidia de forma idéntica a la descrita para el grupo anterior, fueron 
tratadas diariamente (11 :00 am) con 50 µg de propionato de testosterona vía intramuscular durante 15 días. 

9. Animales tratados con estradiol , lote formado por 10 animales machos que a partir de los 45 días de edad 
fueron tratados diariamente (11 :00 am) con una dosis de 125 µg de valerato de estradiol vía intramuscular durante 
15 días . 

Durante el periodo de experimentación, 15 o 30 días, según el grupo experimental, se determinó semanalmente 
el desarrollo ponderal de los animales empleados, calculando el peso de los mismos en balanza electrónica. 

Los valores obtenidos fueron procesados estadísticamente y las diferencias observadas en los valores medios 
se contrastaron mediante un análisis de la varianza, considerando estadísticamente significativas diferencias con 
un valor para p<0,05 en los tests del Fisher PLSD y F-Scheffe, conjuntamente. 

Resultados 

La tabla 1 muestra los valores medios expresados en el tanto por cien de las variaciones semanales observadas 
en el peso de los animales desde el primer día del experimento hasta los 15 o 30 días, dependiendo del grupo 
experimental. 

El porcentaje de crecimiento en peso de los animales no tratados, que sirvieron de control para nuestro estudio , 
es significativamente mayor en machos que en hembras (p<0,05). Los machos ganaron en torno al 10% en peso 
al cabo de los 30 días de experimentación, mientras que en las hembras la variación fue de un 6,78%, estas 
diferencias fueron algo más llamativas en la mitad del periodo experimental, ya que a los 15 días los machos habían 
crecido un porcentaje el doble que el de las hembras, 7,78% contra 3,21 %. 

TABLA l. 

TABLA 1 

Día 1º Día 7º Día 15º Día 21º Día 30º 

HNT o 2 3,21 5,15 6,78 
HT o 2,68 4,63 
HC o 8** 16,8** 26** 33,74** 
HCE o 7,19** 14,16** 2,12 -6,34** 

MNT o 5* 7,78* 9,43* 10,6* 
ME o 1,04 • O• 

MC o 8,6 • • 17,37 • 25,84 • 34,74 • 

MCr o 9,1 • 18,87 • 28,41 • 37,74 • 

MCT o 8,25 • • 17,39 • 18,06 • 19,57• 
MCrT o 10,64 • 20,11 • 32,29 • 48,33•• 

Desarrollo corporal expresado como el porcentaje de aumento en peso de los animales desde el primer día del 
experimento. (HNT: hembras no tratadas, HT: hembras testosterona, HC: hembras castradas, HCE: hembras 
castradas tratadas con estradiol , MNT: machos no tratados, ME: machos tratados con estradiol, MC: machos 
castrados, MCr: Machos criptorquídicos , MCT: machos castrados tratados con testosterona, MCrT: machos 
criptorquídicos tratados con testosterona). *: p<0,05 en relación con HNT, ** : p<0,01 en relación con HNT, •: 
p<0,01 en relación con MNT, • • : p<0,01 en relación con MNT, • : p<0,01 en relación con MNT y MC, r • : 
p<0,01 en relación con los demás grupos estudiados 
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GRÁFICA l. Desarrollo ponderal en los distintos grupos de ratas hembras estudiadas. HNT: hembras no tratadas, HT: hembras 
testosterona, HC: hembras castradas, HCE: hembras castradas tratadas con estradiol. 

GRÁFICA 2. Desarrol lo ponderal en los distintos grupos de ratas machos estudiados. MNT: machos no tratados , ME: machos 
tratados con estradiol, MC: machos castrados, MCr: machos criptorquídicos, MCT: machos castrados tratados 
con testosterona, MCrT: machos criptorquídicos tratados con testosterona. 
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En las hembras, el tratamiento con testosterona apenas modifica las variaciones porcentuales del peso de l 
animal , el único efecto que podría llamar la atención sería un ligero aumento, no significativo, hacia el día 15º. 

A diferencia de la testosterona, en la hembra , la castración induce una vari ación muy clara en el desarro llo 
ponderal (p<0,0 1 para todos los periodos de tiempo estudiado, en relación con las hembras no tratadas y las 
hembras tratadas con testosterona). Esta diferencia ya es aprec iab le en el día 7º de experimentac ión , de forma que 
el peso de es tos animales crece porcentualmente el cuádruple que en una hembra no tratada, la diferencia se acentúa 
aú n más con el paso del tiempo, es casi cinco veces mayor a los 15, 21 y 30 días. 

El tratamiento sustitutivo con estradiol a los 15 días de efectuada la ovariectomía modifica la curva que acabamos 
de describir para la castración, de manera que durante los 15 primeros días, el efecto es similar; sin embargo, el estradiol 
frena esa curva de crecimiento de forma significativa (p<0,01) que a partir del día 15 apenas crece (sólo un 2,12%) e 
incluso a los 30 días el efecto del estradiol es tan notorio que los animales presentaron pesos por debajo de los pesos 
iniciales determinados el primerdía del experimento con un crecimiento ponderal del -6,34% (p<0,0 1 con respecto a todos 
los grupos estudiados). 

El tratamiento con estradiol a machos durante 15 días produce un aplanamiento significativo del desarrollo 
ponderal en relación con los machos no tratados (p<0,01). Este ap lanamiento es tal que al cabo de 15 días de 
tratamiento, los pesos no variaron de los determinados en el primer día del experimento. 

Esta curva es significativamente d istinta de la observada en los machos castrados en los que se observó un 
efecto contrario; la castración provocó un aumento del desarrollo ponderal significativo (p<0,05) a los 7 días de 
la intervención que se fue haciendo cada vez más manifiesto con el paso del tiempo. Comparati vamente con la 
hembra castrada, la curva de crecimiento porcentual en peso fue muy similar. 

Lo mismo ocurre tras la criptorquidia, en la que se aprecia un aumento del porcentaje de crecimiento en peso 
desde la primera semana del experimento (p<0,01 ); si bien, aunque los va lores fueron mayores que en los machos 
castrados en todos los periodos de tiempo analizados , las diferencias observadas con respecto a estos últimos no 
fueron significativas. 

Sin embargo, el tratamiento con testosterona a partir del día 15 del experimento tuvo efectos diferentes sobre 
los machos castrados que sobre los machos criptorquídicos. 

Así, los machos castrados sufrieron un frenazo brusco de su desarrollo ponderal, de manera que a partir del 
día 15º no modificaron significati vamente su peso corporal (p<0,0 1 con respecto a los machos castrados). Mientras 
que los machos criptorquídicos, no sólo no frenaron su desarrollo ponderal sino que el porcentaje de crecimiento 
en peso aumentó aún más , siendo esta diferencia significativa al fin al del experimento (p<0,0 1 ). 

Discusión 

Hasta el inicio de la pubertad, el crecimiento es mayor en ratas machos que en hembras , al igual que en la 
mayoría de los mamíferos, lo cual podría ser debido en parte a la actuación de los esteroides sexuales (Jansson y 
cols., 1984). 

Para Wiedemann (198 1) la castración aumenta el crecimiento somático en las hembras y lo disminuiría en los 
machos, lo que sugiere que los andrógenos son estimuladores del crecimiento , quizás estableciendo un patrón 
secretor de GH diferente (Millard y cols. , 1986; Akira y cols., 1988); ya que el modelo secretor de GH en el macho 
estimula el crecimien to de forma más eficaz que el de la hembra (Jansson y cols., 1984). 

Nuestros res ultados demuestran que la consideración porcen tual del desarrollo corporal tras la castración es 
mucho más fiable y que la castración aumenta significativamente, sobre todo desp ués de 15 días, el desarrollo 
corporal en hembras y machos. Sin embargo, es cierto que este aumento es más notorio en la hembra. 

La diferencia puede deberse al cl aro efecto inhibidor de los estrógenos sobre el crecimiento corporal. Nuestros 
hallazgos en-ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol , así como en los machos tratados con estradiol , sugieren 
este efecto, que podría deberse a la supresión del apetito por los estrógenos (Kennedy, 1969), puesto que existen 
evidencias de que el estradiol es capaz de aumentar la liberaci ón de GH (Moll y cols., 1986; Si mard y cols., 1988; 
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Breier y cols., 1988; Eriksson y cols., 1988; Carretero y cols., 1992). No obstante, este efecto también podría 
deberse al déficit de producción hepática de IGF-1 inducido por los estrógenos (Frohlander y VonSchoultz, 1988). 

El efecto de la testosterona es claramente desmarcable frente al estradiol. Como sugieren los hallazgos tras 
el tratamiento con testosterona a machos criptorquídicos, la testosterona es un potente estimulador del desarrollo 
ponderal, tal y como fue sugerido por Marie y cols. (1988). 

Sin embargo, su efecto es muy diferente si se administra a machos previamente castrados ya que, aunque el 
crecimiento es superior al de los machos no tratados, las testosterona inhibe claramente los efectos de la castración; 
además, en las hembras no parece afectar en forma significativa al desarrollo corporal. 

El hipertestosteronismo de los dos primeros casos podría explicar estas diferencias, como ocurre en la pubertad 
masculina a partir de la cual existe una mayor respuesta de GH al GRF hipotalámico (Wehrenberg y cols., 1985; 
Sima y cols., 1989) que se iguala después de la castración (Wehrenberg y cols., 1985). 

Los cambios observados sugieren un efecto positivo de la castración sobre el desarrollo corporal, más 
manifiesto en hembras que en machos, que parece ser dependiente, aunque en forma inversa, de los esteroides 
gonadales; siendo la testosterona, en estados de hipertestosteronismo, un potente estimulador del desarrollo 
corporal, principalmente en machos criptorquídicos . 

En nuestros resultados , el des tinto patrón secretor de GH en la rata adulta, dependiendo del sexo (Tannenbaum, 
1990) se pone de manifiesto en el desarrollo corporal, de forma que los machos no tratados evolucionan con un 
mayor peso que las hembras en todos los periodos de tiempo estudiados. 

La castración modificó la curva de crecimiento en peso, de forma que, en ambos sexos, el peso de los animales 
fue mayor que en los no tratados, siendo el aumento porcentualmente menor en machos que hembras. 
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RESUMEN 

En este trabajo se ha pretendido establecer la posible relación entre la cantidad de ADN nuclear de células no ciclantes 
y a término en cuanto a grado de diferenciación, como son los eritrocitos de trucha, pollo y rana, y la expresión de las NORs. 
Efectuados los correspondientes estudios cuantitativos , en el primero de los casos con citometría de flujo y en el segundo 
mediante el análisis de imagen , se ha podido determinar que no existe relación entre la cantidad total de ADN o de las proteínas 
nucleares totales y las proteínas argirófilas. Por ello, creemos que la capacidad transcripcional del ADNr no depende ni de 
la cantidad de material genético, ni de la arquitectura nuclear, ni tampoco de la dotación proteico-enzimáti ca del núcleo; 
debiéndose las diferenc ias existentes entre las tres especies, en cuanto a la expresión de AgNORs, exclusivamente a la 
configuración genética que presentan cada una de ellas. 

PALABRAS CLAVE: ADN. Proteínas nucleares. AgNORs. Citometría de Flujo . Citometría de Imagen. eritrocitos 
nucleados. 

ABSTRACT 

This study was carried out in attempt to gain insight into the relationship between DN A content , nuclear proteins and the 
expression of AgNORs . Trout, chicken and frog red blood cell s were selected fo r our experimental model as they are 
diferenciated , non cycling and nucleated ce lls. Both DNA and protein content in eritrocytes from the three species were 
studied by means offlow cytometry . AgNORs expression was evaluated in eritrocyte smears by using techniques of image 
cytometry. Our results showed that there is no relation between the expression of argyrophilic proteins and either DNA cotent 
or quantity of total nuclear proteins. It is conc luded that the transcriptional activ ity of DNAr genes is not related ei ther to the 
amount of DNA, the nuclear arquitecture or to the tota l protein content of the nucl eus. Differences in AgNOR ex press ion 
among the three species studied may be due exclusively to the genetic configuration on each of them. 

KEY WORDS: DNA. Nuclear proteins . AgNORs. Flow cy tometry. lmage cytometry. Nucleated eritrocytes . 
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Introducción 

Las Regiones Organizadoras del Nucleolo u Organizadores Nucleolares (NORs) son estructuras con función 
poco conocida, cuyo estudio en los núcleos de células interfásicas está alcanzando un gran auge en relación con 
diversos estados patológicos (Cracker y Nar, 1987; Cracker y Skilbeck, 1987), dada la facilidad existente para la 
identificación de los mismos, en microscopía óptica, por técnicas de tinción argéntica (Ploton y cols., 1986). La 
argirofilia de los NORs es consecuente a la reactividad con los coloides de plata (AgNORs) de algunas de las 
proteínas (NORAPs) asociadas a estos genes (ADNr) que codifican por el ARNr. 

Uno de los grandes interrogantes en torno a su naturaleza, es la posible interrelación entre los NORs y la 
cantidad de ADN nuclear, independientemente de la fase del ciclo celular. Como ya es sabido, a lo largo del ciclo 
celular, paralelamente al incremento del contenido nuclear en ADN, existe un aumento de proteínas y de ARN, 
ambos necesarios para el crecimiento celular (Darzinkiewich, 1990). 

A fin de establecer la relación existente entre la cantidad de ADN y la expresión de los NORs, estudiada ésta 
por la reacción con coloides de plata, hemos planteado el estudio de los AgNORs en el núcleo de células a término, 
en cuanto a grado de diferenciación, y no ciclantes, como son los eritrocitos de pollo, trucha, y rana, algunos de 
ellos habitualmente utilizados como patrón de linearidad en citometría de flujo. En los tres tipos celulares se 
cuantificarán el contenido nuclear en ADN y proteínas por citometría de flujo y la expresión de los NORs por 
técnicas de citometría estática (imagen). 

Material y métodos 

Para llevar a cabo este estudio se obtuvieron muestras de sangre por punción intracardíaca, en 24 truchas 
(Salmo irideus ), 16 pollos (lberline) y 24 ranas (Rana esculenta). Tras la punción, las muestras de sangre de cada 
especie fueron recogidas y diluidas en solución de Alsever (4,2 g/1 de cloruro sódico, 8 g/1 de citrato sódico y 20,5 
g/1 de glucosa) , manteniéndolas en nevera, a 4° C, hasta el procesado de las mismas. 

Determinación del contenido nuclear en ADN 

La cuantificación del ADN nuclear se llevó a cabo sobre núcleos aislados , partiendo de una suspensión de 1 
a 5 x 106 células/mi. La preparación de la muestra y la tinción del ADN se realizó mediante la técnica descrita por 
Vindelov y cols. (1983). Una vez finalizada la preparación de la muestra, y antes de 1 hora desde la terminación 
del proceso, se efectuó la lectura con un citómetro de flujo FACScan (Becton / Dickinson, EE.UU). El estudio se 
realizó sobre un mínimo de 10.000 núcleos/test, a una velocidad entre 40 y 100 núcleos/segundo, y una lente focal 
elíptica con anchura de 120 µm. Para el análisis se utilizó el software CELLFIT (Becton / Dickinson , EE.UU) , 
dotado con capacidad para discriminar dobletes . 

Simultáneamente a la lectura del contenido nuclear en ADN (FL2A), se cuantificó la dispersión de la luz en 
ángulos Pfóximos a los 0°, plano frontal (FSC-H), medida que aporta una aproximación al tamaño nuclear. 

Cuantificación del contenido proteico del núcleo 

Se partió de suspensiones de 1 a 5 x 106 células/mi de eritrocitos de pollo, trucha y rana, a las que se añadieron 
1,5 ml de tampón citrato, centrifugando a continuación a 1.800 rpm. Cada botón celular se resuspendió en 200 µI 
de tampón citrato (Vindelov y col s., 1983). A esta suspensión se añadieron secuencialmente 1,8 mi/tubo de una 
solución de tripsina, a fin de digerir el citoplasma, que se dejó actuar durante 10 minutos, y 1,5 mi/tubo de una 
solución conteniendo un inhibidor de la tripsina, a fin de evitar la digestión nuclear, que actuó durante otros 10 
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minutos. Finalmente se añadieron 1,5 mi de una solución que contenía 3 µg/m l de isotiocianato de fluorescenina, 
tamponada a pH 8, prolongando la incubación durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad total. 

La lectura se llevó acabo en un citómetro de flujo FACScan dotado de un láser de argón a una longitud de onda 
de 488 nm y 15 miliwatios de potencia. Los fotomultiplicadores del citómetro se ajustaron automáticamente con 
bolas de calibración CALIBRA TE™ y el software AUTOCOMP. Para la calibración de la señal de fluorescencia 
se empleó el sistema QuickCal (Flow Cytometry Standards Corporation, EE.UU.). La velocidad de adquisición 
se ajustó a 200-800 eventos/segundo, asegurándose que al menos el 75 % de la población de bolas negativas eran 
visibles en el histograma de fluorescencia verde (FL l ) mediante el software CONSORT 30 (Becton / Dickinson, 
EE.UU). La intensidad de fluorescencia de las células se expresó en MESF (moléculas equivalentes de fluoresceina 
soluble). 

Tinción de los AgNORs 

Tras tres lavados en PBS , seguidos de centrifugación (400 rpm), se resuspendió el pellet en el mismo tampón, 
hasta conseguir una concentración de 5 x 105 células/ml, procediéndose después a la extensión de 50 µl de la 
suspensión sobre portaobjetos de vidrio, a fin de realizar el estudio morfológico. 

Tras el secado de las extensiones, se fijaron con una solución tamponada de paraformaldehido al 10% durante 
30 minutos, siendo lavados posteriormente en agua destilada. Las muestras fueron incubadas durante 20 min, a 37º 
C con una solución coloidal de plata preparada según el procedimiento descrito por Ploton y cols. (1986). Fueron 
lavadas en agua y más adelante en una solución acuosa de tiosulfato sódico al 5% durante 5 minutos. Se 
contrastaron los núcleos con una solución acuosa de verde de metilo al 2% y, finalmente , tras un abundante lavado 
en agua corriente, fueron deshidratadas y montadas según los procedimientos habituales. 

La cuantificación de los AgNORs por procedimientos de análisis de imagen se llevó a cabo según el 
procedimiento por Carba jo y cols. (1991-Mons), valorando el área nuclear, el área total de los AgNORs, el número 
medio de partículas por núcleo y tamaño medio de cada partícula, en 100 nucleos de cada una de las tres especies. 

Estudio estadístico 

Para el análisis estadístico de los datos obtenidos en el estudio morfométrico, se aplicó el test ANOV A con 
un grado de significación del 95%. La comparación entre pares de grupos se efectuó mediante la utili zación del 
test de Fisher. 

Resultados 

Estudio del contenido nuclear en ADN y proteínas 

Ambos procedimientos cuantificadores han aportado resultados claros y satisfactorios, siendo posible la 
identificación de los núcleos de los eritrocitos de cada especie con cualquiera de los parámetros estudiados. 

Los resultados se presentan como contenido relativo en ADN y proteínas (tabla 1) y como cociente de relación 
entre especies tanto del contenido en ADN como en proteínas (tabla 2), así como en los diagramas presentados en 
la figura 1 (a-f) . 

Se aprecia una clara relación entre el contenido nuclear en ADN de cada una de las tres especies y el tamaño 
nuclear (fig. 1, a-c), relación que puede hacerse extensiva al contenido proteico total del núcleo. 
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TABLA 1 

ESPECIE ADN PROTEÍNAS 
CANAL CV MESFMEDIO 

Pollo 96,30 2,91 4,120 

Trucha 217,00 3,07 9,255 

Rana 572,20 2,19 24,358 

Resumen de los datos obtenidos tras la cuantificación por técnicas de citometía de flujo del contenido nuclear en 
ADN (canal medio) y en proteínas (MESF = exp [(canal+ l 27,2031)/24,3855]) de los eritrocitos de pollo, trucha 

y rana. 

ESPECIE 

Trucha/ Pollo 

. Rana/ Pollo 

Rana/ Trucha 

TABLA2 

COCIENTE ADN 

2,25 ± 0,01 

5,94 ± 0,04 

2,64 ±0,03 

PROTEÍNAS 

2,23 ± 0,11 

5,90 ± 0,02 

2,65 ±0,04 

Relación existente entre los núcleos de los eritrocitos de po llo, trucha y rana en cuanto al contenido en ADN o 
proteínas nucleares totales expresada en forma de cociente entre especies. 

TABLA3 

PARÁMETRO POLLO TRUCHA RANA 

Área Nuclear 12,69 ± 0,48 27,29 ± 0,55* 29,12 ± 0,62* ** 

Área tot¡il de los AgNORs 0,88 ± 0,03 2,70 ± 0,10* 1,13 ± 0,06* ** 

Número de AgNORs 3,16 ± 0,12 7,00 ± 0,18* 1,53 ± 0,08* ** 

Tamaño medio de partícula 0,3 1 ± 0,01 0,41 ± 0,02* 0,83 ± 0,05* ** 

Parámetros evaluados en el estudio morfométrico de los núcleos y AgNORs en los eritrocitos de pollo, trucha y 
rana, y sus valores respectivos (media + error estándar). *Diferencia estadísticamente significativa con el valor 
del mismo parámetro en la primera columna (Test de Fisher p<cv 0,05). **Diferencia estadísticamente 

significativa con el valor del mismo parámetro en la segunda columna (Test de Fisher p< 0,05) 
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FIGURA l. Diagramas biparamétricos que representan la relación entre el contenido nuclear en ADN (FL2-a) y la dispersión 
de la luz en el plano frontal, aproximación al tamaño nuclear (FSC-H), en los núcleos de eritrocitos de pollo (a), 
trucha (b) y rana (c); o el contenido proteico total del núcleo de las mismas células (FLIH), frente al número de 
eventos (d, e y f). 
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FIGURAS 2, 3 y 4. Imágenes resultantes de la tinción con coloides de plata de los NORs en núcleos de eritrocitos de pollo (Fig. 
2), trucha (Fig. 3) y rana (Fig. 4). X 5625. 
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Cuantificación de los AgNORs 

El estudio de los AgNORs en los eritrocitos de pollo, trucha y rana no ofreció dificultades en cuanto a la tinción 
con el coloide de plata. 

Los eritrocitos de pollo (fig. 2) , por su pequeño tamaño, presentaron dificultades para la identificación y 
cuantificación de las partículas argirófilas, por ser estas de pequeño tamaño, por lo cual es posible que haya habido 
una infravaloración. En los citoplasmas se apreció la existencia de una reacción inespecífica y homogénea al 
coloide de plata. 

En los eritrocitos de trucha (fig . 3) la reacción de los AgNORs fue nítida, observándose en todos los casos un 
mayor número de partículas que en los nú~leos de las otras dos especies. 

Los núcleos de los eritrocitos de rana (fig. 4) fueron los que mayor facilidad aportaron para el estudio de los 
AgNORs, tanto por el mayor tamaño nuclear como por la existencia, en la mayor parte de los casos, de una sola 
partícula argirófila. 

La contratinción con verde de metilo se mostró como una técnica eficaz para el análisis morfométrico, dado 
que permitió la segmentación automática de los núcleos por umbralización de los niveles de gris, no apreciándose 
la existencia de artefactos que pudieran ser atribuibles a la tinción de proteínas nucleares . 

Los datos obtenidos en el estudio morfométrico se presentan en la tabla 3. 

Discusión 

Este estudio se ha basado en el análisis de muestras de eritrocitos de pollo, trucha y rana mediante dos técnicas 
citométricas ampliamente arraigadas , la citometría de flujo y la citometría de imagen, que han servido para obtener 
datos que permitan correlacionar cuatro atributos de estas células sanguíneas nucleadas: el contenido en ADN de 
sus núcleos; la cantidad total de proteínas contenidas en los mismos, cuantificando conjuntamente las proteínas 
histónicas y no histónicas; el tamaño nuclear obtenido por dos procedimientos, uno absoluto, estudiando 
citomorfométricamente las extensiones y otro relativo, en el que se utilizó la citometría de flujo cuando se analizó 
la luz dispersada en el plano frontal; finalmente, se estudiaron las NORs, demostradas por la reacción con coloides 
de plata de algunas de las proteínas no histonas , fundamentalmente la nucleolina (Daskal y cols., 1980; Lischwe 
y cols. , 1979; Jordan, 1987), analizando su expresión mediante tres parámetros, el área total de las regiones 
argirófilas de cada núcleo, el tamaño medio de cada partícula argirófila y el número de partículas reactivas en cada 
núcleo. 

La homogeneidad de las muestras obtenidas es adecuada, dados los bajos CV obtenidos en el análisis del 
contenido de ADN, lo cual asegura por una parte, la existencia de una mínima variabilidad genética entre los 
individuos de cada una de las especies y, por otra, la perfección en la obtención y tratamiento de las células hasta 
el momento de la cuantificación. Esta bondad en el muestreo y procesado ha sido también confirmada en el estudio 
citomorfométrico, en el que el error estándar para cada parámetro se mantiene en valores bajos. 

Para todos estos parámetros, tanto cualitativos como cuantitativos, el análisis citométrico ha revelado la 
existencia de notorias diferencias entre las tres especies estudiadas. Estas diferencias, ya detectables en el análisis 
preliminar de los citogramas que plasman el estudio multiparamétrico llevado a cabo con el citómetro de flujo, en 
los que no es necesaria la aplicación de el test estadísticos por la gran magnitud de la muestra recogida y analizada, 
fueron confirmadas estadísticamente cuando se procedió a la cuantificación de las AgNORs . Revisando nueva
mente los resultados, podemos concluir que, utilizando tan sólo dos parámetros, obtenidos a partir de la citometría 
de flujo , de la de imagen o de la combinación de ambas técnicas , es posible identificar cualquiera de las tres 
poblaciones celulares, sin necesidad de aplicar test de discriminación matemática de considerable precisión. 

