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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES HISTORICOS Y BIBLIOGRAFICOS

1.1 INTRODUCCION

La glandula pineal, cuerpo pineal o epifisis, descrita ya por GALENO, cuando en
su De usu partium nos habla del Corpus pineale, dice que los anatomicos la llaman
con el término griego conarion, diminutivo de conos, que ademas de significar el
cono geométricb es, sobre todo, el nombre dado a la pifia. Posteriormente fue
latinizada por conarium, si bien fue traducido por el término glandula pinealis. El
citado autor ya describe el cuerpo pineal, afirmando que "es de naturaleza glandular
y su forma se parece en alto grado a una pifia de lo que le deriva el nombre", si bien
hay que advertir que para GALENO las glandulas no eran, ni lo fueron después de él
por mucho tiempo, unos érganos secretores, sino que se les atribuia la funcion de
rellenar espacios huecos del organismo y también la de proteger vasos (ZRENER,
1985).

En siglo XVIIl, DESCARTES considera que esta glandula era el “asiento del alma
racional” (DESCARTES, 1709); y a partir de entonces se han sucedido las
especulaciones e investigaciones sobre su funcion, las cuales contintan, ya que
este interesante 6rgano (o “reloj biolégico” al decir de algunos) que une el ambiente
a la fisiologia de los mamiferos tiene una serie de funciones que actualmente no

estan totalmente esclarecidas.
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1.2 ANATOMIA

Este 6rgano que en la especie humana es del tamario de un guisante, se halla
situado en el techo del mesencéfalo, encima de los tubérculos cuadrigéminos
anteriores y detras del tercer ventriculo (MARTINEZ SORIANO, 1987).

En la especie ovina, la glandula pineal esta sujeta a la porcién dorsal del
diencéfalo por un pequefio tallo, el pedunculo pineal, cuya cavidad constituye el
receso pineal del tercer ventriculo. La parte dorsal de este pedtnculo, esta anclada
ala comisura'habenular, mientras que la porcion ventral esta fijada a la comisura
posterior.

Una clasificacion basada en la localizacion y forma de la epifisis fue propuesta
por VOLLRATH en 1981, en la que tiene en cuenta la relacién de la glandula pineal
con el tercer ventriculo, asi como la forma y distribucion del tejido pineal. De
acuerdo con esta clasificacién, existen tres tipos de epifisis. El tipo A o proximal,
propio, entre otras de las especies humana y ovina, se caracterizan por ser gruesas,
poco elongadas y préximas al tercer ventriculo; las tipo AB (bovinos, porcinos) son
pineales de mayor tamarno que las anteriores y las tipo ABC o distales son pineales
largas y grandes, cuya longitud puede llegar hasta el cerebelo y sus proximidades
(ratdn, cobaya).

Uno de los primeros que se ocuparon del estudio de la pineal (BARGMANN,
1943) senala que la epifisis cerebral en la especie ovina es esférica y recuerda la
forma de un guisante. LANG (1959) indica que sus dimensiones vienen a ser de 7’5
mm de largo por 55 mm de ancho y 45 mm de alto; practicamente las mismas
dimensiones le asignaron anteriormente BLIN Y MAURIN (1956), cuya longitud la cifran

en7 mm.
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Por lo que concierne al peso, no hay acuerdo entre los distintos autores. Asi,
mientras KENNAWAY Y SEAMARK (1975) dan la cifra de 69°3mg, frente a los 182mg
que le asignan los citados BLIN Y MAURIN (1956), otros autores como BASINSKA et al.
(Burck, 1969), o SANTAMARINA Y VENZKE (1953), obtienen pesos de 101mg y 81'34mg
respectivamente. En este sentido, estos ultimos autores estudian las diferencias de
peso en los ovinos, segun la edad, y los pesos varian, en el caso de las ovejas,
desde 56'50mg+1 2'30 las que estan en edades comprendidas entre 12 y 24 meses,
para ir aumentando con la edad y llegar a los 86'00mg+18'38, las que tienen 4 afios.
Para los carneros, estos autores dan cifras de 96'64mg+27'07 cuando tienen 2
afios, para ir en aumento hasta los 102'96mg+40'28 en los de 3 afios, y sin embargo

en los de 4 afios se observa una disminucion de peso (87'37mg+45'38).

1.3 DESARROLLO EMBRIONARIO

De acuerdo con VOLLRATH la pineal ovina se considera, al igual que la del
hombre y orangutan, como tipo A al estar préxima al tercer ventriculo y ser gruesa y
poco elongada.

Siguiendo a QUAY (1974 b) en el desarrollo de la pineal podemos distinguir
tres fases: morfogenética, proliferativa y de hipertrofia glandular.

Fase morfogenética: el esbozo inicial se da en el dia 30 del desarrollo
prenatal localizandose en la linea media del techo del diencéfalo, entre las
comisuras habenular y caudal. Este receso pineal tiene una amplia luz en su interior
y se comunica con el tercer ventriculo. Esta recubierto por un epitelio pseudo

estratificado de células ependimarias. Esta fase se prolonga durante dos o tres dias.
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Fase proliferativa: Sigue a la fase anterior. En ella se da la emigracion de los
diferentes precursores de las células de la glandula pineal adulta. Asi a partir del
epitelio neural derivan los pineoblastos y espongioblastos que daran lugar a los
pinealocitos y astrocitos; de la cresta neural proceden schwanocitos, melanocitos y
simpaticoblastos; y del mesénquima meningeo fibroblastos, células endoteliales,
mastocitos e histiocitos.

Cada grupo proveniente de las diferentes matrices se dispone formando islotes
o rosetas.

Alrededor del dia 98 la glandula adquiere un aspecto compacto y se produce la
obliteracion de la luz del receso pineal debido a fenébmenos mecanicos (limitacién
de espacio) y a la presencia de abundantes mitosis.

Fase de hipertrofia glandular: ocurre alrededor del dia 118. Se completa la
maduracion de la glandula. En ella se pueden distinguir dos zonas, cortical y
medular.

En un trabajo reciente de REGODON et al (1998 a) se realiza una detallada
descripcion de la estructura de la glandula pineal ovina durante su desarrollo
prenatal. Estos autores dividen su estudio en cuatro fases desde el dia 30 al 150 de
la gestacion. Estudian su evolucion desde la aparicion, alrededor de los 30 dias, del
esbozo o receso pineal, cubierto por un epitelio pseudoestratificado de células
ependimarias y comunicado con el tercer ventriculo. A medida que progresa el
desarrollo, este neuroepitelio del esbozo aumenta en grosor por migracién de
células ependimarias del tercer ventriculo y por mitosis. En esta primera fase y en la
siguiente, es decir hasta el dia 97 del desarrolio se produce una reduccion de la luz

del receso y se interrumpe la comunicacién con el tercer ventriculo. El parénquima
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glandular presenta un aspecto compacto y estd constituido exclusivamente por
pinealoblastos. Son una caracteristica destacable la presencia de rosetas o
cisternas, que poseen una pequefia luz circular, carecen de contenido y estén
delimitadas por pinealoblastos. Estos autores comentan que estas cavidades
podrian ser restos de la luz del receso pineal tras su obliteracion. Otros, como
ANDERSON (1965), CALVO Y BOYA (1981) y GARCIA-MAURINO Y BOYA (1992) sugieren
que las células de estas rosetas son células ependimarias del tercer ventriculo,
células indiferenciadas y células intersticiales respectivamente. En la tercera fase
del desarrollo, alrededor del dia 98, estos autores describen la aparicion de la
segunda poblacién celular, las células intersticiales o pinealocitos tipo il. Ademas,
en el parénquima glandular se distinguen dos zonas, una cortical, de aspecto
pseudolobular y una medular. En la dltima fase, del dia 118 al 150, se completa el
desarrolio, manteniéndose estas dos zonas descritas. Los pinealoblastos cambian
su forma redondeada y empiezan a adquirir prolongaciones. Siguen existiendo
rosetas aunque en menor cantidad, que se localizan en la zona medular de la
glandula. Ademas se observan también las denominadas pseudo rosetas de
aspecto irregular y mas desorganizado, que tienen una morfologia variable,
distribucién panglandular y son menos numerosas. En cuanto a su estructura son
iguales a las ya descritas.

A partir de la capsula de tejido conjuntivo, penetran tabiques que se van
engrosando a lo largo del desarrollo. La vascularizacién de la glandula se da desde
el principio del desarrollo embriolégico, aumentando progresivamente y es mas

abundante en el area medular.



Capitulo 1. Introduccién y antecedentes histéricos y bibliograficos 7

1.4 ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL

La gléndula pineal est4 envuelta por la piamadre, de la que parten tabiques
delgados hacia el interior para rodear cordones o I6bulos de parénquima. Con
tincion tricréomica se pueden observar dichos tabiques o trabéculas de tejido
conjuntivo que penetran profundamente en la glandula y transportan vasos
sanguineos y nervios. La arquitectura de la glandula se caracteriza por carecer de
un patréon comdn observandose agrupaciones celulares cordonales, foliculares, en
roseta, etc. La~ divisién compartimental de la glandula no es tan evidente como en
otras glandulas del cuerpo (BARGMANN, 1981; FAWCETT, 1995, JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2000). Distintos autores han estudiado la estructura histolégica de esta
gléandula en diversas especies de mamiferos.

BoYA et al. (1993) en sus estudios a microscopia 6ptica sobre la pineal del
gato adulto, la describen con una morfologia lanceolada a la seccion sagital. Su
superficie dorsal es plana y se encuentra en contacto con el receso suprapineal del
ill ventriculo. Cerca del 70 al 80% de esta superficie tiene un revestimiento
ependimario constituido por una sola capa de células cubicas ciliadas. En la porcion
proximal de la glandula se observa un corto receso pineal. Con técnicas de tincion
convencionales no han encontrado diferencias en la disposicion de los pinealocitos
entre la parte periférica y central de la glandula, ni tampoco describen lobulaciones
o formaciones foliculares. En el parénquima glandular las células se disponen en
cordones amplios, irregulares separados por zonas eosintfilas en las que se
encuentran los vasos sanguineos. Excepcionalmente han observado quistes

revestidos por células ependimarias en la zona préxima al receso pineal.
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Caracteristicas muy semejantes en cuanto a organizacién arquitectural
observan CALVO et al. (1990) en la pineal del perro adulto, que describen en forma
de pera, con una amplia zona proximal y una delgada parte distal. La parte dorsal
de la gléndula también aparece revestida por una capa de células ctbicas ciliadas.
Estos autores no observan cavidades en el parénquima, ni foliculos ni indicios de
polarizacién celular.

Cozzi (1986) en un estudio ultraestructural en el caballo describe lobulaciones
dentro del parénquima integradas por células pineales y delimitadas por tejido
conjuntivo rodeado de células intersticiales. En el mismo estudio resalta la
presencia en muchas glandulas de un estrecho espacio en la parte central.
Considera que puede tratarse de un resto de la primitiva luz embrionaria.

En algunas especies cabe distinguir una zona cortical, externa o periférica y
una zona central, interna 0 medular, segun se desprende de diversos estudios
morfologicos y funcionales. Estas diferencias se basan en muy diversos criterios:
distribucién de los tipos celulares (ROMIN, 1973), forma de los pinealocitos (zACH,
1960), distribucion de la melatonina (FREUND ET AL, 1977), o variaciones en el
tamario del nucleo de los pinealocitos en cada una de estas zonas (VOLLRATH, 1981;
BECKER & VVOLLRATH, 1983).

Concretamente, en la oveja, en el estudio de la estructura de la glandula pineal
durante el desarrollo prenatal anteriormente citado, REGODON et al. en 1998 (a), en
la tercera fase de desarrollo prenatal (98-116 dias), describen en el parénquima
glandular dos zonas claramente diferenciadas en funcion de la densidad celular:
cortical y medular. La zona cortical se caracteriza por su configuracion

pseudolobular, con foliculos integrados por pinealoblastos. La zona medular, de
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menor densidad celular, no tiene la estructura pseudolobular descrita en la cortical.
En la ultima fase de desarrollo (117-150 dias) esta estructura diferenciada, con una
zona periférica, cortical y una central, medular se mantiene, aunque el nimero de
células, sin embargo es menor, seguramente debido al aumento del tamafio.

El parénquima glandular esté integrado fundamentalmente por dos tipos de
células: los pinealocitos y los astrocitos. Ademas se encuentran otros tipos celulares
como células pigmentarias, de naturaleza discutida, células cebadas, macrofagos,
fibroblastos, linfocitos, especialmente en los tabiques de tejido conjuntivo. También
se ha descrito la presencia de calcificaciones pineales (arenilla cerebral, cérpora
arenacea o calcosforitos).

Pinealocito: Es el tipo celular predominante y especifico (80-90%) en los
mamiferos. Es una célula bastante grande que, en preparaciones tefiidas con
hematoxilina-eosina muestra un citoplasma claro, débilmente baséfilo, en ocasiones
de aspecto vacuolizado, y cuyos limites no estan claramente definidos. Con
impregnaciones argénticas se observan prolongaciones citoplasmicas que le dan a
la célula aspecto estrellado. Estas prolongaciones, ya descritas en 1922 por DEL
Rio-HORTEGA, terminan en expansiones bulbosas que se relacionan con sus
homoénimas de otros pinealocitos o con los cuerpos de éstos, con prolongaciones de
astrocitos o con el espacio perivascular. REGODON et al. (1998 a) observan mayor
vascularizacion en la zona medular, ain cuando los vasos van disminuyendo de
calibre a medida que penetran en el parénquima glandular. ElI nucleo de los
pinealocitos es grande, esférico y a veces indentado, con nucleolo evidente y
cromatina en grumos asociados a la carioteca (ANDERSON, 1965; BARGMANN, 1981;

FAWCETT, 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).
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Estudios cariométricos realizados por diferentes autores en distintas especies,
han puesto de manifiesto la presencia de variaciones del tamafio del nucleo de los
pinealocitos segun el periodo del dia considerado, la estacion del afio o las zonas
de la pineal en cada caso, periférica o cortical, y central o medular. Las diferencias
en el tamafo de los nucleos también han sido descritas segin la region de la
glandula (ventral o dorsal, proximal o distal) (HIRA ET AL, 1998; POPOVA, 1975; CIMAS
ET AL, 1992; FERRANDO, 1988) dichas varaciones no han sido confirmadas por todos
los autores que‘ se han ocupado del tema (WELSCH, 1979; HEIDBUCHEL & VOLLRATH,
1983).

En el estudio con microscopio electronico los pinealocitos muestran las
organelas celulares tipicas y comunes al resto de las células . Nucleo con nucleolo
evidente y heterocromatina dispuesta periféricamente. E! citoplasma contiene
numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y rugoso y un discreto complejo
de Golgi. En las prolongaciones celulares se observan microtdbulos y, en sus
extremos, vesiculas pequefias, en ocasiones electrodensas. Ademas de estas
organelas comunes en los pinealocitos se encuentran unas organelas tipicas que se
denominan cuerpos sinapticos (FAWCETT, 1995).

Cuerpos sindpticos. Los cuerpos sinapticos son unas organelas de los
pinealocitos que se localizan en la proximidad de otro pinealocito. También se dan
en otros tipos celulares como las células fotorreceptoras de la retina, 6rgano de
Corti 0 en el 6rgano vestibulo-coclear. Se han descrito tanto en mamiferos como en
vertebrados no mamiferos (reptiles, aves, peces, anfibios), asi como en

invertebrados (BHATNAGAR, 1994).
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Los cuerpos sinapticos son un grupo heterogéneo de organelas que, de
acuerdo con su morfologia y siguiendo a STRUWE Y VOLLRATH (1990), incluyen a:
cintas sinapticas, esferas sinapticas y estructuras intermedias.

Su numero es variable y dificil de cuantificar dado el tamafo de las mismos y
su variabilidad con el fotoperiodo. Por lo que concierne a las cintas sinapticas
aumentan en 2-3 veces durante la fase oscura y disminuyen en el dia, tal como han
sefalado diversos autores (VOLLRATH, 1973; KURAMADO Y MORI, 1977; MC. NULTY,
1980; MATUSUSH!MA, 1983; MARTINEZ SORIANO ET AL, 1984; CIMAS GARCIA ET AL,
1987). Asimismo el numero de cintas sinapticas varia con la estacién del afio en la
que se estudia, siendo menores en marzo y abundantes en septiembre (KARASEC ET
AL, 1988). El numero también varia segun determinadas condiciones experimentales
y se ha relacionado con la inervaciéon adrenérgica de la glandula (KARASEC, 1983,;
ROMJIN, 1975) y con el ritmo de sintesis de melatonina (VOLLRATH, 1973), sin
embargo, algunos estudios recientes han cuestionado estas interpretaciones
(SEIDEL ET AL., 1990; SOUSA-NETO ET AL, 1990).

Respecto a las esferas sindpticas, aunque también presentan fluctuaciones en
su numero, no coinciden con las que experimentan las cintas sinapticas (VOLLRATH,
1981, KARASEC Y VOLLRATH, 1982; MARTINEZ SORIANO ET AL., 1984; KHALEDPOUR Y
VOLLRATH, 1987), sugiriendo que pueden ser funcionalmente diferentes de las cintas
sinapticas.

Se localizan a nivel del citoplasma celular asi como en las prolongaciones
citoplasmaticas, con frecuencia en contacto con la membrana celular a través de un
tallo y perpendiculares a la misma o bien paralelas a la membrana. Aparecen tanto

aisladas como emparejadas o formando grupos mas amplios dando lugar a los
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llamados campos sinapticos (se piensa que estos campos puedan ser el reservorio /
almacén de material para los cuerpos sinapticos). Se han observado diferencias en
cuanto a la localizacién segun el pinealocito pertenezca a la zona medular o
cortical, HEWING (1980) observa en el ratdn de campo que, el 40 % de los cuerpos
sinapticos de los pinealocitos de la zona cortical y el 60 % en la medular contactan
con la membrana y se localizan enfrente de las células gliales. En cambio el 18 %,
en ambas zonas se localizan enfrente de los pinealocitos. También observa que
aquellos cuerpos sindpticos que se localizan cerca de los vasos sélo se dan en_la
region cortical de la pineal y los de la region medular contactan con el tercer
ventriculo. Estas observaciones hacen pensar a HEWING en una posible division
funcional de las dos zonas de la pineal del raton.

En cuanto a su forma y estructura (STRUWE Y VOLLRATH, 1990) sefialan que las
cintas sinapticas son organelas electrodensas planas o en forma de barra rodeadas
de vesiculas claras. Son tri- o pentalaminares y miden aproximadamente entre 0.2-
2.0um, siendo las vesiculas que las rodean de 20-60 nm de didmetro. Algunas de
éstas vesiculas aparecen unidas a la cinta por un tallo. Las esferas sindpticas tienen
forma esférica u ovoidea, son de mayor tamafio que las anteriores, 60-220nm y
también se rodean de vesiculas. Por Ultimo las estructuras intermedias tienen una
morfologia variada - rectangular, trapezoidal, triangular, ovoidea -y como las
anteriores se rodean de vesiculas.

Su composicién histoguimica es muy poco conocida atribuyéndosele ser
deposito de monoaminas y carecer de DNA, RNA o carbohidratos.

A los cuerpos sinapticos se les han atribuido multitud de funciones, entre ellas

destacan la de ser almacén de monoaminas, comunicacién intercelular, constituir un
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mecanismo de comunicacidon entre las fibras adrenérgicas y los pinealocitos,
intervenir en la sintesis de melatonina, e incluso ser reliquias filogenéticas sin
funcién alguna (BHATNAGAR, 1994).