La relación entre las tres especies es similar, tanto cuando se valora el contenido nuclear en ADN, como cuando 
se utiliza el contenido proteico total del núcleo. Este hecho queda plasmado por la gran similitud en los cocientes 
de relación entre las tres especies para cada uno de los dos parámetros. 
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Esta diferencia entre especies afecta también , aunque en menor medida, al tamaño nuclear cuando se estudia 
mediante la dispersión frontal de la luz en citometría de flujo , pero no tan claramente en los estudios de imagen 
(aunque es significativa estadísticamente, no es muy notoria la diferencia de tamaño entre el núcleo de los hematíes 
de trucha y los de rana). Este hecho puede ser atribuible al aplanamiento del núcleo en el plano ecuatorial , existente, 
aunque en distinto grado, en los núcleos de las tres especies , lo cual permite considerables variaciones del tamaño 
nuclear sin que se modifique demasiado el área de proyección. Esta diferencia en la profundidad (el núcleo del 
eritrocito de rana es más próximo a la esfericidad) implica un mayor volumen nuclear, por lo cual existe una mayor 
dispersión de luz, hecho reflejado por el citómetro de flujo una vez amplificada la señal captada por el detector. 

El estudio de los AgNORs con la técnica de marcado por coloides de plata, tal y como expusimos en la sección 
de resultados , ha sido satisfatorio, siendo excelentes el contraste y la conservación morfológica de las preparacio
nes. Estas dos características confirman que las tinciones argénticas son adecuadas para el estudio de las NORs 
en células interfásicas en extensiones, dispersados celulares o improntas. Estos procedimientos, a los que 
normalmente son reacios los investigadores ligados al campo de la patología, ya han sido aplicados con éxito para 
el estudio citológico y citométrico por Boldy y cols. (1989) y Carbajo y cols. (1991), ya que permiten conservar 
la integridad del núcleo celular, si bien los datos obtenidos no son nunca comparables con los obtenidos en 
secciones de tejido, en las que se ha observado que el número de partículas argirófilas por núcleo es casi tres veces 
menor (Boldy y cols. , 1989). 

La contratinción con verde de metilo aporta el contraste adecuado, tanto para el estudio directo al microscopio, 
como para el análisis de imagen. El resultado de esta tinción es muy homogéneo, dado que el colorante se une 
selectivamente al ADN, sin llegar a interaccionar con las histonas , facilitando la separación espectral de las 
partículas argirófilas (de color pardo-negro), pues enmascara el fondo de la reacción argirófila (de color pardo 
amarillento), optimizando las discriminaciones visual y automática. 

Tanto en los estudios de las NORs por microscopía de luz transmitida convencional (hasta 1000 x), como 
cuando se aplica secuencialmente a la microscopía óptica el proceso digital de imágenes, en el que se incrementan 
destacablemente el tamaño y el contraste de la imagen, el pequeño tamaño de algunas de las partículas argirófilas, 
hace que éstas estén muy próximas al límite inferior de resolución del sistema, por lo cual es posible que en los 
núcleos de pollo, los de menor tamaño en nuestro estudio, haya tenido lugar una infravaloración de la reacción. 

No existe correlación entre los resultados obtenidos por citometría de flujo (contenido en ADN y proteico) y 
los obtenidos por el análisis citomorfométrico para ninguno de los parámetros que definen a las NORs (área total 
de los AgNORs por núcleo, número de AgNORs por núcleo y tamaño medio de partícula) , por lo que se puede 
concluir que no existe relación entre la cantidad de ADN o las proteínas nucleares totales y las proteínas argirófilas , 
al menos tratándose de diferentes especies, o, lo que es lo mismo, la capacidad transcripcional del ADNr no 
depende ni de la cantidad de material genético, ni de la arquitectura nuclear (histonas) , hecho ya sugerido por 
Howell (1977) y Schwarzacher y cols. (1978) , ni de la dotación proteico-enzimática del nucleo (proteínas no 
histonas) una vez se ha alcanzado el límite del crecimiento o la diferenciación. Por tanto , la gran diferencia 
existente en la expresión de los AgNORs entre las tres especies estudiadas, es solamente atribuible a la 
configuración genética de cada una de ellas. Así, en la trucha hay de 54 a 64 cromosomas, entre 22 y 24 en anfibios 
y de 78 a 80 en aves (Schmid y cols. , 1982). Nuestros datos sobre NORs no coinciden con los aportados por estos 
autores, que atribuyen tan sólo dos NORs a cada una de las tres especies. La diferencia puede deberse a la diversidad 
genética entre razas , pero es más factible que sea un defecto de cuantificación, consecuente al pequeño tamaño de 
las partículas, en coincidiencia con lo descrito por Cracker (1990) , de tal manera que puede haber sido imposible 
su identificación. 

Las especiales características de los eritrocitos de rana: gran tamaño nuclear, homogeneidad textura! del 
núcleo, área total de los AgNORs moderada que se concentra en la mayoría de los casos en una sola partícula y, 
la escasa variabilidad de estos parámetros; unidas al hecho de que se trata de células a término en cuanto a su grado 
de diferenciación, y no ciclantes; hace que pueda pensarse en ellas como elemento de correlación y referencia para 
estudios de muestras patológicas. Una valoración relativa de los AgNORs de este tipo ya ha sido sugerida, entre 
otros, por Adnet y col s. ( 1990) y Ruschoff y col s. ( 1990), quienes pensaron en linfocitos o en células normales del 
mismo tejido o individuo. 
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HYSTOMORPHOLOGICAL STUDY AND STUDY OF THE LIPOID SECRETIONAL 
CONTENTS OF THE ADRENA.L GLAND OF THE ALBINO RAT AFTER OVARIC 
IRRADIA TION WITH INFRARED LASER BEAM (904 n.m.) 

A. GORDILLO FERNÁNDEZ, R. PERALES MARÍN, E. SMITH-FERRES y V. SMITH-FERRES 
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RESUMEN 

Para estudiar el efecto del haz de láser infra-rojo (I.R.) (904 n.m.) sobre el substrato suprarrenal, tanto en su aspecto 
histomorfológico así como en relación con el contenido secretorio lipídico, tras irradiación de ambos ovarios, se realiza la 
experiencia con ratas prepúberas albinas de la cepa Wistar. 

Se compara el efecto tras la irradiación a otros dos grupos no irradiados con y sin laparotomía inicial. Los posibles 
cambios se estudian los días 1 º , 7º, 14º y 21 º postcirugía. 

En conjunto se aprecian cambios significativos en los animales estudiados pertenecientes al grupo irradiado. 

PALABRAS CLAVE: Láser I.R .. Ovario. Suprarrenal. Cambios histomorfológicos. Cambios en el contenido lipídico. Rata 
albina. 

ABSTRACT 

In order to study the effect of the infra-red laser beam (904 n.m.), on the adrenal substratum, in both its morphological 
aspect and its lipoid secretional contents, after irradiation of both ovaries, an experiment is carried out with prepubescent 
albino rats of the wistar stock. 

The effect after irradiation is compared with other non irradiated groups with and without initial laparotomy. The possible 
changes are studied on the lst., 7th., 14th., and 21st. days after surgery. 

On the whoje, significant changes in the animals studied are noticed in those belonging to the irradiated group. 

KEY WORDS: I.R. Laser beam. Ovary, adrenal. Hystomorphological changes. Changes in lipoid contents. Albino rat. 

Introducción 

El descubrimiento de la luz coherente de baja potencia y, posteriormente, la puesta en funcionamiento del 
primer láser hacen que se incremente la investigación para su utilización en medicina, pues para ello se necesita 
del laboratorio y de diferentes modelos experimentales a fin de obtener la mayor inocuidad posible de la técnica, 
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ya que es necesario tratar de establecer si su empleo sobre órganos normales o patológicos provocará o no la 
aparición de efectos secundarios indeseables de forma inmediata o diferida. 

Por otra parte, también se justifica tratando de obtener la mayor cantidad de datos sobre sus posibilidades en 
función de las características físicas y del medio sobre el que se actúa (potencia, penetración, absorción, etc.) y 
los efectos tisulares o de otro tipo tanto directos como indirectos. 

En nuestro Departamento, utilizando Soft-láser, autores como Smith Ágreda, Renovell, Montesinos, Perales 
y otros han demostrado la existencia de los efectos de este tipo de energía sobre la ciclosis celular en el sentido 
de estimulación, irradiando hipófisis y estableciendo sus consecuencias, bien a nivel de la glándula irradiada, bien 
a nivel de sus órganos diana (2, 3, 4, 8 y 9). 

Nosotros, con el presente trabajo, pretendemos conocer los posibles cambios histomorfológicos y en el 
contenido secretorio lipídico que puedan aparecer en la glándula suprarrenal de ratas albinas tras irradiación 
ovárica con láser (I.R.). 

Material y métodos 

Para comprobar los citados efectos, hemos elegido ratas albinas cepa Wistar ya que con ellas se han venido realizando 
casi la totalidad de los trabajos efectuados por los diversos autores, por tratarse de un animal de muy fácil manejo y poseer 
una excelente respuesta frente a los traumatismos quirúrgicos y ante la infección. Además las que hemos seleccionado 
son impúberes (para eliminar la influencia del ciclo genital), de entre 23 y 27 días de edad y con un peso, al comenzar 
el estudio, entre 50 y 60 g. La pubertad en las ratas se alcanza hacia los 70 días de vida (7). 

La irradiación se ha efectuado con un láser semiconductor de As -Ga, que posee las siguientes características: 
- Longitud de onda 904 n.m. 
- Potencia pico 8 W. 
- Potencia media 0,56 mW. 
- Frecuencia de emisión 350 Hz. 
- Duración del impulso 200 nseg. 
- Profundidad de penetración 2-3 cm. 

(tejido cutáneo) 
El tiempo de exposición ha sido de 14 minutos en cada ovario, lo que supone la administración de una energía 

de 0,4704 julios/ovario. 
En nuestra experiencia hemos utilizado un total de 60 animales distribuidos en 3 grandes grupos (Tabla 1): 

Testigo: Llegan a la necropsia en condiciones normales. 
Simulado: A los que sólo se les practica laparotomía. 
Experimental: Se irradian ambos ovarios tras laparotomía. 

s 
E 
R 
I 
E 
s 

1 

7 

14 

21 

día 

días 

días 

días 

TESTIGO 

5 

5 

5 

5 

TABLA I 

GRUPOS 

SIMULADO 

5 

5 

5 

5 

EXPERIMENTAL 

5 

5 

5 

5 

Modelo experimental utilizado. Distribución. Testigo (control). Simulado (laparotomía). 
Experimental (laparotomía + irradiación). 
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Estos grupos los hemos subdividido en series de: 
- 1 día: buscando posibles hallazgos de interés que puedan aparecer debidos al estrés quirúrgico. 
- 7 días: tras los que el animal ha recuperado su vitalidad y ha comenzado a ganar peso. 
- 14 y 21 días: series aleatorias, en las que observamos si persisten o no los efectos detectados. 

Los animales han sido mantenidos en el estabulario que posee el Departamento, en el cual están sometidos a 
una mi sma dieta y en condiciones ambientales constantes de 28° C y ventilación asegurada por una instalación de 
aire acondicionado. 

Por otra parte, para realizar este trabajo tras la necropsia del animal y extracción de las suprarrenales, hemos 
procedido al procesamiento de las mismas para el estudio a microscopía luz según técnica habitual empleando para 
la histomorfología las siguientes tinciones: 

- Hematoxilina-Eosina. 
- Tricrómico de Masson (variante• de Goldner). 
- Azán de Heindenhein. 
- Azul de Toluidina. 
- Tricrómico de Gallego-Dualde. 

En cuanto a la detección del contenido lipídico, se ha utilizado para el corte a congelación las siguientes: 
- Rojo Sudán. 
- Rojo escarlata. 
- Negro Sudán. 

Resultados 

H istomorf ología 

Hemos podido evidenciar en las preparaciones correspondientes al grupo experimental una densidad celular 
muy intensa, como puede observarse en los cortes que presentamos, correspondiendo ambos al grupo experimen
tal, serie de 1 día el primero de ellos (figura 1) y a la de 21 días el segundo (figura 3), en el que además se aprecia 
en la capa fascicular, con la tinción de tricrórnico de Masson/Goldner a SOOX, un incremento de la oranjofilia 
citoplásmica (figura 1) en la mayor parte de las células. 

También se demuestra una notable hipertrofia de la cortical suprarrenal (figura 3) conservando muy bien la 
arquitectura histológica de la glándula tal como se manifiesta en dicha preparación teñida con el método de 
Gallego-Dualde a 120X. 

Para poder comparar, incluimos cortes pertenecientes al grupo testigo de las series de 1 día y 21 días 
respectivamente correspondientes a las tinciones descritas para el grupo experimental anteriormente citadas y a 
las mismas series de 1 y 21 días (figuras 2 y 4). 

Detección cualitativa de lípidos 

En nuestros resultados observamos el evidente incremento del contenido secretorio de lípidos que puede 
observarse en la preparación teñida con negro Sudán a SOOX y que corresponde a un corte de la capa fascicular 
del grupo experimental serie de 21 días (figura 5) en comparación con el contenido que presenta con la misma 
tinción y aumentos el grupo testigo serie de 14 días (figura 6). 

Por otro lado también hemos apreciado, en los cortes preparados con rojo Sudán, en el grupo experimental serie 
de 1 día a 75X, una cortical densamente teñida con borramiento aparente de su arquitectura histológica debido al 
alto contenido secretorio , cuya condensación más intensa se aprecia bien en la glomerular (figura 7) y que posee 
un carácter más homogéneo y más denso en la fascicular que en dicha capa de los grupos testigo y simulado, 
mientras que en la panorámica correspondiente a la serie de 7 días de dicho grupo experimental (figura 8), se 
presenta un depleción del contenido lipídico en relación con la serie de 1 día. 
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Grupo experimental. Serie de 1 día. Fascicular. Tricrómico de Masson/Goldner. 500x. Densidad celular muy 
intensa e incremento de la oranjofilia citoplásmica en la mayor parte de las células. 
Grupo testigo. Serie de 1 día. Fascicular. Tricrómico de Masson/Goldner. 500x. Menor densidad celular que en 
la preparación correspondiente al grupo experimental de la misma serie y tinción. 
Grupo experimental. Serie de 21 días. Fascicular. Gallego-Dualde. 120x. Densidad celular muy intensa y notable 
hipertrofia de la cortical. 
Grupo testigo. Serie de 21 días. Fascicular. Gallego-Dualde. 120x. Densidad celular menor que en la preparación 
correspondiente al grupo experimental de la misma serie y tinción. 
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FIGURA S. Grupo experimental. Serie de 21 días. Fascicular. Negro Sudán. 500x. Evidente incremento del contenido 
secretorio de lípidos. 

FIGURA 6. Grupo testigo. Serie de 14 días. Fascicular. Negro Sudán. 500x. Menor contenido secretorio lipídico que en la 
preparación correspondiente al grupo experimental de la misma serie y tinción. 

FIGURA 7. Grupo experimental. Serie de 1 día. Panorámica. Rojo Sudán. 75x. Cortical densamente teñida con alto contenido 
secretorio lipídico. Glomerular con intensa condensación de lípidos. En la fascicular se aprecia el caracter más 
homogéneo y denso que en la de los grupos testigo y simulado. 

FIGURA 8. Grupo experimental. Serie de 7 días. Panorámica. Rojo Sudán. 75X. Depleción del contenido lipídico en relación 
con la de la serie de 1 día del mismo grupo. 
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Discusión 

Del estudio de los resultados obtenidos en el grupo experimental se desprende la existencia de una intensa 
densidad celular con hipertrofia de la cortical, apreciable ya en la serie de 1 día y que se intensifica progresivamente 
en las series de 7, 14 y 21 días con buena preservación de la arquitectura histológica glandular, acompañada de 
importante oranjofilia citoplásmica en la mayor parte de las células tanto de la capa glomerular como de la 
fascicular, persistiendo en esta última la intensa densidad celular con alto contenido secretorio intracitoplásmico 
a la que hemos hecho referencia. 

Estos resultados son similares a los obtenidos en experiencias respectivas por diversos autores (1 , 5, 10). Por 
el contrario otros autores observan una disminución de la capa fascicular tras pinealectomía, así como aumento 
de las vacuolizaciones celulares (6). 

Del estudio de detección de lípidos lo más significativo, en nuestra opinión, es la observación, en el grupo 
experimental (serie de 1 día), de la cortical densamente teñida con rojo Sudán en la que se evidencia un alto 
contenido secretorio, especialmente en la glomerular, y con un carácter más denso y homogéneo en la fascicular 
que en los grupos testigo y simulado de la misma serie de 1 día, lo cual contrasta con la depleción del contenido 
lipídico que presenta la serie de 7 días de este mismo grupo. 

Se obtienen variaciones relativamente parecidas con los otros dos métodos de tinción empleados, es decir rojo 
escarlata y negro sudán, situaciones que, a nuestro juicio, se pueden explicar admitiendo que la glándula está en 
una situación funcional hiperactiva tras las primeras 24 horas después de la irradiación. 
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BONE MINERAL CONTENT IN PREMENOPAUSAL WOMEN AND ITS CORRELATION 
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E.R. HERNÁNDEZ1, M. REVILLA2 y H. RICO2 

1 Departamento de Ciencias Morfológicas y Cirugía 
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RESUMEN 

Aunque el contenido mineral óseo (CMO) del organismo humano se ha correlacionado con diversas variables 
antropométricas, no hay un consenso en cuál de ellas puede influir más en el mismo. Por ello y en un amplio colectivo de 
mujeres premenopáusicas (n=105), por ser éstas más propensas a padecer osteoporosis, valoramos el CMO o masa ósea por 
absorción fotónica con fuente de rayos X de doble energía y lo correlacionamos con su masa muscular, el porcentaje de grasa, 
el peso, su masa corporal y la edad. 

Sólo encontramos correlación significativa con el peso (p<0,001) y con la masa corporal (p<0,001 ), pero con ésta el valor 
de r es menor. Ello nos lleva a postular que el continuado esfuerzo mecánico que ocasiona el peso sobre el esqueleto es el 
principal condicionante de estímulo para el desarrollo de la masa ósea. 

PALABRAS CLAVE: Variables antropométricas. Contenido mineal óseo. Mujeres premenopáusicas. 

SUMMARY 

Severa! anthropometrical variables seem to correlate with bone mineral content (BMC), but it remains controversia! 
which of them have the greatest influence o ver it. Therefore, the purpose of this study was to measure the BMC or bon e mass 
by bone densitometry with dual energy X rays (DEXA) in a wide group (n=l05) of premenopausal women, a status 
predisposed to suffer from osteoporosis, and corre late it with their lean body mass, fat percentage, weight, body mass and age. 

We only found significant correlation with the weight (p<0,001) and body mass (p<0,001 ), being the r value lower in 
the latter. We can then postulate that the continued mechanic stress ofthe weight over skeleton is the main stimulus for bone 
mass development. 

KEY WORDS: Anthropometrical variables. Bone mineral content. Premenopausal status. 

Introducción 

El contenido mineral de nuestro esqueleto, principalmente el calcio, es muy importante por estar implicado 
en múltiples y vitales funciones endocrinometabólicas ( 19). El medir el contenido mineral óseo total (CMOT) da 
una idea muy precisa del contenido total de calcio ya que éste es un componente constante (37 %) del contenido 
mineral (15); siendo a su vez el CMOT un dato fiable y estimativo de masa ósea (32). 
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Dependientes de las razas se han indicado cambios en la masa ósea (6), que ya Herodoto señaló observando 
los restos óseos de una batalla entre persas y egipcios (12). Aún así, para una misma raza, no hay un consenso en 
si la masa ósea, independientemente del condicionamiento genético, se relaciona con la masa muscular (MM), con 
el peso (P) o con la grasa (MG), habiendo referencias que indican una relación con la obesidad, con el Po con la 
MM (20, 29 y 30). 

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

Material y métodos 

Se estudian a 105 mujeres premenopáusicas con edades entre 20 y 49 años, que se seleccionaron con criterios 
de homogeneidad en razón a que no fumaran, ni ingirieran alcohol, que tuvieran 1 o más hijos a los que dieran 
lactancia y realizaran el mismo tipo de vida (amas de casa) sin práctica adicional de deportes. 

Por el estudio clínico y analítico se descartó cualquier enfermedad que pudiera influenciar en su metabolismo 
óseo. Los valores séricos de creatinina eran en todas inferiores a 1,2 mg/dl. Ninguna había estado inmovilizada 
más de 15 días en los dos últimos años y no tomaban ningún tipo de medicación (corticoides, hidantoinas , 
barbitúricos, vitaminas A o D, tiazidas, etc.) que pudieran influir en el metabolismo cálcico. 

A todas , en periodos alejados de la ingesta se les midió el CMOT, la MM, el %MG, la MC y el P, por absorción 
fotónica de doble energía de rayos X (DEXA) con aparato Norland XR-26 (Norland Ca. Fort Atkinson. Wisconsin 
EE.UU. Emsor SA. Madrid) . La medición se realizó en decúbito supino, en un tiempo medio de 21 minutos, con 
una tensión en el ánodo del tubo de 100 KV ce y con una corriente de 1 mA ce; utilizando una resolución horizontal 
de 6,5 mm, una vertical de 13 mm y una velocidad de 80 mm/segundo. Este proceder tiene en nuestras manos un 
coeficiente de variación del 1,6%. 

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

Resultados 

En la tabla 1 se muestran los valores medios y la desviación estándar de la edad, del CMOT, la MM, el %MG, 
la :t-1C, y del P, de las 105 mujeres estudiadas. Como puede verse la edad media era de 34,8±8,3 años, con un rango 
de 20 a 49 años. El CMOT fue de 2.623±484 g., la MM de 29,8±4,4 kg, el %MG de un 41 ,9±4,3%, la MC de 
25 ,3±1,7, y el peso medio de 61 ,6±6,5 kg. 

En la tabla 2 se muestran los valores de r y p según el test de correlación de Pearson encontrado entre el análisis 
de los distintos parámetros. Como puede verse la más alta correlación se encuentra entre CMOT y peso (r=0,648; 
p<0,001), siendo también significativa la correlación entre CMOT y MC (r=0,510; p<0,001), no existiendo 
correlación significativa con la Edad, con la MM, ni con el %MG. 

En la figura 1 se muestra la correlación entre CMOT y P y en la figura 2 la del CMOT y la edad. 
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TABLA l. 

Edad 34,8 ± 8,3 años 
CMOT 2.623,0 ± 484,0 g 
MM 29,8 ± 4,4kg 
%MG 41,9 ± 4,3% 
MC 25,3 ± 1,7 
p 61,6 ± 6,5 kg 

Valores medios y desviación estándar de la edad, contenido mineral óseo total (CMOT), masa muscular (MM), 
porcentaje corporal de grasa (%MG) , masa corporal (MC) y peso (P), de las 105 mujeres estudiadas. 

La medición del CMOT con DEXA se considera una técnica muy fiable y con muy bajo coeficiente de 
variación (24, 11 , 14) y sin los inconvenientes de la medición con doble isótopo (DPA) (3). Ésta, de por sí, ha 
demostrado ser muy exacta (13) y tener un gran poder de discriminación entre individuos normales y patológicos 
(9). 

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

La obesidad se considera un factor protector de la masa ósea ( 4 ), ya sea por facilitar más estrógenos (20) o por 
inducir un mayor peso. Rosenthal y cols. (23), valorando la masa ósea en la columna, por tomografía axial 
computarizada, no observan correlación entre masa ósea y tejido graso, al igual que nosotros aquí, lo que nos lleva 
a señalar su falta de influencia, al menos en mujeres premenopáusicas, sobre la masa ósea; aunque se haya 
demostrado que los obesos son menos susceptibles de padecer de osteoporosis (25). 

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

La masa corporal sí presenta una correlación significativa y de signo positivo con el CMOT, pero más alto nivel 
de significación lo encontramos con el peso (figura l); dado que para el cálculo de la MC una variable es el P y 

TABLA 2 __ 

r p 

CMOTvs Edad 0,169 ns 
MM 0,087 ns 
%MG 0,173 ns 
MC 0,510 <0,001 
p 0,648 <0,001 

Valores de r y p según el test de correlación de Pearson entre CMOT y los restantes parámetros estudiados. Siglas 
igual que en la tabla 1. 
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la otra la talla, el encontrar más significación con el P que con la MC, nos indica que la masa ósea o CMOT es más 
dependiente del P que de la talla o MC. De Simone y cols. (5) ; Wronski y col s. (33); Nelson y cols. (16) y Pocock 
y cols . (18), también observan una relación significativa entre masa ósea y P. Por otro lado, se sabe que la 
osteoporosis que se acompaña de una di sminuida masa ósea incide preferentemente en mujeres de poco peso (25). 

En definitiva, y en nuestro medio, por el estudio efectuado podemos señalar que el CMOT, dentro de las 
distintas variables antropométricas estudiadas se correlaciona muy significativamente con el P, y con la MC lo que 
nos lleva a indicar que el P tiene un efecto protector sobre el esqueleto, quizás facilitando a través de la vida, un 
pequeño pero continuado esfuerzo mecánico; ello justifica el que simples paseos de 30 minutos de duración , tres 
veces por semana, hayan demostrado que son capaces de enlentecer la pérdida de masa ósea postmenopáusica (26 
y 27). 
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ESTUDIO DE POSIBLES FENÓMENOS DE MIGRACIÓN CELULAR EN EL LÓBULO 
INTERMEDIO DE LA HIPÓFISIS DE LA RATA TRAS EL MARCAJE CON 
BROMODESOXIURIDINA 

STUDY OF PUTATIVE CELL MIGRATION IN THE INTERMEDIA TE LOBE OF THE RAT 
HYPOPHYSIS AFTER BROMODEOXYURIDINE-LABELLING 

RESUMEN 

J.L. HERNÁNDEZ 1
, S. CARBAJO', J.C. CARVAJAL'y E. CARBAJO-PÉREZ2 

1Departamento de Anatomía e Histología Humanas , Facultad de Medicina de Salamanca. 
2Departamento de Morfología y Biología Celular, Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo 

El presente es tudio fue planteado en un intento por constatar la presencia de fenómenos de migración celular entre la capa 
marginal y el espesor de la porción glandular del lóbulo intermedio (LI) de la hipófisis de la rata durante el periodo postnatal. 
Para ello, las células en fase S del ciclo celular de tres grupos de ratas, fueron marcadas mediante la inyección intraperitoneal 
de bromodesoxiuridina (BrdU) el día 14º de vida postnatal, siendo sacrificadas 60 minutos, 7 o 14 días después de la inyección. 
El análisis inmunocitoquímico de las secciones hipofisarias tratadas con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU, puso de 
manifiesto que 7 y 14 días después de la inyección de BrdU existe una disminución remarcable tanto de la intensidad de tinción 
como del número de células reactivas, siendo frecuente el hallazgo de dobletes de células marcadas. Aunque existe una 
disminución global de las células reactivas localizadas en la capa marginal, cuando se compara con los animales de 14 días, 
no es infrecuente encontrar también en este estrato dobletes reactivos. Se concluye que, tras un pulso de BrdU, no es posible 
determinar de forma irrefutable la existencia de fenómenos de migración celular en el LI de la rata durante el periodo postnatal. 
El análisis de la cinética celular del LI sugiere que la aplicación de técnicas de infusión prolongada de BrdU, podrían ser una 
alternativa para este tipo de estudios. 

PALABRAS CLAVE: Hipófisis. Lóbulo intermedio . Migración celular. Bromodesoxiuridina. Periodo postnatal. Rata. 

SUMMARY 

This study was aimed at checking wheter or not cell migration exist from the marginal !ayer into deeper areas of the rat 
intermedia te lobe during the postnatal period . Three groups of 14 day-old rats were given an intraperitoneal injection of BrdU 
and killed 60 minutes or 7 and 14 days later. Immunocytochemical analysis of sections treated with monoclonal antibody to 
BrdU showed that there was a decrease in the numbers of BrdU-labelled cells as well as as decrease of the intensity of 
immunostaining, both 7 and 14 days after the BrdU injection. Doublets of BrdU-labelled c;ells in the marginal !ayer did also 
decrease but, doublets of BrdU-labelled cells in this !ayer were notan infrequent finding . lt is concluded that flush-labelling 
with BrdU <loes not provide unequivocal evidence of cell migration in the IL of the rat during the postnatal period. It is 
suggested that continuous infusion of BrdU might be a useful alternative for cell migration studies during development. 

:i 
KEY WORDS: Pituitary gland. Intermediate lobe. Cell migration. Bromodeoxyuridine. Postnatal period. Rat. 



34 J.L. HERNÁNDEZ Y COLS. 

Introducción 

Se admite, y es ya clásico, que el epitelio de la bolsa de Rathke es el germen y promotor de la porción glandular 
de la hipófisis (Schwind, 1928; Kerr, 1946). Trabajos recientes, en los que se valora la actividad proliferativa de 
este epitelio mediante el marcaje con bromodesoxiuridina (BrdU) de las células en fase S del ciclo celular (Ikeda 
y cols. 1991), confirman la importancia de la actividad proliferativa de las células que limitan la bolsa de Rathke 
en el desarrollo del primordio hipofisario, al menos hasta el día 15º de la vida fetal. 

En un estudio realizado recientemente en nuestro laboratorio (Carbajo-Pérez y cols. 1991) se demostraba que, 
a lo largo del periodo postnatal, la actividad proliferativa de la capa marginal del lóbulo intermedio (LI) de la 
hipófisis de la rata, era proporcionalmente mayor que la actividad proliferativa de la porción glandular del mismo. 
Este hecho sugería con fuerza que la capa marginal podría desempeñar un papel de hoja germinativa del LI durante 
las primeras semanas de vida postnatal. La existencia de fenómenos de migración celular desde ésta hacia el 
espesor del LI, corroboraría, sin lugar a dudas, la hipótesis de que la capa marginal puede desempeñar las funciones 
de hoja germinativa del LI durante el primer mes de vida postnatal. 

El marcaje con BrdU puede ser utilizado para valorar fenómenos de migración celular (DeFazio y cols. 1987; 
McNicol y Duffy, 1989). En el desarrollo del presente trabajo, se ha aplicado esta técnica para intentar determinar 
la existencia de fenómenos de migración celular desde la capa marginal hacia el espesor de la porción glandular 
del LI entre la segunda y cuarta semana de vida postnatal. 

Material y métodos 

Se han utilizado crías de ratas blancas de la cepa Sprague-Dawley criadas en nuestro animalario bajo 
condiciones estándar: fotoperiodo de 12 horas de luz (8.00 a 20 horas) y 12 de oscuridad y teniendo las madres 
libre acceso a agua y dieta equilibrada (rata-ratón-cría, PANLAB). Para determinar la edad de los animales el día 
del nacimiento se consideró como día uno del periodo postnatal. Todas las crías utilizadas permanecieron con las 
madres hata el día del sacrificio. 

En el día 14º de vida postnatal, doce ratas recibieron una inyección intraperitoneal de 50 mg/kg de peso 
corporal de BrdU (Sigma) disueltos en suero fisiológico. Se procedió al sacrificio de los animales 60 minutos, una 
semana y dos semanas después de la inyección. 

Tras sacrificar a los animales por decapitación, se seccionó la calota craneana, retirando la masa encefálica. 
La base del cráneo fue sumergida en un pocillo con solución fijadora de Bouin procediéndose entonces a la 
disección de la hipófisis con la ayuda de una lente binocular. Las hipófisis se mantuvieron en la misma solución 
fijadora durante toda la noche y tras ser lavadas mediante varios pases en etanol al 70% en agua, fueron 
deshidratadas e incluidas en parafina. 

De las muestras así procesadas se obtuvieron secciones coronales de 3µm de grosor, utilizando cuchillas de 
vidrio en un microtomo Ultratome Nova» (LKB), que fueron montadas en porta objetos de vidrio. 

Para identificar la BrdU incorporada en los núcleos en fase S del ciclo celular en el momento del marcaje, se 
siguió el procedimiento descrito por Carbajo-Pérez y col (1989). Tras desparafinizar y rehidratar las muestras, 
:éstas fueron lavadas en tampón fosfato salino (PBS , pH 7,4) e incubadas durante 60 minutos a temperatura 
ambiente con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU suplementado con DNasa (Cell Proliferation Kit, Amersahm, 
REINO UNIDO). Tras ser lavadas en PBS se procedió a incubar las muestras con inmunoglobulina de conejo anti
IgG de ratón conjugada con el complejo soluble PAP (Amersham). El revelado de la reacción se llevó a cabo con 
3,3'-diaminobenzidina (DAB, SIGMA), disolviendo para ello 12,5 mg de DAB en 50 mi de tampón tris (pH: 7,6), 
añadiendo 1µ1 de Hp

2 
al 0,3% por mi de solución. Como complemento de la tinción específica, se sometió a las 

preparaciones a un suave teñido de contraste con hematoxilina de Mayer, tras el cual se procedió a la deshidratación 
y montaje de las muestras con DPX. 
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Resultados 

En las muestras obtenidas una hora después de la administración de BrdU se identificaron con facilidad los 
núcleos marcados , dado que presentaron un intenso depósito de material reactivo. Los núcleos marcados se 
localizaron tanto en la porción glandular como en la capa marginal del LI. Merece una especial referencia la porción 
posterior del LI, en la cual una gran proporción de los núcleos reactivos al suero anti-BrdU se localizó en la capa 
marginal (Fig. 1). 

En los grupos de animales sacrificados 7 y 14 días después de la administración de BrdU la reactividad al suero 
anti-BrdU (Figs. 2, 3 y 4 y Fig. 5, respectivamente) fue muy similar, presentando ambos grupos clara que permitía 
distinguirlos del de los animales sacrificados en el día catorce. La disminución del número de núcleos marcados, 
comparado con el de los animales de catorce días; y la presencia de dobletes (reactividad en dos células adyacentes 
o muy próximas) fue la característica fundamental de estos grupos. Se apreció la presencia de dobletes tanto en 
la zona glandular (Fig. 3) como en la capa marginal (Fig. 4 y 5). Merece especial mención el hecho de que en los 
animales de 21 días (siete días después de la inyección de la dosis trazadora de BrdU), se encontraron células 
marcadas dispuestas a modo de hileras , extendiéndose entre la capa marginal, en contacto con la caverna 
hipofisaria, y el lóbulo neural (Fig. 6). 

Discusión 

En contraste con la gran profusión de estudios sobre la diferenciación de los distintos tipos celulares 
hipofisarios (Chatelain y cols. 1979; Schwartzberg y Nakane, 1982; Begeot y cols. 1978; Tong y Pelletier, 1990), 
los estudios sobre la proliferación celular en la hipófisis a lo largo de su evolución pre- y postnatal son escasos. 
La gran dificultad que entraña la dosificación de las drogas antimitóticas en estudios en los que se incluyen 
animales en distintos estadios del desarrollo, ya señalada por Kerr (1946) y confirmada de forma irrefutable por 
Carbajo-Pérez y Watanabe (1990), es un factor que ha limitado durante décadas el estudio de la actividad 
proliferativa durante el desarrollo pre- y postnatal. 

Con la descripción por Gratzner (1982) de una técnica para la detección de células en fase S del ciclo celular, 
basada en la utilización de anticuerpos monoclonales anti-BrdU, se ampliaban de forma considerable las 
posibilidades del investigador para el estudio de la proliferación celular. La técnica de marcaje con BrdU, simple 
y fiable , reproduce con fidelidad los datos aportados por las técnicas clásicas de autorradiografía para el cálculo 
de la fracción de crecimiento de un tejido (Langer y cols. 1985), obviando los problemas de éstas. 

La evolución postnatal de la actividad proliferativa de la adenohipófisis ha interesado a distintos investiga
dores (Shirasawa y Yoshimura, 1982; Carbajo-Pérez y cols. 1989; Carbajo-Pérez y Watanabe, 1990), pero existe 
una gran laguna en la literatura científica en relación con la actividad proliferativa en el LI. Estudios recientes de 
nuestro grupo (Carbajo-Pérez y cols. 1991), orientados hacia el conocimiento del desarrollo postnatal del LI, han 
revelado que la actividad proliferativa de este lóbulo hipofisario, sigue un patrón similar al descrito previamente 
en lapars dista/is por Carbajo-Pérez y cols. (1989) y Carbajo-Pérez y Watanabe (1990). En resumen, se aprecia 
un descenso progresivo de la actividad proliferativa desde el momento del nacimiento hasta el final del primer mes 
de vida postnatal. Una peculiaridad de la actividad proliferativa del LI, en contraste con el patrón de proliferación 
encontrado en la pars distalis , es la gran proporción de núcleos marcados ( en ningún caso menor del 25 ,9% ), que 
se localizan en la capa marginal. Esta característica, no observada en la pars distal is (Carbajo-Pérez y cols. 1989; 
Carbajo-Pérez y Watanabe, 1990), sugería que la capa marginal podría desempeñar, durante el periodo postnatal, 
el papel de hoja germinativa del LI (Carbajo-Pérez y cols. 1991). 

Asumiendo esta hipótesis, es razonable pensar en la existencia de fenómenos migratorios, que desplazarían 
células originadas en la capa marginal hacia la zona glandular del LI. A fin de comprobar este hecho, se planteó 
el presente trabajo en el que, tras el marcaje con BrdU de las células en fase S del ciclo celular en el día 14º de vida 
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FIGURA l. Imagen conespondiente a una sección hipofisaria de una rata de 14 días de edad que recibió una inyección 
de BrdU una hora antes del sacrificio. Las células en fase S del ciclo celular son claramente observables 
por el depósito de DAB tras la reacción con suero anti-BrdU. Es de resaltar el que una gran proporción 
del total de células marcadas se localiza en la capa marginal (cabezas de flecha). 200x. 

FIGURAS 2, 3, y 4. Imágenes conespondientes a secciones hipofisarias de animales que recibieron una inyección de BrdU 
en el día 14º del periodo postnatal y fueron sacrificados una semana más tarde ( día 21 º). Es notoria la tenue 
reacción al suero anti-BrdU, que dificulta la identificación de las células reactivas (flechas en fig. 2) , 
especialmente cuando se estudian con escasa magnificación. Nótese que la tinción de contraste con 
hematoxilina es más tenue en estas imágenes dado que de otra manera no hubiera sido posible la 
identificación de las células reactivas en una reproducción en blanco y negro. La presencia de dobletes 
(asterisco) fue un hallazgo frecuente tanto en la capa marginal (fig. 3) como en la porción glandular del 

FIGURAS. 

FIGURA 6. 

LI (fig. 4) . Fig. 2: 240x, Fig. 3: 360x. Fig. 4: 625 x. 
Imagen conespondiente a una sección hipofisaria de un animal que recibió una inyección de BrdU en el 
día 14º del periodo postnatal y fue sacrificado dos semanas más tarde (día 28º) en la que se observa un 
doblete de células marcadas (asterisco) en la capa marginal del LI. 625x. 
Imagen correspondiente a un animal de 21 días en la que se observa una hilera de células marcadas (entre 
cabezas de flecha) que parecen unir la capa marginal y el lúnite dorsal del LI. 240x. 
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postnatal, se estudia la localización de las células marcadas 60 minutos, 7 y 14 días después de la exposición a la 
BrdU, trazador incorporado por las células que proliferan activamente y que permite su identificación. 

Tanto en los animales sacrificados 7 días , como 14 días después de la inyección de BrdU (21 y 28 días de vida 
postnatal) , se encontraron, una disminución global del número de células marcadas con BrdU, y un acentuado 
descenso en la intensidad de tinción de las mismas. En nuestra opinión, la disminución del número de células 
reactivas no debe ser interpretado como un fenómeno de pérdida celular, característico de una población celular 
en renovación (Messier y Leblond, 1960; renewall cell system) , sino como la exageración de un fenómeno de 
dilución progresiva de la BrdU utilizada en el marcaje, a través del reparto del material inmunoreactivo en 
sucesivas generaciones. 

Si bien es cierto que la proporción de células reactivas en el estrato marginal fue menor en las muestras 
obtenidas 7 y 14 días tras la inyección, que en las muestras obtenidas 60 minutos tras la misma (dado que la gran 
disminución de tinción en muchas de las células marcadas impidió la cuantificación certera de las mismas, la 
aproximación a estos datos es meramente descriptiva), y que también se encontraron hileras de células marcadas 
entre la capa marginal , por fuera de la misma y el límite dorsal del LI, datos que confirmaría nuestra hipótesis; estos 
hechos no pueden ser interpretados de forma absoluta, ya que también se encontraron dobletes de células en la capa 
marginal , lo cual indica que existen fenómenos de división dentro de la misma capa, sin que ninguna de las células 
hijas se incorpore a la zona glandular. 

Desde un punto de vista metodológico, podría establecerse una comparación con los estudios de migración 
celular en la corteza adrenal de la rata realizados por McNicol y Duffy (1987). Estos autores describen claros 
fenómenos migratorios desde la zona glomerulosa hacia las zonasfasciculata y reticularis, 7, 14 y 21 días después 
de la administración de la dosis trazadora de BrdU. Estos autores no hacen referencia a una disminución del número 
de células marcadas, dato que se interpreta como una pérdida de capacidad proliferativa por parte de las células 
que abandonan la zona periférica de la cápsula suprarrenal. En nuestro caso, los resultados no son comparables, 
dado que , como se ha señalado anteriormente, las células que abandonan la capa marginal no pierden su capacidad 
proliferativa y, por otra parte, se integran en una población celular, la formada por las propias células glandulares , 
que también proliferan de forma activa (Hernández, datos no publicados). 

Dadas las particularidades de la cinética celular del LI, parece aconsejable el utilizar un periodo de marcaje 
largo mediante la inyección repetida de BrdU, o la infusión continua de la misma, de modo similar al descrito por 
DeFazio y cols. (1987) . De este modo, de confirmarse nuestra hipótesis , se apreciaría un incremento progresivo 
del índice de marcaje del LI, y mas concretamente de la zona glandular del mismo, sin modificaciones sustanciales 
en el índice de marcaje de la capa marginal. Sin embargo, este modelo se enfrenta con serios problemas 
metodológicos. Para la detección inmunocitoquímica de la BrdU, se utilizan dosis de marcaje que exceden en más 
de 5 veces las dosis de trazado de este precursor (Carbajo y cols. 1992). Esta pauta de administración única es útil 
para determinar el índice de marcaje, pero es necesario realizar estudios de la cinética celular en respuesta a dosis 
altas y repetidas de BrdU para determinar en que medida éstas afectan a la progresión de las células a lo largo de 
las distintas fases del ciclo celular. 
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ANÁLISIS CUANTITATIVO DE LAS NEURONAS MARCADAS EN LA SUSTANCIA NEGRA 
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RESUMEN 

Utilizando pruebas paramétricas y no paramétricas, se realiza un análisis estadístico exahustivo del número de neuronas 
retrógradamente marcadas en la substancia negra de ratas adultas, de ambos sexos, tras la administración de Fluoro Gold en 
el núcleo estriado. 

El estudio cuantitativo reveló que la mayor proporción de neuronas FG positivas fue a nivel de la substancia negra,pars 
compacta, no existiendo diferencias estadísticamente significativas entre animales machos y hembras. Además, se apreciaron 
algunas células marcadas en áreas adyacentes a la sustancia negra (lemnisco medial , zona incerta, área ventral tegmental). 

Desde las regiones rostrales a las caudales de la sustancia negra, se observó un patrón de distribución similar, siendo más 
abundante el número de cél ulas marcadas en la transición rostro-caudal de la pars compacta de la sustancia negra. 

PALABRAS CLAVE: Estriado. Fluoro-Gold. Transporte axonal retrógrado. Substancia negra. Rata. Análisis estadístico. 

SUMMARY 

By using parametric and non parametric methods, a detailed stadistical analysis of the number of retrograde labelled 
neurons in the substantia nigra ofadult rats (both sexes) followingthe administration of fluoro gold in the striatum, was carried 
out. 

The quantitative study showed that most of the fluoro gold positive neurons were located in the pars compact of the 
substantia nigra. No gender-related stadistical differences were observed. Aditionally, in the surroundings of the substantia 
nigra sorne labelled cells were detected (ventral tegmental area, zona incerta and medial lemniscos). 

From the rostralmost regions to the caudal ones of the substantia nigra, a similar pattern of distribution was observed, 
with the caracteristic that the number of labelled cells in the ros tro-caudal transition of the pars compact of the substantia nigra 
was higher. 

KEY WORDS: Striatum. Fluoro Gold. Retrograde axonal transport. Substantia nigra. Rat. Stadistical analysis. 
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Introducción 

En estadística, las variables aleatorias siguen una di stribución de probabilidad que sirve para obtener 
conclusiones. Por lo general, se asume que las variables cuantitativas siguen una distribución normal (gausiana) , 
con una media y varianza dadas. Estas dos propiedades, que miden la tendencia central y la dispersión, son los 
parámetros que caracterizan la variable. Cuando la característica a estudio es de naturaleza binaria (animales 
machos y hembras), la distribución binomial con parámetros p (la propiedad de poseer la característica) y n 
(número de animales estudiados) permite estudiar la variable. 

La mayoría de los problemas estaclísticos pueden resolverse mediante métodos que precisan asumir que la 
variable sigue una distribución normal para que las conclusiones sobre los parámetros estudiados sean válidas. Sin 
embargo, existen situaciones en las que ]os datos indican que la presunción de normalidad es errónea; en estos casos 
se puede estudiar el motivo por el cual los datos no siguen una distribución normal y buscar una transformación 
matemática que intente corregir la desviación. Si no se encuentra una transformación adecuada deben emplearse 
métodos estadísticos no paramétricos o de distribución libre. Estas pruebas se basan en el análisis de la posic ión 
que ocupan las observaciones, una vez ordenadas. 

Las proyecciones eferentes de la sustancia negra (SN) desde el estriado han sido estudiadas en diferentes 
especies animales , utilizando para ello distintos trazadores (Anden y cols., 1964; Ungerstedt, 1971; Moore y col s. , 
1971; Carpenter y Peter, 1972; Maler y cols.,1973; Kuypers y cols., 1974; Nauta y cols., 1974; Beckstead y cols., 
1979; Van Kooy, 197?; Van Kooy y Wi•se, . .1980).¡ sin ei:nbargo, no existen estudios previos que analicen un 
exahustivo análisis ·cua_ntitativo compara_ti~9 entre l'J.nill)alys, machos y hembras , en las diferentes zonas de la 
sustancia negra y en estructuras adyacentes a la misma, utilizando como trazador fluoro gold (FG), por lo que 
nuestro propósito es valorar el número de células FG positivas, en toda la extensión de la sustancia negra de ratas 
adultas , desde las porciones rostrales a JaS caudales, tras la administración de este trazador en el estriado, realizando 
una batería de pruebas estadísticas que nos proporcione nuevos datos en el conocimiento de esta vía extrapiramidal. 

Material y Mét(1dos 
•, -~•·' 

Se utilizaron 20 ratas albinas (10 machos Y 10 hembras), cepa Wistar, de pesos comprendidos entre los 250 
y los 300 g, que fueron anestesiados profundamente, vía intraperitoneal, con pentobarbital sódico (30 mg/kg) y 
colocados en el aparato estereotáxico (David Kopf Instruments) para la administración de Fluor Gold (FG, 
Fluorocrome Inc.), disuelto en agua destilada a una concentración de 2%, en el núcleo estriado, según las 
coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (1986) , inyectando, mediante microjeringa Hamilton, 0.4 µl de FG. 

Tras un período de supervivencia de tres días, los animales fueron perfundidos, bajo anestesia profunda con 
pentobarbital sódico, vía aorta ascende¡1te, con 4% de paraforrnaldehído en tampón fosfato. 

Extraído el cerebro del animal, se postfijó con 30% de sacarosa en PBS durante 12 horas. El corte del cerebro 
se llevó a cabo en un microtomo de c011gelación (Reichert Jung Mod. 1206), practicándose secciones frontales 
seriad¡ts de 40 µm de grosor, en sentido rostro-caudal, que fueron montadas sobre portas con gelatina y secadas 
al aire', cubriéndolas posteriormente coJ1 una gota de DPX. 

Con el objeto de diferenciar claramente las zonas de la SN, y superponerlas a las secciones realizadas para 
fluorescencia, se recogieron dos secciones consecutivas, utilizando una serie para la tinción de Nissl, y la sección 
consecutiva para su visualización al microscopio fluorescente; de esta forma pudimos localizar con exactitud la 
distribución topográfica de las células n1arcadas con FG a nivel de la SN de la rata. 

El estudio de las secciones se llevó :1 cabo en un microscopio Leitz Ploempack con 100 W de fuente de luz, 
utilizando el filtro A de 340-380 nm de excitación para su visualización. 

El intenso llenado por gránulos fluorescentes del soma de las células, hace factible realizar un análisis 
cuantitativo de las neuronas marcadas por FG; para ello se visualizaron las secciones frontales seriadas que 
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contenían toda la substancia negra desde las porciones rostrales a las caudales, con un intervalo de 240 µm , 
obteniéndose los valores numéricos de las diferentes zonas de la sustancia negra y estructuras adyacentes. 

Para el estudio cuantitativo de las células se utilizó un ploter X-Y conectado al microscopio, realizando la 
cuenta de las células mediante punteado automático con ordenador y obteniendo, posteriormente, los mapas de 
distribución correspondientes a las células marcadas, basados en el diseño gráfico obtenido con el computador. 

Para el análisis estadístico se utilizaron pruebas no paramétricas: prueba de Kolmogorov-Smimov , para 
valorar la normalidad en la distribución de las variables utilizadas; la U de Mann-Whitney, para comparar variables 
cuantitativas (número de células) y cualitativas de dos categorías (animales machos y hembras) ; la prueba de 
Friedman, para comparar variables cuantitativas apareadas de más de dos categorías. Además, se utilizó alguna 
prueba paramétrica: la t de Student, para datos apareados en variables cuantitativas de distribución normal; la 
correlación de Pearson, para valorar la relación entre variables cuantitativas. Todos los datos fueron analizados 
con el paquete estadístico SPSS/Pc + (Stadistical Package for Social Sciences) para ordenadores personales 
compatibles, y el programa comercial CIA para valorar los intervalos de confianza. Todas las variables utilizadas 
así como los datos numéricos obtenidos se reflejan en la tabla 1. 

Resultados 

No existieron diferencias estadísticamente significativas (p > 0,05) entre animales machos y hembras , en todas 
las áreas consideradas, aplicando la U de Mann-Whitney, como queda reflejado en la tabla 3 y la gráfica 1, por lo 
que los resultados los describiremos en conjunto para ambos sexos. 

Mediante la tinción de Nissl , la SN apareció como una lámina con forma de semiluna, ocupando toda la 
extensión del pedúnculo cerebral (Fig. 1 ), diferenciándose en ella dos zonas: una convexa, ventral, correspondiente 
a la pars reticular (SNr), y otra cóncava, dorsal, que corresponde a la pars compacta (SNc). 

Tras el estudio de las secciones bajo la luz fluorescente , se observó que las células retrógradamente marcadas 
con FG se caracterizaron por presentar un soma ocupado por gránulos fuertemente fluorescentes, de color dorado, 
característico del trazador, con distintas prolongaciones sinuosas, más débilmente marcadas , partiendo del soma 
celular, correspondientes a las dendritas, así como otra prolongación más larga y gruesa que corresponde al axón 
de la neurona (Fig. 2). 