En lo referente a la especie ovina solamente hay un trabajo publicado que
estudie especificamente los cuerpos sindpticos en dicha especie (STRUWE &
VOLLRATH, 1990) ya que en un extenso estudio de 1965 por parte de ANDERSON en
las especies ovina y bovina no los menciona y en la revision que BHATNAGAR hace
en 1994 sobre las cintas sindpticas de los mamiferos nos remite al trabajo de
STRUWE. En este trabajo se estudian especificamente los cuerpos sinapticos en las
glandulas pineales de bévidos, cerdo y dvidos. Los resultados que obtiene con
respecto a la oveja se basan en el sacrificio de 15 ovejas adultas hembra, 5en el
mes de Abril, otras 5 sacrificadas en Octubre y otras 5 en Septiembre (éstas ultimas
se sacrificaron en Ruanda); todas ellas se sacrificaron entre las 10-11 h. El numero
total de cuerpos sinapticos que STRUWE Y VOLLRATH encuentran es de 4'3+0'9 /
20.000pm’ ; de ellos ninguna cinta sindptica, las esferas sindpticas suponen 3'910'8
/ 20.000pm? y las estructuras intermedias 0'4 + 0'1 / 20.000 pm?. En lo referente a
las esferas sinapticas no encuentra diferencias entre las ovejas sacrificadas en
Europa y Africa, estando el 63 % localizadas en el interior del pinealocito y el 37 %
en vecindad a la membrana; se observa que la mayoria (2/3) estan aisiadas, que en
1/3 de las veces se agrupan en parejas y que raramente se observan grupos de 3 6
mas. En cuanto a las estructuras intermedias si que observa diferencias
significativas entre las ovejas sacrificadas en Europa y las sacrificadas en Africa,
siendo mas numerosas en Africa (no ocurre lo mismo con los bévidos en los que no

hay diferencia). Para este autor, el hecho de que no aparezcan cintas sinapticas en
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la oveja (ni tampoco en los bévidos) indicaria que las cintas sindpticas en estas
especies, mas que estar relacionadas con la regulacion de produccion de
melatonina servirian para procesos de comunicacién intercelular, dato que ya
apuntaba VOLLRATH et al (1984) en la rata. Por otra parte el hecho que las esferas
sinapticas en la oveja estén mas proximas a la membrana del pinealocito que en
bovidos o en el cerdo, les conferiria para estos autores, una cierta funcién de
membrana y no ser sblo precursoras de cintas sinapticas o ser producto de la
degradacion de éstas. Por dltimo especulan con la posibilidad de que dado el menor
ntmero de cuerpos sindpticos que se dan en el orden artiodactilo frente a rodentia o
primates, estaria en relacion con las diferencias existentes en la inervacién de la
gldndula ya que en algunos mamiferos existe una correlacion inversa entre el
numero de terminaciones nerviosas y el nimero de cintas sinapticas (KARASEK ET AL,
1983); 0 quizé el nimero de cuerpos sinapticos este en relacion con el tipo de
glandula pineal en el sentido que aquellas gléndulas pineales de tipo ABC necesiten,
al ser de morfologia muy alargada y con gran cantidad de tejido pineal en superficie,
mayor nimero de cuerpos sinapticos para comunicarse con el resto de pinealocitos
y con el cerebro que las de tipo AB 0 A (caso de la oveja).

Las células intersticiales o pinealocitos tipo Ill: Han recibido numerosas
denominaciones: células intersticiales, debido precisamente a su disposicion entre
los pinealocitos y sus prolongaciones, pinealocitos tipo I, células gliales y
astrocitos.

La morfologia de estas células ya fue estudiada en 1922 por DEL Ri0- HORTEGA
mediante técnicas de impregnacion argéntica, por ANDERSON (1965) y, mas

recientemente se han publicado numerosos estudios utilizando microscopia
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electronica y técnicas de inmunocitoquimica, en roedores, carnivoros, équidos y
rumiantes.

Estas células son mas pequenas que los pinealocitos, sus nucleos se tifien
mas intensamente y son mas alargados o triangulares con nucleolo evidente. Con
microscopia electronica, destacan en su citoplasma la presencia de un reticulo
endoplasmico rugoso bien desarrollado, depésitos de glucdgeno, abundantes
filamentos intermedios y prolongaciones celulares muy largas que se relacionan con
las de otras células intersticiales o con las de los pinealocitos, terminando
frecuentemente en las proximidades de los vasos.

La naturaleza glial de estas células se ha puesto de manifiesto con técnicas
inmunocitoquimicas con las que se ha demostrado la presencia de proteina &cida
fibrilar glial (LOPEZ-MUNOZ ET AL, 1992 a), vimentina, y S-100. La mayoria de los
estudios inmunocitoquimicos se han realizado en rata (MOLLER ET AL,1978;
SCHACHNER ET AL,1984; CALVO et al. 1988 a; LOPEz-MuNOZ et al, 1992 a,b;
BORREGON ET AL.1993). Otros autores han trabajado en hamster (HUANG ET AL, 1984),
carnivoros (BOYA & CALVO, 1993) y équidos (cozzi, 1986) aunque el nimero de
referencias es mucho menor. Son escasos los trabajos realizados en ovinos.

MoOLLER et al. en 1978, utilizan en la rata, dos marcadores, el suero anti-GFAP
y el anti-proteina S-100. Comprueban que existen células positivas sobre todo en la
zona préxima al tallo pineal. Las prolongaciones de estas células se aproximan al
espacio perivascular, constituyendo una barrera entre el espacio perivascular y el
parénquima pineal.

En 1988 , CALvO et al. (1988 a) también en la rata utilizan, para identificar las

células intersticiales, ademéas de estos marcadores, vimentina. Esta es un filamento
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intermedio clasicamente descrito en células de origen mesenquimatoso y
posteriormente localizado también en células de glia, sobre todo astrocitos, células
ependimarias y células de Schwann. La vimentina aparece pronto en el desarrollo
de los astrocitos, antes de que éstos expresen GFAP (proteina fibrilar de la glia),
que es el principal componente de los filamentos gliales. La proteina S-100 es una
proteina citoplasmica ligadora de calcio descrita en distintas células
neuroectodérmicas incluyendo los astrocitos. Las células positivas a estos tres
antigenos mostraban una morfologia muy similar, estrellada, diferenciandose
facilmente de los pinealocitos por su ntcleo denso, con nucleolo evidente. De su
cuerpo partian varias prolongaciones hacia el tejido conjuntivo. Tanto GFAP como
proteina S-100 mostraron un patrén de tincion idéntico, localizandose en la parte
proximal de la glandula. Sin embargo, las células positivas con la técnica para
vimentina se localizaban en toda la glandula. Ademés pudo apreciarse también
inmunotincién para vimentina en las células endoteliales de los vasos. De estos
resultados, estos autores concluyeron que estas células eran una poblacién celular
de naturaleza glial, distintas de los pinealocitos y no homogénea, ya que casi todas
eran positivas a vimentina mientras que sélo las de la mitad proximal de la gléandula
lo eran a GFAP y proteina S-100. Estos resultados concordaban con los expuestos
por SCHACHNER et al. en 1984, quienes habian estudiado en ratas la expresion de
vimentina, GFAP y antigeno C1, un marcador de astrocitos inmaduros. Estos
autores consideraban la expresion de vimentina y antigeno C1 un signo de
inmadurez y, en cambio la de GFAP como tipica de una poblacién glial mas madura.
La conclusion es que las células positivas tanto a vimentina como a GFAP y a C1,

mas maduras, se localizan en la parte proximal de la glandula y las positivas sélo a
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vimentina, en la parte mas distal. Por Ultimo, destacan que en el desarrolio de otras
regiones en el SNC, la expresion de vimentina y antigeno C1 precede a la aparicion
de GFAP. Por ello, extrapolando a partir de hallazgos sobre el estado antigénico de
los astrocitos en otras regiones del cerebro en desarrollo, para estos autores la
pineal parece ser una regién del SNC donde astrocitos inmunopositivos a vimentina
y GFAP persisten en la vida adulta. Sus funciones no estan claras. Como la
glandula pineal es un transductor neuroendocrino que responde a estimulos
ambientales, puede preservar un estado de plasticidad correspondiendo con el
estado funcional de algunos astrocitos inmaduros. Estos autores consideran la
expresién de vimentina y antigeno C1 un signo de inmadurez y, en cambio la de
GFAP como tipica de una poblacion glial més madura. La conclusién es que las
células positivas tanto a vimentina como a GFAP y a C1, mas maduras, se localizan
en la parte proximal de la glandula y las positivas s6lo a vimentina, en la parte mas
distal.

Resultados semejantes obtuvieron en las gldndulas pineales de ratas otros
autores como LOPEZ-MUNOZ et al.(1992 b), quienes estudiaron la coexpresion de
vimentina y GFAP en ratas adultas, y BORREGON et al.(1993) que estudiaron la
expresion de vimentina, GFAP y proteina S-100. Estos ultimos autores destacaron
un aumento en la expresiéon de GFAP en los animales mas viejos.

En perros y gatos, BoyA Y CALvO,(1993) realizan un estudio
inmunohistoquimico del desarrollo postnatal de los astrocitos. Describen la
expresién de vimentina y GFAP desde el nacimiento a la edad adulta y llegan a
conclusiones muy semejantes a las descritas en anteriores trabajos. La vimentina es

tipica de astrocitos inmaduros y aparece desde el principio, mientras que la GFAP
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se expresa s6lo en los mas maduros y aparece mas tardiamente. En los carnivoros
hay que destacar una diferencia en cuanto a la disposicién de los astrocitos. Asi
como en la rata los mas maduros, positivos a GFAP, se limitaban a la parte proximal
de la glandula, en los carnivoros, cuya epifisis tiene una localizacion mas profunda,
éstos se encuentran distribuidos por toda la glandula, mostrando un patréon muy
semejante a la vimentina. De esto deducen estos autores que las células
intersticiales de las pineales de localizacién mas profunda, como el perro y el gato,
tienen una mayor diferenciacion astroglial. En los gatos de mas edad observan
grandes nidos de células negativas a vimentina y positivas a GFAP cuyos procesos
parecen cicatrices gliales. Por Ultimo, estos autores describen también una intensa
inmunotincién con vimentina de las células ependimarias que, en el perro y el gato,
revisten gran parte de la superficie dorsal de la glandula pineal.

Los estudios realizados en ovejas son escasos. En 1996, REDONDO et al.
realizan un estudio ultraestructural de la glandula pineal de la oveja durante el
desarrollo embrionario. Describen, en primer lugar los pinealoblastos que se
originan a partir del receso pineal. Desde el dia 98 de desarrollo detectan la
presencia de una segunda poblacién celular, las células intersticiales, asi llamadas
porque se disponen entre los pinealoblastos y sus prolongaciones. En 1997 FRANCO
et al. estudian en la oveja estas células intersticiales desde el punto de vista
inmuhohistoquimico asi como mediante microscopia electronica. Los resultados de
dicho estudio indican la presencia de un segundo tipo celular en la glandula pineal
ovina que ya aparece en la época de desarrollo prenatal, a partir de los 98 dias de
gestacion. Estas células presentan positividad para PTAH (hematoxilina acida

fosfotingstica) y para GFAP indicando su naturaleza glial, aunque pudo
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comprobarse que no todas las células positivas a PTAH lo eran a GFAP. Esto
sugeria que cierta proporcién de células gliales positivas PTAH podian ser
astrocitos inmaduros que no expresaban GFAP, dato que por otra parte ya habia
sido observado en ratas (SCHACHNER ET AL., 1984; LOPEZ-MUNOZ ET AL, 1992 a) y en
carnivoros (BoyA Y CALvO, 1993). Por ello, la proteina acida fibrilar de la glia se
considera un marcador vélido para detectar el grado de maduracion de los
astrocitos.

Ademés, la localizacion topografica de las células en la glandula pineal esta en
relacion con la localizacién anatémica de la glandula; asi en la oveja, en la que la
pineal se localiza en profundidad, rodeada de estructuras nerviosas, las células
positivas a GFAP se distribuyen en toda la superficie. Datos similares se han
observado en el hamster, gato y perro (BoYA Y CALVO,1993); en cambio en la rata,
cuya pineal es mas superficial estas células se localizan sélo en el tallo y en la parte
mas superficial de la glandula (CALVO et al. 1988 a, LOPEZ-MUNOZ et al. 1992 a).

Tradicionalmente, debido a su localizacién entre los pinealocitos, se ha
atribuido a estas células una misiéon de sostén similar a la de los astrocitos en el
SNC (LOPEZ-MUNOZ ET AL., 1992 a,b). Numerosos autores han descrito la tendencia
que tienen las prolongaciones celulares a localizarse en las proximidades de los
espacios perivasculares (MOLLER et al. 1978, HUANG ET AL. 1984, SCHACHNER ET
AL.1984, Cozz,1986, CALVO ET AL.1988 a,b, BoYA Y CALvO, 1993), por lo que se ha
considerado la posibilidad de que estas células intersticiales permitan el intercambio
de sustancias entre la glandula pineal y la sangre; no obstante, no todos los autores
estan de acuerdo en que esta relacion entre los vasos sanguineos y los procesos

celulares exista. (FRANCO ET AL, 1997).
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Células pigmentarias: Estas células, que contienen granulos de pigmento en
su interior, han sido objeto de estudio en distintas especies animales. Cozzi, 1986
las estudia en el caballo. CALvO et al. en 1988 b y 1992, las estudian
respectivamente en el perro y en el gato, en los que describen la presencia de
pigmento. En el perro, observan células con granulos de pigmento en la superficie
ventral de la glandula y al lado de la comisura posterior. En el gato, estas células se
encuentran en la parte distal de la glandula. En ambas especies la cantidad de
pigmento presenta variaciones de tipo individual. No se encontré relacién entre la
cantidad de pigmento y el sexo o la edad. REGODON et al. (1988 b), realizan un
estudio sobre la presencia de pigmento en la glandula pineal ovina. Estos autores
consideran cuatro grupos durante diferentes estadios del desarrollo embrionario.
Grupo | (54-67 dias de desarrollo embrionafio), grupo Il (71-92), grupo Ill (98-113) y
grupo IV (118-150). Macroscopicamente, el porcentaje de células pigmentadas
crecio del grupo | al Il (83%) y luego decrecié en el grupo IV en el cual sélo se
encontr6 en el 25% de las glandulas. Todos estos autores han confirmado,
mediante estudios histoquimicos y ultraestructurales que se trata de melanina. El
origen de estas células es controvertido. Para unos, se trataria de un tipo especial
de pinealocitos que contienen granulos de pigmento. Otros, como REGODON et
al.(1998 b) consideran que sus caracteristicas ultraestructurales no coinciden con
las de los pinealocitos y las células intersticiales, por lo que consideran la
posibilidad de que se trate de un tercer tipo celular.

Estroma glandular. Esta constituido por el tejido conjuntivo que penetra
desde la capsula y profundiza hacia el interior del parénquima. Es rico en fibras de

colageno, elasticas y de reticulina. En el tejido conjuntivo del espacio perivascular
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se encuentran fibras nerviosas amielinicas, proximas a las prolongaciones bulbosas
de los pinealocitos y de los astrocitos. Las prolongaciones de ambos tipos de
células se entremezclan con las fibras de reticulina formando una compleja trama
glandular (REGODON ET AL 1998 b). Entre el tejido conjuntivo y el endotelio de los
vasos se encuentra presente una membrana basal.

La vascularizaciéon penetra desde la capsula y es mayor en la zona medular
aun cuando el calibre de los vasos va disminuyendo a medida que profundizan en el
parénquima (REGODON ET AL., 1998 b).

En un estudio sobre la influencia de las fases luminosa y oscura sobre la
proliferacién celular en la glandula pineal, CALvVO et al. (1997), observan que el
volumen de la pineal alcanza su maximo durante la fase luminosa. Estos autores
opinan que este cambio de volumen es secundario a variaciones en el estroma de
tejido conjuntivo, dilatacion de los espacios conjuntivos y aumento del suministro de
sangre y de los espacios intercelulares.

Con la edad, la cantidad de tejido conjuntivo aumenta, como describen en la
rata BoYA Y CALVO en 1984. Estos autores observan un mayor grosor de los septos
de tejido conjuntivo, més marcado en la periferia de la glédndula. A medida que
aumenta la edad aumenta la fibrosis.

Cozzi Y FERRANDI (1984), en la glandula pineal de caballos viejos describen
algunas zonas de degeneracion, con rarefaccién celular, destruccion de tabiques
conjuntivos y degeneracion tisular.

BARGMANN (1981) comenta que con la edad aumentan el grosor y el nimero de
las prolongaciones gliales. La involucién de los pinealocitos, que se produce por

focos y por causas desconocidas, junto con la proliferacion simultanea de glia hace
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que aparezcan manchas gliales, cuya fusion conduce a la formacién de quistes
llenos de liquido. Muchas veces precede a la proliferacién de la glia la destruccion
de células pineales. En esos casos se encuentran hendiduras irregulares con
detritus entre los pinealocitos. Si estos quistes aumentan de tamafio
progresivamente pueden desplazar el parénquima epifisario. Estas cavidades estan
limitadas por un fieltro de fibrillas gliales, que a su vez esta rodeado por una zona
glial mas laxa. Parece que los quistes se forman por la desintegracion de las
manchas glialeé.

MARTINEZ SORIANO (1987) también describe en las glandulas pineales
humanas, en un 25-40%, la presencia de quistes de origen desconocido, que no
parecen relacionados ni con el sexo ni con la edad.

Finalmente, se ha descrito también en la glandula pineal la presencia,
ocasionalmente, de concreciones extracelulares denominadas corpora arenacea,
acervuli cerebri, “arenilla cerebral” o simplemente calcificaciones pineales. Estan
constituidas por fosfatos y carbonatos célcicos que se depositan concéntricamente
(BARGMANN, 1981; FAWCETT, 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000). Su origen no es
bien conocido aunque BANKS (1993) apunta que podria ser estromal o glial. No se
consideran patolégicos ya que pueden encontrarse en la infancia y van aumentando
en numero y tamarfio con la edad, a pesar de lo cual el aumento de su frecuencia no
se asocia a una disminucion de la actividad pineal (BARGMANN, 1981; BOYA ET
AL, 1984: Cozzi, 1986; MARTINEZ SORIANO, 1987; FAWCETT, 1995; ViGH, 1998,

JUNQUEIRA, 2000).
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1.5 INERVACION

La inervacion de la glandula pineal ovina sigue el mismo patrén que en la
mayoria de las especies. En lo referente a la inervacion aferente podemos distinguir
dos tipos de fibras: cerebrales o comisurales o centrales y las -autbnomas o
vegetativas, siendo estas ultimas las mejor conocidas.

Auténomas vegetativas simpéticas: El efecto de la luz ambiental sobre la
pineal esta mediado por un tracto nervioso de la via retino-hipotalémicg, la cual
discurre formando parte del nervio 6ptico y es amielinica. Esta via alcanza el ntcleo
supraquiasmatico del que parten fibras hacia la zona periventricular y tuberal del
hipotalamo y a través de la columna reticular medial desciende hasta la columna
medular intermedio-lateral toracica superior para conectar con el ganglio simpatico
cervical superior, del cual salen las fibras simpaticas postganglionares que alcanzan
a la glandula pineal, siguiendo el trayecto de la arteria conaria, formando el nervio
conario que alcanza la glandula por el cono de la misma. MOCKETT ET AL(1994)
confirma que ia inervacion simpatica entraria en la pineal por su superficie y no por
el tallo.

La simpatectomia bilateral del ganglio cervical superior en la oveja provoca
una disminucién del tamafio y probablemente del nimero de pinealocitos. Esto no
ocurre si la simpatectomia es unilateral. Ademas parece ser que la inervaciéon de
cada hemipineal procede de los dos ganglios cervicales, derecho e izquierdo, de
forma que fibras del ganglio derecho inervan también a la hemipineal izquierda y

viceversa (MOCKETT ET AL 1994).



Capitulo 1. Introduccién y antecedentes histéricos y bibliograficos 24

Estas fibras liberan noradrenalina la cual actuando a través de receptores B y
del sistema AMP. estimulan a la N-acetil transferasa favoreciendo la produccion de
melatonina.

Se ha detectado por inmunorreactividad una densa red de neuropéptido Y
(NPY) en la glandula pineal ovina. Las regiones dorsales y periféricas tienen la
mayor concentracion de fibras, la regién media pocas y casi ninguna el talio. Asi
mismo se ha visto que el NPY no tiene efecto en la estimulacién del AMPc o en la
sintesis de melatonina mediada por receptor adrenérgico, pero si que es posible
que module la liberacion de noradrenalina al actuar sobre receptores o y B asi como
al provocar vasoconstriccion arterial. El origen de estas fibras estaria en el ganglio
cervical superior en el que se han encontrado cuerpos celulares con
inmunorreactividad para NPY (WILLIAMS ET AL., 1989).