La distribución topográfica de las neuronas marcadas con FG a nivel de la SN tuvo un predominio en lapars 
compacta en toda su extensión y en sentido rostro-caudal como se refleja en el esquema 1; además, se visualizaron 
algunas células marcadas con FG, de forma dispersa, en áreas adyacentes a la SN (área ventral tegmental , A VT; 
zona incerta, ZI y lemnisco medial, LM). 

Mediante la prueba de Kolmogorv-Smimov verificamos que la distribución de las células en las regiones 
rostrales y caudales de la SNc es normal (p > 0,05) (Tabla 2). En otras zonas adyacentes a la SNc, como en el 
lemnisco medial, en los niveles rostrales, la distribución no siguió la ley normal (p= 0,04) , por ello, se utilizaron 
test no paramétricos para estos casos (Tabla 2). 

Las medias aritméticas obtenidas para cada una de las áreas consideradas quedan recogidas en la tabla 4 y gráfica 
1, destacando la zona de la SNc como el área en donde se localizó el mayor número de neuronas marcadas con FG. 

Existieron diferencias estadísticamente significativas entre el número de células de las regiones rostrales 
respecto a las caudales en la SNc (p < 0,001), siendo el número de células caudales mayor que las rostrales en la 
población entre 7,78 y 9,95 (Intervalo de Confianza, 95 %) (Tabla 5 y Gráfica 2). 

Encontramos diferencias estadísticamente significativas entre la SNc de los niveles rostrales y la SNc de los 
niveles caudales con el resto de las áreas rostrales consideradas, aplicando la prueba de Friedman (Tabla 6). 

No existió correlación (Correlación de Pearson) entre el número de células en los dos niveles (rostrales y 
caudales), por lo que al parecer el número de células rostrales y caudales en cada animal se comporta de forma 
independiente; sin embargo, se observó correlación positiva (p < 0,01) en la SNc a nivel rostral con la SNr a nivel 
rostral (0,64) , A VT (0,64) y ZI (0,60); por su parte, se apreció igualmente correlación positiva (p < 0,01) en la SNc 
en los niveles caudales con el lemnisco medial de los niveles caudales (0,55). 
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FIGURA 1: 

FIGURA 2: 

J.A. JUANES Y COLS. 

Panorámica de una sección frontal de la sustancia negra de la rata, mostrándose como una formación en forma 
de semiluna, en relación con el pedúnculo cerebral (pe). Nótese la existencia de dos zonas claramente 
diferenciables: pars compacta (SNc), con una alta densidad celular, y pars reticular (SNr), con células de 
distribución más difusa. Tinción de Nissl. Aumentos: 550x 
Célula retrógradamente marcada con FG a nivel de la SNc de la rata, donde se observa el gran llenado de gránulos 
fluorescentes del soma celular y sus prolongaciones . Aumentos: 550x 
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l 

ESQUEMA 1 

ESQUEMA 1: Representación esquemática de la distribución topográfica de las neuronas marcadas en la sustancia negra (a-h), 
tras la administración de FG en el núcleo caudado-putamen (CPu). Destaca la SNc como la zona en donde se 
localizó el mayor número de neuronas FG positivas, observándose algunas células aisladas en estructuras 
adyacentes a la SNc. 
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GRÁFICA 1: Comparación entre animales machos y hembras del número de células FG posi tivas encontradas en los niveles 
rostrales y caudales para cada una de las áreas consideradas. Destaca la SNc como el área en donde fue observado 
la mayor proporción de células marcadas con FG. 

GRÁFICA 2: Representación gráfica del número de células FG positivas a nivel de la SNc. Obsérvese el predominio de células 
marcadas en los niveles caudales de la SNc, no existiendo diferencias significativas entre animales machos y 
hembras. 

GRÁFICA 3: Representación del número de células FG positivas a nivel de la SNc, dividiendo la misma en 8 zonas en sentido 
rostro-caudal. Nótese el elevado número de células en la zona E respecto al resto de las zonas consideradas, no 
existiendo diferencias significativas entre animales machos y hembras. 
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VARIABLES UTILIZADAS 

Sexo Niveles ROSTRALES Niveles CAUDALES 

VI V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VIO VII 

1 12 3 o o o 22 5 7 4 2 
1 15 4 3 2 2 25 7 5 2 1 
1 13 2 3 1 o 21 4 2 1 o 
1 17 5 4 3 1 26 3 4 2 1 
1 15 4 4 2 2 23 2 4 1 o 
1 16 3 4 3 2 22 4 5 3 2 
1 18 5 5 4 2 24 4 6 3 1 
1 14 3 2 3 2 25 6 5 4 2 
1 17 4 3 2 o 26 4 5 3 2 
1 18 3 4 3 2 23 5 6 4 1 
2 11 2 1 1 o 25 5 8 3 2 
2 13 3 4 3 2 24 5 7 3 1 
2 14 3 3 2 1 22 4 4 2 1 
2 17 4 4 2 1 26 5 4 3 2 
2 14 4 5 3 2 24 3 5 3 1 
2 15 2 4 3 1 25 5 6 4 2 
2 17 5 6 5 2 22 3 6 2 o 

TABLA 1: Variables utilizadas para su posterior análisis con el programa SPSS/Pc+ y número de células contabilizadas para 
cada una delas zonas estudiadas. Vl : sexo (1 -machos, 2-hembras); V2: SNc:R; V3: SNr-R; V4: AVT-R ; V5: ZI
R; V6: LM-R; V7: SNc-C; V8: SNr-C; V9: AVT-C; VIO: ZI-C; VI 1: LM-C. 

ÍNDICE DE KOLMOGOROV-SMIRNOV 

ÁREA Niveles ROSTRALES Niveles CAUDALES 

SNc 0,700 0,645 
SNr 0,227 0,551 
AVT 0,186 0,493 

ZI 0,262 0,339 
LM 0,044* 0,086 

TABLA 2: La distribución de las células marcadas con FG en las regiones rostrales y caudales, en ambos sexos, sigue la ley 
normal (p > 0,05), excepto en el lemnisco medial , de los niveles rostrales, donde no se observó este patrón de 
distribución (*). 

U de MANN-WHITNEY 

ÁREA Niveles ROSTRALES Niveles CAUDALES 

SNc 0,5157 0,4194 
SNr 

.. 
0,9051 0,7240 

AVT .. 0,3176 0,2750 
ZI 0,5733 0,6076 
LM 0,8048 0,5645 

TABLA 3: No existieron dife rencias estadístican1ente significativas entre animales machos y hembras (p > 0 ,0-5) para todas 
las zonas analizadas. 
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MEDIAS ARITMÉTICAS 

ÁREA Niveles ROSTRALES Niveles CAUDALES 

SNc 15,20 ± 2,07 20,05 ± 1,67 
SNr 3,55 ± 0,94 4,45 ± 1, 19 
AVT 3,50 ± 1,36 5,30 ± 1,38 
ZI 2,50 ± 1,10 2,85 ± 0,99 
LM 1,30 ± 0,80 1,30 ± 0,73 

TABLA 4: Representación de las medias aritméticas obtenidas para cada una de las áreas analizadas, considerando ambos sexos. 

SNc-ROSTRAL SNc-CAUDAL 

Machos Hembras Machos Hembras 

Media 15 ,50 14,90 23,70 24,40 
Desviación Estándar 2,06 2,13 1,76 1,57 
Error Estándar 0,65 0,67 0,55 0,49 

TABLA 5: Medias aritméticas obtenidas a nivel de la substancia negra, pars compacta, en los diferentes niveles analizados 
(rostral y caudal) diferenciándose los valores entre animales machos y hembras. 

-
. , _;. :- ,~ ...... PRUEBA DE FRIEDMAN 

. _ _ ._, 

. ~ i;c ¡ 

SNc-R SNr-R AVT-R ZI-R LM-R 

SNc-R 1,000 0,641 * 0,637* 0,601 * 0,374 
SNr-R 0,641 * 1,000 0,544* 0,531 * 0,396 
AVT0 R 0,637* 0,554* 1,000 0,845** 0,580* 

ZI-R 0,601 * 0,531 * 0,845** 1,000 0,656** 
LM-R 0,274 0,396 0,580 0,656** 1,000 
SNc-C 0,271 0,282 -0,034 0,043 0,027 
SNr-C -0,124 -0,325 -0,472 -0,261 0,016 
AVT-C -0, 188 -0,092 -0,252 0,034 0,104 

ZI-C 0,144 -0,188 -0,294 0,024 -0,006 
LM-C 0,140 -0,006 -0,476 -0,261 -0,251 

SNc-C SNr-C AVT-C ZI-C LM-C 

SNc-R 0,271 -0,124 -0,188 0,144 -0,006 
SNr-R 0,282 -0,325 -0,092 -0, 188 -0,251 

; 
AVT-R -0,034 -0,472 -0,252 -0,294 -0,476 

ZI-R 0,043 -0,261 0,034 0,024 -0,261 
LM-R 0,027 0,016 0,104 -0,006 -0,251 
SNc-C 1,000 0,385 0,244 0,387 0,546* 
SNr-C 0,385 1,000 0,361 0,597* 0,560* 
AVT-C 0,244 0,361 1,000 0,613* 0,426 

ZI-C 0,387 0,597* 0,613* 1,000 0,792** 
LM-C 0,546* 0,560* 0,426 0,792** 1,000 

TABLA 6: Correlación entre las diferentes zonas analizadas, indicando la correlación positiva(* : 0,01) 
y muy positiva(** : 0,001) entre algunas de las áreas consideradas. 
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El estudio cuantitativo de las diferentes secciones seriadas, reveló que la mayor proporción de neuronas FG 
positivas fue observado en el límite rostro-caudal de la SNc (Gráfica 3); siendo la zona D con 7,65 ± 1,35 (DE) 
y la zona E con 13,10 ± 2,25 (DE), las zonas de mayor número de neuronas marcadas; existiendo correlación (p 
< 0,001) de 0,75 entre la zona D y E. 

Discusión 

Son numerosos los estudios que han analizado la morfología de la SN, utilizando para ello diferentes técnicas 
y especies animales (Bak, 1967; Rinivik y Grafova, 1970; Hanaway y cols., 1970; Parizek y cols., 1971; Gulley 
y Wood, 1971 ; Agid y cols., 1973; Sotelo y cols., 1973; Schwyn y Fox, 1974; Butcher y Marchand, 1978; Butcher 
y Talbot, 1978; Domesick, 1979), sin embargo, ninguno de ellos realizan un análisis cuantitativo de las células FG 
positivas en toda la extensión de la SN, y sin hacer una distinción entre animales machos y hembras. 

Para cualquier proceso estadístico que se realice, es fundamental una buena recogida de los datos para poder 
alcanzar un objetivo. Por otra parte, siempre debe preverse mecanismos para evaluar y asegurar la calidad de los 
datos recogidos , ya que sobre ellos se llevará a cabo el análisis . 

En nuestro estudio utilizamos un método informatizado que nos permitió la fácil recogida de todos los datos 
analizados y su posterior codificación, empleando para ello programas comerciales altamente sofisticados. 

Dentro de las pruebas no paramétricas o de distribución libre, el índice de Kolmogorov-Smirnov permite 
comparar, en un sentido global, la distribución de dos muestras independientes. Si sólo interesa la tendencia 
central, la prueba de la U de Mann-Whitney es la más indicada. Cuando las muestras son dependientes (datos 
apareados) se debe emplear la prueba de Wilcoxon. Para comparar más de dos medianas puede emplearse la prueba 
de Kruskal-Wallis o la de Friedman, en función del diseño de estudio. También existen métodos no paramétricos 
para realizar análisis multivariante, pero su empleo e interpretación son difíciles (Stell y Torrie, 1986; Campbell 
y Gardner, 1988; Sprent, 1989; Moreno y cols., 1991). 

Los métodos no paramétricos podrían emplearse en la mayoría de las situaciones, incluso cuando las variables 
siguen una distribución normal. Estos métodos tienen una sensibilidad muy buena. Cuando las variables no siguen 
una distribución normal, las pruebas paramétricas pierden sensibilidad y es preferible emplear los métodos de 
distribución libre (Moreno y cols., 1991). 

La prueba específica para determinar si una variable sigue una distribución normal es la prueba de 
Kolmogorov-Smirnov, sin embargo, esta prueba es poco sensible a las desviaciones de la normalidad cuando el 
tamaño de la muestra es pequeño. 

En nuestro estudio, debido a que en alguna zona adyacente a la SNc, como el lemnisco medial , la distribución 
no siguió la ley normal, utilizamos test no paramétricos para estos casos, empleando pruebas paramétricas para 
el resto de los casos. 

Aplicando la U de Mann-Whitney, no observamos diferencias significativas entre los diferentes sexos, en 
ninguno de los parámetros analizados (morfología, distribución topográfica y análisis cuantitativo de las células). 
Este dato no ha sido considerado por ninguno de los autores consultados por nosotros. 

La observación, en nuestro estudio, de algunas neuronas marcadas con FG, a nivel del área ventral tegmental, 
podría explicarse porque la proyección de A VT al núcleo acumbens se extiende a lo largo del estriado ventral y 
de la mitad medial del caudado-putamen, como señalara González y cols., (1990), coincidiendo, de este modo, en 
parte con la proyección de la SNc. 

Aunque FG permite gran variabilidad en los tiempos de supervivencia del animal, sin embargo, este período 
de tiempo influye de forma notable en el marcaje posterior de las células como ya señalara Schmued y Fallon 
(1986), y por consiguiente, será importante a tener en consideración a la hora de realizar un análisis cuantitativo 
de las células marcadas; así, tiempos de supervivencia cortos (1-2 días) muestra un acúmulo de vesículas en el 
citoplasma y axón; mientras que períodos de 4 días a 4 semanas, existe un acúmulo de vesículas en el soma, 
extendiéndose a las prolongaciones dendríticas. 
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En nuestro trabajo, con un tiempo de supervivencia de 3 días, conseguimos visualizar una alta concentración 
del trazador en el soma, dendritas y axón; tiempo idóneo para reali zar la cuenta celular, por lo que para nosotros 
este período de supervivencia lo consideramos como óptimo para poder valorar toda la célula en su conjunto y 
realizar con facilidad un estudio cuantitativo de las células FG positivas. No obstante, en este sentido, no hay una 
concordancia absoluta, entre la mayoría de los autores , en describir cual es el tiempo de supervivencia idóneo, 
pudiendo indicar que sean otros factores los que influyan en la buena visualización del marcaje ce lular, sin que 
todavía se conozcan los mismos. 

Si bien son escasos los trabajos que realizan un estudio de la distribución topográfica de las células marcadas 
con FG a nivel de la SN, tras la administración de este trazador en el núcleo caudado-putamen , sin embargo, sí 
existen estudios que analicen esta vía mediante la administración de otros trazadores (Kuypers y cols., 1974; 
Bentivogl io y cols., 1979; Beckstead y cols., 1979; Van Kooy, 1979), coincidiendo la organización de las 
proyecciones eferentes con los mismos lugares topográficos determinados por nosotros con FG, si bien , la mayor 
parte de los autores citados no realizan un estudio exahustivo de las diferentes zonas de la SN, desde los niveles 
rostrales a los caudales tal y como nosotros hemos diseñado. Por otra parte, ninguno de los estudios previos realizan 
una valoración cuantitativa de las neuronas marcadas. 

Constatamos que el mayor predominio de células FG positivas se localizó a nivel de la SNc en toda su extensión 
rostro-caudal. Este dato confirma los resultados obtenidos por otros autores, utilizando, para ello, diferentes trazadores. 

Aunque se conoce bastante sobre esta vía, en la actualidad muchos estudios se siguen centrando en el análisis 
morfológico, neurológico y neurofarmacológico de esta vía extrapiramidal; por otra parte, el empleo de pruebas 
estadísticas incrementa el depósito de datos existentes en el conocimiento de esta vía. 
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ANATOMÍA DE LOS NERVIOS DENTARIOS SUPERIORES 
CON ESPECIAL REFERENCIA AL NERVIO DENTARIO MEDIO 

UPPER DENTAL NERVES ANATOMY 
WITH AN SPECIAL ACCOUNT OF THE MEDIAL DENTAL NERVE 

A. MARTÍNEZ-ALMAGRO, C. BALLESTER V ALLÉS, l. BARJAU GUIÑÓN y C. PÉREZ IGLESIAS 

Unidad de Anatomía Clínica. 
Departamento de Ciencias Morfológicas. Facultad de Medicina y Odontología. Universidad de Valencia. 

RESUMEN 

Hemos estudiado diez preparaciones maxilares humanas con la finalidad de reconocer los canales labrados en el hueso 
maxilar por los nervios dentarios superiores. Tras la sección de las piezas mediante corte coronal practicado entre 2º y 3º 
molares, se han identificado los diferentes trayectos de cada uno de los nervios en el interior del antro maxilar. 

Al observar la cavidad sinusal maxilar, hemos puesto de manifiesto crestas y tabiques óseos así como suelos dehiscentes 
con raíces dentarias asomando libremente al interior del seno. En cuanto a los surcos nerviosos, hemos podido reconocer con 
absoluta claridad los de los nervios dentarios anteriores, medios y posteriores; y en contra de la opinión general recogida en 
la literatura, los nervios dentarios medios han sido constantes en todas nuestras preparaciones, y en alguna de ellas, incluso 
dobles. 

PALABRAS CLAVE: Nervios dentarios superiores. Antro maxilar. Trigémino. Inervación dentaria 

SUMMARY 

We evaluated 10 human maxillary preparations to study the canals carved in the maxillary bone by the upper dental 
nerves. We identified the various routes of each one of the nerves inside the maxillary cavity fo llowing the dissection of the 
pieces through a coronal cut between the second and the third molars. 

When observing the maxillary sinusal cavity, osseous crests and walls as well as dehiscent surfaces wi th dental roots 
freely showing into the sinus were revealed. As to the nerve tracks, we could easil y identify those ofthe anterior, medial and 
posterior dental nerves. We do not share the general opinion of the authors, those of the bibliography, as the medica! dental 
nerves have remained unchanged in the whole preparations and, in sorne of them, even double. 

KEY WORDS: Upper dental nerves . Maxillary antrum. Trigeminal nerve. Dental inervation . 

Introducción 

La sensibilidad de los dientes de la arcada superior, de sus alveolos y encías, de la mucosa del antro maxilar 
y del propio hueso maxilar, es recogida por filetes nerviosos que configuran los nervios dentarios superiores. 
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Sin embargo, la revisión bibliográfica efectuada sobre todos aquellos temas relacionados con dichos nervios , 
muestra la discordancia que existe en cuanto al origen, curso y di stribución de los mismos, y en particular sobre 
la existencia o no del nervio dentario medio. 

Por ello el interés de nuestro estudio y la importancia que tiene un exacto conocimiento topográfico del plexo 
dentario , para poder realizar una idónea anestesia de la arcada superior o para justificar cierto tipo de situaciones 
en patologías bucales, faciales o nasoantrales. 

Centrándonos fundamentalmente en los filetes nerviosos que se originan en los dientes , describiremos los 
nervios dentarios superiores: anterior, medio y posterior. 

El nervio dentario superior anterior recoge la sensibilidad de incisivos y caninos por medio de pequeños 
fascículos nerviosos que forman parte del plexo dentario superior. Estos ramos se reúnen en una rama ascendente 
que sigue un conducto especial excavado en el espesor del hueso maxilar y por delante del antro. A esta rama 
ascendente se le une otra que recoge la sensibilidad de la mucosa de la zona anteroinferior de la pared externa de 
las fosas nasales . El nervio dentario superior termina en el tercio anterior del tronco infraorbitario en el 60% de 
los casos, en el tercio medio en casi el 30% y en el tercio posterior el resto (2). 

El nervio dentario superior medio, conocido también como rama dentaria superior menor de Beck y como 
nervio alveolar superior anterior menor, es muy inconstante y por lo tanto no se incluye habitualmente en las 
descripciones sistemáticas y topográficas del plexo dentario (10). Si está presente recogería la sensibilidad de los 
premolares (8) . 

Los nervios dentarios superiores posteriores , recogen la sensibilidad de los molares, periostio alveolar, la 
encía correspondiente y mucosa del antro maxilar. Los filetes nerviosos que los constituyen, en numero de dos o 
tres , recorren el espesor de la tuberosidad maxilar y abandonan el hueso por los conductos y agujeros dentarios 
posteriores, incorporándose al tronco nervioso maxilar. En el interior del hueso, los ramos nerviosos anteriores, 
medios y posteriores, se anastomosan formando un verdadero plexo (8 y 9). 

Material y métodos 

Nuestro estudio se ha realizado sobre 5 especímenes adultos de los utilizados habitualmente para la docencia 
de la anatomía humana en el Departamento de Ciencias Morfológicas de la Facultad de Medicina y Odontología 
de Valencia. 

Hemos practicado un corte coronal que pasa por detrás de las apófisis pterigoides con la finalidad de trabajar 
con mayor precisión y comodidad el complejo facial. Después hemos seccionado, siguiendo también un plano 
vertical, a nivel de la fosa alveolar que separa el segundo y tercer molar. 

De esta forn1a, el antro maxilar ha quedado separado en dos porciones: anterior y posterior, que permiten el 
estudio minucioso, tanto de la configuración sinusal, como de los surcos y trayectos vasculares y nerviosos que 
han sido reflejados adecuadamente en esquemas. 

El número total de piezas que hemos descrito ha sido de diez, habiéndose estudiado cada espécimen en el lado 
derecho e izquierdo. 

Resultados 

Caso nr 1. Fig. L En el seno izquierdo, se aprecian dos surcos discretamente oblicuos y paralelos entre sí, 
distantes 15 mm, que arrancan del vértice anterior y discurren por la pared externa de la cavidad. El superior 
comunica ampliamente con el canal suborbitario que es dehiscente al interior del seno. El inferior termina en la 
región preorbitaria del nervio maxilar superior. 
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La morfología de este seno corresponde a una pirámide cuadrangular bastante regular que muestra un suelo 
situado por debajo del nivel de las fosas nasales y con una pequeña cresta ósea. Presenta una prolongación orbitaria 
con multitud de agujerillos y una especie de cámara neumática en contacto con la lámina ósea externa del maxilar. 
En la pared interna de esta cavidad antral hemos reconocido un total de 16 surcos vascu lares. 

Fig. l. Caso nºl I) Izquierdo; D) Derecho; A) Nervio dentario anterior; M) Nervio dentario medio; P) Nervio dentario posterio; 
V) Nervio maxilar. 

En el lado derecho, se aprecian cuatro surcos en la pared anterior del antro. Los dos anteriores se unen antes 
de finalizar en el tercio anterior del canal suborbitario, mientras que los dos posteriores cruzan de delante hacia 
atrás, siguiendo un trayecto bastante paralelo hasta terminar mediante un solo canal en la región preorbitaria del 
nervio maxilar superior. 

La cavidad sinusal descrita, presenta una considerable prolongación cigomática con multitud de foramina 
vasculares, tiene una morfología piramidal cuadrangular y su suelo está por debajo del nivel de las fosas nasales. 

Caso nº 2 . Fig.2 : Los dos senos son bastante simétricos, con un nivel medio de suelo (al mismo nivel que el 
de las fosas nasales) y de morfología piramidal cuadrangular regular. 

En la pieza izquierda, encontramos cuatro surcos: los dos anteriores ascienden siguiendo un trayecto muy 
recti líneo y se unen antes de llegar al tercio anterior del conducto suborbitario; de los dos posteriores, uno asciende 
desde la zona del primer premolar y el otro desde la zona del segundo premolar, fundiéndose en un tronco único 
hacia la mitad de su recorrido , para terminar en el tercio posterior del conducto suborbitario. 

Como dato anatómico de interés , señalar que este seno presenta un tabique total que independiza dos cavidades 
an trales de distinto tamaño, así como la presencia de cuatro crestas óseas a nivel del suelo de 3-4 mm de altura. 

En la pared externa del seno derecho, aparecen tres surcos de situación oblicua y bastante paralelos entre ellos. 
El an terior comunica con el tercio anterior del conducto suborbitario, mientras que los dos posteriores tienen su 
origen y trayecto, uno en el primer premolar que termina en el tercio posterior del conducto infraorbitario, otro en 
el segundo premolar que finaliza en el tronco del nervio maxilar superior una vez que ya ha salido del conducto. 

Este seno presenta un amplio receso orbitario con multitud de agujerillos en su fondo , un septo parcial en la 
pared superior y cinco crestas óseas en el suelo que dan lugar a seis nichos o celdillas. Entre el tercero y cuarto de 
estos nichos, se aprecian las raíces del primer molar improntando directa y libremente en el interior de la cavidad. 
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1 D 
Fig. 2. Caso nº2 I) Izquierdo; D) Derecho; A) Nervio dentario anterior; M) Nervio dentario medio; P) Nervio dentario posterio; 

V) Nervio maxilar. 

Caso nº3. Fig.3: El antro del lado izquierdo es piramidal cuadrangular irregular, su suelo es bajo con relación 
al de las fosas nasales y muestra una cresta ósea de 5 mm. 

En su interior observamos tres surcos, de posición horizontal, que se originan del vértice más anterior y 
discurren por la pared externa de la cavidad. El superior es el más anterior y comienza a nivel de incisivos y canino 
para bifurcarse en dos; uno finaliza en el tercio medio del conducto infraorbitario y el otro se une al surco que se 
encuentra por debajo y por detrás de él para acabar en el tercio posterior del citado conducto suborbitario, 
dehiscente hacia el interior de la cavidad. El surco mas inferior ya ha sido descrito parcialmente, sólo indicar que 
se origina en la zona de los premolares primero y segundo. 

La morfología de la cavidad sinusal derecha es oval y su suelo esta situado a nivel medio, presentando una 
·pequeña cresta óseat'{J_ue mide 2 mm en su punto mas alto. 
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Fig. 3. Caso nº3 I) Izquierdo; D) Derecho; A) Nervio dentario anterior; M) Nervio dentario medio; P) Nervio dentario posterio; 
V) Nervio maxilar. 



ANATOMÍA DE LOS NERVIOS DENTARIOS SUPERIORES .. . 57 

Al igual que en el lado izquierdo, aparecen tres surcos que se originan de la porción mas anterior y van 
discurriendo por la pared externa de la cavidad. Los dos superiores tienen su inicio en incisivos y caninos, distan 
unos 3mm y se unen antes de abocar en el tercio posterior del conducto infraorbitario. El surco inferior, cruza 
oblicuamente de delante hacia atrás para terminar en la porción mas posterior del conducto infraorbitario, que es 
dehiscente en el interior de la cavidad. 

Caso nº4. Fig.4: El seno izquierdo presenta dos surcos que corren bastante paralelos en la pared antral externa: 
el superior o anterior se origina en los incisivos y canino, asciende ligeramente oblicuo y termina en el tercio 
anterior del conducto infraorbitario. El inferior arranca de ambos premolares y finaliza en el tercio posterior del 
conducto. Esta cavidad antral tiene una morfología piramidal cuadrangular regular, muestra una prolongación 
cigomática considerable con una pequeña cresta ósea, su suelo es bajo y presenta dos pequeñas crestas que se 
elevan 1 mm por encima del mismo. 
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Fig. 4. Caso nº 4 I) Izquierdo; D) Derecho; A) Nervio dentario anterior; M) Nervio dentario medio; P) Nervio dentario posterio; 
V) Nervio maxilar. 

En cuanto al lado derecho, el suelo antral es alto, su morfología es simétrica a la del lado izquierdo, incluso 
hay un receso cigomático de gran tamaño con abundantes foramina vasculares . 

La pared externa de la cavidad derecha muestra dos canales especialmente marcados. El más superior se 
origina en los incisivos y canino, comunicando ampliamente con el conducto infraorbitario en su tercio medio. El 
inferior arranca de la zona del primer premolar fundamentalmente y finaliza en la región preorbitaria del tronco 
maxilar. 

Caso nº 5. Fig.5: Ambos senos presentan su suelo por debajo del nivel de las fosas nasales y son bastante 
simétricos, con una morfología piramidal cuadrangular regular. 

El izquierdo muestra dos surcos bien configurados que tienen el siguiente trayecto: el superior, se origina de 
la zona de canino e incisivos para comunicar ampliamente con el tercio medio del conducto infraorbitario; el 
inferior por su parte, arranca de la zona de los premolares y busca el conducto suborbitario justo en su tramo más 
posterior. En la cavidad izquierda observamos un receso cigomático y otro orbitario con abundantes foramina 
vasculares en ambos. 
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Por último, la preparación del lado derecho muestra tres canales: los dos superiores corresponden a filetes 
nerviosos que se originan en incisivos y canino y que se unen antes de abordar el tercio medio del conducto 
infraorbitario. El inferior, se ex tiende desde los premolares hasta el punto más posteri or de dicho conducto. En el 
suelo sinusal se observa una amplia dehiscencia que deja ver con claridad las raíces del primer mol ar. 

Fig. S. Caso nº 5 

Discusión y conclusiones 

En todos nuestros casos hemos descrito surcos neurovasc ulares que tienen su origen, en la zona de incisivos 
y canino para los más superiores o anteriores, y en la zona de los premolares para los canales inferiores. Nosotros 
interpretamos estos últimos como los lechos de los nervios dentarios medios . 

No se han mencionado en ninguno de los casos los surcos dentarios posteriores, y la razón viene dada porque 
cuando hemos cortado las preparaciones, el bloque situado por detrás del plano de sección portaba la tuberosidad 
maxilar con los correspondientes conductos y orificios dentarios posteriores. De todas formas, siempre ha sido 
constante el hallazgo de uno o varios surcos anastomóticos entre los canales de más entidad sea cual fuere su 
situación antral. 

La variabilidad del nervio dentario medio en cuanto a su número y trayectorias, ha sido motivo de serias 
revisiones y estudios que han pretendido una tipificaci ón. 

Fitzgerald, después de examinar el nervio alveolar medio y su canal en disecciones y maxilares secos, describe 
cinco posibles modelos: 1) Que termina en la región preorbitaria del nervio maxilar superior en un 11 % de casos; 
2) Que finaliza en el tercio posterior del tronco infraorbitario en un 14% de sus casos; 3) Al tercio medio va un 
15 iro; 4) Enel tercio anterior aboca un 25 %; y 5) Las fibras del nervio dentario med io están unidas al nervio dentario 
anterior en un 17% de casos. En resumen, un 54% de los nervios medios de su muestra se incorporaban al tronco 
infraorbitario , en un 28% de casos había variaciones y en el 18% restante no lo identificó (1). 

Un trabajo desarrollado sobre 50 piezas maxilares ha puesto de manifiesto: 15 casos (30%) según la 
descripción clásica, 17 casos (34%) en los que no se independizó con claridad el canal dentario medio y en 18 
ocasiones (36%) no lo había (5). 

Un estudio posterior refleja un 53,6% de ocasiones en las que el nervio dentario medio se incorpora al tercio 
posterior del conducto infraorbitario. En un 35 ,7% de casos, el canal dentario medio es doble y presenta gran 
variabilidad morfológica y de trayectoria, mientras que no se encontró en el 10,7% restante (3). 
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Trabajos más recientes llevados a cabo sobre huesos maxilares ponen de manifiesto que el nervio dentario 
medio es constante. Desemboca en el segmento preorbitario del tronco maxilar superior en un 36% de casos, y 
busca el conducto infraorbitario en el 64% restante (6). El canal para dicho nervio ha sido único en la mayoría de 
las ocasiones, algunas veces aparecía en forma de «Y» y otras doble. 

Nuestros resultados muestran al nervio dentario medio como una estructura constante, único o doble, llegando 
al tronco maxilar en su tramo preorbitario o a lo largo del conducto infraorbitario y siempre originándose en la zona 
de los premolares por medio de dos o más filetes nerviosos . 

Hemos de concluir señalando que nuestra casuística no nos permite tipificar modelos, que hemos de validar 
nuestros resultados con estudios sobre mayor número de preparaciones y que nuestro trabajo ha pretendido 
demostrar la existencia de un nervio prácticamente inaccesible a la anestesia (7). 

La superficialidad de los canales neurovasculares , así como las dehiscencias óseas que hemos encontrado y 
que nos muestran las raíces de algunos molares improntando en plena cavidad antral, sugiere una estrecha relación 
entre patologías de origen sinusal y dentario, así como una afectación nerviosa de la segunda rama del trigémino. 
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INJERTOS DE ESBOZO ÓTICO DE CODORNIZ EN LA REGIÓN CEFÁLICA DE EMBRIO
NES DE POLLO: DESARROLLO E INTERACCIONES CON EL SISTEMA NERVIOSO DEL 
HUÉSPED 

QUAILOTICANLAGEGRAFTSPLACEDINTHECEPHALICAREAOFCHICKEMBRYOS: 
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RESUMEN 

A través de la realización de injertos de placoda ótica de codorniz de 19 somitos situada rostralmente al esbozo ótico de 
embriones de pollo de estadío similar, se estudia el comportamiento del complejo ótico supernumerario implantado. Los 
resultados demuestran que, en el estadía considerado, el oído interno y ganglio acústico vestibular desarrollados son 
comparables morfológica y cronológicamente con los de embriones control de igual estadío. Se analiza la formación de 
proyecciones nerviosas a partir del injerto. 

PALABRAS CLAVE: Injerto. Oído interno. Desarrollo. Ganglio acústico vestibular. 

SUMMARY 

After grafting 19 somites quail otic placode slightly anterior to the otic anlage of a similar stage chick embryo, we have 
studied the behaviour of the implanted supernumerary otic complex. In the stage considered for this study results show that 
both developed inner ear and acoustic ganglion are morphologically and chronologically comparable to those of similar stage 
control embryos. The stablishment of graft nervous projections are analysed . 

KEY WORDS: Graft. Inner ear. Development. Acoustic ganglion. 

Introducción 

La realización de transplantes de tejidos neurales , tras una larga historia (revisión en Dunnet et al. , 1990), ha 
cobrado renovado interés recientemente ante la posibilidad de utilizarlos con fines terapéuticos. Así hoy se pueden 
restablecer experimentalmente mediante este tipo de técnica sistemas neurotransmisores perdidos (Dunnet, 1990), 
o tratar tejidos cerebrales dañados mediante inyecciones de tejidos sanos in situ, con resultados clínicos (Mickley, 
1987) y electrofisiológicos (Palmer, 1991) comprobados. Para estos fines, en diversas zonas del sistema nervioso 
central , la utilización de tejidos embrionarios se ha revelado más eficaz que la de tejidos adultos (Hallas, 1989). 



62 C. MARTÍNEZ AL V ÁREZ Y COLS. 

Aunque se han realizado muchos transplantes de esbozos óticos durante este siglo (Orts Llorca et al. , 1965; 
Constantine-Paton. l983), pocos se han llevado a cabo muy próximos al esbozo ótico del huésped (Detw iller, l 951) 
y en ningún caso se ha efectuado median te esta técnica un trabajo enfocado a vislumbrar las posibilidades de 
reconstrucción de estructuras óticas senso ri ales o nerviosas dañadas. Basándonos en esta idea hemos llevado a 
cabo un estudio preliminar aproximativo realizando transplantes de placoda ótica de codorniz en la proximidad 
del esbozo ótico de pollo de edad similar, aprovechando el marcador nucleolar del modelo pollo-codorni z (Le 
Douarin , 1969), y el marcaje con el anticuerpo monoclonal HNK-1 (Peña et al. , 1991 ) para estudiar el patrón 
morfológico del desarrollo experimental de oído interno y del ganglio acústicovestibular derivados del esbozo 
óti co donante, así corno el es tablecimiento de conex iones centrales y periféricas procedentes de los neuroblastos 
ganglionares desan-ollados y las interacciones surgidas entre los tejidos injertados y los del huésped. 

Material y métodos 

Se han utilizado para el expe1imento embriones de pollo de la especie Gallus Gallus Domesticus y embriones de 
codorniz de la especie Coturnix Japonica. 

Técnica microquirúrgica 

Los embriones fueron incubados entre 37 ,5 y 38 grados centígrados hasta que alcanzaron el estadía 13 HH 
(Hamburger y Hamilton, 195 1) para los de pollo y l l Z (Zacchei , 196 1) para los de codorniz. La placoda ótica del 
embrión de codorniz, junto con el tejido rnesenquirnatoso subyacente , fue ex traída mediante agujas de tungsteno 
afiladas, transportada en buffer fosfato salino (PBS) (pH = 7,4 ± 0,2) y situada en una pequeña incisión prev iamente 
realizada ligeramente craneal a la placoda ótica derecha del embrión de pollo. A continuación , los receptores 
fueron reincubados a 37,5-38 grados centígrados, extraídos tras 3 ó 5 días de reincubación, fijados en líquido de 
Zencker o Bouin , incluidos en parafina y cortados transversalmente a 7 micrómetros de espesor. La serie de 
embriones extraídos después de tres días de reincubación (estadio 23 HH) y fijados en Bouin fueron marcados con 
el anticuerpo monoclonal HNK-1 , mientras que los extraídos tras cinco días (estadío 28 HH) y fijados en líquido 
de Zenquer fueron teñidos mediante la técnica de Feulgen-Rossembeck y hematoxi lina de Mayer. 

I nmunohistoquímica 

Tras ser desparafinados las cortes de la manera habitual, fueron incubados en cámara húmeda y a temperatura 
ambiente durante dos horas con el sobrenadante del clon producto del anticuerpo HNK-1. Tras ser lavados en 
varios baños de PBS (pH = 7,4 ± 2), los cortes fueron sometidos al sistema Avid ina-Biotina, siendo revelados a 
continuación con diaminobencidina (DAB, Serva) y finalmente montados en Eukyt. 

Resultados 

Los resultados muestran que el complejo acústi co de codorniz del estadía 11 Z injertado se ha integrado 
perfectamente en la porción defálica de un huésped de edad similar (fig. I ), desarrollándose todos los casos los 
esbozos auditivo y ganglionar de codorniz en situación rostral al complejo acústico del receptor y lateral al 
rombencéfalo del mismo. 
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Localización del injerto (flechas) en situación rostral al esbozo acústico (O) de un embrión de pollo del estadía 
28 HH. CL: canal semicircular lateral ; CP: canal semicircular posterior; SE: saco endolinfático; R: rombencéfalo. 
(4x). 
Injerto de 5 días de desarrollo. SE: saco endolinfático; C: cresta: M: mácula; CP: canal semicircular posterior; CL: 
canal semicircular lateral. (lOx). 

Esbozo acústico derecho de un embrión de pollo del estadía 28 HH, huésped de un injerto de placada ótica de 
codorniz. CP: canal semicircular posterior; CL: canal semicircular lateral. U: utrículo. (lOx). 
Esbozo acústico derecho de un embrión de codorniz del estadía 20 de Zacchei. C: cresta; CP: canal semicircular 
posterior; CL: canal semicircular lateral; U: utrículo; GAY: ganglio acústicovestibular. (lOx). 
Porción vestibular de un injerto de 5 días de desarrollo. CP: canal semicircular posterior; U: utrículo; M: mácula 
del sáculo. GAY: ganglio acústicovestibular; R: rombencéfalo. (lOx). 
Porción lagenar de un injerto de 5 días postimplante. L: lagena; U: utrículo; S: sáculo; GAY: ganglio 
acústicovestibular. (lOx). 
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FIGURA 7. 

FIGURAS. 

FIGURA 9. 
FIGURA 10. 

FIGURA U. 
FIGURA 12. 

FIGURA 13. 

FIGURA 14. 
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Esbozo de la cresta ampular del canal semicircular anterior (C) de un injerto de 5 días postirnplante. Bajo ella se 
aprecian fibras nerviosas (flechas) que se dirigen a su base y a una mácula próxima. (20x). 
Esbozo de la cresta ampular del canal semicircular anterior (C) de un embrión de codorniz del estadía 20 de 
Zacchei. (20x). 
Esbozo de la cresta ampular del canal semicircular lateral (C) de un injerto de 5 días postimplante. (20x). 
Esbozo de la creta ampular del canal semicircular lateral (C) de un embrión de codorniz del estadía 20 de Zacchei. 
(20x). 
Esbozo de la cresta ampular del canal semicircular posterior (C) de un injerto de 5 días postimplante. (20x). 
Esbozo de la cresta ampular del canal semicircular posterior (C) de un embrión de codorniz del estadio 20 de 
Zacchei. (20x). 
Epitelio lagenar (L) de un injerto de 5 días postimplante a cuya base llegan fibras nerviosas (puntas de flecha) 
procedentes del ganglio acústicovestibular (GA V) desarrollado a partir del implante. Se aprecian fibras nerviosas 
dirigiéndose a la base de la mácula sacular (flecha gruesa) . (20x) . 
Epitelio lagenar (L) del esbozo ótico de un embrión de codorni z del estadio 21 de Zacchei a cuya base llegan fibras 
nerviosas (flecha) precedentes del ganglio acústicovestibular (GAV). S: sáculo; R: rombencéfalo. (10x). 
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FIGURA 15. Fibras nerviosas (punta de flecha) procedentes del ganglio acústicovestibular (GAY) derivado del implante 
placodal tras 5 días de desarrollo dirigiéndose al neuropitelio ótico. M: mácula; C: cresta (20x). 

FIGURA 16. Fragmento de tejido nervioso (TN) desarrollado en la proximidad del esbozo ótico del injerto tras 5 días 
postimplante. (lOX). Recuadro : fibras nerviosas (flechas) unen el fragmento al rombencéfalo del huésped (R). 
(2Óx). SE: saco endolinfático; CA: canal semicircular anterior. 

FIGURA 17. Fusión del ganglio acústicovestibular (GAY) de un injerto de 5 días postimplante con el ganglio trigémino del 
huésped (GT). Las puntas de flecha señalan las conexiones del complejo con el rombocéfalo (R) del huésped. L: 
lagena del injerto. (lüx). 

FIGURA 18. Complejo ganglionar resultado de la fusión del ganglio acústicovestibular del injerto con el ganglio trigémino del 
receptor. Las puntas de flecha señalan un acúmulo de neuroblastos de codorniz. L: lagena del injerto. (20x). 

FIGURA 19. Injerto de 5 días postimplante. Los neuroblastos del ganglio acústicovestibular (GAY) envían fibras nerviosas a 
tejidos del receptor (punta de flecha). CP: canal semicircular posterior. (lüx). 

FIGURA 20. Complejo acústicofacial derecho (CAF) de un embrión de pollo huésped distorsionado por la presencia de un 
injerto de 5 días de desarrollo. SE: saco endolinfático del esbozo ótico del huésped; CA: canal semicircular 
anterior; CL: canal semicircular lateral; CP: canal semicircular posterior (lüx). 

1FIGURA 21. Complejo acústicofacial derecho (CAF) normal de un embrión de pollo huésped de un injerto de 5 días 
postimplante. SE: saco semicircular anterior; CL: canal semicircular lateral; CP: canal semicircular posterior. 
(lüx). 

FIGURA 22. Tronco del nervio facial derecho (puntas de flecha) de un embrión de pollo receptor de un injerto de 5 días. L: 
laguna. (20x). 

FIGURA 23. Tronco del nervio facial izquierdo (puntas de flecha) del embrión de la figura anterior. L: lagena. (20x). 
FIGURA 24. Esbozo ótico (OI) de un injerto de 3 días postimplante marcado con HNK-1. La zona no marcada (puntas de flecha) 

está subyacente al ganglio acústicovestivular (GAY) neoformado. R: rombencéfalo. (lüx). 
FIGURA 25. Esbozo ótico (O) de un embrión de codorniz del estadío 17 de Zacchei marcado con el anticuerpo HNK-1. Las 

puntas de flecha indican los límites entre las zonas marcadas y no marcadas por el anticuerpo.GAY: ganglio 
acústicovestibular; R: rombencéfalo. (1 0x). 
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Desarrollo del esbozo auditivo 

El grado de desarrollo del oído injertado es perfectamente comparable (fig. 2) al del oído del huésped (fig. 3) 
y al del oído de embriones control de estadío similar (E-20 Zacchei) (fig.) observándose la formación de todas las 
cavidades que muestra el laberinto membranoso en este estadío: los canales semicirculares superior y posterior en 
estadío de aproximación de sus paredes centrales (fig. 5) y el canal semicircular lateral menos evolucionado (fig. 
2) , las cavidades utricular y sacular, así como la lagena (fig. 6). Como corresponde a este estadío el epitelio 
neurosensorial aún está poco desarrollado, pero se aprecian los esbozos de las crestas ampulares de los canales 
semicirculares superior (Figs. 7 y 8), lateral (Figs. 9 y 1 O), posterior (Figs. 11 y 12) y papila acústica basilar (Figs. 
13 y 14). 

Desarrollo del ganglio acústico-vesticular 

El ganglio acústico-vesticular (GAY) se ha desarrollado en todos los casos (fig. 15), mostrando sus células el 
marcador codorniz. En los casos bien desarrollados presenta claramente diferenciados los componente acústico 
y vestibular, apreciándose en todos proyecciones de los neuroblastos dirigidas a la base del epitelio, tanto 
vestibular (fig. 15) como coclear (fig. 13). En cuanto al establecimiento de las proyecciones centrales hacia el 
rombencéfalo del huésped, hemos podido distinguir tres patrones diferentes: 1) Ausencia de proyecciones visibles 
(20% de los casos) en presencia de un GAY bien formado; 2) Proyecciones a través de un fragmento de tejido 
nervioso donante incluido en el explante (20% de los casos) (fig. 16); 3) Proyecciones a través de la fusión del GAY 
donante con el ganglio trigémico del huésped, próximo al cual se desarrolla el injerto (50% de los casos) (fig. 17) 
y en donde distinguimos los componentes celulares de donante y receptor (fig. 18). En todos los casos se han 
observado fibras nerviosas que se dirigen hacia tejidos no nerviosos del huésped terminando en ellos 
inespecíficamente tras un corto recorrido (fig. 19). Sólamente en un caso hemos apreciado distorsión del complejo 
acústico del huésped por la proximidad del implante, consistente en fragmentación del esbozo ganglionar en su 
relación con el rombencéfalo (Figs. 21 y 21) y aporte de fibras nerviosas procedentes del complejo ganglionar 
donante para formar un tronco facial de mayor tamaño (Figs. 22 y 23). 

Distribución del anticuerpo monoclonal HNK-1 

El anticuerpo monoclonal HNK-1 se distribuye en los injertos tanto en la vesícula ótica como en el GAY (fig. 
24) siguiendo un patrón similar al de embriones control (fig. 25). En la vesícula ótica es clara la ausencia del epítope 
HNK-1 en la zona suprayacente al GAY, delimitándose nítidamente las zonas positivas y negativas. El GAY 
también muestra zonas intensamente positivas para el HNK-1 y otras negativas. Las zonas positivas suelen estar 
dispuestas ventrolateral y ventromedialmente a las zonas negativas de la vesícula ótica, y otras formando islotes 
en el seno del GAY. En los injertos estudiados con esta técnica no hemos observado proyecciones positivas al 
HNK-1 hacia el sistema nervioso central del huésped. 

Discusión 

Nuestros resultados muestran que la placoda ótica de codorniz del estadío 11 Z se integra perfectamente en 
la región ligeramente rostral a la placoda ótica de embriones de pollo de edad similar sin distorsionar tejidos 
fundamentales del huésped, salvo en lo que se refiere a las interacciones ganglionares que luego serán comentadas. 
El grado de desarrollo morfológico alcanzado por los esbozos ótico y ganglionar es perfectamente comparable al 
de embriones de codorniz de los mismos estadíos, demostrado además al comparar en ellos la distribución del 
epítope HNK-1 , tanto en vesícula ótica como en el GAY (Peña et al., 1991). 
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La presencia del marcador nucleolar de codorniz en el GA V que crece inmediato al otocisto desarrollado, 
demuestra que sus célul as se han desarrollado a partir del implante. Hemos observado la formación de ganglios 
de aspecto , situaci ón y dimensiones aparentemente similares a las de embriones control , lo que indica que el 
mecani smo de producción de células por parte de la placada (Álvarez etal., 1989) aparentemente se ha conservado, 
al igual que la capacidad de proliferación de sus componentes. En los especímenes más desarrollados, el ganglio 
se ha dividido en sus componentes acústico y vestibular, lo que no es apreciable en aquellos cuyo desarrollo ha 
sido más precario y en los que la proximidad del implante al ganglio trigémino del huésped ha permitido la fusión 
con él del GA V neoformado. Esta fusión, ya observada en anfibios por Constantine-Paton (1983), motiva una 
ligera distorsión del ganglio trigémino del huésped, pero siempre hemos apreciado la salida de sus tres ramas en 
dirección a sus tejidos diana. No hemos obtenido fusión del GA V donante con el del receptor, lo que, sin embargo, 
podría ser interesante para nuestros objetivos y nos obligará en futuros experimentos a aproximar más el implante 
a la placoda ótica del huésped. Sólo en un caso la proximidad del implante al complejo ótico motivó distorsión del 
complejo acústico-facial del mismo, conservándose las proyecciones al epitelio neurosensoria l ótico y aprecián
dose un aporte suplementario de fibras nerviosas procedentes del complejo donante al tronco facial del huésped. 
Este hecho, unido a la aparición en todos los casos de fibras nerv iosas que parten del GA V neoformado y se dirigen 
a tejidos mesenquimatosos del huésped, quizás pueda ser explicado mediante el hallazgo de Hemond y Morest 
(1991) de que células procedentes de la porción de placada ótica que ellos definen como "crestas óticas" 
contribuyen a formar los ganglios VII, IX y X. De este modo, los tejidos diana periféricos del huésped qui zás 
pudieran ejercer alguna atracción sobre las neuritas de las neuronas derivadas de estas zonas del esbozo ótico 
donante. 

Las neuronas del GA V enviaron en todos los casos proyecciones al epitelio neurosensorial ótico en desarrollo, 
tanto vestibular como coclear, que fueron comprobadas con el HNK-1. En el 50% de los casos las proyecciones 
centrales pueden haberse establecido a través de la fusión con el ganglio trigémino del huésped y en el 20% a través 
de un fragmento de rombencéfalo injertado con el explante. No observamos conexiones centrales directas 
procedentes de los neuroblastos de GA V en ningún caso, lo que probablemente pueda ser debido a un retraso en 
su formación, implícito a la propia técnica del injerto , que será seguramente obviado aumentando la edad de 
supervivencia de los receptores. 

En resumen , consideramos que la técnica, si bien requiere modificaciones ligeras, es alentadora al menos desde 
un punto de vista morfológico, pues consigue el desarrollo de un oído suplementario comparable estructuralmente 
con el de embriones control de edad similar, el desarrollo de proyecciones periféricas desde el complejo ganglionar 
donante al epitelio neurosensorial del oído implantado y a los tejidos mesenquimatosos del huésped, que incluso 
pueden seguir las vías periféricas habi tuales. Será imprescindible la realización ulterior de pruebas electrofisiológicas 
para ver el grado de funcionalidad del implante y ulteriom1ente efectuar injertos heterocrónicos en los que el 
receptor sea un animal adulto. 
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ALCOHOLISMO: ESTUDIO HISTOLÓGICO E HISTOQUÍMICO DEL CEREBELO 
EN LA RATA BLANCA WISTAR ALCOHÓLICA 

A STUDY HISTOLOGICAL ANO HISTOCHEMICAL ENZYMATIC OF CEREBELLUM IN 
THE ALCOHOLIC WISTAR WHITE RAT 

RESUMEN 

M.J. MORA, A. SOLANO, l. SMITH-FERNÁNDEZ, l. FERNÁNDEZ-ORTEGA 
y J.M. SMITH-ÁGREDA 

Departamento de Morfología Normal y Patológica. Cátedra de Anatomía. 
Facultad de Medicina. Universidad de Málaga 

Las repercusiones que el consumo del etanol tiene sobre el organismo del individuo que lo reali za, donde afecta de modo 
especial al SNC, y dentro de és te al cerebelo, nos hace plantear el presente trabajo, centrándonos en el estudio de la corteza, 
núcleos y médula cerebelosa de la Rata Blanca Wistar sometida a diferentes modelos alcohólicos, en relación con animales 
testigos de las mismas edades. 