Aut6nomas vegetativas parasimpéticas: El origen y terminacién de este tipo
de fibras no esta claramente establecido en todas las especies. Se ha descrito en el
mono y el conejo. Parece ser que se originarian en el nlcleo parasimpatico salivar
superior del troncoencéfalo y que su destino seria el ganglio intrapineal.

Centrales o intercomisurales: Proceden de puntos no bien conocidos del
SNC (nucleo geniculado lateral, nucleo hipotalamico paraventricular, drea
hipotalamica lateral, nicleo habenular, ntcleo de la comisura posterior) (Revisado
por MoLLER, 1991) y penetran en la glandula a través de las comisuras habenular y
caudal siendo las habenulares m&s numerosas. Confirmacion de este tipo de fibras
en la pineal ovina nos lo proporciona MOCKETT ET AL (1994) al encontrar a nivel del
tallo pineal una extensa red de fibras tanto en la comisura caudal como habenular,

que ocasionalmente se ha visto que se introducen en el cuerpo de la pineal, que
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son resistentes a la simpatectomia bilateral del ganglio cervical superior lo cual a
juicio de dicho autor es indicativo de un segundo tipo de inervacién probablemente
de origen central, como también lo afirman RAVAULT (1990) y COzzIET AL (1992).

Al principio (KAPPERS, 1965) se las consideraba fibras aberrantes y con
ninguna funcién, pero hoy se supone que formarian parte de un complejo habénulo-
pineal de misién no bien precisada.

Fibras eferentes: Se han detectado fibras eferentes cuyo origen serian las
neuronas del ganglio intrapineal, de probable origen parasimpatico, y conectarian la
pineal con el sNC. Estas neuronas no se han podido observar en la especie

humana, ni en la mayoria de los mamiferos. (MARTINEZ SORIANO, 1987)

1.6 VASCULARIZACION

En los mamiferos la vascularizacién proviene de las arterias cerebrales
posteriores de las que parten las arterias coroideas posteriores que rodean a la
capsula pineal y penetran en ella. En el caso de la oveja la vascularizacién se
distribuye por igual en toda la glandula no pareciendo existir grandes diferencias
regionales.

El drenaje venoso viene a confluir a un grueso vaso que tras unirse a la gran
vena de Galeno desemboca en la porcién anterior del seno recto.

E! aporte vascular a la glandula pineal es de los mayores de la economia,
comparable al de la hipéfisis y sélo superado por el rifidn.

La exposicibn a la luz disminuye el aporte sanguineo al producir

vasoconstriccion arterial.
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1.7 FISIOLOGIA

En extractos de pineal ovina se ha detectado la presencia de diversas
sustancias: melatonina, la principal, péptido neurohipofisario, vasotocina (LEAKE ET
AL., 1986), hormonas liberadoras hipotalamicas etc. (BENSON & EBELS, 1978;
REINHARZ ET AL., 1985).

La principal hormona secretada por la glandula pineal es la melatonina la cual
transduce en los animales estacidénales como la oveja, la informacién foto periodica
al eje neuroendocrino para regular su procreacion. No se sabe con precisiéon como o
dénde la melatonina ejerce su accion.

Una vez formada la melatonina no se almacena en la glandula pineal sino que
se secreta. La secrecién de la melatonina en la oveja comienza a los 11 minutos de
establecerse la noche en las épocas de foto periodo largo y a los 20 minutos en las
de foto periodo corto por lo que la aparicion de la secreciéon de melatonina depende
del fotoperiodo (RAVAULT & CHESNEAU, 1999) (para NAMBOODIRI (1991) el aumento se
produce a los 30 minutos). La secrecion se realiza hacia dos compartimentos, uno
es el plasma dénde la melatonina actuara en drganos periféricos y otro es el liquido
cefalorraquideo (a una concentracién 20 veces superior a la del plasma) en donde
actuara sobre las neuronas. En ambos compartimentos la concentracion de
melatonina es un reflejo de la duracién de la noche y disminuye rapidamente con la
luz. El aumento de la melatonina se da antes en sangre que en el LCR y no parece
que exista conexion entre los compartimentos via plexos coroideos ya que la
concentracion de melatonina en los ventriculos laterales es 7 veces menor que en el

tercer ventriculo (SKINNER & MALPAUX, 1999).



Capitulo 1. Infroduccién y antecedentes histéricos y bibliograficos 27

Se han observado diferencias en la concentracién de melatonina en sangre de
ovejas hembra genéticamente diferentes y se cree que estas diferencias se deben a
su sintesis y no a su catabolismo (ZARAZAGA ET AL, 1998). Para COON (1999) la
concentracién media de melatonina nocturna en sangre en la oveja varia de
(189'7124'4) a (344’'1+3) pg/ml estando esta variaciéon en relacion con el tamafio de
la pineal y no con diferencias en la actividad enzimética de la glandula ya que las
pineales de mayor tamario presentan mayores niveles de melatonina en sangre.

Aunque la capacidad para producir y secretar melatonina de acuerdo con el
ritmo luz-oscuridad por parte de la pineal ovina no se da hasta el periodo postnatal,
el feto ovino tiene la habilidad de responder a la melatonina que le llega procedente
de la madre via placenta (EBLING & FOSTER, 1989). En este sentido HELIWELL (1994)
indica la presencia de receptores de melatonina en diversas zonas del feto ovino (a
los 30 dias de gestacion ya hay receptores para melatonina en el tiroides, hipdfisis,
nervios espinales, cavidad nasal, bronquios en desarrollo y a los 40 dias en el
epitelio nasal, epitelio coclear, areas del cerebro, pars distalis y tuberalis de la
hipdfisis) que van modificando su expresion a lo largo del desarrollo (los de la pars
distalis son mas numerosos a los 30 dias que a los 40) lo que sugiere un amplio
papel de la melatonina en el desarrollo fetal ovino, mayor del que se pensaba
(HELIWELL, 1994).

Una de las acciones mas importantes atribuidas a la melatonina es su relacién
con la reproduccién estacional de la oveja.

La ausencia prolongada de celo en los animales se denomina anoestro, la cual
puede estar motivada por diversos motivos: estacion del afio, post-parto, lactacion,

etc. Desde el punto de vista reproductivo la oveja es un animal poliéstrico
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estacional, es decir s6lo se reproduce en unas determinadas épocas del afio. En la
mayor parte de las especies salvajes los nacimientos tienen lugar en primavera
(época en la que las condiciones climaticas y alimenticias favorecen la
supervivencia) para lo cual, ya que en la especie ovina la gestacién dura 5 meses,
la cubricion debe darse en otofio. Esta estacionalidad se ha mantenido en la
mayoria de las razas y se ha comprobado que cuando aumenta el fotoperiodo
disminuye el nivel de presentacién de celos, es decir la oveja entra en anoestro
estacional, siendo los meses de mayor porcentaje de celos los de foto periodo corto:
octubre a febrero. En este sentido se observa un distinto grado e intensidad en la
presentacion de los celos segun la latitud siendo las razas nérdicas muy
estacidnales y las meridionales mas contintas en cuanto a la presentacién del celo.
Este efecto del fotoperiodo en la oveja también se da en el morueco, ya sea en el
ambito de produccion espermatica como en el apetito o actividad sexual, siguiendo
l6gicamente el mismo orden estacional que en la oveja (PEINADO ET AL, 1993).

El reciente descubrimiento de que en la pars tuberalis hipofisaria hay un
elevado numero de receptores de melatonina sugiere que esta area hipofisaria
juegue un importante papel para la accion de la melatonina sobre la liberacién de LH
y prolactina hipofisarias. No obstante para MALPEUX ET AL(1995) la melatonina no
afecta directamente a la secrecion de la LH hipofisaria y si a la de la prolactina. Pero
de acuerdo con la teoria de la existencia de un doble-sitio de accién, la melatonina
actuaria primariamente a nivel del hipotalamo mediobasal (en el caballo no se han
encontrado receptores de melatonina en dicha zona hipotaldmica (GERLACH &
AURICH, 2000)) para controlar el eje reproductivo y secrecidn de gonadotropina y

actuaria sobre la hipéfisis via pars tuberalis para controlar la secrecion de prolactina
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y la capa de lana. Esta diferente regulacion ayuda a explicar como la prolactina
puede ser la “hormona del verano” de todos los animales ungulados con
caracteristicas fotoperiddicas independientemente de sus caracteristicas
estaciénales de reproduccion (LINCOLN, 1998). La actividad que tiene la melatonina
sobre la pars tuberalis ovina es dependiente de la duracién del estimulo de forma
que exposiciones prolongadas a la melatonina llevan a una sensibilizaciéon tiempo-
dependiente de la adenilciclasa y a un descenso de los receptores de melatonina en
la pars tuberalis. (HAZLERIGG ET AL, 1993). Las células de la pars tuberalis de la
hipéfisis secretan un factor sin identificar que es un potente estimulo para la
secrecion de prolactina por células de la pars distalis por lo que la melatonina
estaria implicada en la regulacién de la prolactina al ejercer su accién sobre la pars
distalis via pars tuberalis y no directamente sobre aquella (HAZLERIGG ET AL, 1996).
En cuanto a la influencia de la melatonina en la reproduccién estacional de la
oveja se sabe que ejerce su accidn, por lo menos en parte, cambiando la capacidad
del estradiol para inhibir la secrecion de LH por parte de la hipéfisis. Es mas la
pineal media en la respuesta en los dos fotoperiodos, el estimulador y el inhibidor
(BITMAN, 1983). La melatonina no inhibe directamente la sintesis y liberacién de la
FSH hipofisaria sino que ejerce su accién inhibitoria sobre el hipotalamo o centros
cerebrales superiores, en cambio el péptido pineal antigonadotrépico si que actia
directamente sobre la hipéfisis (BHAGAT ET AL 1994). La inhibicion que este
decapéptido antigonadotrépico ejerce sobre la liberacion pulsatii de LH esta
modulada por alteraciones en la frecuencia de descarga de GnRH y los cambios en
la actividad inhibitoria de este péptido pineal antigonadotrépico pueden contribuir a

la regulacion estacional de la Gn RH hipotalamica en la oveja hembra (LEE, 1999).
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Los cambios en la liberacion de Gn RH inducen los correspondientes cambios en la
secrecion de LH los cuales son responsables de la alternante presencia / ausencia
de ovulacioén en la oveja hembra y de la variacién en la produccién de esperma en
la oveja macho. Aunque los lugares de accién de la melatonina se encuentran
preferentemente en la pars tuberalis de la adenohipdfisis, el hipotalamo presenta los
lugares fisiolégicos de accién de la melatonina en cuanto a la reproduccioén. La
melatonina no parece actuar directamente sobre las neuronas Gn RH sino que
incluiria un complejo circuito interneuronal que incluiria al menos neuronas
dopaminérgicas, serotoninérgicas y aminoacidérgicas excitatorias. (MALPEAUX,
1999).

La diferente sensibilidad al efecto de la melatonina en la reproduccion
estacional también se ve reflejada en el numero, densidad y afinidad de los
receptores B en las fases luteinica y folicular del ciclo estrogénico existiendo un
antagonismo estacional dependiente entre la inervacién simpatica (presumiblemente
via noradrenalina) y los esteroides gonadales (estradiol) en cuanto a la regulacion
del receptor B (MAXWELL ET AL., 1989) lo que se refleja en los niveles de prolactina.
Esto, unido a otros factores como la informacion foto periddica, entre otros,
muestran la capacidad de los esteroides gonadales en regular la funcion de la
pineal ovina (FOLDES ET AL., 1985).

En 1989, DE REVIERS describe la presencia de receptores para la melatonina
en la pars tuberalis del tallo hipofisario ovino pero no asi en la eminencia media la
cual esta rodeada por la pars tuberalis. En la caracterizacién del receptor de
melatonina y del sistema de traduccion de sefial se ha conseguido aislar el receptor

de melatonina de la pars tuberalis ovina como un complejo unido a la proteina G.
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Este complejo tiene un peso molecular de 525KDa y difiere de otro complejo-
receptor de melatonina aislado en el pollo o en el lagarto o en el mismo hipocampo
ovino, lo cual indica la posibilidad de la unién de proteinas no ¢ a dicho receptor
(BARRETT ET AL, 1994).

Se han encontrado receptores para melatonina ademas de en la pars tuberalis,
en el telencéfalo (sobre todo en los nucleos ventrolateral septal y septohipotaldamico,
en el hipocampo y las regiones entorinal y retroesplenial del cértex) en el
hipotalamo, en el tadlamo retina y epitelio pigmentario de la retina (BITTMAN &
WEAVER, 1990; DRew, 1998), siendo la pars tuberalis el lugar de mayor
concentracion de receptores (BITTMAN & WEAVER, 1990).

En la pineal ovina se ha detectado la presencia de LH-RH (WHEATON, 1980) la
cual también presenta un ritmo estacional, aumentando en Primavera vy
disminuyendo en Invierno y presenta una estructura similar a la LH RH hipotaldmica
(KING & MILLAR, 1981;NOTEBORN ET AL., 1988 c). Para este Ultimo autor hay al menos
dos formas moleculares de proteinas LH like en la glandula pineal ovina, una de un
peso molecular de 21000 y otra de < 60000 siendo la primera similar a la LH de la
adenohipdfisis (NOTEBORN ET AL 1992).

También se ha evidenciado en la pineal ovina la existencia de GH like y PRL
like mediante técnicas de inmunoreaccion. (NOTEBORN ET AL., 1993).

Asi mismo se ha encontrado la presencia de mMRNA de vasopresina (AvP) pero
de forma dispersa y no tan abundante como en la hipéfisis por lo que se sospecha
que neuronas vasopresinérgicas puedan influir en la funcion de la glandula pineal
ovina (MATTHEWS ET AL, 1993). La AVT (arginina-vasotocina) ya se detecta en la

sangre del feto ovino pero su significado fisiolégico no es conocido (ERVIN ET AL,
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1985). Esta AvT fetal sigue un ritmo circadiano y parece ser que proviene de la
glandula pineal del feto (LEAKE ET AL., 1986), pero para NOTEBORN (1988 b) esto no
es asi y no detecta la presencia de AVT en la pineal ovina adulta pero si la presencia
de AVP y oxitocina (NOTEBORN ET AL 1988 b). Parece ser que la oxitocina y la AvP
modulan la secrecion de melatonina. Sin embargo poco se sabe acerca de sus
receptores. En 1997 RAHMANI publica que la pineal ovina presenta una alta densidad
de receptores de oxitocina siendo éstos mas numerosos (unas 10 veces mas) que
los receptores de AVP.

Otra sustancia presente en la pineal ovina es la 5 methoxytrytophol (5 MT)
que sigue un ritmo inverso al de la melatonina (aumenta en el dia y disminuye en la
noche) y también esté relacionada con el tamafio de la glandula ya que las de
mayor tamafo tienen mas cantidad de 5 MT que las de menor. El papel que
desempeiia la 5 MT esté por determinar (VIVIEN-ROELS, 1999).

También se ha detectado la presencia en la pineal ovina de un péptido similar

al inductor del suefio delta del conejo (NOTEBORN ET AL., 1988 a).
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1.8 BloQuimicA
En el proceso de sintesis de la melatonina a partir del triptéfano intervienen 2
enzimas fundamentales: la NAT (N-acetil transferasa) y la HIOMT (Hidroxindol-O-

metiltransferasa).

5-HIDROXITRIPTOFANO

MAO NAT
5 - HIDROXINDOLACETICO N - ACETILSEROTONINA

Acipo
5 - HIDROXITRIPTIZOL 5 - HIDROXINDOLACETICO
HIOMT HIOMT
AciDo

5 - METOXITRIPTIZOL 5 - METOXINDOLACETICO

Basados en estudios con ratas, se podria pensar que la actividad de la NAT
fuera el principal factor que regulara la sintesis de melatonina asi como su
concentracion en sangre. En la rata la actividad de la NAT aumenta de 50 a 100

veces durante la noche lo que lleva a un aumento de la sintesis de la melatonina en
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la glandula pineal y a un aumento de 10 veces de su nivel en sangre. Estudios
recientes sugieren que este modelo en la rata puede no ser aplicable a otras
especies como la oveja. Para NAMBOODIRI (1991) el papel de la actividad de la NAT
como llave en el metabolismo de la serotonina (su aumento lleva a la acetilacion de
la serotonina y sino a su oxidacion) que se da en las ratas es dudoso que se dé en la
oveja ya que:

1°) En la oveja el aumento de actividad de la NAT con la llegada de la oscuridad
es relativamente bajo (3 a 5 veces) frente al aumento que se da en la rata (50 a 100
veces). Apoyando estos datos tenemos que la proporcién dia / noche de mRNA de la
NAT es <2 en la oveja y >150 en la rata (COON ET AL., 1995) y PRIVAT, ET AL(1999 a,b)
sugiere que por tanto debe haber un mecanismo postranscripcional que este
involucrado en la sintesis de melatonina.

2°) Hay ocasiones en las que hay una clara disociacion entre la actividad de la
NAT y la produccién de melatonina (por ejemplo el tratamiento con un antagonista o
adrenérgico como el prazosin produce disminucién de la melatonina en sangre
circulante pero no afecta a la actividad de la NAT ni a la concentracion de N-
acetilserotonina en la glandula pineal ni a la HIOMT ni a la serotonina; o por ejemplo
la introduccién en la noche de pulsos de luz de 30 minutos hace que la
concentracion de melatonina en sangre disminuya asi como la actividad de la NAT
pero la vuelta de la oscuridad eleva de nuevo la melatonina pero no afecta a la
actividad de la NAT).

3% Los niveles de serotonina disminuyen en lugar de aumentar cuando la
melatonina aumenta por la noche y ademés al administrar serotonina durante el dia

la melatonina aumenta lo cual indica que la saturacién de la NAT es incompleta (le
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cuesta saturarse) por lo que debe tener poca importancia en la regulacién de la
sintesis de melatonina.

Asi para NAMBOODIRI (1991)en especies evolutivamente superiores (oveja
frente a rata) la HIOMT puede jugar un importante papel en la regulacion de la sintesis
de melatonina a partir de triptéfano-serotonina.

La NAT ovina tiene una similitud estructural del 94'20 % con la bovina, mayor
que con otras especies como la rata, el pollo o el hombre (CRAFT ET AL, 1999). Esta
enzima se ha-encontrado ademas de en la glandula pineal en la pars tuberalis y
distalis ovinas pero en concentraciones menores (1/15 en pars tuberalis y 1/300 en
pars distalis). No obstante no hay evidencias que a dicho nivel se sintetice
melatonina por lo que dicha NAT tendria funciones diferentes a la NAT pineal (quiza
en el amplio campo de la traduccién de sefiales a través de la biotransformacion de
aminas) (FLEMING ET AL, 1999).

La funcién de la glandula pineal ovina parece que esta regulada por dos tipos

de receptores adrenérgicos a4 y B (el receptor B esta distribuido ampliamente por
toda la glandula existiendo 2 subtipos el 1 y el B2 (MORGAN ET AL, 1988). Hoy en dia
los detalles de la regulacion de la sintesis de melatonina en la glandula pineal ovina
son poco conocidos. Por un lado SUGDEN en 1985 afirma que el receptor ay
adrenérgico jugaria un papel principal frente al receptor g en la sintesis y liberacion
de melatonina. Sin embargo en 1988 MORGAN publica que la produccion de AMPC y
melatonina en la pineal ovina estan reguladas principalmente a través de un
mecanismo mediado por el receptor B. HOWELL en 1991, basandose en estudios con
cultivos de pinealocitos ovinos jovenes, concluye afirmando que el papel principal lo

juega el receptor B adrenérgico siendo la misién del receptor o1 adrenérgico poco
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clara aunque no parece ser que juegue un papel potenciador del receptor p como

ocurre en la rata.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Aunque se han realizado estudios experimentales en animales inferiores
(reptiles, aves, algunas especies de mamiferos de laboratorio), nuestro propdsito es
estudiar determinados aspectos en mamiferos superiores, concretamente en la
especie ovina, donde la bibliografia al respecto es méas bien escasa, pese a que se
trata de una -especie de gran interés, no sblo desde el punto de vista de la
morfologia comparada, sino porque su conocimiento puede esclarecer determinados
aspectos poco conocidos de este 6rgano en la especie humana, toda vez que el
género de vida de este animal, criado en espacios abiertos al aire libre, es en cierto
modo similar al del hombre, en especial por o que concierne a la influencia de la luz
solar y también al ejercicio fisico que realizan diariamente.

Como se ha expuesto en la revision bibliogréfica, la glandula pineal
desempeiia un papel esencial en la secrecién de melatonina, hormona que influye
sobre la actividad gonadal en especies de reproduccion estacional. Como la oveja,
desde el punto de vista reproductivo, es poliéstrica estacional, creemos que es
interesante estudiar las variaciones de la estructura histolégica de la gléandula pineal
de esta especie en funcion del momento o fotoperiodo en que sean sacrificados los
animales.

Para ello nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

1°) Realizar el estudio histolégico de la glandula pineal ovina de animales
jovenes (2-3 meses) con técnicas convencionales, estudiando las diferencias que

existan entre las pertenecientes a animales sacrificados de dia y de noche. También
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se utilizaran técnicas de inmunocitoquimica para el estudio de los astrocitos. Dentro
de este objetivo, y de cara a planteamiento de futuros trabajos, se estudiaran
también, aplicando las técnicas citadas, animales adultos para establecer las
diferencias mas relevantes con respecto a los animales mas jovenes. .

2° Verificar un estudio morfométrico y estadistico de los nucleos de los
pinealocitos, mediante analisis de imagen con ayuda de un programa informatico,
con el objeto de averiguar las variaciones en el tamafo de los nucleos de los
mismos segun el fotoperiodo del dia considerado (dia y noche), y la zona de la
glandula estudiada (cortical y medular).

39 Efectuar un estudio a microscopia electrénica de transmisiéon. Nuestras
investigaciones en este campo se centraran sobre los cuerpos sinapticos y las
variaciones fotoperiddicas de los mismos, tanto desde el punto de vista cualitativo
como cuantitativo.

El tema abordado forma parte de una de las lineas de investigacion en los dos
Departamentos donde se ha realizado esta Tesis Doctoral. Asi, en el de Ciencias
Morfolégicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia se sigue una
linea de investigacion sobre las caracteristicas de la pineal en diferentes especies
de animales de laboratorio (rata, hamster, conejo) y sus variaciones circadianas y
estacionales. En el de Patologia Animal Il de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad Complutense de Madrid se ha trabajado en el estudio de diversas
glandulas endocrinas (tiroides, hipéfisis, adrenales y pancreas) y, por otra parte se
esta desarrollando un estudio morfofuncional del aparato reproductor en cabras.

Es pues, finalidad principal de este trabajo, contribuir en la medida de nuestra

capacidad al mejor conocimiento de la organizacién estructural y funcional de la
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pineal en la especie ovina al objeto de llenar una pequefa parte de ese gran vacio
que aun existe en el conocimiento de este érgano, cuya importancia es cada vez

mayor, a medida que mejor son conocidas sus funciones y estructura.
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CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

El protocolo de nuestras investigaciones ha sido orientado en varios aspectos
para poder efectuar un estudio comparativo morfofuncional de la pineal en la

especie ovina.

3.1 TOMA DE MUESTRAS

Nuestros estudios daban comienzo en el matadero durante el reconocimiento
en vivo que sistematicamente se practica a todas las reses destinadas al sacrificio,
al objeto de tener la seguridad que se trataba de animales sanos sin que
presentasen signos de enfermedad.

De cada animal se tomaron los datos relativos a sexo, edad, peso de la canal,
fecha y hora de sacrificio, segin se observa en las tablas | y II.

En total tomamos 60 pineales, de las cuales la mitad corresponden a animales
sacrificados en las horas centrales del dia (de 12 del mediodia hasta las 17 horas),
y la otra mitad a individuos sacrificados en la plenitud de la noche (después de las
20 horas y hasta pasada la 1 de la madrugada).

En cuanto a la edad, se trata en su mayoria (65%) de individuos jévenes (39),
de edades comprendidas entre 2'5 y 4 meses, es decir corderos, y el resto (21, o
sea el 35%), lo componen animales adultos (de mas de 2 afios), en edades que
oscilan de 2 a 10 afios de edad.

Por lo que se refiere al sexo, la mayor parte (61'6%) fueron machos (37), y en

menor numero (38'3%, es decir 23) hembras. Sin embargo, si tenemos en cuenta la
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TABLA |

Relacidn de epifisis tomadas en matadero en periodo diumo

12'1

43

1 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 24 Nov | 13:40
2 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'2 24 Nov | 13:41
3 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12’3 24 Nov | 13:42
4 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12"1 24 Nov | 13:44
5 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'0 24 Nov | 13:45
6 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12’5 24 Nov | 13:47
7 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 124 24 Nov | 13:48
8 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'6 24 Nov | 13:50
9 Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 11°5 24 Nov | 13:51
10 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 121 24 Nov | 13:53
11 | Hembra 4 meses Merina x rasa aragonesa 122 24 Nov | 13:55
12 | Macho 3 meses Segurefia 121 15Dic | 16:30
13 | Macho 3 meses Merina 12’3 15Dic | 16:32
14 | Hembra 2'5 meses Manchega 10 15 Dic | 16:34
15 | Macho 3’5 meses Manchega 11°0 15 Dic | 16:36
16 | Hembra 2'5 meses Manchega 9’5 15 Dic | 16:38
17 | Hembra 4 afios Cruce de merina 182 11 Ene | 16:30
18 | Hembra 8 arfios Cruce de merina 16’4 11 Ene | 16:31
19 | Hembra 7 aiios Cruce de merina 17'8 11 Ene | 16:33
20 | Macho 2 afios Cruce de merina 213 11 Ene | 16:40
21 | Hembra 10 aiios Cruce de merina 192 11 Ene | 1645
22 | Macho 4 afios Cruce de merina 22’5 11 Ene | 16:50
23 | Hembra 10 anos Cruce de merina 19'2 11 Ene | 17:00
24 | Hembra 6 aios Cruce de merina 221 13 Ene | 15:00
25| Macho 3 afios Segureiia 232 13 Ene | 15:02
26 | Hembra 5 afios Manchega 26" 13 Ene | 15:05
27 | Hembra 4 aiios Manchega 258 13Ene | 15:06
28 | Macho 4 meses Rasa aragonesa 12 13 Ene | 16:00
29 | Hembra 4 meses Rasa aragonesa 12'0 13 Ene | 16:02
30 | Macho 4 meses Rasa aragonesa 122 13Ene | 16:05
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TABLA 1

Relacién de epifisis tomadas en matadero en periodo nocturno

31

0:45

Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 22 Nov
32| Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'8 22 Nov 0:47
33 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'6 22 Nov 0:49
34 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 118 22 Nov 0:50
35| Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 11'9 22 Nov 0:53
36 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 121 22 Nov | 0:56
37 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12’6 22 Nov 0:57
38 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12'4 22 Nov 0:58
39| Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 12’1 22 Nov 1:09
40 | Macho 4 meses Merina x rasa aragonesa 128 22 Nov 1:10
41 | Hembra 2'5 meses Merina 9'9 14 Dic | 21:00
42 | Macho 3 meses Merina 108 14 Dic | 21:02
43 | Macho 3 meses Merina 10’6 14 Dic | 21:05
44 | Macho 2’6 meses Manchega 81 14 Dic | 21:07
45 | Macho 3 meses Manchega 92 14 Dic | 21.10
46 | Hembra 4 aios Segureiia x castellana 22'1 11 Ene | 22:45
47 | Hembra 6 anos Segureiia x castellana 21'7 11 Ene | 22:47
48 | Hembra 6 afios Segureiia x castellana 209 11 Ene | 22:50
49 | Macho 2 aios Cruce de merina 25’9 11 Ene | 22:52
50 | Hembra 8 ailos Segureiia x castellana 19'8 11 Ene | 23:08
51 | Hembra 5 anos Segureiia x castellana 212 11 Ene | 23:11
52 | Hembra 3 aftos Segureiia x castellana 231 11 Ene | 23:15
53 | Hembra 4 ainos Merina x rasa aragonesa 22’4 13 Ene | 22:00
54 | Macho 3 aiios Manchega 262 13 ene | 22:04
55 | Hembra 5 afios Segurefia 20'7 13 Ene | 22:06
56 | Macho 3 meses Merina x rasa aragonesa 11" 13Ene | 22:09
57 | Macho 3 meses Merina x rasa aragonesa 11'9 13 Ene | 22:15
68 | Macho 3 mese Merina x rasa aragonesa 112 13 Ene | 22:18
59 | Hembra 4 meses Manchega 12’3 13 Ene | 22:20
60 | Hembra 4 meses Manchega 12'2 13Ene | 22:25
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edad, la proporcion varia, segun sean animales jévenes o adultos. Asi, en los
jovenes, hay 32 machos (82%) y 7 hembras (18%), mientras que en los adultos, hay
5 machos (23'8%) y 16 hembras (76'2%).

Esta circunstancia obedece al hecho de que los ovinos jévenes que llegan al
matadero en su mayoria son machos (incluso hay partidas que en su totalidad), ya
que las hembras se guardan en el rebafio para, liegada la época puberal, ser
utilizadas como reproductoras. Sin embargo, en el caso de los ovinos adultos y
viejos sucede todo lo contrario: la mayoria son ovejas de desvieje y en mas pequefia
proporcion hay machos que por razén de su edad ya no se utilizan con fines
reproductores.

Las razas de los animales estudiados son las habituales en nuestros
mataderos. Asi, nos encontramos con individuos de raza rasa aragonesa, merina,
manchega, castellana, segurefia, en mayor o menor pureza, y sobre todo hibridos
zootécnicos de las citadas razas.

El peso de las canales es el habitual en estas, razas y edades y figura en las
tablas correspondientes.

Las muestras se tomaron en la segunda mitad del otofio y primer mes de
invierno de los afios 1999 y 2000, a fin de poder estudiar mejor las modificaciones
en el ritmo fotofasico, ya que durante esta estacion, y especialmente desde el 20 de
noviembre hasta el 15 de enero, es cuando son mas largos los periodos nocturnos,
y como es sabido, la pineal tiene durante la noche una mayor actividad; de ahi que
eligiésemos esta época del afno para realizar la toma de muestras.

Habida cuenta del horario de muchos mataderos que suelen trabajar a partir

de la media tarde hasta altas horas de la madrugada y solo excepcionalmente lo
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hacen en horas con luz de dia durante alguna jornada laboral (v. gr. algun dia entre
semana para regularizar fallos de abastecimiento de alguna especie), resolvimos el
problema de la toma de muestras con luz de dia, aprovechando precisamente esas
jornadas, y sobre todo gracias a la colaboracion prestada por los. veterinarios
directores y personal del matadero, pudimos llevar a término nuestro proposito.

Otro problema que también resolvimos satisfactoriamente, gracias a esta
colaboracién fue la extraordinaria rapidez en la toma de muestras (GRIEM, 1975), de
suerte que entre el sacrificio del animal y la inmersion de la muestra en el fijador
(formol tamponado al 10% para microscopia Optica y glutaraldehido para
microscopia electrénica), transcurri6 un plazo entre cinco y diez minutos;
excepcionalmente en tres ocasiones este tiempo fue superior a los diez minutos, sin
llegar a los quince.

Esta rapidez se consiguidé porque el sacrificio de los animales objeto de
estudio se realizaba, a medida que ibamos extrayendo las epifisis, de modo que
nunca habia animales sacrificados en espera de dicha extracciéon. En la especie
ovina, es norma en los mataderos proceder a su sacrificio por degiello mediante
seccién de la yugular y una vez exangues se les suspende de unos ganchos y se
les quita la piel (desuello); seguidamente se les decapita y eviscera. En nuestro
caso, y por razones de tiempo, tras la degollacién, se decapitaba inmediatamente la
res, antes del desuello, y un operario especializado con una cuchilla ad hoc
procedia a quitar la calota, y seguidamente nosotros extraiamos la epifisis.

Como nuestro propésito era el estudio a microscopia 6ptica y a microscopia
electrénica qe transmisién, las muestras, inmediatamente después de haber sido

tomadas, fueron sometidas a fijacion, para lo cual se introdujeron en dos series de
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frascos convenientemente numerados. Las muestras destinadas al estudio
histolégico con métodos convencionales y las destinadas al estudio
inmunihistoquimico se fijaron en formol tamponado comercial al 10% durante un
minimo de 24 horas a temperatura ambiente. Las muestras de la serie destinada a
microscopia electrénica de transmisién se fijaron en una solucién tamponada de
glutaraldehido al 5% que se mantenia en el interior de una nevera portatil cuya
temperatura era aproximadamente de +4° C. Obvia sefialar que previamente a su
introduccion en los respectivos fijadores, las pineales fueron seccionadas
longitudinalmente en dos mitades, cada una de las cuales habia de ser procesada
de diferente modo, toda vez que con dicho seccionamiento se favorecia la accion

del fijador correspondiente.

3.2 ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA

Las piezas destinadas a este estudio fueron objeto de inclusién en parafina
sintética Histosec pastillas Merck®, entre los 56°C y 57°C, mediante el uso de un
procesador automético de tejidos Shandon-Elliot modelo Bench SCE 0400%, con un
programa de cambio de alcoholes y bencenos automatico. Una vez concluido este
proceso, las piezas se pasaron a la unidad formadora de bloques donde se
realizaron los mismos en la consola Tissue-Teck® (dispensador de parafina, consola
térmica y crioconsola) Miles Scientific®.

Obtencién de cortes: Para el estudio estructural se realizaron cortes seriados
de estas muestras de 4-5um de grosor con micrétomo de rotaciéon utilizando,
indistintamente, dos modelos (LEICA® RM 2155, JUNG® RM 2055). A continuacion

se colocaron en portaobjetos previamente desengrasados y tratados con diversos
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adhesivos segun la técnica posteriormente empleada. Asi para la aplicacion de
técnicas histolégicas convencionales, los portaobjetos se trataron con albimina
glicerinada y para las técnicas inmunohistoquimicas se empleo Vectabond® (Vector
Laboratories SP 1800) Por ultimo los cortes se dejaron secar en estufa a 37°C
durante 16-18 horas.

Tinciones: Las secciones se desparafinaron en xilol y fueron hidratadas
pasando por una serie de alcoholes de gradaciéon decreciente; a continuacion se
tiieron con distintas técnicas histoquimicas convencionales: hematoxilina-eosina,
tricrbmico de Masson, y plata metanamina.

Técnica de hematoxilina-eosina

a) Soluciones

e Hematoxilina de Carrazi (500 cc).

* Hematoxilina (0,5g) + sulfato aluminico potasico (25g), triturar bien

en un mortero.

* Mezclar con glicerina (100cc).

* Afadir agua (400cc).

* Agitar fuertemente.

* A los 10 minutos afiadir yodato potasico (0,10g).

* Mantener 1 mes madurando en la oscuridad.

¢ Eosina (250cc)
* Eosina amarilla (2,5g).
* Agua (250cc).

* Acido acético glacial (Il gotas).
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b) Método
e 1.- Después de desparafinar, hidratar y lavar.
e 2.- Hematoxilina de Carrazi (15).
¢ 3.- Agua corriente (10’-15').
e 4 - Eosina (1segundo-1 minuto), controlar visualmente.
e 5.- Lavado rapido (sumergir y extraer).
e 6.- Deshidratar y montar.
c) Resultédos
e Nucleos (azul / negro).
e Eritrocitos (naranja a rosa).
e Restantes estructuras (rosado a rojo).
Técnica de tricrémico de Masson
a) Soluciones

¢ Elaboracion de la hematoxilina-A

* Hematoxilina ............................. 1g.

* Cloruro férrico................ooveviii. 4ml
* Acido clorhidrico .........ooveven. 1ml
* Agua destilada .......................... 95 mi

b) Método
e 1.- Desparafinar, hidratar y lavar.

e 2.- Hematoxilina férrica de Weigert ........ 5 minutos (Solucion A y B a

partes iguales)
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e 3.-Lavar en agua corriente ..................... 5-10 minutos (si es necesario se
vuelve a diferenciar en hematoxilina B unos segundos y luego se lava)
¢ 4 - Fucsina &cida Ponceau .................... 5 minutos (1cc de fucsina stock y
9cc de solucién de acido acético 0.2%)
¢ 5.- Lavar en agua acética 1%
* 6.- Acido fosfotungsténico 5% ............... 5 minutos
e 7.- Lavar en agua acética 1%
¢ 8.- Azul de aniling ..........o.oooovvvoeooooo. 1 minuto
¢ 9.- Lavar en agua acética ...................... 5-6 minutos
¢ 10.- Deshidratar y montar

Técnica de la plata metenamina

(Utilizamos el Kit comercializado para plata metenamina del laboratorio Bio

Optica (n° ref. 043822) y seguimos el método alli indicado).
a) Soluciones
« Acido periédico (A)
¢ Nitrato de plata (B)
¢ Hexametilentetramina (c)
e Tetraborato de sodio (D)
e Cloruro de oro (E
¢ Solucién de fijacion (F
b) Método

¢ 1.- Desparafinar, hidratar y lavar2.- poner 10 gotas de la solucion A
durante 30 minutos.

e 2.- Poner 10 gotas de la solucién A durante 30 minutos.
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¢ 3.- Lavar en agua destilada.
e 4.- Hacer una solucion mezclando 10 gotas de la solucion B mas 10 gotas
de la solucién C y afiadiendo 10 gotas de la solucion D y dejando incubar
durante 60 minutos a60° C.
e 5.-Lavar en agua destilada 5 minutos.
¢ 6.- Incubar las preparaciones con 10 gotas de la solucién E durante 1
minuto.
e 7.- Lavar con agua destilada.
e 8.- Poner en las muestras 10 gotas de la solucion F durante 1 minuto.
¢ 9.- Lavar con agua destilada.
¢ 10.- Deshidratar y montar.
El medio de montaje utilizado para su conservacién y observacion fue bPx®

(Nustain).

3.3 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
El estudio inmunocitoquimico se realizd utilizando la técnica de streptoavidina-
biotina para el estudio de la expresion de: vimentina; filamento glial, y serotonina en
las distintas secciones.
Técnica de streptoavidina-biotina
a) soluciones

o Buffer citrato
* Agua destilada .......................... 1 litro
* Citrato sOdiCO ........coevvvvvveeeeennn, 294q.

* Ajustar pH a 6
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e TRIS (solucién stock)

* Agua destilada ......................... 1 litro
* Trizmabase ...............ccovineees 13,9g.
* Trizma clorhidrico ..................... 60°6g.
* Ajustar pH a 7,4

¢ TBS (solucién de trabajo)

* Agua destilada ......................... 900m|
*TRIS ..o 100m|
* Sodio cloruro ..........ooeevvveeeeenns 6,59
* Ajustar pH a '(’,4

¢ Bloqueo peroxidasa
* Metanol ..........c.ccoceeevviiiieen, 99ml.

* Agua oxigenada ....................... 1ml.

e Diamino bencidina

*¥TBS ... 100ml
* Agua oxigenada ....................... 100yl
*DAB ..., 2 pastillas

b) Método (Strep-ABC-HRP para cortes en parafina)
¢ 1.- Desparafinado de las secciones desde el xilol hasta el paso por los
alcoholes en grados decrecientes.
¢ 2.- Lavado de las preparaciones en agua destilada durante 10 minutos.
®3.- Tratamientd de las secciones en horno microondas para el

desenmascaramiento de los antigenos. Las secciones son colocadas en un
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recipiente de plastico resistente al microondas y sumergidas en tampon
citrato (10mM pH 6,0). Se someten a tres ciclos de 5 minutos a la maxima
potencia del horno microondas (Singer® SE 116,790 W) reemplazando el
tampon evaporado por agua destilada. A continuacion se deja .enfriar en el
tampén caliente durante 20 minutos a temperatura ambiente.
¢ 4 -Tres lavados sucesivos en TBS de 5 minutos cada uno.
¢ 5.-Inhibicion de la peroxidasa enddgena dejando las secciones en una
solucion compuesta de 99 ml de metanol y 1 ml de per6xido de hidrégeno,
durante 10 a 15 minutos.
¢ 6.-Se realizan dos lavados en agua destilada de 5 minutos cada uno, y
dos lavados en TBS de otros 5 minutos.
¢ 7.- Incubacion con antisuero primario durante toda la noche en nevera a
+4 ° C. Las diluciones de trabajo varian en funcién del antisuero primario
utilizado:

* Anti-vimentina monoclonal de cristalino de cerdo obtenido en raton

(V 9) (Dako Patts® M 725). Dilucién de trabajo 1/25.