PALABRAS CLAVE: Alcohólica. Rata. Cerebe lo. Corteza cerebelosa. Núcleos cerebe losos. Médula cerebelosa. Klüver y 
Barrera . Loyez. Fosfatasa Alcalina y Acetilcolinesterasa. 

SUMMARY 

The repercussions th at ethanol consuption has over the whole organism where affects in a spec ial way the CNS and the 
cerebellum inside it, took us to undertake present work , focu sing in the study of the cortex, nucleii and cerebellar medulla 
in the Wistar white rat under di fferent alcoholic models, in relation with control an imal of the same ages. 

KEY WORDS: Alcoholic . Rat. Cerebellum . Cerebellar cortex. Cerebellar nucleii. Cerebe llar medulla. Klüver and Barrera. 
Loyez. Phosphatase alkaline and Cholinesterase. 

Introducción 

Las drogas en general, y las consecuencias sociales que de su consumo se derivan, se han convertido en objeto 
de estudio científico y en motivo de acción de entidades públicas y privadas. 

Si nos centramos en nuestro país , es evidente que la drogadicción más extendida es el alcoholismo, ya que 
España ocupa el segundo lugar en el mundo en el consumo de alcohol absoluto por habitante y año (1). 
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Según el Plan Nacional de Drogas, el número de alcohólicos oscila entre 1.200.000 y 2.300.000 personas (2 
y 3). En Andalucía, el problema alcanza dimensiones alarmantes, ya que el consumo excesivo de alcohol (más de 
100 cm3 al día) , afecta al 11 ,3% de los mayores de 16 años . 

Un estudio realizado recientemente a nivel nacional , asegura que el 88,3 % de los varones españoles y el 66,5 % 
de las mujeres, consumen alguna cantidad de alcohol puro al día (entre bebedores ligeros, moderados , altos y 
excesivos) (4). Parece claro el considerar como persona de riesgo de presentar una complicación, a bebedores de 
más de 100 cm3 al día (5). No hay, sin embargo, un acuerdo científico que señale una cantidad por debajo de la 
cual no existan efectos teratogénicos . 

A pesar de que el National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism dice que el consumo de 89 mLs. de 
alcohol absoluto por día constituye un mayor riesgo para el feto (6), Newman en 1980, asegura que para que se 
produzcan trastornos en la descendencia es suficiente la cantidad de 28,5 mLs. (7). 

En este sentido, la Medicina Preventiva aconseja que, «mientras no se haya definido el umbral de toxicidad 
del alcohol para el feto, el mejor consejo para las mujeres que planeen quedarse embarazadas, es que dejen 
completamente el alcohol» (8), y la Asociación Médica Americana recomienda que la mujer embarazada prescinda 
del alcohol durante la gestación (9). 

La acción tóxica que el etanol y sus metabolitos (acetaldehido) ejercen sobre el Sistema Nervioso Central, 
altera de una manera selectiva la actividad de enzimas asociadas a la membrana neuronal , importantes para la 
transmisión de información (10), y parece ser que también el interior de la neurona (11) . De forma especial produce 
atrofia y disminución del número de células de Purkinje en el cerebelo humano (12), y signos degenerativos en 
los granos en el de la rata adulta (13). Todo esto, unido al hecho de haber estudiado en trabajos previos el desarrollo 
de la corteza cerebelosa de la rata blanca Wistar en diferentes edades de su desarrollo postnatal , así como la 
actividad que presentan determinadas enzimas del grupo de las hidrolasas, y el grado de mielinización de la médula 
cerebelosa (14), nos hace plantear el presente trabajo. 

Poderosas razones éticas , fundamentan la necesidad de recurrir a modelos experimentales. Por otra parte, la 
utilización de estos modelos bajo condiciones controladas, permite reproducir en éstos una gran cantidad de 
alteraciones que se presentan en el humano alcohólico. 

En estos modelos, es posible asegurar una exposición etílica suficientemente prolongada como para producir 
toxicidad, tolerancia y estado desnutricional , permitiendo conocer mejor los afectos tanto a nivel macro, como 
microscópico y bioquímico. 

Objetivo 

Nos planteamos el estudio del influjo del etanol en la corteza, núcleos y médula cerebelosa, mediante técnicas 
histológicas e histoquímicas enzimáticas. 

l\¡1aterial y métodos 

Realizamos la experiencia en la rata blanca Wistar. El modelo alcohólico elegido es el de adicionar etanol al agua 
de bebida, cuya eficacia ha sido ampliamente demostrada (15), en concentraciones crecientes, comenzando con un 5%, 
para ir subiendo cada semana un 5% hasta llegar al 20%. Consideramos animal alcohólico crónico, aquel que bebe agua 
alcohólica al 20% durante 2 meses como mínimo. 

No contemplamos modelos de alimentación basados en dietas equilibradas en calorías, para extraer los resultados 
aislados del etanol como noxa, puesto que el fenómeno desnutricional suele estar imbricado al proceso de etilización, al 
igual que sucede en la patología humana. 

Los animales se estudian a los 87 y 98 días de su desarrollo. Se emplean tres grupos de trabajo: 
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A)Animales hijos de madre y padre alcohólicos, con lactancia en su madre alcohólica, y que han bebido 
siempre agua alcohólica después de la lactancia (alcohólicos crónicos). 

B) Animales nacidos de madre y padre no alcohólicos, que se han hecho alcohólicos al añadirle etanol al agua 
de bebida (nuevos alcohólicos). 

C)Animales testigos (controles). 
Técnicas histológicas: fijador, formol al 15%, inclusión en parafina, cortes en microtomo a I O mµ. Técnicas 

histoquímicas: fijador, formol-sacarosa . cortes de 8 mµ en criostato a -25° C. 
Métodos: Klüver y Barrera, Luxor-fast-blue, Loyez, y la determinación de la actividad fosfatasa alcalina 

(Gomori) y la acetil-colinesterasa (Elbadami y Schenk). 

Resultados 

Se muestran en la tabla l. 
El signo + significa que hay actividad o impregnación mediante la técnica indicada. 

TABLA 1 

TÉCNICAS LOCALIZACIÓN TE87 AC87 AN87 TE98 AC98 AN98 

Luxo!- MÉDULACER. +++ + ++ +++ + ++ 
Fast-Blue CELS. PURKINJE + + + + + + 

NÚCLEOS CER. - + + - + + 

Klüver- MÉDULACER. +++ + ++ +++ + ++ 
Barrera CELS. PURKINJE + + + + + + 

NÚCLEOS CER. - + + - + + 

MÉDULACER. +++ + ++ +++ + ++ 
Loyez CELS . PURKINJE +++ + ++ + + + 

NÚCLEOS CER. - + + - + + 

Fosfatasa MÉDULA CER. + + + + + + 
alcalina CELS. PURKINJE +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

NÚCLEOS CER. + + + + + + 

GLOMERULOS CER. +++ + + +++ + ++ 
Aceti l- GOLGIII + + + + + + 

colinesterasa MÉDULACER. ++ + + ++ + ++ 
NÚCLEOS CER. + + + + + + 

TE: Animales testigo; AC: Animales alcohólicos crónicos; AN: Animales alcohólicos nuevo; 87, 98: Edad (en días). 
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FIGURA l. (a) AC. Klüver-Barrera. 87 D. y 
(b) AC. Luxol-Fast-Blue. 87 D. 

FIGURA 2. AN. Luxol-Fast-Blue. 87 D. 
FIGURA 3. (a) TE. Klüver-Barrera. 87 D. y 

(b) TE. Luxol-Fast-Blue. 87 D. 
FIGURA 4. TE. Acetilcolinesterasa. 87 D. 

M.J. MORA Y COLS. 
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Discusión 

Referente al modelo alcohólico, coincidimos con otros autores acerca de la validez del método de adici ón del 
etanol al agua de bebida en los modelos alcohólicos de animales de experimentación (16). 

Los resultados histológicos e histoquímicos, evidencian cómo el alcoholismo afecta fundamentalmente a la 
mielinización, con una alteración en la médula cerebelosa en los animales alcohólicos crónicos muy evidente (Fig. 
1), que se empieza a manifestar en el nuevo alcohólico (Fig. 2), y que no existe en los an imales testigos (Fig. 3), 
pudiendo ser la base morfológica de los trastornos neurológicos presentados por los individuos alcohólicos. 

En este aspecto coincidimos con Lancaster y cols. ( 17), que resaltan el deficitario desarrollo mielínico en 
animales en contacto con el alcohol durante el desarrollo postnatal. 

En cuanto a las actividades enzimáticas, la fosfatasa alcalina apenas muestra variaciones en los animales 
estudiados, siendo la aceti l-colinesterasa la que presenta diferencias, con una disminución en su actividad en los 
animales nuevos alcohólicos , y más acusada en los animales alcohólicos crónicos. 

A este respecto, Rudeen y Guerri (18), examinando los trastornos ocas ionados por el etanol en las enzimas 
cerebrales ligados a las membranas neuronales (ATPasa-Ca, ATPasaNa/K. y acetil-colinesterasa) en determinadas 
áreas cerebrales que incluía el cerebelo, de ratas expuestas al etanol , demostraron una disminución en la actividad 
de dichas enzimas durante el periodo postnatal en todas ellas. 

Referente a nuestro trabajo , hay que señalar que en todos los animales estudiados, la presencia de mayor 
número de glomérulos cerebelosos evidentes, coincide con mayor grado de mielinización (Fig. 4) . 
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CONTRIBUCIÓN A LA MORFOLOGÍA Y BIOMETRÍA DE LA CINTURA ESCAPULAR Y 
DEL TÓRAX EMBRIONARIO Y FETAL 

MORPHOLOGY AND BIOMETRY STUDY OF THORAX AND STERNOCLA VICULAR 
JOINT DURING EMBRYOGENIC AND FOETAL DEVELOPMENT 

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

Dpto. de Ciencias Morfológicas. Un iversidad de Zaragoza. 

RESUMEN 

Se realiza un estudio morfológico torácico durante el desarrollo embrionario y fetal, mediante la reconstrucción 
tridimensional de Born. Se describe la evolución y la biometría de la cintura escapular y del tórax en conjunto. El estudio 
abarca desde embriones de 13 mm hasta fetos de 60 mm de longitud craneocaudal. 

PALABRAS CLAVE: Tórax. Cintura escapular. Embriología. Biometría 

SUMMARY 

It is realized a study of the thorax and sternoclavicular joind morphology during embryogen ic or foetal development by 
de Born tridimensional rebuild. It is discribe the evol ution and biometric ofthe sternoclavicular joind and the thorax. The study 
include embryos from 13 mm to 60 mm of craneo-caudal longitude. 

KEY WORDS: Thorax. Sternoclavicular joint. Acromioclavicular joint. Embryology. Biometric. 

Introducción 

El embrión humano atraviesa uno de los momentos más críticos de su desarrollo, coincidiendo con la 
incurvación y cierre de las estructuras toracoabdominales. Defectos en este proceso, conllevan inevitablemente, 
a la aparición de graves malformaciones congénitas, muchas veces incompatibles con la vida. Sin embargo, estas 
circunstancias apenas han motivado la aparición de estudios relacionados con la conformación embriológica del 
tórax (Arey, 1965; Kilma, 1968; Allan , 1973; Gray y Skandalakis, 1975). El esfuerzo investigador, parece dirigido 
desde antiguo, a conocer la génes is y el desarrollo de las vísceras contenidas en el tronco, en especial del corazón 
y los pulmones (Popva-Latkina,1961; Belenkaya, 1961; Amell-Sans, 1967), con manifiesto desinterés por el 
moldeado y biometría de sus paredes y por la topografía de su contenido (Belenkaya, 1961 ; Brizzi, 1967). Son estas 
circunstancias las que nos han llevado a profundizar nuestros conocimientos en este tema. 
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Material y métodos 

Este estudio comprende 7 series de embriones y fetos humanos, bien conservados, de longitud craneocaudal 
comprendida entre 13,5 mm y 60 mm, procedentes del Departamento de Ciencias Morfológicas de la Facultad de 
Medicina de Zaragoza. Las series han sido preparadas, seccionando los embriones transversalmente, con grosores 
entre 1 O y 35 micras , tiñendo posteriormente con hematoxilina-eosina. Estas series presentan las características 
siguientes: 

Serie nº 1.- Embrión humano de 13 mm ce., aproximadamente de seis semanas de edad y sexo todavía no 
identificado. La serie comprende 62 preparaciones con un total de 789 cortes horizontales seccionados a 1 O micras 
de grosor. 

Serienº 2.- Embrión humano de 24 mm ce. , aproximadamente de siete semanas y media de edad y sexo todavía 
sin identificar. Comprende un total de 128 preparaciones con un total de l. 169 cortes horizontales seccionados a 
20 micras de grosor. 

Serienº 3. -Embrión humano de 26 mm ce., aproximadamente de siete semanas y media de edad, y sexo todavía 
sin identificar. Comprende un total de 245 preparaciones con un total de 1.730 cortes horizontales seccionados a 
26 micras de grosor. 

Serie nº 4.- Feto humano de 33 mm ce., aproximadamente de nueve semanas de edad, y sexo todavía sin 
identificar. Comprende un total de 192 preparaciones con un total de 985 cortes horizontales seccionados a 35 
micras de grosor. 

Serienº 5.- Feto humano de 37 mm ce., aproximadamente de nueve semanas y media de edad, y sexo todavía 
sin poder ser identificado. Comprende un total de 112 preparaciones con un total de 856 cortes horizontales 
seccionados a 37 micras de grosor. 

Serie nº 6.- Feto humano de 40 mm ce., aproximadamente de diez semanas de edad, y sexo todavía no 
identificado. Comprende un total de 213 preparaciones con un total de 882 cortes horizontales seccionados a 30 
micras de grosor. 

Serie nº 7.- Feto humano de 60 mm ce. , aproximadamente de tres meses de edad, y perteneciente al sexo 
masculino. Comprende un total de 81 preparaciones con un total de 1.215 cortes horizontales seccionados a 35 
micras de grosor. 

En cada caso, tras reconocer los esbozos cartilaginosos del tórax y de la cintura escapular y las principales 
vísceras de la zona, hemos procedido a realizar reconstrucciones tridimensionales, a 15 aumentos, de la región 
torácica, utilizando planchas de cartón de 0,3 mm de grosor, según la técnica de Born. Las reconstrucciones 
reproducen las estructuras cartilaginosas y óseas del tórax. Así mismo se han hecho reconstrucciones parciales 
torácicas con su contenido visceral. 

Reconstruidos los tórax embrionarios y fetales y estudiada su morfología, hemos realizado un estudio 
biométrico de los parámetros siguientes: 

l.- Perímetros torácicos. A nivel axilar (punto subglenoideo) y xifoideo (extremo inferior del apéndice o de 
las bandas hemiesternales, no fusionadas). Cinta milimetrada. 

,2.- Diámetros del tórax. Anteroposterior superior: desde la horquilla esternal hasta el borde anterior a la 1 ª 
vértebra dorsal. Calibre milimetrado. 

Transverso superior: máxima separación entre las primeras costillas de ambos lados. Calibre milimetrado. 
Anteroposterior medio: línea horizontal que une el apéndice xifoides al cuerpo vertebral. Calibre milimetrado. 
Tranverso medio: perpendicular al anterior. En nuestro caso el diámetro corresponde a un plano que corta entre 

el cuarto espacio intercostal (embrión de 24 mm ce.) y la sexta costilla (embrión de 60 mm ce.). Calibre 
milimetrado. 

3.- Diámetros vertebrales Di y D5. Diámetro anteroposterior del cuerpo: distancia comprendida entre el 
punto medio del borde anterior y el posterior del cuerpo vertebral. Calibre milimetrado. 

Diámetro transverso del cuerpo: perpendicular al anterior. Corta el cuerpo vertebral en su porción media y 
va del borde derecho al izquierdo del mismo. Calibre milimetrado. 
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Diámetro medio anteroposterior de la vértebra: distancia comprendida entre borde anterior del cuerpo 
vertebral y el extremo posterior de la apófi sis espinosa. En caso de ausencia, se toma como punto de referencia 
el punto medio de la tangente entre ambas láminas vertebrales. Calibre milimetrado. 

4.- Diámetros escapulares. Altura máxima: corresponde a la distancia comprendida entre los ángulos superior 
e inferior de la escápula. Calibre milimetrado. 

Anchura máxima: corresponde a una línea trazada perpendicularmente a las anteriores y situada a la altura de 
la cavidad glenoidea. Calibre milimetrado. 

Altura de la cavidad glenoidea: corresponde a la línea que va desde la mitad del borde superior al inferior de 
la cavidad. Calibre milimetrado. 

Anchura de la cavidad glenoidea: perpendicular a la anterior. Va desde la mitad del extremo anterior al 
posterior. Calibre milimetrado. 

Profundidad de la cavidad glenoidea : distancia entre el plano glenoideo y en punto de mayor profundidad de 
la misma. Calibre milimetrado. 

5.- Longitud y anchura clavicular. Longitud: distancia recta entre los extremos medial y el lateral del hueso. 
Calibre milimetrado. 

Anchura: espesor anteroposterior medio en la porción media del hueso. Calibre milimetrado. 
Obtenidos los datos biométricos reseñados, sus valores han sido adaptados al tamaño original del embrión, 

dividiendo para ello por 15, número de aumentos a los que han sido realizadas estas reconstrucciones. 

Resultados 

A) Esternón. Las bandas esternales aparecen por primera vez hacia las siete semanas de gestación (embrión 
de 24 mm ce.) totalmente separadas. Su fusión, comienza por la porción superior, deteniéndose en el embrión de 
26 mm ce. al alcanzar la articulación con la primera costilla. En la porción superior de este embrión se comprueban 
dos prominencias que corresponden a los huesos supraesternales. Su extremo inferior no presenta todavía apófisis 
xifoides. Conforme avanza la edad embrionaria (feto de 33 mm ce.), la fusión de las bandas progresa en sentido 
descendente, alcanzando en este caso el nivel que corresponde a la inserción del tercer cartílago costal. Aparecen 
dos apéndices que corresponden a la futura xifoides. Hacia las nueve semanas (feto de 37 mmcc.) las bandas 
esternales se han fusionado en su totalidad, e incluso aparece en el extremo inferior el apéndice xifoides claramente 
visible . 

B) Columna vertebral. Es la primera estructura ósea que aparece en nuestras reconstrucciones. En el embrión 
de 13 mm ce., se ve únicamente el cuerpo vertebral , con el esbozo de alguna apófisis transversa en la zona dorsal. 
Las láminas vertebrales, poco marcadas, carecen de pedículos de unión al cuerpo vertebral, estando por tanto 
independientes. En el embrión de 24 mm ce., las vértebras poseen ya casi todas las estructuras; los agujeros de 
conjunción son amplios , de forma circular. Los arcos vertebrales , sin cerrar, muestran una amplia abertura 
posterior. Aproximadamente a las nueve semanas (feto de 33 mm ce.) esta abertura es menor, cerrándose por 
completo en el feto de 37 mm ce. aunque no aparezcan todavía las apófisis espinosas, visibles a partir del feto de 
40 mm ce., durante la décima semana alguna de ellas con forma bilobulada. Estas apófisis ya están totalmente 
desarrolladas a los tres meses de gestación (feto de 60 mm ce.). Las apófisis transversas , dirigidas primero 
tangencialmente hacia afuera y adelante (embrión de 26 mm ce.) , lo hacen luego hacia afuera y atrás (feto 37 mm 
ce.). 

La biometría del crecimiento vertebral , demuestra desde el comienzo que la forma del cuerpo vertebral, es de 
forma oval, predominando el diámetro transverso sobre el anteroposterior (tabla 1). También se observa un 
aumento del diámetro anteroposterior medio de las vértebras con relación a los diámetros del cuerpo vertebral, a 
partir del feto de 37 mm ce., coincidiendo en la delimitación de las futuras apófisis espinosas. 

C) Costillas. Los primeros esbozos costales los encontramos en el embrión de 13 mm ce., como pequeños 
apéndices costales que arrancan de algunas de las vértebras dorsales , sin que rebase ninguno la porción dorso lateral 
de la futura región torácica. En este estadio, al igual que en el siguiente (embrión de 24 mm ce.) todavía no se 
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TABLA 1 

BIOMETRÍA EMBRIONARIA Y FETAL (en mm) 

Embrión/Feto 24 mm 26mm 33 mm 37 mm 40mm 60mm 
Medidas claviculares 
Long. acromio-esternal 2,60 2,80 3,80 4,93 5,40 9,06 
Anch . media 0,26 0,33 0,56 0,66 0,80 1,06 
Dimensiones escápula 
Alt. máxima 3,20 4,20 4,60 5,90 6,40 1 ] ,30 
Anch. máxima 2,33 2,33 2,86 3,93 4,30 8,46 
Prof. cav. glenoidea 0,053 0,066 0,20 0,266 0,133 0,33 
Alt. cav. glenoidea 1,00 1,13 1,40 1,86 2,00 2,60 
Anch. cav. glenoidea 0,40 0,66 0,73 1,20 1,06 1,73 
Ind . escapular 72,80 55,40 62,17 66,60 67 ,18 74,86 
Estrecho sup. tórax 
Diám. mayor ant-post. 1,86 .. - - 2,13 1,93 1,86 3,53 4,46 
Diám. mayor lranasv. 2,20 . 2,40 3,60 4,53 3,73 8,46 
lnd. superior ttiraCÍ~ó "- · .. . 11 8}7 112,60 186,52 243 ,50 105,60 189,68 
Amplitud 't'o/ácica · - . ·~ ' 

.. 
·• .. 

Diám. mayor ant-post. 2,86 4,20 5,13 4,60 6,20 10,60 
Diám. mayor trnsv . 4,20 3,73 7,33 6,53 7,33 13 ,20 
Ind. medio torácico 146,85 88 ,80 142,88 141 ,95 118,22 124,52 
Perímetros torácicos 
Perím. axilar 14,33 14,33 15 ,00 21 ,33 22,33 36,00 
Perím. xifoideo 21,00 22,00 24,33 25 ,33 30,00 51,00 
Longitudes vertebrales 
Diám. ant-post D1 0,66 0,73 0,53 0,93 1,06 1,60 
Diám transv. Dl 1,13 1,13 0,86 1,60 1,86 3,20 
Diám. medial ant-post. D1 1,86 1,93 1,80 2,73 3, 13 5,66 
Ind. vertebral D l 58,40 64,60 61 ,60 58,12 56,90 50,00 
Diám . ant.-post. D5 0,66 0,80 0,60 0,86 1, 13 1,53 
Diám. transv. D5 1,00 1,20 1,00 1,60 1,80 3,20 
Diám. medial ant.-post. D5 1,86 2,00 2,00 2,80 3,13 5,46 
Ind. vertebral D5 66,00 66,66 60,00 53 ,75 62,70 47 ,81 

FlµURA l. 

FIGURA 2. 
FIGURA 3. 
FIGURA 4. 

Embrión 13 mm ce. El tórax apenas está esbozado. Muestra un cuerpo de 6 vértebras cervicales. Ángulo costal 
cerrado. Las vísceras torácicas todavía sin proteger por las costillas. 
Embrión 24 mm ce. Fusión estema[ incompleta. Costillas sin torsión . Espacios intercostales pequeños y paralelos. 
Embrión 24 mm ce. Reconstrucción visceral. Se observa el gran volumen hepático. 
Embrión 33 mm ce. El tórax todavía pe1manece parcialmente abierto. Costillas horizontales y con espacios 
intercostales amplios. Ausencia de curvas de arrollamiento y de torsión. 

FIGURA 5. 

FIGURA 6. 

Embrión 40 mm ce. Las clavículas muy incurvadas contactan con el acromion. Las apófisis espinosas comienzan 
a diferenciarse. 
Embrión 40 mm ce. Las costillas ya muestran las curvaturas de arrollamiento y torsión , con amplios espacios 
intercostales. 
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observa curvaturas de arrollamiento ni de torsión , características que no aparecen hasta el feto de 37 mm ce. La 
tuberosidad posterior de la costilla se observa muy bien en el embrión de 60 mm ce. En los embriones más 
tempranos (24-26 mm ce.), los espacios intercostales son estrechos. Más adelante (feto de 33 mm ce.) vemos como 
se han ampliado, adquiriendo su mayor amplitud en los fetos de 40 y 60 mm ce. 

D) Tórax en conjunto. El arco costal no se completa hasta las siete semanas (embrión 24 mm ce.). A esta edad 
también estan presentes todas las estructuras vertebrales a excepción de las apófisis espinosas. En las series más 
jóvenes (13 , 24 y 26 mm ce.) existe claro predominio del diámetro anteroposterior sobre el transverso. Más tarde 
(embrión de 33 mm ce.) estas dimensiones se invierten y predominan claramente los diámetros transversos sobre 
los anteroposteriores, tanto si nos referimos a la porción superior del tórax , como a su porción media (tabla 1). Por 
otra parte, los perímetros torácicos, axilar y xifoideo, tienen un crecimiento paralelo hasta que el feto alcanza la 
longitud de 37 mm ce., momento en el que el perímetro xifoideo crece más rápido que el perímetro axilar. Todos 
estos hechos aparecen relacionados con el gran desarrollo de las vísceras toracoabdominales. El predominio 
anteroposterior depende del considerable volumen del corazón y del timo, y de la exigüidad de los pulmones. El 
predominio transversal parece relacionado con el aumento de las vísceras abdominales , en especial del hígado. 