* Anti-Filamento glial de cabra obtenido en conejo (Dako Patts®; Z

0334) 1/500.

* Anti-serotonina ncl-serotp (Novocastra Laboratories® Ltd) Dilucion
de trabajo 1/200.
¢ 8.- Lavar nuevamente las secciones tres veces durante 5 minutos en TBS.
e 9.-Incubacion con el antisuero anti-ratén biotinilado (Dako Patts® E 0354,
1:400) durante 30 minutos a temperatura ambiente para el suero monoclonal

(vimentina) y con el antisuero anti-conejo biotinilado (Dako Patts® E 0353
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1:400) durante 30 minutos para los sueros policlonales. (filamento glial y
serotonina).
¢ 10.- Tres lavados sucesivos de 5 minutos en TBS.
e 11.- Incubacién con estreptavidina (Zymed® P50242; 1:400) durante 30
minutos a temperatura ambiente.
¢ 12.- Lavados en TBS de 5 minutos tres veces.
¢ 13.- Revelado con 25 gramos de diaminobencidina (DAB) (Sigma
ChemiéalG’ Co P3039) disueltos en 100 ml de TBS y 100 pul de perdxido de
hidrégeno, durante un maximo de 10 minutos en oscuridad.
¢ 14.- Lavar en agua destilada durante 5 minutos.
¢ 15-. Contrastado de las preparaciones en hematoxilina de Carrazi durante
2 minutos.
e 16.- Lavado, deshidratacién y montaje en DPX® (Nustain).
c) Resultados
¢ El control positivo en cada caso fue para:
* Vimentina: endotelio vascular interno
* Filamento glial: astrocitos del SNC
* Serotonina: intestino delgado de perro
o Como control negativo
* Omisidén de la primera capa (anticuerpo primario) sustituida por
TBS.
Las preparaciones fueron observadas y cuantificadas por dos observadores

simultaneamente con un microscopio de multiples cabezales (LEITZ®

LABORLUX-S).
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En total hemos realizado unas 600 preparaciones histolégicas que fueron
seleccionadas para su estudio. De ellas se han elegido las mas representativas, y a
partir de las mismas hemos obtenido las microfotografias, realizadas mediante
captura digital con un equipo OLYMPUS® compuesto por un MIiCroscopio VANOX
AHBS3, dotado de Optica planapocromatica, una camara digital bP10 y un adaptador
U-PMTVC a partir de las cuales se han realizado las copias que figuran en el capitulo
de Resultados. Al pie de cada microfotografia se sefialan los datos
correspondientes a la dptica empleada en cada caso.

Nuestros estudios a microscopia 6ptica, tanto los examenes efectuados con
métodos y tinciones convencionales (hematoxilina-eosina, tricrémico de Masson y
plata metenamina), como los realizados mediante el empleo de métodos
inmunohistoquimicos, se efectuaron sobre la totalidad de los animales que figuran
en nuestro protocolo. Sin embargo, como luego sefialaremos, para el estudio
morfométrico de los nucleos de los pinealocitos y para los estudios a microscopia
electrénica, escogimos dos series mas reducidas de animales (una sacrificados de
dia y otra de noche), que fueran lo mas homogéneas posibles, con el fin de evitar
que los resultados de nuestros estudios comparativos pudieran achacarse a
factores distintos al fotoperiodo, en el que se realizd la toma de muestras
(alimentacion, edad, raza, sexo, etc.).

Este modo de proceder se justifica por el hecho de que son varios los estudios,
que segun el fotoperiodo, existen sobre tamarios de los nucleos de los pinealicitos
asi como a microscopia electrénica de transmision, en especies que habitualmente
se utilizan en experimentacién animal; no asi en la especie ovina como ya

sefialamos en el Capitulo Il. Por ello, hemos querido trabajar en este campo con una
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poblacion lo mas homogénea posible y poder concluir afirmando que las diferencias
halladas no son debidas a factores exdgenos distintos al fotoperiodo considerado.
Por el contrario, en la bibliografia internacional, hay pocos trabajos sobre
inmunohistoquimica (en ovinos y en otras especies). De ahi que nuestros estudios
incluyan en este campo un grupo mas numeroso de animales, mas heterogéneo
(diferentes edades, razas, etc.) pues consideramos nuestra aportacion en este
campo como un estudio inicial y a la vista de los resultados hallados, sirva de base

para en un futuro, profundizar en determinados aspectos mas concretos.

3.4 ESTUDIO MORFOMETRICO

Coln las preparaciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina y con las de cortes
semifinos coloreados con azul de toluidina hemos realizado el anélisis de imagen de
los nucleos de los pinealocitos, para conocer de un modo mensurable el tamafio de
los mismos, comparando las dimensiones de los situados en las zonas periférica y
central.

Para ello se tomaron las imagenes en blanco y negro con escala de grises
mediante una camara de video "Sony® CCD-Iris” acoplada mediante una rosca “C” a
un microscopio “Leica® DM RB". Todas las imagenes correspondientes a campos
microscopicos elegidos al azar fueron tomadas mediante un objetivo 100x de
inmersién, con apertura numérica 1’25 con el mismo nivel de iluminacién
(iluminacién seglin el principio de KOHLER y empleo de filtro neutro N4) y
digitalizadas con una tarjeta capturadora de imagenes de video "VHXtreme
software". Utilizando dicha 6ptica e idénticas condiciones de trabajo, se tomé una

imagen de un micrémetro objetivo que fue utilizado para calibrar el sistema. De este
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modo se formaban imagenes con formato BMP que se utilizaron en el procesamiento
subsiguiente.

Para el andlisis de las imagenes empleamos el programa informatico "Scion
Image", cuyos pasos realizados fueron los siguientes:

1°. Calibrado para convertir los puntos o unidades informaticas de imagen
(pixeles) en unidades del sistema métrico decimal, para lo cual utilizamos la escala
del micrémetro objetivo a que nos hemos referido. Este calibrado dio la siguiente
equivalencia: 100um = 500 pixeles, de forma que el campo microscépico objeto de
estudio que es un rectangulo cuyos lados miden 640 pixeles x 845 pixeles, tiene
realmente unas dimensiones de 128um x 169um, es decir, 21.632um?2.

2° - En cada imagen se definia el ROl (Region of Interest) que coincidia con la
superficie digitalizada previamente.

3°.- De acuerdo con los umbrales de los distintos grises de la escala, se
diferenciaban las particulas de interés (nucleos de los pinealocitos) del resto de la
imagen que no nos interesaba, efectuando las oportunas correcciones en caso de
haber tomado alguna otra estructura o espacio por el ntcleo de un pinealocito. Se
desecharon sistematicamente los nucleos que aparecian incompletos por estar
situados en algun borde de la imagen, ya que en tal caso desconociamos los limites
reales.

4° - L os nucleos existentes en cada imagen, tras este proceso selectivo, eran
analizados por el ordenador, obteniéndose asi informacién detallada e
individualizada de cada nucleo, referida a la superficie, expresada en um?2.

5°.-Con esta informacién numérica de cada imagen y de cada nucleo, creamos

una base de datos, a partir de la cual y con la ayuda del programa informatico
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“Microsoft® Excel 2000" verificamos los estudios estadisticos, cuyos resultados
figuran en el capitulo correspondiente.

En total, realizamos analisis de imagen de 7.472 nlcleos de pinealocitos, de
los que hicimos cuatro estudios separados: los procedentes de pineales obtenidas
en periodo diurno (3.402 nucleos) y las obtenidas en periodo nocturno (4.070
nuacleos). A su vez de las pineales obtenidas de dia realizamos un estudio
morfométrico de la zona cortical o periférica (1.172 nucleos) y los de la zona central
0 medular (2.230 nucleos), y otro tanto de las pineales obtenidas de noche (1.717
nucleos de la zona cortical y 2.353 de la medular).

Este analisis de imagen lo hemos verificado, sobre 20 animales jovenes,
concretamente los sefialados en las tablas | y Il con los nimeros 1 al 10
(sacrificados de dia) y 31 al 40 (sacrificados de noche). Intencionadamente no
hemos querido incluir mas animales por varias razones: la primera porque
queriamos estudiar las variaciones de tamafio que experimenta el ntcleo de los
6vidos, segun el ritmo fotofasico, estudiando una poblaciéon lo mas homogénea
posible, evitando factores que pudieran distorsionar el resultado, como por ejemplo
la edad, la raza, la alimentacién, el régimen de vida (estabulacion o pastoreo), de
suerte que, segun puede verse en los datos que figuran en las tablas, y en la
informacion recibida cuando tomamos las muestras, estos dos lotes son semejantes,
eran del mismo propietario y habian sido criados y alimentados en idénticas
condiciones y las muestras de uno y otro lote fueron tomadas con menos de 48
horas de diferencia. Otra razén por la cual no extendimos nuestro anélisis de
imagen a un mayor numero de animales fue que preferimos hacer un estudio sobre

series numeéricas muy representativas, de suerte que por cada animal y zona -
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central y cortical- hicimos casi 200 mediciones -186'8 de promedio-, con lo cual las
cifras obtenidas tienen per se un valor estadistico superior al que tendrian si
hubiésemos estudiado mas animales, con menos determinaciones por animal y
zona.

Para una mejor informacion de la metodologia seguida, acompafnamos una
imagen de tejido pineal (corresponde al nimero 2 de nuestro protocolo; se trata de
la zona central) en dos fases del proceso de andlisis (figura 1). En la figura 1-A, la
imagen digitalizada aparece tal como la hemos tomado del microscopio (tefiida con
azul de toluidina, pero por la razén expuesta aparece en blanco y negro). En la
figura 1-B, se muestra el resultado de la aplicacidén del programa informatico “Scion
Image” donde las estructuras que han de ser procesadas (en nuestro caso los

nucleos de los pinealocitos), aparecen numerados y silueteados.

3.5 ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La primera parte del proceso de fijacidbn con glutaraldehido al 5%, a +4° C
duraba un minimo de 6 horas y seguidamente continuamos el procesado en el
laboratorio, del modo siguiente:

Una vez sometidas las piezas a la accién del glutaraldehido, se lavaron con
solucién tamponada (2 lavados de 30 minutos cada uno), y seguidamente, se
introdujeron en un bafio de tetréxido de osmio al 1%' durante 2 a 4 horas
(postfijacion) segun el volumen de la pieza, seguido de otro doble lavado con

solucién tamponada de 30 minutos, todo ello a la misma temperatura de +4° C.

' El tetréxido de osmio se prepara partiendo de una solucién al 1% del modo siguiente:
Solucién de tetroxido de osmio al 1%.............. n volumenes
Aguadestilada ...........cccceeeeiiiiiiicic e, n volimenes
Tampon 02 M. 2n volimenes
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Fig. 1-B.- Resultado de la aplicacion del programa
“Scion Image” con los nucleos de los pinealocitos
numerados y silueteados.

Fig. 1.- Dos fases del analisis de imagen realizado con el programa “Scion
Image”. Explicacién en el texto. Las imagenes corresponden a la zona central
de la epifisis tomada de dia; n° 2 de nuestro protocolo.
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Realizada la fijacion, las piezas fueron objeto de deshidratacion, empleando
para ello, soluciones de concentracién creciente de acetona (30%, 50% y 75%)
donde se depositaban las piezas durante 30 minutos en cada solucion.

A continuacion, para contrastar, las piezas permanecieron en una solucion de
acetato de uranilo y acetona’ por un tiempo minimo de 2 horas, aunque en
ocasiones permanecieron 12-18 horas (toda la noche). Para concluir el proceso de
deshidratacion, las piezas permanecieron en solucion de acetona al 90% durante 30
minutos y en dos bafios de acetona anhidra durante 30 minutos cada uno.

La inclusién en resina epoxidica (Durcupan ACM® Fluka)® se realizé6 segun
proceder habitual, es decir, introduciendo sucesivamente las piezas -ya
deshidratadas- en Acetona al 100% y Durcupan ACM n° 1 en la proporcion 3/1
durante 2 horas, en la proporcion 1/1 otras 2 horas y en la proporcién 1/3 otras 2
horas. Todas estas operaciones las realizamos a + 4° excepto la ultima que se
verificd a temperatura ambiente y dejando abierto el recipiente con la mezcla 1/3 al
objeto de favorecer la evaporacion de la acetona. Asi mismo, las fases siguientes
del proceso de inclusién, consistentes en introducir las piezas en Durcupan ACM n°
1(dos barios de 2 horas cada uno) y Durcupan ACM n° 2 (un baio de dos horas), se
realizaron a temperatura ambiente.

Sin embargo, y al objeto de favorecer la polimerizacion de la resina, el ultimo
paso de este proceso de inclusidn lo realizamos en estufa a + 70° C, de modo que

las piezas las depositamos en una solucion de Durcupan ACM n° 2, que colocamos

? La solucién de acetato de uranilo-acetona tiene la siguiente composicién:

Acetatode uranilo .............cccceiienncceeeeeee, 24g.

Acetona al 78%........c.ccoeeccinieciiiecccir e e 100 mi

% EI Durcupan ACM son realmente dos productos denominados n® 1 y n° 2. El n® 1, es una mezcla
compuesta por una resina epoxidica, un endurecedor y talato de butilo que actia como plastificante.
El n° 2, lleva ademas, un acelerador (catalizador) del proceso de polimerizacion.
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en capsulas de gelatina desechables, la mas de las veces, aunque en ocasiones,
empleamos moldes recuperables, en cuyo medio permanecieron durante 72 horas.

Conseguido el bloque ya endurecido, lo tallamos a mano para eliminar la
resina sobrante y formar del bloque un tronco de piramide, valiéndonos de una
cuchilla, y en alglin caso utilizamos el Pyramitome® LKB-11800.

Realizamos cortes semifinos de 1um de espesor, mediante Ultramicrotomo
Reichert® Ultracut S Leica. Tras recoger los cortes de la cubeta de la que va
provista el dispbsitivo de la cuchilla, los colocamos en portaobjetos, sobre los cuales
previamente habiamos depositado una gota de agua. Acto seguido se ponian a
secar sobre plancha eléctrica unos minutos, para favorecer la evaporacion del agua.

Una vez secos se tiien con azul de toluidinad4 -operacion que también
realizamos sobre la plancha eléctrica- durante un tiempo que varia de 20 a 45
segundos, segun la apetencia tintorial de la pieza. Se tira el exceso de colorante, y
a la vez se lava con agua destilada y se deja secar nuevamente sobre plancha. Se
deposita sobre las piezas (ya que generalmente solemos colocar varias en cada
portaobjetos) una gota de Eukit® Zeiss, sobre la cual se coloca el cubreobjetos.

Si el campo observado a microscopia de luz, resulta interesante, procedemos
a efectuar cortes con el ultramicrotomo antes mencionado de 60-70nm®, los cuales,
se recogen de la cubeta que lleva aneja la cuchilla de vidrio, directamente con las
rejillas (aqui, obviamente, solo colocamos un corte por cada rejilla) que van a ser
observadas con el microscopio electrénico de transmisién. Estos cortes ultra finos

se adhieren directamente a las rejillas por tensiéon superficial. Antes de su uso,

4 La solucién colorante de azul de toluidina estd compuesta por:
Azul de toluidina............ccooeiiieiiieee st 19.
Solucion tamponde pH 7'5 .......cccceeceeirncrncinicnneene 100ml.
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recubrimos las rejillas con una membrana de polivinilo formal (Formvar® Monsanto).
Una vez que las rejillas contienen los cortes ultra finos se dejan secar al aire sobre
papel de filtro y se tifien con solucién de Reynolds.

Utilizamos dos tipos de rejillas, ambas de cobre: La tipo Square 75 mesh (de
3'05 mm. de diametro, con un porcentaje de transmisién del 73%. Ref. G 2075 C de
la firma Agar Scientific Ltd.), con la cual, y merced a la cuadricula de 75um de lado
que dispone, realizamos el contaje de los cuerpos sinapticos. El otro tipo de rejilia
utilizada, la Slof Grids también de 3'05mm. de didmetro con una ventana de 2 x 1
mm. (Ref. G. 2500 C de la misma firma comercial) nos permite visualizar todo el
campo, sin las limitaciones que impone la presencia de la cuadricula.

Realizamos la tincion, segun la técnica de Reynolds, partiendo de soluciones
de nitrato de plomo y citrato sédico, lo que determina la conversiéon de aquel en
citrato de plomo, el cual se disuelve en una solucion valorada de hidréxido sédico,
con un pH 12. Las rejillas, con los cortes hacia abajo, se dejan flotar sobre esta
solucién durante 10-15 minutos.

El estudio de los cortes montados sobre rejillas se realizé con Microscopio
Electrénico de transmision Philips® CM-10, y de los campos que consideramos mas
interesantes se tomaron las correspondientes electronografias, para lo cual
utilizamos placas de pelicula negativa Agfa® Scientia, E.M. film con un formato 6’5 x
9 cm. De dichas electronografias escogimos las mas representativas, las cuales
figuran en el capitulo de Resultados. Al pie de cada una se indican los aumentos en

que fueron realizados los negativos.

5 Para conocer con cierta aproximacion el espesor de la pieza cortada recurrimos a la siguiente
escala: gris plateado, 60nm; dorado claro, 70-80nm; dorado oro viejo, 90-100nm.
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3.6 RECUENTO DE CUERPOS SINAPTICOS.

El recuento de los cuerpos sinapticos se realizé, segin hemos dicho, mediante
rejillas provistas de una cuadricula de 75um de lado, es decir sobre una superficie
de 5.625um2. Por cada animal realizamos el contaje sobre 4 cuadriculas, 1o que
supone haber verificado el recuento sobre una superficie de 22.500um2 y como el
estudio se realiz6 sobre 20 animales -10 sacrificados de dia y 10 de noche- en total
examinamos una superficie de 450.000pm? (225.000um? de cada grupo). El numero
total de cuerpbs sinapticos contados fue de 112 en la serie diurna y 211 en la
nocturna.

El estudio descriptivo de la organizacion ultraestructural de la pineal en ovinos,
mediante microscopia electronica de transmision, asi como el recuento de cuerpos
sinapticos se realizd sobre los mismos dos grupos de animales en los que
efectuamos el analisis de imagen de los nucleos de los pinealocitos, es decir, 20
animales jévenes (los resefiados en la tabla | con los nimeros 1 al 10 -sacrificados
de dia- y en la tabla Il con los numeros 31 al 40 -sacrificados de noche). Los

motivos de tal eleccidn quedaron expuestos lineas arriba.
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4_.1CARACTERES MACROSCOPICOS

La pineal en la especie ovina exhibe un color sonrosado, tiene una forma
esferoidal, y se halla situada en la parte anterior del mesencéfalo, en la porcién
antero-inferior de los tubérculos cuadrigéminos anteriores, encima del tercer
ventriculo. Estas particularidades anatémicas permiten llegar a ella facilmente,
separando mediante dos erinas los dos hemisferios cerebrales (Fig. 2).

El tamaiio de la pineal en los ovinos, tal como puede observarse en la Fig. 3

es de medio centimetro o algo mas, segun el didmetro que se considere.

4.2 ESTUDIO A MICROSCOPIA GPTICA E INMUNOCITOQUIMICO

Se han utilizado técnicas de tincién convencionales (hematoxilina-eosina,
tricrémico de Masson y plata metenamina) para el estudio de las caracteristicas
generales como la organizacion arquitectural, capsula, estroma parénquima
glandular y vascularizacién, y técnicas de inmunocitoquimica (vimentina y GFAP)
con el propésito de estudiar, de manera mas especifica, los astrocitos.

Grupo de animales jévenes (serie diurna): Las glandulas pineales de este
grupo presentan desde el punto de vista de su organizacién, una estructura muy
semejante que describiremos a continuacion.

Estas glandulas estan ricamente vascularizadas y rodeadas por una capsula
de tejido conjuntivo de la cual parten trabéculas, ricas en vasos sanguineos, que se
dirigen hacia el interior sin formar lobulillos. En dichas trabéculas observamos
abundantes fibras de colageno y de reticulina, que se tiflen con las técnicas del

tricrémico de Masson y de la plata metenamina. Con esta ultima técnica se aprecia
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Fig.2.- Pineal de especie ovina antes de ser extraida.

fin oo, bkt

Fig.3.- Pineal de especie ovina extraida para mostrar su tamafio.
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una discreta cantidad de fibras de reticulina en la capsula que van aumentando en
cantidad en los tabiques y alrededor de los vasos sanguineos a medida que éstos
profundizan en el parénquima. En algunas pineales se distingue la zona del receso
pineal, revestida por un epitelio pseudoestratificado de células ependimarias. Parte
de la superficie dorsal de la glandula préxima al receso aparece también revestida
por una capa de células ependimarias cubicas ciliadas (Fig. 4).

En el parénquima glandular se distinguen dos zonas claramente definidas (Fig.
5), una periférica o cortical, més basotfila, de organizacién pseudolobular, y otra
zona central, mas clara y celular y bien vascularizada en la que las células no
adoptan la disposicién pseudolobular descrita, sino que se organizan de forma
irregular, unas veces constituyendo trabéculas, otras islotes; entre ellos se dispone
el estroma conjuntivo, mas desarrollado que en la zona cortical, ocupando a veces
amplios espacios entre los pinealocitos que aparecen mas separados. Este estroma,
eosindfilo, en ocasiones presenta un aspecto esponjoso o vacuolizado y estad mas
desarrollado en el espacio perivascular.

El parénquima glandular, estéd constituido principalmente por pinealocitos,
redondeados, de citoplasma claro, a menudo vacuolizado, nucleo central con
cromatina dispuesta periféricamente y uno o dos nucleolos. En las muestras tefidas
con plata metenamina, a mayores aumentos, pueden apreciarse Iés delgadas
prolongaciones de estas células (Fig. 6).

Tanto en cortical como medular se observa una segunda poblacion celular,
mucho menos numerosa, los astrocitos o células intersticiales, de menor tamafio,
forma alargada o triangular y ntcleo mas picnético con un nucleolo bien visible.

Estas células se encuentran entre los pinealocitos, en los septos conjuntivos, pero



Capitulo 4. Resultados 69

sobre todo perivascularmente. Su naturaleza sélo puede confirmarse
inequivocamente con técnicas de inmunocitoquimica, como comentaremos mas
adelante (Fig. 7).

Dentro del parénquima glandular y, especialmente en la zona medular,
observamos la presencia, en varias de las pineales estudiadas, de pequefias
cavidades o rosetas, escasas y diseminadas casi siempre sin contenido en su
interior. Dado que dichas cavidades son mucho mas numerosas en las pineales de
la serie nocturna las describiremos dentro de ese grupo.

Ademas de estas cavidades pequerias, en algunas pineales hemos observado
otras, de morfologia variable y mayor tamafio, que se distribuyen de manera
irregular por toda la glandula (Fig. 8). Por ultimo, en la zona cortical de la mayoria
de las pineales existen cavidades semejantes a cisternas, de mucho mayor tamario,
a veces con contenido amorfo o fibrilar eosindfilo (Figs.9 y 10).

En ninguna de las glandulas pineales de este grupo hemos apreciado la
presencia de calcificaciones.

Con las técnicas de inmunocitoquimica hemos observado células positivas a
vimentina y a proteina acida fibrilar glial (GFAP), lo que nos permite, sin ningun
género de dudas afirmar que se trata de astrocitos, la segunda pobiacién celular de
la pineal, que ya hemos descrito con las técnicas de tincién convencionales. A
continuacién describiremos las caracteristicas morfolégicas y la localizacion de
estas células.

Las células del revestimiento ependimario pseudoestratificado del receso
pineal asi como las células cubicas ciliadas de la porcion dorsal glandular son

intensamente inmunoreactivas frente al suero anti-vimentina. El resto de células
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positivas se encuentran distribuidas por toda la glandula (Fig.11). Se aprecia
positividad en su soma, que tiene un nicleo mas oscuro que el de los pinealocitos, y
en sus prolongaciones, ahora visibles (Fig.12). Estas células tienen tendencia a
disponerse en nidos en las proximidades de los vasos sanguineos aunque otras
veces se encuentran aisladas entre los pinealocitos. Es frecuente observar sus
prolongaciones dispuestas alrededor de los vasos o formando una red entre los
pinealocitos (Fig.13). En relacién con los vasos tenemos que destacar que sus
células endoteliales son también positivas a la vimentina. Por uitimo, hemos
observado, en algunas de las cavidades de mayor tamario descritas en la cortical
glandular, un material, a veces de aspecto fibrilar, que es también positivo al suero
anti- vimentina (Fig.14).

Las celulas positivas al suero anti-GFAP se encuentran distribuidas por toda la
glandula, tienen forma estrellada, con numerosas prolongaciones que se disponen
entre los pinealocitos, en el intersticio y especialmente alrededor de los vasos,
donde constituyen una capa nitida por fuera de la membrana basal de los capilares
(Fig.15). No se aprecia positividad en las células endoteliales de los vasos. Estas
células tienen menor tendencia a formar nidos que las positivas a vimentina.
También hemos encontrado un material de aspecto fibrilar positivo a este suero en
las cavidades de la cortical, como en el caso del suero anti-vimentina.

Grupo de animales jovenes (serie nocturna): Las caracteristicas
histolégicas generales de las pineales de estos animales son semejantes a las
descritas en la serie diurna. Es decir, se repite la division en dos zonas, cortical

pseudolobulada y medular, de organizacién mas irregular y mayor niimero de vasos.
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Sin embargo, hemos observado las siguientes diferencias que a continuacion
describimos:

e En este grupo el limite entre cortical y medular es menos nitido (Fig.16).

e El parénquima glandular, especiaimente en la parte central o medular
posee numerosas cavidades pequefias, en forma de roseta, casi siempre
sin contenido en su interior, que le confieren un aspecto criboso cuando se
estudia a pocos aumentos (Fig. 17). A mayores aumentos, sus bordes, bien
definidos, parecen delimitados por pinealocitos. En algunos casos, sin
embargo, en los contornos de estas cavidades se observan nucleos mas
tefiidos y pequefios, fusiformes o triangulares, compatibles con la
morfologia de los astrocitos (Figs. 18, 19 y 20). Este tipo de cavidades se
encuentran sobre todo en la zona medular aunque pueden también
observarse, en menor numero y aisladas en la periferia. Es notoria la
diferencia en la frecuencia de su hallazgo y en el nimero, en estos
animales, si los comparamos con los de la serie diurna. Las hemos
observado en muchas pineales de esta serie, formando casi siempre
grupos NUMerosos.

e Las cavidades cisternales descritas en la cortical son discretamente mas
frecuentes en los animales de la serie nocturna (Fig. 21).

* La vascularizacion glandular es menos intensa que en las pineales diurnas,
hecho que se aprecia claramente en la zona medular, que es la mas rica en
vasos sanguineos.

e En las células positivas a vimentina las diferencias entre estos animales y

los anteriores no son muy marcadas, aunque parece que estas células se
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localizan mas en la parte central de la glandula, y tienen més tendencia a
disponerse alrededor de los vasos y constituir nidos (Figs. 22, 23 y 24).

e Las células positivas al suero anti-GFAP tienen mayor tendencia a formar
nidos y sus prolongaciones alrededor de los vasos se aprecian con mayor
nitidez (Figs. 25 y 26).

e En varios animales jovenes de la serie nocturna, hemos observado, en la
zona periférica de la pineal cavidades claramente delimitadas por células
ependirﬁarias. En uno de los casos se trataba de una cavidad amplia en la
que ademés de las células ependimarias observamos una discreta cantidad
de pigmento parduzco. En otros casos se trataba de cavidades mas
pequefias, aunque del mismo tipo, formando pequefios grupos (de 364a
lo sumo) y sin pigmentacién (Figs. 27 y 28).

Grupo de animales adultos (series diurna y nocturna): Las diferencias
entre serie diurna y nocturna siguen el mismo patrén que en los animales jovenes, si
acaso existe una diferencia en lo que se refiere a las cavidades o rosetas descritas
en la medular. En los animales jovenes observdbamos que éstas eran mas
numerosas y frecuentes durante la noche y, sin embargo en los adultos ocurre al
contrario. Es decir, se invierte ligeramente el patron descrito en los animales
jovenes.

Si nos referiremos a aquellas diferencias especificas encontradas en los
animales adultos con respecto a los jovenes que son las siguientes:

e Las cavidades cisternales descritas en animales jévenes son de mayor

tamafio en los animales adultos y no se localizan sélo en la cortical,
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observandose cavidades dispersas por toda la glandula que, a veces,
confluyen formando otras mas grandes (Fig. 29).

¢ Los animales adultos tienen mayor cantidad de estroma conjuntivo que los
jovenes (Fig. 30).

e Las células positivas a vimentina son mas abundantes que en los animales
jévenes y se disponen de forma mas difusa y tienen menos tendencia a
formar nidos (Figs. 31 y 32).

e Las células positivas a GFAP también son mas abundantes en los animales
adultos gue en los jovenes. Sus prolongaciones constituyen una compleja
red que se observa claramente entre las células pineales y alrededor de los
vasos sanguineos (Figs.33 y 34).

¢ En dos pineales de animales adultos, de dos y cuatro afios de edad, hemos
encontrado calcificaciones dispersas por el parénquima pineal (Fig. 35).

4.3 ESTUDIO MORFOMETRICO.

Al objeto de tener informacion por separado de las distintas poblaciones
celulares, efectuamos el analisis de imagen de modo independiente sobre las cuatro
series de nucleos de pinealocitos ovinos que suman un total de 7.472, distribuidas
del modo siguiente (Tabla Iit).

a) Pinealocitos de la zona central o0 medular de animales sacrificados de dia:
2.230 nucleos.

b) Pinealocitos de la zona periférica o cortical de animales sacrificados de dia:
1.172 nucleos.

c) Pinealocitos de la zona central o medular de animales sacrificados de

noche: 2.353 nlicleos.



Capitulo 4. Resultados 74

Fig.4.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio nocturno). Epitelio ependimario
cubico ciliado. HE x400.

Fig.5.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diumo). Limite claro entre cortical y
medular. Sin cavidad tipo roseta. Estroma conjuntivo. Tricrémico de Masson. X100.
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Fig.6.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Fibras de reticulina
perivasculares. Prolongaciones de pinealocitos. Plata metenamina X400.

Fig.7.- Glandula Pineal de animal joven (sacrificio diumo). Astrocitos: nicleo con
nucleolo evidente. Filamento glial en soma y prolongaciones. Estreptavidina- biotina
anti- vimentina x400.
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Fig.8.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Presencia de cavidades
intraparenquimatosas. Tricrdmico de Masson. X100.

Fig.9.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Cisternas en zona cortical.
Tricrémico de Masson. X100.
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Fig.10.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Cavidad con contenido
eosinofilico. HE x200.

Fig.11.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Células positivas en
ambas zonas, cortical y medular. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x100.
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Fig.12.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Astrocitos. Positividad en
soma y prolongaciones. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x400.

Fig.13.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Astrocitos alrededor de
capilares. Estreptavidina-biotina anti- vimentina x200.
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Fig.14.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diumno). Cistema con astrocitos y
material fibrilar en el interior. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x400.

Fig.15.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Parénquima glandular
discretamente positivo. Estreptavidina-biotina anti-FGAP x400.
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Fig.16.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio noctumo). Limite cértico medular.
Vascularizacion intensa en medular. HE x40.

Fig.17.- Glandula pineal de animal joven ( sacrificio noctumo). Limite cortico medular
Presencia de rosetas en medular. Estroma conjuntivo abundante. Tricrémico de
Masson X100.
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Fig.18.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio noctumo). Cavidades o rosetas
en medular. Pinealocitos alrededor. Intersticio de aspecto vacuolizado. HE x400.

Fig.19.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Roseta rodeada por
pinealocitos y un posible astrocito, de nicleo triangular. HE x400.
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Fig.20.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio diurno). Detalle de roseta.
Pinealocitos alrededor, Tricrémico de Masson. X400.

Fig.21.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio nocturmo). Cavidades cisternales
en cortical. HE x100.
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Fig.22.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio noctumno). Panoramica glandular.
Mas células positivas a filamentos gliales en medular. Estreptavidina-biotina anti-
vimentina x100.

Fig.23.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio nocturmo). Astrocitos alrededor de
capilares y entre pinealocitos. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x200.
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Fig.24.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio noctumo). Nidos de astrocitos.
Estreptavidina-biotina anti-vimentina x200.

Fig.25.- Glandula pineal de aimal joven (sacrificio noctum. Prolongaciones
astrocitarias dispuestas nitidamente alrededor de un capilar. Estreptavidina-biotina
anti-FGAP x200.
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Fig.26.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio noctumo). Astrocitos. Positividad
en soma y prolongaciones. Estreptavidina-biotina anti-FGAP x400.

Fig.27.- Glédndula pineal de animal joven (sacrificio nocturno). Cavidad en cortical
delimitada por células ependimarias. HE x400.
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Fig.28.- Glandula pineal de animal joven (sacrificio nocturno). Varias cavidades
delimitadas por células ependimarias en cortical. HE x200.

Fig.29.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio diurno). Grandes cisternas de
localizacion panglandular. Receso pineal. HE x40.
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Fig.30.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio diurno). Gran cantidad de tejido
conjuntivo. Tricromico de Masson x100.

Fig.31.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio diurno). Células positivas de
localizacion difusa por toda la glandula. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x40.
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Fig.32.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio nocturno). Abundantes células
positivas. Disposicion perivascular. Estreptavidina-biotina anti-vimentina x100.

Fig.33.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio noctumno). Gran cantidad de
prolongaciones astrocitarias formando una red entre pinealocitos. Estreptavidina-
biotina anti-GFAP x400.
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Fig.34.- Glandula pineal de animal aduito (sacrificio nocturno). Procesos astrocitarios
entre pinealocitos. Estreptavidina-biotina anti-GFAP x200.

Fig.35.- Glandula pineal de animal adulto (sacrificio nocturno). Calcificaciones
dispersas por el parénquima glandular. HE x40.
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d) Pinealocitos de la zona periférica o cortical de animales sacrificados de
noche: 1.717 nicleos.

En la Tabla IV se recogen los datos relativos a los 2.230 nucleos de
pinealocitos de la zona medular de la glandula, procedente de animales sacrificados
de dia, en la cual se detallan los resultados obtenidos por separado en cada uno de
los animales estudiados y en el total del grupo.

En esta poblacién y por lo que se refiere a la superficie de los nucleos, la
media aritmética es de 42'93um?, con una desviacion standard de+15'13um?, lo que
supone un coeficiente de variabilidad de Pearson del 35'24%.

Dentro de este grupo hemos hallado ntcleos que oscilan desde 5'76um? (el
mas pequefio), hasta 106'92um? (el més grande sometido a estudio).

En la Gréafica n°1 se representa en un poligono de frecuencias los valores de
las superficies de los nucleos de pinealocitos de la zona medular, procedentes de
ovinos sacrificados de dia, cuyos datos numéricos figuran en la Tabla IV. En esta
Gréfica se han agrupado por clases, con intervalos de 10um? las frecuencias
correspondientes a los valores hallados.

La Tabla V expresa los resultados del analisis de imagen efectuado sobre los
1.172 ntcleos de pinealocitos que constituyen la poblacién correspondiente a la
zona cortical de la epifisis de ovinos sacrificados de dia y como en el grupo anterior
se especifican los datos hallados en cada animai y en conjunto de todos ellos.

El area nuclear arroja una media de 42'98um?, una desviacion tipica
de+15'32um?, y le corresponde un coeficiente de variabilidad de 35'66%.

El extremo inferior de variacién tiene un valor de 8'72um?, y el nucleo de mayor

tamario estudiado por nosotros tiene una superficie de 88'12um?.
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La Grafica n°2 recoge los resultados del anélisis estadistico verificado sobre
los nucleos de células epifisarias de la porcion cortical de ovinos sacrificados de
dia, agrupandolos en el mismo intervalo de clase (10um?) que la anterior, y la cual
corresponde a los datos que figuran en la Tabla V

El grupo de 2.353 nticleos celulares de la zona medular de la glandula pineal,
correspondiente a animales sacrificados de noche, ofrece los resultados que figuran
en la Tabla VI, relativos a cada animal y al total de esta poblacion nuclear.

La media alcanza la cifra de 37’17um?, con una desviacién standard dei orden
de+12'39um?, siendo el coeficiente de Pearson de 33'34%.

En este grupo de poblacion, el npcleo de menor tamafio tiene un area de
5'12um?, y el extremo superior de variacién se sitia en 79'76um?.

La Grafica n°3 sé refiere a los nlcleos celulares de la zona central de las
epifisis procedentes de animales sacrificados de noche y ha sido confeccionada con
los datos que figuran en la Tabla VI, agrupados con intervalos de clase de 10um2.

Finalmente la Tabla Vii exprésa los resultados del analisis morfomeétrico
realizado sobre los 1.717 nlcleos de las células pineales situadas en la zona
cortical de animales que fueron sacrificados de noche, referidos a cada individuoy a
la totalidad de este grupo de poblacion.

La media tiene un valor de 37'99um? con una desviacion standard de
+12'05um?, lo que corresponde a un coeficiente de variabilidad de 31'73%.

En este grupo, los valores extremos hallados, oscilan entre el de mayor
superficie con 98'72um? y el que exhibe un area de menor tamario cuyo valor es de

4'08um?.
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El poligono de frecuencias de la Gréfica n°4 es la representacion de las
superficies nucleares halladas en el estudio verificado sobre células de la zona
cortical pineal de ovinos sacrificados en plena noche, cuyos datos estan en la Tabla
VI, y como en los casos anteriores, para calcular las frecuencias se han utilizado
las mismas agrupaciones e intervalos de clase (10um?).

Para ofrecer una idea de conjunto .de los estudios morfométricos que hemos
realizado sobre las superficies de todos los nucleos de pinealocitos en las dos
zonas estudiadas (medular y cortical), asi como en los dos momentos del dia que
fueron tomadas las muestras de los ovinos sacrificados (diurno y nocturno), cuyos
datos figuran en las tablas IV, V, VI y VII, hemos confeccionado la Gréafica n°5 que
recoge con distintos trazos y colores (y utilizando el mismo intervalo de clase de
10um?) las frecuencias obtenidas de todos estos cuatro grupos de poblacion.

Con objeto de disponer de elementos de comparacion validos que permitan
conocer las diferencias entre los tamanos nucleares de las cuatro poblaciones
estudiadas (dia-zona central, dia-zona periférica, noche-zona central y noche-zona
periférica) y poder concluir que estas son o no significativas, hemos comparado las
medidas halladas entre estos cuatro grupos, mediante la "T" de Student, y hemos
obtenido unos valores de p, que son los que figuran en la Tabla VIII.

En este sentido podemos observar que si comparamos la media del grupo dia-
zona central con la media del grupo noche-zona central, obtenemos un valor de p<
0'001. De igual modo, si comparamos la media del grupo dia-zona periférica con la

del grupo noche-zona periférica, nos encontramos con un valor de p< 0'001.
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La comparacion entre los grupos de las zonas central y periférica de animales
sacrificados de dia, tiene un valor de p>0'9; y si efectuamos la misma comparacion

zonal de los ovinos sacrificados de noche, obtenemos un valor p<0'05.



Capitulo 4. Resultados

TABLA Nl

Superficies de los Nicleos de Pinealocitos (um?)