E) Cintura escapular. La escápula ya está bien esbozada en el embrión de 24 mm ce., pudiendo reconocer todos 
los accidentes incluidos el acromion, la coracoides, la espina y la cavidad glenoidea. Todos estos elementos 
adquieren ya una morfología similar al adulto en el feto de 37 mm ce. A esta edad la espina separa con claridad 
la fosa supraespinosa de la infraespinosa. La cavidad glenoidea está muy delimitada en el embrión de 26 mm ce. 
Su biometría (tabla 3) demuestra que crece en todas sus dimensiones (altura, anchura y profundidad) muy 
rápidamente hasta el feto de 37 mm ce., hac iéndose su crecimiento más lento con posterioridad. Observamos 
también que el ángulo superior de la escápula de las series más jóvenes (24 y 26 mm ce.) corresponde a la sexta 
vértebra cervical mientras que en los embriones de mayor edad y en los fetos más pequeños (37, 40, y 60 mm ce.) 
este ángulo desciende hasta la primera vértebra dorsal. El ángulo inferior se situa en la 5ª costilla ( embrión 24 mm 
ce.) descendiendo más tarde hasta la 6ª costilla (feto 60 mm ce.) . 

El desarrollo clavicular muestra un crecimiento muy regular y proporcionado entre su longitud y su anchura 
(tabla 1). En el embrión de 24 mm ce. la porción medial de la clavícula ya muestra su articulación esternal. Su 
porción externa está próxima al acromión, aunque no se aprecia articulación. En el feto de 37 mmcc. , la clavícula, 
bien conformada, aumenta de grosor, sobre todo en su extremidad interna, a partir de esta edad vemos que el 
desarrollo clavicular muestra mayor tendencia al crecimiento longitudinal. En el embrión de 37 mm ce. la clavícula 
empieza a adoptar la forma de S itálica. 

F) Topografía visceral. La posición del corazón es más elevada en los embriones mas pequeños, descendiendo 
la punta cardíaca desde la cuarta vértebra dorsal (embrión de 24 mm ce.) a la quinta o sexta (feto de 60 mm ce.); 
de forma paralela lo hace el cayado aórtico, de la primera vértebra dorsal (embrión de 24 mm ce.) a la tercera 
(embrión de 60 mm ce.). En cuanto a los pulmones, en el embrión de 24 mm ce. los vértices pulmonares se sitúan 
a nivel de la tercera vértebra dorsal, correspondiendo a partir del feto de 33 mmcc. a la segunda vértebra dorsal, 
separados todavía de la parrilla costal. A su vez la bifurcación traqueal va descendiendo con la evolución del 
embrión, desde la segunda vértebra dorsal (embrión de 24 mm ce.) hasta la cuarta vértebra dorsal (feto de 60mm 
ce.). 
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RESUMEN 

Se ha realizado un estudio inmunohistoquímico , morfométrico y ultraestructural de las células gonadotropas de la 
adenohipófisis de ratas macho de la cepa Sprague-Dawley tratadas durante el primer mes de vida con 2 mg de valerianato de 
estradiol y sacrificadas a los 30, 75 y 150 días de edad. También se determinaron por radioinmunoanálisis los niveles séricos 
de LH y FSH. En todos los grupos de animales existe una marcada disminución del número de células LH inmunorreactivas . 
El tamaño de estas células está incrementado en las ratas sacrificadas a los 30 días de edad y disminuido a los 75 y 150 días. 
Las células gonadotropas de los animales sacrificados a los 30 y 75 días de edad tienen abundantes cisternas dilatadas de 
retículo endoplásmico rugoso. Los niveles séricos de LH están disminuidos en todos los grupos de animales. Los de FSH están 
disminuidos a los 30 y 75 días de edad. 

PALABRAS CLAVE: Células gonadotropas . Adenohipófisis. Estrógenos. Rata. 

SUMMARY 

An immunohistochemical , morphometric and ultrastructural study was performed on the gonadotroph cells of the 
adenohypophyses of male Sprague-Dawley rats treated over the first month of life with estradiol valerate and sacrificed at 
30, 75 and 150 days of life. The serum levels of LH and FSH were determined by radioimmunoanalysis. In all the groups of 
animals there was a marked decrease in the number ofLH-immunoreactive cells. The size ofthese cells was increased in the 
rats sacrificed at 30 days and were decreased in those sacrificed at 75 and 150 days. The gonadotroph cells of the animals 
sacrificed at 30 and 75 days of age showed abundant dilated rough endoplasmic reticulum cisternae. Serum LH levels were 
decreased in all the groups of animals. Those of FSH were decreased at 30 and 75 days of age. 

KEY WORDS: Gonadotroph cells . Adenohypophysis. Estrogens. Rat. 

Introducción 

Además de las diferencias sexuales en cuanto a dotación cromosómica, gónadas, conductos genitales, 
genitales externos y esfera somática, hay dos funciones que están reguladas por el sistema nervioso central que 
muestran también diferencias entre sexos: la conducta sexual y ciertas funciones neuroendocrinas , principalmente 
el patrón de liberación de gonadotropinas, que es tónico en el macho y cíclico en la hembra. 
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Estas diferencias funcionales se explican por la existencia de un dimorfismo sexual en ciertas regiones del 
sistema nervioso central, involucradas en su regulación (véase Pastor y cols., 1990). El dimorfismo sexual se 
explica, en el caso de la rata y probablemente en otras especies, por la acción sobre el cerebro de los esteroides 
gonadales, que tiene lugar durante el período perinatal (véanse Arai y cols., 1986; Naftolin y cols., 1990), en el 
llamado «período crítico de la diferenciación sexual del cerebro». Concretamente, esta diferenciación se debe a 
la acción de la testosterona segregada por el testículo durante el período perinatal (Dohler y Wuttke, 1975; Weisz 
y Ward, 1980; MacLusky y Naftolin, 1981; Arnold y Gorski, 1984; Naftolin y cols., 1988), que actuando sobre 
la sinaptogénesis determina un patrón tónico de liberación de gonadotropinas característico del macho. En la 
hembra, al no existir andrógenos, al menos en la cantidad suficiente, no tiene lugar tal modificación sináptica y 
se produce una diferenciación en sentido femenino, caracterizada por un patrón cíclico de liberación de 
gonadotropinas. Ahora bien, la testosterona, que en el período perinatal alcanza una concentración en el 
hipotálamo del macho muy superior a la de la hembra (Rhoda y cols., 1983), es aromatizada a estradiol en el 
hipotálamo (Naftolin y cols., 1975; Naftolin y MacLusky, 1984), y es precisamente el estradiol hipotalámico, 
procedente de la aromatización de la testosterona el que determina las modificaciones sinápticas que dan lugar a 
un patrón de reproducción típico del macho (MacLusky y Naftolin, 1981; Arnold y Gorski, 1984; Naftolin y cols., 
1988). La explicación de que los estrógenos ováricos en la hembra y los de origen placentario en el macho y en 
la hembra no tengan acción sobre el hipotálamo radica en el hecho de que son fijados por la alfa-fetoproteína, muy 
abundante durante el período neonatal, que no fija a los andrógenos (MacLusky y N aftolin, 1981 ; Arnold y Gorski, 1984 ). 

El propósito del presente trabajo ha sido estudiar los efectos de la administración de dosis altas de estrógenos 
(valerianato de estradiol) durante el período neonatal sobre las células gonadotropas de la adenohipófisis de ratas 
machos. 

Material y técnicas 

Como animal de experimentación se ha utilizado la rata albina macho de la cepa Sprague-Dawley. Treinta y 
seis animales fueron inyectados desde el segundo día de edad, por vía subcutánea, con una solución oleosa de 
valerianato de estradíol, utilizando como vehículo oleato de etilo. La administración se realizó cada 4 días, durante 
un mes; la dosis por inyección fue de 0.25 mg (en 0,1 mL) y la dosis total 2 mg. Doce de estos animales se 
sacrificaron a los treinta días de edad (grupo EST-30), otros doce a los setenta y cinco días (grupo EST-75) y los 
doce restantes a los ciento cincuenta días (grupo EST-150). Otros treinta y seis animales fueron inyectados, 
siguiendo las pautas anteriores, con ocho dosis de O, 1 mL de oleato de etilo, procediendo al sacrificio de igual 
manera. Doce animales se sacrificaron a los treinta días de edad (grupo COE-30), doce animales a los setenta y 
cinco días (grupo COE-75) y los otros doce a los ciento cincuenta días (grupo COE-150). Los animales fueron 
inyectados en todos los casos a la 10 horas y el sacrificio se realizó a las 17 horas. 

Previamente al sacrificio las ratas fueron anestesiadas con tiopental sódico (30 mg/kg peso), procediéndose 
a extraer una muestra de sangre para la determinación por RIA de los niveles séricos de LH y FSH. A continuación 
los ~nimales fueron sacrificados, destinándose la mitad de las ratas de cada grupo al estudio inmunohistoquímico 
y la 'otra mitad al estudio ultraestructural convencional. 

Estudio inmunohistoquímico. Los animales fueron perfundidos a través del ventrículo izquierdo del corazón 
con Bouin-Hollande sublimado. Finalizada la perfusión se extrajo la hipófisis, que fue dividida en dos mitades 
sagitales que permanecieron en el mismo fijador durante 24 horas. Posteriormente fueron lavadas, deshidratadas 
con alcohol e incluidas en parafina. Sobre cortes seriados de 1 O µm de espesor se realizó la técnica inmunohistoquímica 
de la peroxidasa-antiperoxidasa (P AP) según el proceder de Sternberger y cols. (1970), utilizando un antisuero 
específico contra LH de rata (UCB) y 3,3'-diaminobencidina como marcador. Los núcleos celulares fueron 
contrastados con hematoxilina. 

Estudio ultraestructural. El sacrificio se realizó por decapitación, seguida de extracción rápida de la hipófisis, 
tallado e inmersión en glutaraldehído al 5% en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4, a 4 ºC, durante 24 horas. A 
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continuación se postfijaron en tetraóxido de osmio al 1 % en el mismo tampón, 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 electrónico de transmisión Philips EM 201. 

Estudio mo,jométrico. Se realizó sobre las preparac iones inmunohistoquímicas . Se seleccionaron de manera 
aleatoria 100 células inmunorreactivas para LH de cada grupo de animales, determinando con un analizador 
semiautomático de imágenes Ibas I Kontron las áreas celular y nuclear, obteniendo por la diferencia entre ambas 
el área citoplasmática, calculando posteriormente la relación núcleo/citoplasma. Para determinar el número de 
células inmunorreactivas por unidad de superficie ( densidad celular) se contaron, en cada grupo de animales , las 
células LH presentes en 48 campos de 80500 µm 2 de tejido hipofisario; estos campos fueron elegidos al azar y no 
estaban superpuestos. Para analizar la significación estadística se utilizó la «t» de Student. 

Estudio radioinmunoanalítico . Las muestras de suero fueron analizadas para LH y FSH usando un Kit 
específico NIAMDD para cada hormona. Los resultados (Tabla 11) se expresan en términos de patrones NIAMDD 
rat-LH-RP-2 (valores normales de LH entre 0,3 y 1 ng/mL) y NIAMDD rat-FSH-RP-2 (valores normales de FSH 
entre 200 y 300 ng/mL). 

Resultados 

En los animales sacrificados inmediatamente después de terminado el tratamiento estrogénico [grupo EST-
30] , llama la atención la manifiesta di sminución del número de células inmunorreactivas para LH en la 
adenohipófisis, en relación con los animales controles [grupo COE-30] (véase Tabla I). El análisis morfométrico 
demuestra en los animales EST-30 una disminución muy marcada (70% en términos porcentuales) del número de 
células LH por unidad de superficie, así como un discreto incremento (16%) del área celular, con aumento del área 
citoplasmática, disminución del área nuclear y di sminución de la relación núcleo/citoplasma. El estudio 
ultraestructural pone de manifiesto la existencia de dilataciones del retículo endoplásmico rugoso (RER) en 
algunas células gonadotropas. 

En las ratas sacrificadas al mes y medio de concluir el tratamiento, los cortes de adenohipófisis teñidos para 
LH muestran una marcada disminución en el número de estas células en relación con los animales controles, como 
puede comprobarse en las figuras 1 (conespondiente al grupo COE-75) y 2 (perteneciente a un animal del grupo 
EST-75). El estudio morfométrico (Tabla I) demuestra una dramática disminución (86%) en la población de estas 
células, así como una disminución del área celular (20%), que se debe a una disminución tanto del área nuclear 

TABLAI 

Grupo Densidad Área Área Área Relación 
celular celular nuclear citoplasmática núcleo/citoplasma 

COE-30 73 ,56 ± 4,94 110,85 ± 14,03 30,52 ± 6,38 80,32 ± 15,74 
EST-30 22,00 ± 2,37 (.) 129, 12 ± 20,86 (.) 27 ,94 ± 5,71 (.) 101 ,18 ± 21 ,73 (.) 
COE-75 54,69 ± 6,29 191 ,06 ± 33,03 34,16 ± 6,55 156,90 ± 33,95 
EST-75 7,50 ± 1,52 (,) 152,62 ± 37,62 (.) 29,42 ± 6,19 (. ) 123,20 ± 36,32 (.) 
COE-150 41 ,06 ± 5,89 11 1,81 ± 16,32 19,99 ± 4,42 91 ,82± 16,66 
EST-150 15,44 ± 4,32 (.) 101 ,03 ± 14,72 (.) 29,17 ± 6,00 (.) 71,85 ± 15,86 (.) 

Todos los valores están expresados por media aritmética± desviación típica. 
Densidad celular= Número de células LH-inmunoreactivas/80.500 µm 2 de tejido adenohipofisario. 
Las áreas celular, nuclear y citoplasmática están expresadas en µm 2

. 

Para evaluar la significación estadística se ha utilizado la «t» de Student (. = p<0,001) 

0,40 ± 0,14 
0,29 ± 0,10 (.) 
0,23 ±0,07 
0,20 ± 0,05 (.) 
0,23 ± 0,08 
0,44 ± 0,18 (.) 
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como de la citoplasmática, disminuyendo asimismo la relación núcleo/citoplasma. El examen ultraestructural 
pone de manifiesto que las células gonadotropas muestran un ergastoplasma muy profuso constituido por cisternas 
dilatadas (figs. 3 y 4 ); en estas imágenes resulta llamativa también la íntima asociación de adenocitos mamotropos 
y gonadotropos. 

GRÁFICO l. NIVELES SÉRICOS DE LH 
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GRÁFICO 2. NIVELES SÉRICOS DE FSH 
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TABLA 11 

Grupo Niveles séricos Niveles séricos Mediciones 
de LH (ng/mL) de FSH (ng/mL) realizadas 

COE-30 0,39 ± 0,09 261 ± 10 12 
EST-30 0,21 ± 0.05 198 ± 48 12 
COE-75 0,47 ± 0,07 449 ± 75 12 
EST-75 0,27 ± 0,10 232 ± 57 12 
COE-150 0,32 ± 0,07 210 ± 57 12 
EST-150 0,17 ± 0,02 236 ± 53 12 



FIGURA l. 

FIGURA 2. 
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o 

e 
Rata macho inyectada con oleato de etilo durante el primer mes de vida y sacrificada a los 75 días de edad (COE-

75). Tinción inmunohistoquímica para LH. Obj.: lOx. 
Rata macho tratada con estrógenos durante el primer mes de vida y sacrificada a los 75 días de edad (EST-75) . 
Tinción irununohistoquímica para LH. Obsérvese la escasez de células inmunorreactivas. Obj.: lOx. 
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FIGURA 3. 

FIGURA 4. 

F.E. PASTOR Y COLS. 

Micrografía electrónica de la adenohipófisis de una rata EST-7 5 . Se observa un adenocito gonadotropo con un 
aparato de Golgi muy desarrollado y abundantes cisternas dilatadas de RER. En su inmediata vecindad se sitúan 
dos adenocitos mamotropos (M). 7450x. 
Detalle a mayores aumentos (21900x) de la figura 3. 
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Al igual que ocurre en los grupos anteriores , en las ratas del grupo EST-150 la disminución de adenocitos 
inrnunorreactivos para LH es patente, como se comprueba en el estudio morfométrico, que muestra una marcada 
disminución (62%) de la población de células LH y una discreta disminución (10%) del tamaño celular. Es un 
hecho curioso que las modificaciones de los tamaños nuclear y citoplasmático se realicen de forma opuesta, puesto 
que mientras el área nuclear experimenta un incremento, el área citoplasmática sufre una disminución; esto se 
traduce en un marcado incremento de la relación núcleo/citoplasma. El estudio ultraestructural pone de manifiesto 
la no existencia de modificaciones resaltables en las células gonadotropas. En este grupo de animales no se 
observan las dilataciones de RER que hemos podido apreciar en las células gonadotropas de los animales EST-
30 y EST-75 . 

En los distintos grupos de animales experimentales de nuestra casuística existe una disminución del nivel 
sérico de LH (véanseel gráfico 1 y la tabla 11). No obstante, en las ratas estrogenizadas se observa un «pico» 
peripuberal de esta hormona, similar al de los animales controles aunque de menor intensidad. Los niveles de FSH 
están disminuidos estadísticamente en los animales sacrificados a los 30 y a los 75 días en relación con sus controles 
(gráfico 2 y tabla 11), aunque sus valores se encuentran en los límites inferiores de normalidad. En las ratas 
sacrificadas 150 días después de terminar el tratamiento no existen diferencias significativas en los niveles séricos 
de FSH entre los animales estrogenizados [EST-150] y sus controles [COE-150] . 

Discusión 

Es sabido que los estrógenos ejercen un efecto inhibidor sobre las células gonadotropas de la adenohipófisis 
(Moore y Price, 1932). Con la utilización de técnicas inmunohistoquímicas se ha descrito una marcada regresión 
en el número de células gonadotropas (El Etreby y cols., 1977; El Etreby y Fath el Bab, 1978). Asimismo, los 
estrógenos disminuyen los niveles circulantes de LH y FSH (Verjans y cols., 1974; Grotjan y Steinberger, 1978), 
aunque curiosamente en cultivos adenohipofisarios estimulan la liberación de FSH en el caso de la rata (véase 
Miller y Wu, 1981). 

Hasta el presente se desconoce el mecanismo exacto por el que los estrógenos inhiben la secreción de 
gonadotropinas. Uno de los posibles mecanismos podría ser la modificación de los niveles de dopamina. A su vez, 
la dopamina podría actuar a través de sus efectos sobre la liberación de LHRH (Weber y cols., 1983). No obstante, 
el papel de la dopamina sobre el control de la secreción de LH no está aclarado en absoluto (véanse McEwen y 
Parsons, 1982; Iones y Naftolin, 1990). De hecho se han descrito efectos facilitadores de la dopamina sobre la 
liberación de LH (Weiner y Ganong, 1978; Advis y cols. , 1980; Negro-Vilar y cols., 1982), mientras que otros 
estudios han señalado efectos inhibidores (Gallo, 1978; Vijayan y McCann, 1978). También se ha sugerido que 
la hiperprolactinemia provocada por los estrógenos podría ser la causa de la disminución de los niveles de 
gonadotropinas, en especial de LH (Tresguerres y cols. , 1981), aunque parecen existir datos que niegan esta 
posibilidad (véase Saade y cols ., 1987). 

Por otra parte, en la actualidad está demostrado que el estradiol hipotalámico, procedente de la aromatización 
de la testosterona, determina un patrón de secreción de gonadotropinas típico del macho (véase apartado de 
Introducción), interviniendo en la diferenciación sexual del hipotálamo. 

En el presente estudio hemos utilizado dosis muy altas de estrógenos con la finalidad de bloquear la capacidad 
de fijación de la alfa-fetoproteína para que puedan alcanzar el sistema nervioso central. Nuestros resultados 
confirman la existencia de una marcada reducción en la población de adenocitos inmunorreactivos para LH en 
todos los grupos de animales tratados con estrógenos, lo que coincide con las observaciones de otros autores (El 
Etreby y cols., 1977; El Etreby y Fath el Bab, 1978). Pero por otra parte las modificaciones en los parámetros 
ultraestructuralmente en los animales del grupo EST-30. 

En los animales sacrificados a los 75 días de edad, además de una dramática disminución de la población de 
células inmunorreactivas para LH, hemos comprobado una disminución tanto del área celular como de la 
citoplasmática de las mismas (véase Tabla 1), si se comparan con los datos obtenidos en los animales controles. 
Ahora bien, si comparamos los parámetros área celular y área citoplasmática de los animales EST-75 con los de 
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los animales EST-30 observamos que están incrementados en aquéllos. ¿Qué significado pueden tener estas 
modificaciones? Creemos que para interpretarlas hay que tener en cuenta no sólamente la comparación con los 
grupos controles sino también la evolución sufrida por las células LH en relación con la edad de sacrificio. En este 
sentido es interesante señalar que en los animales controles sacrificados a los 75 días de edad los parámetros 
relativos al tamaño celular y citoplasmático están muy incrementados con respecto a los de los animales controles 
sacrificados a los 30 y a los 150 días de edad. Este incremento es lógico si tenemos en cuenta que a los 75 días nos 
encontramos, en el caso de la rata, en pleno período peripuberal. El efecto inhibitorio de los estrógenos obviamente 
determina una disminución de los referidos parámetros en los animales sacrificados a los 75 días de edad, pero pese 
a ello estos parámetros son mayores que en los animales EST-30 y EST-150. Desde un punto de vista 
ultraestructural este hecho también se explica por el gran desarrollo del RER de las células gonadotropas de los 
animales EST-75, que tiene una apariencia similar al observado tras un corto período de evolución después de la 
castración (véase Sánchez y cols., 1991a). 

Por otra parte, las modificaciones experimentadas por las células LH, en especial en lo referente a los 
parámetros área celular y área citoplasmática, permiten sugerir que si bien los estrógenos inhiben la liberación de 
gonadotropinas, no provocan una anulación de los mecanismos hipotalámicos desencadenantes de la pubertad. En 
efecto, tanto en los animales controles como en los tratados con estrógenos se observa un marcado incremento del 
tamaño celular y citoplasmático de las células LH durante el período peripuberal, esto es, en los animales de nuestra 
casuística sacrificados a los 75 días de edad. También está de acuerdo con esta interpretación el hecho de que los 
niveles séricos de LH de animales estrogenizados muestren un «pico» de esta hormona a los 75 días de edad (véanse 
gráfico 1 y tabla II), similar al observado en los animales controles, aunque de menor intensidad. Esto no ocurre 
con la FSH (véanse gráfico 2 y tabla 11), que no muestra este «pico» a los 75 días en las ratas estrogenizadas, aunque 
sí aparece en las controles. El efecto inhibidor de los estrógenos sobre la FSH parece desaparecer antes que para 
la LH, pues en, lqs. animales sacrificados 120 días después de terminar el tratamiento los niveles de FSH son 
similares a los de las ratas controles, mientras que los de LH están disminuidos. 

La íntima relación de vecindad entre adenocitos gonadotropos y mamotropos es muy evidente también en los 
animales estrogenizados, habiéndose supuesto que puede estar en relación con la existencia de interacciones 
paracrinas entre ambos tipos celulares (para referencias véase Sánchez y cols., 1991b). 
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ESTUDIO MORFOLÓGICO Y MORFOMÉTRICO DEL NERVIO ÓPTICO DE LA RATA. 
I : EN EL FETO «A TÉRMINO» 

MORPHOLOGICAL AND MORPHOMETRICAL STUDY IN THE RAT OPTIC NERVE. 
I: IN FETUSES AT THE END OF PRENATAL PERIOD 

M.D. PINAZO-DURÁN, V. SMITH-FERRES y V. SMITH-ÁGREDA 

Departamento de Ciencias Morfológicas. Facultad de Medicina de Valencia . Universidad de Valencia 

RESUMEN 

El Nervio Óptico (NO) ha sido ampliamente utilizado para el estudio de su propio desarrollo, de los procesos patológicos 
que Je implican directamente y de otros relacionados con el Sistema Nervioso Central (SNC). En la actualidad, la 
Neuromorfología del desarrollo es un campo sumamente atractivo para múltiples investigaciones. En este trabajo preliminar 
realizado en fetos de 21 días de gestación sobre el NO de la rata, hemos efectuado un estudio a microscopía óptica y 
electrónica, describiendo las células gliales y axones ópticos al final de la fase prenatal y también un análisis morfométrico 
y estereológico de nuestros resultados. 

PALABRAS CLAVE: Glioblasto. Axones ópticos. Desarrollo. Malformación congénita. Hipoplas ia del nervio óptico. 

SUMMARY 

The Optic Nerve (ON) has been used on the study of his development and di verse pathogenic processes, anyway in 
otherones closely conected with the Central Nervous System (CNS) . Today considerable research is doing about the 
Neuromorphology of the development. In this preliminar work in the ON of the rat fetuses at the end of gestation (2 1st day) 
we have done a light and electron microscopy study in order to describe the glial cells and optic axons during prenatal period 
and too a morphometric and stereologic analisys of ali our findings. 

KEY WORDS : Glioblast. Optic axons. Development. Congenital malformation. Optic nerve hipoplasia. 

Introducción 

Es bien conocida la especial susceptibilidad del NO que excede a otras áreas del SNC en procesos patológicos 
diversos (encefalomielitis , esclerosis múltiple, tóxicos, etc. ) (8). La porción yuxta-ocular del NO presenta algunos 
hechos anatómicos que pueden ser importantes en la presentación de estas enfermedades (9 y 13). Por esto, muchos 
autores lo utilizan para estudiar procesos que le conciernen directamente y otros relacionados con el SNC. (1 , 3, 
14, 15, 16, 18 y 19). Es importante conocer el desarrollo de los componentes del NO durante su evolución. Hemos 
basado nuestros estudios en los componentes fundamentales del NO: células macrogliales y axones ópticos . 
Asumiendo que el día 21 de gestación en la rata resume todos los acontecimientos de la evolución prenatal del NO, 
este trabajo se ha efectuado en fetos «a término». 
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El/los mecanismo/s por los que las cé lulas del SNC se reconocen e interacc ionan entre sí durante su desarrollo 
adquieren especial importancia en la fase prenatal, pues de su integridad dependen los procesos de proliferación 
y diferenciación celular que ocurren tras el nacimiento. Las cé lulas neuroepiteliales del tubo neural dan lugar a: 
cé lulas ependimarias , neuronas, as troc itos y oligodendrocitos (todas constituyentes del SNC) no conociéndose aún 
los fac tores que determinan la diferenciación en una u otra estirpe (12 y 16). El NO no tiene cuerpos neuronales , 
tan só lo los axones de las células ganglionares constituídos en fibras del NO, elementos del tejido conectivo y de 
la neuroglia, además de pequeños vasos nutricios , nervios y los grandes vasos retinianos (7 y 13). 

El NO de la rata adulta contiene 3 tipos de células macrogliales: Astrocitos tipo I, Astrocitos tipo II y 
Oligodendrocitos (17). Es posible que la alteración de los e lementos de la neuroglía y de los axones ópticos durante 
el desarrollo prenatal del NO constituyan anomalías estructurales que puedan derivar en defectos congénitos como 
los observados, entre otros , en la hipoplas ia del NO (10). 

Material y métodos 

Hemos utili zado 4 ratas hembras vírgenes de la raza Wi star, con peso inicial de 175-200 g alimentadas 
mediante dieta Standard (pienso Sanders y agua ad libitum ). Los animales se mantuvieron en condiciones 
constantes de temperatura (23 ºC) , humedad (60%) y ciclos luz-obscuridad (l 2h.). Cada rata se cruzó con un macho 
de la misma especie hasta conseguir la gestación. Confirmado el embarazo se vigiló diari amente el estado 
nutricional de las gestantes. A los 21 días de la gestación se sacrificaron las ratas y se extrajeron los fetos que se 
pesaron y examinaron. Tras decapitarlos se incidió el cráneo por la línea media, extrayendo el cerebro que se pesó, 
procediendo a visualizar el quiasma óptico y los NO. Se extrajeron ambos globos oculares seccionando el NO de 
1-3 mm por detrás del ojo en unos y a su salida del mismo en otros. Las piezas obtenidas se fijaron en solución de 
glutaraldehido 2% y formaldehido 3% en tampón cacodilato O, 1 M. y ph 7,4. A los 30 minutos se ex trajeron para 
cortar el globo ocular por el ecuador e introducirlos en la so lución , nuevamente hasta completar 2h. Posteriormente 
se tiñeron en solución de tetraóxido de osmio 1 %, deshidratando sucesivamente e incluyendo en Durcupan. Cada 
bloque convenientemente orientado se cortó en ultramicrotomo III LKB para obtener secciones transversales 
sem ifinas (lµm. ) y ultrafinas (0,5 µm. ) que teñidas respectivamente con azul de Toluidina y mediante el método 
de Reynolds, se observaron al microscopio óptico y electrónico, realizando microfotografías x 320 u x 1.250 y 
electronomicrografías x 7 .300 u x 15.000, ampliando fotográficamente a niveles 3 y 7 para el estudio morfométrico 
según trabajos previos (6,20). Los resultados están expresados como: Media± Desviación estándar y/o Media± 
Error estándar. 

Resultados 

1) D,atos del Modelo Experimental. La ingesta calórico-proteica es constante durante la gestación (Tabla I) . 
Los pesos corporales , cerebrales y oculares de los fetos se muestran en la Tabla II. 

2) Resultados Cualitativos. El estudio morfológico de la sección transversal del NO en los fetos «a término» 
nos permite observar la forma redondeada del mismo y la apariencia delgada de las membranas exteriores . 
Constrastando con el abundante espacio extracelular destaca el relativamente escaso número de elementos 
neurogliales (Fig. 1-A). Los hemos identificado como Glioblastos y entre ellos predominan los Astroblastos de 
formas geométricas, también algunos Oligodendroblastos aislados, y Células precursoras gliales (Fig. 1-B). El 
núcleo de los astroblastos es oval y contiene cromatina condensada pero bastante escasa, visuali zando igualmente 
la membrana nuclear y uno o dos nucleolos. En el citoplasma se observan orgánulos como REr, mitocondrias y 
elementos del citoesqueleto tales como Filamentos Intermedios (Fig. 2-A). Algunos de los astroblastos han sido 
identificados como del tipo I, que emiten los procesos celulares radiales hacia los vasos sanguíneos y la superficie 
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FIG .1 

A 

FIGURA l. Microfotografías de la sección transversal semifina del nervio óptico fetal a los 21 días de gestación. 
Tinción: azul de Toluidina. 
A) x 320. 1) Membranas exteriores del NO. 2) Glioblastos. 3) Espacio Extracelular. 
B) x 1.250. 1) Glioblasto en el que se evidencia el núcleo y nucleolo. 2) Espacio Extracelular. 3) Astroblasto. 
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FIG. 2 

FIGURA 2. Electronomicrografías de la sección transversal ultrafina del nervio óptico fetal a los 21 días de gestación. Tinción: Método de Reynolds . 

A) x 7.300. Astroblastro. 1) Núcleo y membrana nuclear. 2) Citoplasma y cisternas de REr. 3) Mitocondrias. 4) Axones ópticos. 

B) x 7.300. Astroblasto tipo I. 1) Proceso celular hacia un vaso sanguíneo. 2) Axones ópticos. 
C) x 7.300. Astroblas to. l) Proceso celular. 2) Filamentos Intermedios. 3) Axones ópticos. 
D) x 7.300. Membrana externa del NO. l) Fibras de colágena. 2) Meningoblasto. 
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TABLAI 

INGEST A CALÓRICO-PROTEICA DURANTE LA GESTACIÓN 

lngesta calórica 
l ª semana 
2ª semana 
3ª semana 

lngesta proteica 
1ª semana 
2ª semana 
3ª semana 

kcal.lkg. peso 
250 ± 24 
285 ± 13 
254 ± 5 

gr.!kg. peso 
11 ,6±1,3 
12,4 ± 0,6 
10,1 ± 0,51 

n=4 

Ingesta calórico-protéica diaria durante la gestación de la rata 

Peso corporal 
Peso cerebral 
Peso ocular OD 
Peso ocular OI 

TABLAII 

8,72 ± 1,65 g 
0,36 ± 0,06 g 
18,1 ± 1,47 mg 
18,6 ± 1,5 1 mg 

D=8 

Estudio de los pesos corporal, cerebral y ocular en el feto de rata «a término» 

TABLA III 

ESTUDIO MORFOMÉTRICO DEL NERVIO ÓPTICO 
Feto de rata (21 días de gestación) 

Diám. medio axones opt. 
Áreas nucleares ce!. gliales 
Vol. nucleares cel. gliales 
Área media secc. nerv. opt. 
Diam. medio secc. nerv. opt. 
Espesor membrana nerv. opt. 
Nº ce!. gliales/secc. 
Densidad glial/secc. 
Nº axones/secc. 

0,01 ± 0,002 µm 
3,69 ± 1,10 µm 2 

10,89 ± 2,30 µm 2 

2.592 ± 339 µm 2 

56,6 ± 3,90 µm 
0,15 ± 0,01 µm 
140,0 ± l 2,2µm 
0,051 cel/µm 2 

62.500 ± 3.250 cel/µm 2 

D=8 

99 

Estudio morfométrico y análisis estereológico de la sección transversal del nervio óptico de la rata, en el feto «a término» 
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del NO (Manto astrocitario de Graefex) (Fig. 2-B). Los procesos citoplasmáticos comienzan a extenderse de forma 
estelar y en ellos pueden verse REr, ribosomas, mitocondrias y Filamentos Intermedios (Fig. 2-C). Los 
oligodendroblastos son escasos y su núcleo es redondeado u oval, presentando un citoplasma claro. Los axones 
ópticos son muy numerosos , pequeños, redondeados y uniformes, encontrándose todos en fase amielínica. Poseen 
un axoplasma claro en el que se distinguen microtúbulos y mitocondrias y en algún caso cisternas de REr. Podemos 
diferenciarlos de las células y sus procesos por la ausencia en su axoplasma de ribosomas u otros gránulos. 
Ultraestructuralmente la membrana exterior del NO en el feto presenta 3 capas bien definidas: exterior o 
Duramadre, intermedia o Aracnoides e interna o Piamadre que contacta con la substancia propia del NO. Contiene 
elementos celulares inmaduros que identificamos como meningoblastos y fibras elásticas y colágenas. (Fig. 2-D). 

3) Resultados cuantitativos. El estudio morfométrico y análisis estereológico de la sección transversal del NO 
en el feto «a término» nos muestra en la Tabla 111 los diferentes parámetros estudiados y sus resultados respectivos. 

Discusión 

Al asumir que el final de la gestación nos resume todos los acontecimientos que ocurren durante las fases 
embrionaria y fetal, nos encontramos también con que éste es un periodo de transición entre la etapa pre- y 
postnatal. Muchos de estos elementos pueden mostrar ciertas características comunes o límite entre ambas etapas. 
En nuestros hallazgos morfológicos en el NO de ratas fetales observamos que todos los elementos celulares son 
inmaduros, desde los meningoblastos de las membranas envolventes del NO a los glioblastos de la substancia 
propia. Según varios autores (4 y 12) la gliogénesis comienza cuando se visualizan algunos astroblastos en los 
últimos días de la gestación. La evidencia de diferenciación astroblástica más precoz es la formación y extensión 
de sus procesos celulares (7). Nosotros los hemos constatado en el NO de la rata el día 21 prenatal correspondiendo 
la mayor densidad celular a los astroblastos , de acuerdo con otros autores (3, 4, 16). Los oligodendroblastos, por 
el contrario, son aún escasos en esta fase pues desarrollan un poco más tarde y muestran menor variedad 
morfológica que los astroblastos. Todas las descripciones coinciden con las de células inmaduras de citoplasmas 
claros (7, 11 , 15 y 16). Los axones ópticos presentan una morfología característica. Son muy numerosos y están 
desprovistos de mielina (5 y 18). Estudios al respecto confirman la disminución en el número de oxones ópticos 
en el periodo comprendido entre el fin de la gestación y la primera semana de vida postnatal de la rata ( 1 y 5), que 
posiblemente es debido a los fenómenos de muerte y redistribución celular que acontecen durante el desarrollo del 
SNC (7 y 18). No obstante este proceso «normal» podría alterarse bajo ciertas condiciones, conduciendo a una 
pérdida exagerada de axones ópticos, incompatible con una buen función visual (1, 2 y 12) y aún más en el caso 
de anomalías genéticas, inflamaciones o exposición a tóxicos (9, 10 y 19) que podrían causar atrofia parcial o total 
del NO, hipoplasia del mismo, etc. 
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ESTUDIO DE LA MUERTE NEURONAL EN EL HIPOCAMPO Y DEL COMPORTAMIENTO 
EN RATAS GESTADAS EN MADRE NORMAL Y LACTADAS EN NODRIZA ALCOHÓLICA 

A STUDY OF NEURONAL DEATH IN THE HIPPOCAMPUS AND OF THE BEHA VIOUR IN 
RATS GESTATED BY NORMAL MOTHER AND LACTANT IN ALCOHOLIC NURSE 

l. SMITH-FERNÁNDEZ, l. FERNÁNDEZ-ORTEGA, P. SALINAS y V. SMITH-FERNÁNDEZ 

Departamento de Morfología Normal y Patológica. Facultad de Medicina. Universidad de Málaga 

RESUMEN 

Se estudia en dos grupos de ratas Wistar lactantes, su comportamiento y las áreas hipocampales CA 1, CA2, CA3, 
Subiculum y Gyrus dentatus. 

El grupo I: son gestadas en madre normal, y lactadas de su madre normal. 
El grupo II: son gestadas en madre normal pero lactadas en nodriza alcohólica crónica. 
Se comparan los resultados obtenidos en su comportamiento, y en cada área hipocampal sobre curvas de recuentos 

neuronales, y de la superficie relativa (% de la superficie total del hipocampo en cada edad). 

PALABRAS CLAVE: Alcoholismo postnatal. Alcoholismo crónico. Muerte neuronal. Comportamiento. Hippocampus. 
CAl, CA2, CA3 , Subiculum. Gyrus dentatus. Lactancia. Lactancia alcohólica. Wistar. Rata. Desarrollo postnatal. 

SUMMARY 

We have studied in two groups ofWistar white rats their behaviour and the hipocampal areas CA 1, CA2, CA3, subiculum 
and dentatus gyrus. 

Group I: are gestated in normal mother and lactated in their normal mother. 
Group II: are gestated in normal mother but lactated in chronic alcoholic nurse. 
Results about their behaviour are compared, and in each one of the hipocampal area on curves of neuron counts and of 

the relative surface (% of total hippocampus surface in each area for each age) . 

KEY WORDS: Postnatal alcoholism. Chronic alcoholism. Neuronal death . Behaviour. Hippocampus. CAi. CA2. CA3. 
Subiculum. Dentatus gyrus. Lactation. Alcoholic lactation. Postnatal development. Wistar rat. 

Introducción 

Una de las drogas objeto de mayor reflexión y estudio ha sido el alcohol por la gran cantidad de trastornos que 
produce. Numerosos modelos alcohólicos animales han sido experimentados, si bien ninguno es perfecto (7 y 8). 

El hipocampo ha sido intensamente estudiado con diferentes métodos (1, 2, 3, 4, 9 y 13) y mas recientemente 
por Swanson (16). 
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La muerte neuronal durante el desarrollo del S.N. es un hecho admitido (2 y 10). Ha sido estudiada en casi todos 
los niveles tanto en el S.N.C. como en el periférico. La teoría mas aceptada para explicar esta muerte es la basada 
en la competición por alcanzar la diana en la que establecer sinapsis. En esta competencia degenerarían las que 
no lo consiguen (6). 

Nuestro trabajo pretende aportar al estudio del desarrollo postnatal del hipocampo de la rata que habiendo 
tenido un desarrollo prenatal normal, al obligarla a lactar en nodriza alcohólica, el etanol infiere en su desarrollo 
postnatal. 

Material y método 

Dos grupos de ratas Wistar: I (gestación y lactancia normales) , II (gestación normal y lactancia alcohólica) . 
Las nodrizas alcohólicas se consiguieron adicionando a hembras de 60 días etanol en el agua de bebida. 

Comenzamos con una concentración del 5%, incrementando otro 5% cada semana hasta estabilizarla al 20% v/ 
v. Estas ratas no se aparean hasta transcurridos seis meses desde el comienzo de la alcoholización, se le retiran sus 
crías y ellas pasan a nodrizas de crías normales. 

Sacrificio: A los 5, 8, 12, 14, 16 y 21 días postnatales. Cinco animales en cada edad. Perfusión intravascular 
de formol al 10% con bomba peristáltica Watson-Marlow. Inclusión de los encéfalos en parafina. Cortes seriados 
de 10 micrometros. Tinciones: Nissl (N), Klüver-Barrera (KB). 

Recuentos de poblaciones celulares de las regiones hipocampales CA 1, CA2, CA3 , Subículo y Giro Dentado 
comparándolos con la evolución relativa de su superficie. 

Las superficies fueron medidas con un analizador de imagen Ibas Kontron 2000. Su valor para cada área es 
del tanto por cien de la suma de las superficies de todas las áreas del hipocampo. 

Los recuentos celulares, realizados por el mismo observador, incluyen solamente las neuronas que tenían 
visibles núcleo, nucleolo y citoplasma. 

Test de comportamiento: Estado de hendiduras palpebrales, pelaje, posibilidad de levantar el vientre en 
decúbito prono, propulsión de las extremidades, marcha, recuperación postura! tras el decúbito supino, suspensión 
de miembros anteriores, respuesta a suspensión por el rabo, motilidad y respuesta a estímulos sensoriales. 

Se efectuaron determinaciones de alcohol en sangre por GS-HS (Cromatografía de Gases/ Espacio-Cabeza) 
utilizando un FID chromatograph Perkin-Elmer, Sigma 300. 

Se siguió la curva ponderal y la del peso cerebral. 

Resultados 

Las superficies relativas y los recuentos celulares para los grupos I y II se recogen en las tablas. 
Los resultados comparativos entre superficies y recuentos de los dos grupos se indican en las gráficas. 
El test de comportamiento registra los siguientes resultados: 
Grupo I (normales): las hendiduras palpebrales empiezan a abrirlas el P.12 un 20% de los animales y el P.16 

las tienen totalmente abiertas todos; la piel está cubierta de pelo en el 60% el P.12 y en el 100% el P.14; el vientre 
no arrastra en el 80% en el P.12 y en el 100% el P.14; la marcha se hace coordinada en el 30% en el P.12 y en el 
100% el P.14 ; la propulsión es eficaz en el 50% en el P.8 y en todos en el P.12 ; la recuperación postura! tras 
decúbito se hace sin dificultad en el P.5 en el 100%; se mantienen suspendidos de los miembros anteriores el 80% 
entre el P.5 y P.8 y el 100% el P.12; la respuesta a suspensión por el rabo es dificultosa en el recien nacido y para 
el 20% en el P.8; la motilidad y la respuesta a estímulos es hipocinética hasta el P.12 en un 20%. La muerte perinatal 
es de un 12%. 
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La evolución ponderal es regular y ascendente, así como la del peso cerebral. 
Grupo II (lactantes de nodriza alcohó licas): Las hendiduras palpebrales comienzan a abrirse el P.14 en un 20%, 

a los P.16 en el 60% y a los P.21 el 100%; la piel está· cubierta de pelo en el 20% el P.12, en el 60% el P.16 y en 
el 100% el P.21; el levantamiento del vientre se mantiene el P.12 en el 43%, en P.14 y 16 en el 60% y el P.21 en 
el 100%; la marcha es coordinada el P.14 en el 20%, el P.16 en el 60% y el P.21 en el 80%; la propulsión es eficaz 
en P.12 en el 20%, el P.16 en el 40% y el P.21 en el 100%; la recuperación postura] tras decúbito la hacen sin 
dificultad el P.5 el 80%, el P.12 el 45 %, el P.14 el 100%, el P.16 solo el 80% y el P.21 el 100%; se man~ienen 
suspendidos de los miembros anteriores el P.5 el 40%, el P.8 el 100%, el P.12 el 78%, el P.14 el 100%, el P.16 el 
60% y el P.21 el 80%; la respuesta a suspensión por el rabo es dificultosa en el RN, para el 40% en el P.5 , en el 
P.14 para el 21 % en el P .8 y muy dificultosa en el 40% en el P .16 y el 20% en el P .21; la motilidad y la respuesta 
a estímulos es hipocinética en todas las edades para el 100% en el recien nacido, y para el 20% en el P.21 e 
hipercinética en el P.5 para el 20%, en el P.8 y P.12 para el 23% y en el P.14 para el 40%. 

La desnutrición es muy patente en todas las edades y la muerte perinatal es de un 42%. La curva de peso es 
ascendente pero siempre muy por debajo de los normales siendo en P.21 la mitad que la normal. El peso cerebral 
es también ascendente pero muy por debajo del normal. 

En cuanto a alcoholemias los intervalos de confianza son para las madres del 34, 80%-96, 80%. 

Discusión y consideraciones 

Del estudio del comportamiento podemos resaltar la gran afectación en todos los parámetros, de las ratas 
lactantes en nodriza alcohólica con respecto a las normales. Son muy significativos los parámetros en relación con 
la motilidad, la propulsión, la marcha y la respuesta a estímulos. Tanto el peso corporal como el cerebral es cercano 
a la mitad del de los normales. Estos resultados hacen retrasar la edad crítica del desarrollo que se encuentra entre 
el P.12 y P.16 (1 y 14). 

En cuanto al estudio del hipocampo vemos lo siguiente: 
En el grupo II, el mayor descenso de población se produce en CA2 y CA 1. Encontramos una población estable 

a lo largo de todo el desarrollo postnatal en CA3 y Subículo y un ascenso continuo hasta doblar la población, en 
GD. 

Observamos también un ascenso brusco con descenso posterior en el CA 1 a los P .14 para el grupo II que no 
se acusa en grupo I. En CA3 ocurre este ascenso brusco el P.12 para el grupo II que no se acusa en grupo I. 

Las superficies permanecen estables en CAl, CA3 y GD; sin embargo CA2 y Subículo presentan una 
disminución en los finales con respecto a los primeros para el grupo JI, que solo es detectable para el CA2 en los 
del grupo I. 

En el CA2 la pérdida mayor de superficie ocurre durante los primeros ocho días para permanecer estable, solo 
en el grupo II , durante todo el desarrollo. 

En CAl , aunque la superficie al principio y al final permanece estable, a los P.12 detectamos un aumento de 
esta superficie ampliada en P .14 para los del grupo I. En GD y CA3 , ocurre el mismo hecho en el P.12 detectándolo 
los del grupo I solo para CA3 en P.8. En Subículo ocurre un descenso paulatino a lo largo de todo el desarrollo y 
este descenso se aumenta en el intervalo de P.14 a P.16 y a partir de aquí permanece estable, lo que no se acusa 
en el grupo I. 

En el CA2, comparando las gráficas de recuentos y superficies, encontramos como la gran pérdida celular 
ocurre, al igual que la gran pérdida de superficie en los primeros ocho días. Después las dos gráficas permanecen 
más o menos estable en el grupo 11. 

En GD, mientras la gráfica de población celular consigue un gran aumento, las de superficie permanecen 
estables en los dos grupos. 

Para el grupo II en CAl la inflexión en la gráfica de superficie en el P.12 y la inflexión en la curva de contajes 
ocurre en el P.14. En el CA3, aunque es mas acusada la inflexión en la curva de recuento, la curva de superficies 
y recuentos coinciden en el día importante, P.12, del desarrollo. En Subículo, aunque la gráfica de superficie es 
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de descenso y la de contajes se mantiene, el momento importante de inflexión de las superficies ocurre en el 
intervalo de P.14 a P.16 y la inflexión en los contajes celulares del Subículo ocurre en P.12. 

Esto puede ser comparndo con los trabajos de Philiphs y Cragg ( 12) quienes estudiando el desarrollo postnatal 
del cerebro bajo la influencia del etanol, encuentran que una dosis única de alcohol en P3 produce alteraciones de 
las células del hipocampo. En un trabajo posterior (5) determinan un periodo crítico para el desarrollo del S.N.C. , 
y que varía según las distintas zonas cerebrales. Si el alcohol incide durante este periodo disminuye el número de 
neuronas. Si afecta en fechas posteriores, no se pierden células en número superior al considerado «normal». Dicho 
de otra forma, si el alcohol incide por primera vez sobre un Sistema Nervioso producir· daño a las neuronas que 
estén inmaduras y no altera aquellas que ya hayan completado su desarrollo. 

Según lo anterior, el grupo II recibe alcohol en este periodo crítico postnatal inmediato, (12) y puede ser la 
causa de la gran pérdida celular que ocurre en zonas como CA2 antes de P.8. 

Comparando los dos grupos observamos que las características de las curvas son, con matices, superponibles. 
Si nos atenemos a la evolución de los recuentos y superficies podemos resaltar algunos hechos. 

La subida brusca del recuento en GD en los dos grupos. En el I es a partir de P.14 y en el II de P.16. Se podría 
interpretar como un retraso para los animales de lactancia alcohólica en la última oleada celular de GD sobre lo 
propuesto por Bayer en normales (1). 

Todas las áreas , menos CA2, en el P.21 terminan con un aumento. El decremento es menor en el grupo II, su 
curva salvo el marcado descenso en P.8 se mantiene a lo largo de la lactancia y termina con mayor número de células 
que en los animales normales. Esta área es la de menor oferta sináptica, solo el área septal y teniendo que 
compartirla con CAl y CA3 (11). 

Los descensos celulares que no afectan a la superficie no tienen las mismas características en un grupo o en 
otro. En CAl se da para el grupo I en P.12 y P.14 y solo en P.12 para el grupo II. La superficie no desciende en 
CA3 en P16 para el grupo II y en Subículo para el grupo l. El aumento y mantenimiento de la superficie se debe 
al aumento del neuropilo y no se daría con la misma cronología para CA3 y Subículo en los dos grupos de animales. 

La pérdida neuronal mas intensa en CA2 antes del P.8 y el hecho de que solamente se afecte en este día esta 
área mientras las demás áreas permanecen estables, habla a favor de distintas cronologías del desarrollo. No 
obstante a pesar de la pérdida neuronal en P.8 , posteriormente se mantiene el número siendo superior en el P.21 
a los animales normales. Este hecho podría indicar que el etanol a lo largo de la lactancia sería más lesivo para las 
otras áreas restando competitividad en el establecimiento de sinápsis en el septum al CA2, -área en la que 
sobrevivirían mayor número de neuronas (15). 

Los resultados diferentes encontrados para el grupo II en hipocampo así como en las manifestaciones motoras 
de su comportamiento y en la pérdida de peso global y cerebral, es achacable a tres factores: La incidencia del etanol 
en el periodo crítico del desarrollo del S.N.C. ; la desnutrición por posible reducción de cantidad y composición 
de la leche, consecuente a la alcoholización de las nodrizas (15); y, la falta de adaptación tanto de las crías a la 
nodriza, como de esta por ser alcohólica crónica. 
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