Il - A Dia Zona Central

94

21,28
48,80
29,84
11,40
39,24
25,44
48,20
52,04
50,92
40,60
16,24
86,20
24,92
33,52
61,48
62,88
41,52
42,24
54,24
46,60
56,68
29,08
53,24
21,64
18,24
31,64
40,68
38,64
70,00
56,04
62,00
62,36
30,92
51,12
41,60
25,04
17,76
44,88
19,52
58,88
59,36
33,00
36,32

58,20
29,48
51,72
44,92
45,16
58,20
65,66
44,92
43,52
44,86
35,24

46,76
38,48
65,68
33,68
49,28
73,36
19,60
48,52
27,96
55,44
56,16
12,04
54,36
54,00
77,40
39,04
51,48
21,00
28,40
44,76
68,72
48,24
56,40
68,32
48,88
49,28
48,40
34,76
47,88
47,48
38,16
38,56
67,20
59,56
59,24
46,00
33,80
55,60
46,48
58,20
73,72
69,04
46,72

49,04
45,40
20,60
36,28
51,04
35,56
54,40
49,12
21,18
23,28

63,56
55,16
57,80
58,04
60,20
48,68
33,96
44,48
17,92
42,88
65,08

42,12 -

37,36
52,52
46,88
59,08
58,92
58,60
47,92
63,08
59,60
51,84
17,60
66,88
39,44
50,44
63,16
59,44
50,32
58,80
29,20
50,84
65,08
56,84
57,72
42,24
41,44
48,16
41,80
52,26
32,85
47,96
56,56

52,24
52,56
51,70
34,01
59,40

49,36
78,56
67,84
18,24
39,12
60,80
72,32
52,44
39,68
59,84
62,04
71,76
46,92
68,92
68,48
37,16
53,90
50,36
26,40
55,32
46,80
59,92
65,28
61,76
65,96
40,48
57,24
75,00
42,12
29,20
31,44
55,72
72,00
13,96
59,16
64,24
57,80
21,44
37,64
37,32
54,12
36,24
52,40

34,84
52,68
53,10
41,24
57,52
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il - A Dia Zona Central (continuacion)

52,82 11,28 14,88 106,92 44,40 27,64 63,96
56,20 56,56 57,28 17,16 52,36 52,40 45,00
38,96 24,84 39,48 18,08 45,36 50,00 17,08 48,48
46,12 59,56 77,72 71,16 34,68 48,96 46,32 24,64
45,76 42,04 30,08 28,48 50,32 43,88 33,76 51,56
50,92 68,16 48,56 55,08 32,52 45,36 26,64 44,92
15,08 44,72 53,12 37,24 41,88 33,00 38,68 58,16
34,56 39,96 22,44 50,60 38,76 65,48 12,08 27,88
37,08 35,84 26,20 55,31 68,40 54,16 32,28 23,52
50,68 21,60 56,34 20,08 41,56 49,04 41,12 45,60
43,28 49,44 58,40 66,52 48,28 43,84 48,36 40,60
35,72 34,76 49,12 41,56 45,24 39,00 47,12 29,88
48,32 39,92 18,40 36,32 46,16 53,54 43,64 49,08
35,92 37,84 51,88 24 .88 24,80 46,20 41,48 32,32
46,72 33,12 10,04 41,40 47,60 38,44 38,64 52,84
43,60 10,08 31,76 30,96 31,32 36,28 22,12
46,68 45,12 55,36 33,48 42,96 19,12
63,68 25,60 67,80 41,32 37,36 28,36
62,20 4,36 69,16 52,20 47,32 50,52
59,00 31,48 21,12 23,52 45,84
47,12 40,28 38,56 31,68 41,40
15,92 30,44 50,08 49,80 48,00
40,08 17,76 25,56 43,24 ' 71,12
42,76 19,44 24,88 42,08 33,28
45,24 30,32 44,28 50,44 55,92
41,24 70,80 49,52 39,80 45,76
34,60 60,80 32,52 50,38 54,12
32,36 25,60 57,60 24,96 21,28
41,00 29,96 45,64 44,32 61,68
59,36 60,76 27,52 53,56 37,04
38,24 59,88 10,44 48,08 63,48
45,44 50,12 34,10 43,72 53,28
13,48 47,72 50,69 14,16 30,48
31,60 42,60 47,40 37,56 15,16
49,36 27,44 29,16 36,92
46,40 30,92 14,68 34,72
43,32 19,24 40,56 30,40
57,20 20,72 48,24 36,76
48,40 25,36 27,88 56,28
60,28 22,84 52,64 54,12
42,80 36,08 46,20 28,36
52,20 55,84 19,08 41,92
40,00 43,12 64,36 46,32
64,80 29,16 43,68 28,28
25,32 27,88 27,40 38,56
37,44 53,20 46,44 46,16
46,92 47,60 42,68 37,04
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lil - A Dia Zona Central (continuacién)

52,20 23,12 17,08 34,92 46,72 52,64
78,24 60,48 26,84 47,80 32,80 48,72
49,36 47,92 23,56 66,60 59,44
23,24 15,76 52,60 29,96 20,56
7,32 44,98 56,82 67,40 48,28
68,00 53,88 58,52 42,12 60,95
28,20 13,72 71,40 46,76 42,12
72,28 46,64 63,16 30,76 50,12
32,28 53,08 62,48 26,48 74,64
21,84 26,40 68,00 46,64 31,44
24,68 ; 55,08 39,26 56,32 46,68
45,84 42,80 36,92 55,20 65,48
67,92 22,60 41,48 82,16 47,36
80,68 44,36 42,80 73,40 51,28
65,88 35,64 49,66 52,48 36,24
61,24 51,72 61,88 30,36 30,92
16,00 8,20 80,68 33,04
54,12 50,16 52,96 25,64
60,92 54,44 66,68 24,76
65,52 67,20 73,08 30,68
30,60 28,48 62,48 56,70
47,40 33,72 59,88 56,44
56,48 50,76 74,12 52,12
60,00 40,36 80,20 89,04
60,60 62,68 28,40 71,60
28,24 54,40 39,64 46,60
20,52 48,64 67,32 57,24
29,52 35,40 43,20 67,08
46,24 14,48 69,28 66,12
58,84 43,16 39,76 51,64
8,16 50,72 43,64 57,36
22,92 20,80 61,68 33,24
70,20 43,96 43,96 39,48
25,64 46,60 74,12 45,64
38,64 29,92 67,28 50,24
23,04 37,08 41,48 45,96
48,76 17,96 46,28
71,80 70,16 26,28
67,00 16,40 57,45
46,68 10,40 57,10
57,32 28,00
39,08 49,40
36,00 21,16
63,48 15,36
21,28 36,12
66,72 60,80
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. 41 : 4.2 4.3 4.4
25,12 42,08 62,44 32,52 14,00 63,60
39,24 43,00 53,28 38,52 43,56 30,00
23,72 53,68 65,32 43,52 29,68 45,52
35,32 20,12 55,16 29,92 47,48 36,64
30,60 63,68 63,92 51,72 55,76 21,76
31,68 14,24 59,32 59,20 30,68 59,32
21,28 52,84 46,36 66,40 35,60 34,52
43,12 44,17 16,68 57,88 52,44 58,52
31,96 49,26 38,12 44,16 21,24 35,56
11,80 34,84 43,76 70,80 53,76 66,04
36,80 14,80 47,08 39,84 47,68
17,80 33,80 38,56 47,92 43,48
19,32 72,56 65,80 39,76 42,96
4544 46,28 34,32 55,80 55,08
34,88 58,24 19,20 45,28 49,20
50,32 35,04 64,72 48,64
21,60 70,04 59,92 56,68
38,68 44,80 61,48 61,56
37,88 49,12 26,76 13,60
21,68 67,68 35,88 45,48
44,88 70,76 46,52 38,56
27,92 12,40 67,28 61,96
47,44 35,76 57,04 46,92
37.40 57,76 49,60 11,16
35,00 29,04 52,72 39,40
44,92 37,08 47,44 53,04
37,36 30,76 44,16 60,72
24,32 19,16 26,16 58,40
61,60 65,56 17,76 45,44
17,40 48,96 25,88 13,52
31,44 50,88 35,36 62,52
35,16 42,52 53,96 48,04
45,15 38,60 53,24 42,00
25,12 44,64 47,80 29,00
41,96 34,60 2412 45,80
45,68 43,28 24,08 43,68
53,88 52,96 67,00 58,60
36,04 45,40 30,60 75,24
33,12 44,08 49,96
34,08 45,08 32,04
27,32 18,80
36,88 30,08
18,80 54,08
27,36 10,68
40,28 18,20
45,62 56,76
33,00 27,60
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Ill - A Dia Zona Central (continuacion)

51 o 82 . - &3 ;54 -

9,72 30,00 26,16 40,12 30,92 21,04 34,08 44,00
89,80 43,44 44,76 41,40 47,40 45,80 38,44 12,20
50,32 38,72 47,68 9,92 25,68 13,16 35,32 26,96
35,52 55,28 46,04 53,84 7,96 30,84 30,08 19,64
27,84 44,24 25,12 39,84 55,88 29,00 40,92 54,16
62,36 26,56 21,40 29,20 12,20 38,76 38,92 45,48
64,88 30,15 24,28 18,16 24,48 37,28 29,28 35,88
45,44 49,40 32,80 17,24 34,12 35,16 30,84 36,32
91,96 60,32 40,88 25,52 37,24 33,00 37,12 25,56
54,48 40,68 25,10 42,36 27,20 15,92 38,08
44,16 30,36 39,57 43,24 28,20 18,36 20,38
58,96 - 50,08 20,20 36,64 39,40 23,60 37,12
15,56 13,68 26,72 32,68 44,88
20,76 16,00 21,28 24,40 34,08
39,40 31,20 56,40 42,80 33,48
15,40 25,72 11,76 22,72 38,08
14,88 46,28 35,24 26,04 15,84
22,56 38,16 45,08 30,88 25,64
14,00 41,92 46,52 38,72 31,92
28,44 42,92 37,96 39,12 39,44
60,48 31,12 39,72 17,00 42,20
37,36 38,52 17,56 30,36 37,24
55,08 57,92 26,64 ; 21,00 39,12
42,96 32,16 32,80 28,00 47,40
39,08 44,20 42,44 24,64 33,28
30,04 35,04 29,56 49,20 46,56
35,04 32,82 25,96 23,64 32,92
56,44 43,08 38,28 49,44 54,08
35,88 25,28 15,04 15,20 38,92
60,08 41,96 31,80 17,76 38,96
45,60 36,92 15,44 30,40 35,72
20,64 57.68 41,84 11,20 50,76
54,08 24,76 46,92 45,88 42,92
36,00 14,56 41,20 33,16 11,12
42,56 41,71 24,24 33,12 12,04
53,12 28,92 47,40 32,84 39,52
25,08 37,40 45,76 46,64 20,04
52,28 33,32 41,28 41,32 52,16
60,48 34,88 16,80 38,64 35,00
24,36 43,76 38,44 46,48 36,64
73,00 29,20 40,76 29,40 10,24
46,88 28,68 17,84 39,12 40,00
46,68 48,32 39,16 42,68 20,38
20,56 44,72 29,72 21,68 24,96
29,28 13,60 11,96 33,64
55,09 21,56 18,16 8,52
55,60 42,88 47,72 15,84
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- 61. . 6.2. . 6.3 Y
44,28 29,92 68,84 56,52 50,80 46,40
53,84 63,24 38,72 42,04 19,32 23,84
55,00 42,44 50,44 47,68 53,88 33,64
5,80 59,48 82,32 28,04 49,96 66,84
61,76 26,40 49,04 49,68 30,76 29,12
45,08 24,08 16,32 47,85 23,52
4560 59,30 38,80 69,44 28,00
54,32 56,92 70,44 58,16 23,32
56,68 50,80 4524 47,92
52,36 16,84 36,80 38,76
26,76 54,68 28,72 65,00
49,88 48,20 69,88 52,72
57,96 56,80 25,32 35,68
50,28 48,56 47,92 36,96
4568 55,16 33,64 37,76
38,04 44,08 33,64 58,88
31,20 52,20 34,72 23,96
71,44 60,08 44,88 44,08
55,96 58,88 55,16 68,60
29,72 55,16 34,04 22,36
66,96 64,40 21,48 33,52
58,80 49,12 62,00 24,64
56,56 40,04 26,68 38,02
34,76 33,56 48,92 31,04
52,60 46,92 49,36 21,48
20,60 56,48 42,68 28,12
63,76 19,88 27,44 11,96
48,32 30,68 24,28 43,28
25,88 76,08 55,16 48,36
59,30 26,12 41,80 39,68
61,96 49,00 30,72 52,68
4348 56,16 48,48 4564
67,16 52,36 49,52 33,44
45,44 52,36 37,72 29,04
35,16 46,76 60,08 20,92
63,88 71,20 59,56 60,88
21,20 24,36 52,52 40,48
61,12 24,28 31,80 57,88
37,40 14,44 38,60 61,24
35,60 37,52 56,32 77,08
60,60 46,40 59,08 24,16
40,76 49 40 59,20 43,68
48,08 61,88 64,84 38,02
62,16 62,36 26,48

40,20 33,28 66,40

28,40 45,84 14,76

29,72 51,52 39,19
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R A - 1.y - 1.8 . T4
65,32 32,55 54,84 58,56 36,88
28,92 65,32 39,32 30,96 48,36
66,48 12,44 63,48 42,92
60,56 58,88 48,08 40,72
66,12 49,60 37,44 40,08
62,64 69,76 62,64 56,72
31,76 65,80 51,44 45,84
65,88 30,16 35,08 55,72
63,00 28,52 69,08 73,24
46,20 67,20 63,72 21,68
66,80 72,20 48,96 40,24
64,12 16,80 53,16 47,60
65,24 8,56 30,92 66,20
25,08 21,84 60,16 65,16
72,40 43,64 64,28 63,76
64,08 34,12 31,00 66,36
74,32 59,24 64,64 44,88
59,60 69,28 71,36 19,88
68,24 65,92 32,68 44,44
43,32 48,64 71,28 56,76
18,56 63,40 16,96 .51,52
31,64 45,52 59,96 41,28
86,72 59,80 52,72 67,36
70,24 20,96 50,48 37,40
49,80 48,00 42,84 48,08
21,44 24,44 61,80 68,00
54,12 25,80 70,44 57,12
76,16 42,00 61,00 37,68
60,56 11,84 46,68 53,96
47,04 34,88 60,44 58,52
64,16 26,24 48,40 52,12
80,08 41,88 60,80 41,52
54,92 64,12 56,20 63,76
59,96 46,08 72,24 16,84
58,40 50,88 30,20 43,64
81,76 58,32 70,68
70,64 37,00 64,00
71,20 59,24 46,80
55,32 44,92
49,20 39,12
26,56 19,04
59,89
49,52
55,92
42,80
51,44

33,64
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il — A Dia Zona Central (continuacion)
. 81 . .- . 82 ;o 83 | 84 .
28,40 15,56 41,16 63,80 56,92 49,24 63,96 57,16
24,60 54,80 63,08 37,36 47,96 41,72 41,32 40,44
86,60 48,36 63,76 58,70 36,68 41,00 46,04 52,92
51,36 50,12 51,64 57,86 52,28 52,84 89,68 31,40
54,64 55,04 39,40 43,20 26,84 56,04 33,44 37,98
23,48 16,32 57,12 31,48 61,00 37,12 50,04 67,84
17,32 57,00 63,20 10,12 55,68 36,68 29,00
31,40 26,04 50,16 58,52 56,36 34,36 22,76
51,12 55,96 58,28 45,76 48,04 39,08 33,40
22,72 49,48 44,96 44,08 44,68 46,52
56,68 43,12 40,36 29,65 49,52 35,04
20,36 33,96 47,96 28,12 36,24 68,56
66,40 47,56 63,72 29,46 47,44 49,32
33,84 65,96 29,64 52,50 66,68 57,48
36,00 49,64 47,40 53,10 37,36 49,68
30,60 67,16 59,48 12,08 29,84 62,76
49,32 45,48 52,16 43,68 19,36
60,08 49,40 44,08 59,56 44,96
40,48 56,68 67,96 31,96 49,52
28,76 47,88 54,76 40,16 41,84
47,88 54,16 14,12 65,88 37,98
59,08 56,16 28,24 51,92
50,96 53,03 69,16 59,52
62,48 21,16 38,56 54,40
54,52 48,16 46,56 39,20
68,48 51,24 51,96 47,40
65,80 49,08 28,36 58,40
14,20 59,84 62,52 56,48
53,80 32,36 34,72 51,44
46,40 46,36 43,88 55,28
17,60 56,76 43,04 47,80
46,04 39,12 52,84 40,68
56,40 54,12 54,92 50,24
55,00 29,76 43,72 35,04
35,40 39,96 51,56 44,20
48,20 53,48 48,56 38,16
60,52 55,48 42,48 60,16
39,92 55,98 32,40 35,92
35,84 55,52 40,12 46,84
43,28 26,92 38,08 45,56
59,60 66,08 49,68 25,96
53,84 49,48 37,56 37,84
55,20 43,52 52,64 31,04
31,96 53,00 42,08 36,56
39,44 16,92 46,80 44,24
39,64 61,36 52,28 34,80
36,28 51,28 38,52 64,96
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.91 : . 9.2 9.3 . 9.4 -
37,36 50,16 49,80 33,12 45,48 67,68 33,24 51,76
33,48 42,56 4520 59,88 54,80 61,80 23,56 22,80
48,32 31,64 56,12 41,24 30,96 54,84 56,44 49,64
27,88 22,16 10,52 43,92 46,44 12,44 43,88 43,08
26,08 41,52 42,92 53,64 23,36 59,32 49,80 42,20
37,96 44,16 22,24 61,28 33,72 53,40 11,40 30,12
41,36 50,40 52,76 45,80 27,16 69,24 64,40 54,52
38,31 58,04 62,72 55,32 34,64 21,32 55,40 29,15
20,72 45,88 33,00 30,76 52,68 39,96 47,64 28,89
52,56 32,84 37,96 26,68 31,28 22,76 26,72 73,28
47,48 46,57 19,00 39,16 19,20 42,32

52,36 41,12 52,56 33,76 57,12 33,12

49,08 42,30 46,92 44,88 56,76 55,92

45,24 26,48 4496 37,68 29,76 38,52

54,16 28,68 48,44 14,92 41,24

50,40 53,44 58,12 46,19 49,04

34,84 45,16 54,84 47,64 30,32

35,84 9,40 53,32 46,80

52,64 37,04 44,32 35,24

45,40 45,20 47,24 35,16

45,68 50,24 41,52 58,48

40,84 71,24 33,80 41,36

35,12 27,44 36,80 46,80

65,80 42,28 17,32 35,44

62,44 36,28 30,24 48,88

44,00 4268 32,60 16,12

42,52 36,32 23,72 48,08

45,16 41,60 61,08 14,84

40,00 49,00 32,68 31,12

38,68 60,12 58,80 36,52

40,16 40,44 42,28 35,12

16,60 63,20 56,52 59,56

52,68 94,32 43,68 31,64

23,64 45,40 34,68 44,92

24,52 59,52 32,08 44,40

54,84 59,28 31,48 48,56

49,30 59,60 55,21 47,28

51,40 61,12 52,68 40,20

37,72 54,80 23,72 34,08

47,60 23,32 32,12 54,40

62,16 40,20 56,56 48,88

31,68 52,72 55,92 4412

53,24 16,76 55,24 30,00

40,00 23,12 36,80 24,56

47,64 51,92 47,76 38,40

44,32 47,80 28,20 44,28

61,08 42,40 22,56 27,20
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o 104 - 102 » 103 . 104 - -
26,24 46,80 50,76 42,28 38,32 59,16 4544 27,56
32,88 28,24 46,00 46,12 34,72 49,60 29,04 33,72
44,32 51,60 47,20 53,36 32,04 65,80 32,60 36,76
48,84 35,24 17,88 45,00 51,88 61,64 30,96 22,84
12,32 32,36 43,92 51,28 47,44 30,32 55,60 49,36
49,92 15,92 47,20 56,12 41,76 29,80 30,40 12,52
44,28 50,76 63,80 40,88 49,76 28,00 46,92 43,80
49,44 48,88 47,88 53,32 35,84 34,48 18,60 35,48
49,88 19,12 28,20 63,08 40,80 19,12 29,24 40,80
41,08 16,36 27,96 44,88 36,04 40,06 34,08 13,84
22,40 49,56 48,68 30,32 49,80 31,40 43,64
53,12 12;32 19,80 34,44 4548 24,16
13,84 56,92 50,48 30,84 38,56 45,56
10,68 33,24 35,00 40,06 31,04 45,20
37,88 38,56 53,00 50,32 4124 40,92
45,88 29,76 62,00 12,08 26,16 28,28
47,44 49,40 51,08 47 44 27,96 12,72
50,08 19,04 17,40 30,96 36,96 37,16
35,36 48,00 41,84 27,40 18,28 15,88
40,16 44,36 54,96 42,72 24,04 52,68
43,52 51,28 50,68 51,40 12,60 36,04
33,52 50,00 41,24 31,72 37,16 29,84
30,20 41,48 22,28 38,56 60,56 42,64
48,88 34,64 55,48 36,08 56,20 27,44
33,80 40,36 30,04 46,44 32,04 34,25
12,56 43,16 63,92 10,56 52,44 34,40
32,88 39,76 49,88 32,20
42,76 30,84 35,12 21,80
64,80 44,72 37,80 35,24
55,08 57,80 36,16 54,16
45,28 36,12 13,40 42,76
52,20 52,00 44,96 10,76
42,72 37,88 55,84 42,68
40,36 57,20 25,76 44,08
49,44 36,60 34,96 35,48
52,64 22,36 50,72 34,04
23,96 77,04 19,88 54,40
42,16 48,28 57,72 27,24
40,16 68,88 42,56 17,96
39,76 39,00 48,24 32,16
52,32 55,64 62,96 46,48
5,76 25,40 24,44 45,60
12,48 39,52 17,36 53,64
45,00 44,12 34,64 23,80
20,48 36,52 57,68 28,72
36,36 25,64 26,08 40,68
48,96 33,16 20,92 27,84
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11

1.2

1.3

52,04
38,24
28,2
34,36
22,32
44,44
53,44
27,48
62,52
51,76
42,64
52,25
23,88
56,96
34,48
19,24
59,16
54,08
63,92

24,28
29,52
20,68
20,72
40,96
38,88
41,04
56,88
23,12
58,64
56,04
52,84
30,36
53,8
20,72
50,36
32,32
53,44
74,36
52,25
52,25
50,84

50,84

66,28

62,32
60,12
40,08
62,12
69

52,76
50,92

56,2
34,76
56,08
49,52
71,56
66,16

61,8
47,12

53,8

52,4
43,56
50,88
23,08

8,92
46,68
65,88
45,36
52,64
28,64
31,88
43,24
74,68

77,4
65,16
73,2

56,4
77,28
32,86

56,8
18,72
47,44
44,56
36,12
52,96
41,68
66,28
27,08
31,84
46,72
52,32
61,48
50,72
65,88
76,44
38,08
56,24
43,68
42,16
57,32

51,8

486
58,48
65,88
52,96
32,86

2236

52,28
39,16
57,36
55,36
51,16
34,44
12,32
21,8
42,16
45,88
25,88
58,08
43,96
35,48
37
44,12
30,72
19,4
436
59,08
39,72
49,68
54,6
49,16
50,52
62,6
43,16
51,92
16,48
51,24
24,88
57,44
25,48
31,84
71,48
33,24
72,8
51,48
50,4
39,56
28,56
49,56
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9,56

.. 21 22 T 23 S 24
55,44 4786 216 31,6
22,88 46,8 45,52 45,24
42,2 30,44 32,72 71,12
50,96 42,2 472 46,28
53,28 57,2 26,2 51,6
56,76 35,84 46 44,92
33,4 34,4 38,6 55,08
20,6 64,4 32,32 45
29,64 46 42,08 40
16,8 51 36,8 34,32
46,68 67,08 36,16 43,8
68,52 49,36 36,12 17,88
23,56 28,28 66,12
63,16 12,6 36,68
12,36 32,36 54,84
37,56 39,56
53,76 34,88
55,56 37,04
43,24 10,72
58,52 15,48
10,4 17,88
49,72 31,96
48 44 46,92
46,6 20,48
38,52 43,52
38,4 63,36
60,2 35,04
38,48 42,68
19,32 53,84
61,36 60,4
432 30,12
69,16 33,48
34,84 59,4
36,08 36,84

13,48
31,96
25
47,48
12,4
44,2
54,6
8,96
35,44
53,24
42,28
446
16,12
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106

- "3-.1. i

3.2 - -

- 3.3

34

52,44
67,4
49,84
20,12
59,64
62,44
68,88
63,44
75,44
56,68
35,16
45,88
58,56
51,08
71,16
51,64
41,96
57
416
56,32
42,36

49,44
40,88
25,28
54,04
57,64
62,2
60,76
48,36
33,68
43,4
61,16
51,48
35,52
63,48
47,88
46,12
56,16
38,72
45,44
47,92

59,6
4436

55

63,92

4544
41,84
43,44
53,68
21,08
35,12
26,48
17,28
52,44
55,6
18,24
55,52
46,48
16,44
49,92
47,96
22,88
12,68
66,88
72,68
37,08
27,52
46,23
49,12
45,16
63

20,2
50,21
42,92
49,44
47,96

40,2
48,72
71,36
37,52
50,64
65,08
68,12

47,2
31,92
87,68
65,36
70,64
67,84
64,16
25,24

53.4
10,64
34,12
47,36
21,56
25,44
41,72
67,24
74,68
55,16

31,8
61,52

39,6
15,08
44,88
39,64
78,56
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69,66

.41 _ 427 4.3 2 44
40,56 60,24 48,44 44,68
49,24 54,6 20,72 52,72
71,84 59,72 69,66 36,56
38,04 69 16,12 36,2
51,36 31,52 45,62 37,72
66,04 52,56 46,64 44,24
68,88 65,92 19,92 58,76
47,72 65,88 68,88 66,08
32,28 72,16 55,6 30,68
88,12 36,76 38,96 22,2
65,88 14,92 52,52 62,56
71,04 79 46,36 50,6
68,16 56,88 56,76 25,08
64,72 67,48 17,56 33,76
25,44 53,04 46,68 69,68
53,8 46,48 67,6 55,4
35,32 65,48 51,8 19,36
47,92 42,92 48 40,96
22,04 46,92 63,28 66,48
258 51,44 20,2 20,3
42,52 68,6 16,76 55
67,56 70,24 43,36 27,44
76,12 70,08 16,52 65,64
56,2 62,12 15,36 64,88
31,92 68,16 45,32 37,72
61,68 71,12 74,04
40,16 40,8 47,2
15,36 52,08 50,24
4528 54,04
40,28 44,76

63,76
49,4
56,6

47,84

55,39
31,6

38,92

43,96

55,96
19,12
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o0 8 - 5.2 N > .. .54 .
51,68 33,56 34,44 52,68 17,28 56,52
53,56 39,4 33,6 24,48 37,96 37,72
44,04 39,92 37,36 49,12 28,88 40,64
55,76 58,36 33,52 40,88 28,76 35,64
52,52 46,24 45,84 24,16 44,88
61,76 40,8 43,76 184 37,36
42,92 40,6 50,36 24,64 14,24
33,4 12,64 36,32 12,4 13,68
52,15 39 14,4 36,08 37,36
41,6 49,16 47,44 29,2
57,52 48,16 26,64 3524
53,12 28,52 32,6 39
53,45 43,04 24,76 38,04
60,76 27,28 38,2 25,28
62,96 44,8 44,32 34,92
24,52 48,04 18,24 14,76
29,16 35,12 22,88 22,16
24,68 47,96 44,28 23,08
46,04 448 13,48 38,76
44,08 52,24 43,88 19,4

35,12 12,32 50,28
22,56 62,08 35,76
36,2 54,8
44,04 50,4
39,04 39,24
39,4 20,84
41,68 31,44
48,88 13,04
23,04 28,84
48,36 31,32
32,72 25,32
33,64 51,92
31 49,92
32,92 44,8
35,96 39,24
48,56 50,6
44,56 496
37,84 43,84
50,44 40,52
30,64 51,68
25,64 46,4
56,32 26,92
32,8 53,96
30,15 40
378 22
47,36 13
28,6 58,84
26,32 25,16
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6.1

ez

6.3

64

25,72
40,2
45,32
39,24
49,08
40,04
29,88
17,08
42,68
56,08
34,76
62,8
43,48
19,72
11,92
14,28
40,52
12,04
20,8
28,32
21,2
50,72
46,64
50,76
38,88
58,76
48,92
42,24
57,68
56,12
44,56
55,14
56,12
54,15
216
17,88
13,6
21,15
21,72
44,96
35,56
49,32

53,48
55,44
23,64
27,52
41,08
18,92
10,36
32,64
52,56
12,68
27,24
25,04
33,28
19,68
67,08
51,28
41,32
56,08
15,76
20,08
43,68
28,28
35,84
376
52,36
62,04
31,96
59,76
55,48
49,84
50,24
61,12
29,08
55,52
26,6
36,12
48,64
37,4
29,14

42,32

31,60
46,52
38,16
44,28
55,40
16,20
38,20
30,92
28,40
44,16
22,68
49,92
32,84
15,28
15,84
29,72
21,12
40,04
35,52
22,60
42,12
13,68
61,12
35,32
51,24
32,24
43,56
49,88
48,44
27,28
33,84

63,6
38,08
53
55,72
38,36
63,88
48,52
39,68
54,12
30,68
46,96
41,88
27,44
49,72
38,92
48,72
33,8
46,96
27,4
53,24
49,04
28,64
19,44
52,08
79,08
35,2
48,48
65,88
42,64
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74 . 7.2 . 7.3 7
39,36 15,23 45,04 41,32
35,8 61,12 50 53,44
34,26 64,32 46,44 41
39,52 23 46,88 33,96
42,56 78,36 36,32 54,08
53,76 42,96 47,12 44,68
37,12 74,88 38,72 44,12
34,28 47,92 54,23 44,24
50,28 14,3 32,84
37,08 68,6 67,44
14,96 25,98 50,4
37 52,8
34 30,44
26,24 22,12
20,84 61,25
30,8 60,95
55,68 36,25
26,04 37,89
38,44 36,58
36,68 . 4589
39,76
42,6
49,36
38,96
41,88
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8. 8.2 . ‘8.3, - 8.4
38,72 30,24 39,68 39,44 52,12
50,16 47,08 50,64 57,96 45
50,36 38,32 39,48 20,15 15,24
63,12 446 17,52 50,36
43,8 42,24 26 16,64
66,04 48,52 50,04 4568
64,72 47,12 67,72 70,44
68,36 51,72 46,04 27,16
71,24 53,92 58,28 40,68
64,92 43,76 70,36 484
54,48 47,36 73,36 42
55,96 57,6 32,72 57,8
59,96 9,64 66,64 21,68
42,72 38,04 23,88 40,52
80,48 29,52 28 77,68

48,84 43,96 42,92
41,12 16,6 44,96
27,88 54,92 64,52
48,4 60,56 23,44
47,62 53,76 41,24
39,44 19,6 59
32,44 63,12 46,2
18,32 20,84 41,92
65,6 57,28 37.8
14,92 62,76 14,92
11,88 29,88 21,68
19,96 17,08 56,8
474 59,56 42,68
454 61,76 27,04
42,72 54,76 52,04
11,16 50,68 48,16
10,2 63,52 46,08
51,16 13,4 13,24
35,44 20,15 4432
446 56,02
30,44 22,48
8,72 58,48
20,48 41,56
434 19,62
41,36 25,68
10,8

38,95

476

38,68

45,56

44,23

57

446




Capitulo 4. Resultados

il — B Dia Zona Periférica (continuaciéon)

112

.- 9.1

9.2 -

9.3

94

36,52
65,12
56,16
40,4
41,15
67,04
71,84
77,12
61,36
57,96
72,6
66,32
26,3
66,72
62,2
39,4
68,84
38,95
68,25
32,25

27,56
72,04
46,88
40,24
62,52
27,68
53,48
14,36
62
48,16
61,24
31,36
24,84

42,36
50,96
68,24

31,6
49,32
43,88
52,56
44,44
44,84
53,88
16,76
52,84
60,48
35,32
53,56
28,64
50,04
17,52
39,88
34,04
39,92
49,96
30,84
42,28
34,02
63,72
50,52
54,68
45,36

48,24

59,2
35,6
11,6

50,48

44,44
63,44
29,68
62,04
54,96
38,12
63,76
52,52
42,04
69,28
46,56
26,16
52,88
55,04
42,84
40,48
52,28
54,2
22,16
54,98
48,6
55,56
43,28
43,52
30,4
42,88
49,4
42,36
35,26
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L S 102 - 103 " 104
42,36 42,16 43,8 36,87
47,92 27,16 50,68 37,24
38,92 47,48 33,2 20,56
284 44,44 51,16 31,92
27,24 45,08 34,32 16,52
36,44 36,28 47,72 18,44
28,48 39,36 38,64 47,64
26,44 18,64 30,04 39,04
338 43,96 40,28 52,48
52,64 44,72 21,44 49,56
37,88 35,12 48,44
24,64 59,32 49,32
37,36 51,6 59,52
30,32 13,96 39,2
47,36 12,64 28,68
21,68 13,92 49,76
33,92 49,96 476
43,2 36,8 43,64
25,48 40,24 48,44
48,8 49,28 19,96
46,56 27,2 33,88
26,56 36,32
50,2 40,36
28,04 35,48
34,28 35,8
37,12 40,23
354
30,64
57,44
42,6
43,84
46,6
41,2




Capitulo 4. Resultados 114
il - C Noche Zona Central
311 D 31.2 3.3 . 314

65,8 54,04 50,88 51,52 47,04 43,68 49,64
33,84 53,24 50,76 58,96 29,4 31,58 52,96
48,24 44,28 39,68 41,32 42,88 31,76 43,76
55,2 54,92 33,76 42,36 30,12 31,76 36,92
41,12 14,68 4592 46,56 31,88 30,32 38,48
36,76 28,56 53,2 56,32 13,96 29,64 43
49,2 60,48 51,32 26 32,2 36,32 13,08
22,2 35,48 49,52 48 37,16 41,36 37
39,56 52,12 49,76 40,64 41,56 47,72 34,36
34,32 66,16 62,28 55 41,32 14,6 54,16
56,88 53 18,08 53,32 33,64 16,64 46,64
41,68 36,92 51,88 46,6 34,76 29,28 46,04
48,04 28,12 50,04 26,6 20,48 38,8 45,64
34,56 29,32 25,92 24,76 47,52 37,24 54,72
29,28 55,48 49,72 47,88 42,88 51,64 36,8
52,08 56,14 19,24 42,12 49,82 38,36 30,72
12,36 55,6 48,24 37,6 47,21 45,12 21,52
58,2 55,6 4548 29,84 47,21 37,88 43,88
29,04 53 31,92 49,82 48,36 25,32 55,68
56,14 46,92 47,8 50,08 42,44 18,28
22,2 24,64 64,36 39,8 29 43,48
58,56 49,56 57,72 42,04 57,16
42,72 42,76 47,21 53,16 39,56
36,72 26,4 28,24 28,72 49,8
48,8 48,68 49,28 38,32 12,96
24,04 42 50,48 33,84 37,32
46,56 42,64 442 49,2 31,58
55,32 53,24 48,08 49,8

42,4 46,2 28,44 43
29,84 35,72 52,4 55,76
4712 40,08 346 35,04
41,28 60,52 55,96 442
48,88 55,08 52,92 40,32
49,52 43,72 51,8 33,6

55,6 44,08 48,36 4468

50,4 51,6 50,08 19,6
61,08 48,64 39,16 31,52

18,84 48,4 54,4 48,72

37,76 53,16 24,8 36,92

51,44 43,28 39,8 31

39,56 53,96 20,92 23,8
49,04 46,92 28,88 45,08

13,2 42 46,2 6,68
60,68 79,76 36,32

21 19,72 33,08
48,68 49,36 44,36




Capitulo 4. Resultados 115
lll - C Noche Zona Central (continuacioén)
321 . C 322 1323 - - 324 .
2324 4388 3164 | 306 2968 | 1112 51,8 | 3432 4164 382
334 2416 31,16 | 3472 224 | 3408 2952 | 4392 41,72 39,96
3252 3368 3488 | 1596 3872 | 548 2908 | 1292 2056 474
34,08 394 37 4096 37,72 | 42,04 38 4104 4144 11,52
4656 3824 3256 | 4208 30,52 | 47,48 4064 | 4052 37,08 40,2
3348 1668 2992 | 356 3456 | 39,12 46,88 | 242 42,04 44,08
3244 3264 24,94 13 146 | 4756 1604 | 3604 466 3536
6,28 13,6 37,2 274 4648 | 16,72 4396 | 264 36,4 48
34,24 21 9,36 39 53,16 1572 | 142 52,08 51,32
12,24 28,88 19,16 4228 | 1324 2696 | 456 4684 2944
41,56 36,76 1744 3976 | 326 246 | 2656 445 14,88
18 26,08 972 4288 | 26,96 2948 | 3316 4396 42,16
36,96 18,28 10 42,92 | 52,01 182 | 1244 9,52 40
31,76 43,84 41,32 36,16 39,44 2468 | 27,08 51,16 26,98
17 27 2428 1968 | 4556 436 | 1224 346 445
31,68 24,44 3532 18,52 39 41,48 40 27,52
3536 38,48 4124 1144 | 3316 844 | 1144 5276
3348 31,88 33 358 | 3648 10,24 | 3388 36,76
23,2 9,68 11,36 296 | 3344 3244 | 2072 41,36
34,32 38,08 52,2 36,6 408 14,36 | 31,08 43,48
34,44 34,04 4468 3244 | 2596 4184 | 2196 32,76
40,28 14,28 2876 50,92 | 37,36 9,8 37,76 36,36
32,68 27,24 16,64 2276 | 43,14 36,1 466 38,28
148 21,96 30,28 33,12 | 31,88 43,14 | 31,88 21,72
4448 22,52 1276 358 | 37,36 26,28 24,32
12,52 26,44 31,04 374 | 44,08 39,04 14,48
432 28,92 23,48 26,4 2268 39,44
14,08 24,32 31,44 248 4392 202
18,96 39,56 31,88 36,48 3428 47,88
36,2 31,72 49,16 42,56 2698 17,16
3516 24,94 30,92 13,16 29,12 13,84
38,92 24,96 34,6 36,4 36,84 36,24
3596 21,84 37,4 34,56 426 61,8
3224 42,56 28,2 17,88 39,04 36,56
4724 24,6 39,04 31,36 22,04 30
1264 31,92 4524 37,68 428 3596
4508 37,2 45,76 41,8 4024 2228
3552 37,84 14,48 13,8 36,36 39,76
3528 29,44 54,76 33,4 294 44
10,92 36,08 37,08 32,28 3884 22,8
36,44 13,88 32,92 45,92 30,72 53,96
14,72 2964 22,96 37,76 3716 11,36
264 29,16 35,16 5,12 18,76 52,56
268 3272 50,44 18,72 31,2 9,64
37,48 2584 19,92 39,52 29,56 34,36
436 18,96 16,12 36,96 16,72 44,28
1244 764 35,56 39,96 40,36 41,48
11,64 3448 42,84 34,08 422 4348




Capitulo 4. Resultados 116
il — C Noche Zona Central (continuacién)

331 . 133.2 33 - 334
35,64 46,04 19,84 47,2 59,92 56,72 414 48,84
37,72 42,4 25 40,76 59,44 39,4 39,52 40,08
40,24 458 39,6 33,8 47,4 43,92 35,6 23,88
47,84 59,92 28,24 46,16 41,44 40,92 53,88 31,2
37,16 64,92 32,08 41,36 47,32 59,68 57,88 46,36
41,38 53,92 32 45,8 38,84 24,12 47,36 40,32
41,64 51,64 50,6 20,84 7,64 25,68 34,32 42,28
47,08 54,4 35,36 55,44 45,76 41,24 39,92 45,08
36,64 15,96 43,28 27,52 37,52 46,12 60,12 33,04
56,12 48,96 52,56 57,76 42,2 50,48 15,04 46
53,8 48,28 42,92 59,2 24,64 71,12 53,4 51,12
40,16 45,92 34,2 25,04 55,24 49,2 46,28 30,88
56,48 57,16 48,68 40,94 49,88 35,44 30,88 48,36
61,2 38,48 58,28 49,96 47,96 46,2 41,96
28,28 28,32 41,28 69,2 24,4 40,04 23,4
34,04 62,72 49,04 66,2 55,24 27,16 23,04
54,76 29,96 46,96 57,24 59,92 44,76 52,36
53,32 39,12 26,8 51,72 38,84 46,28
31,04 55,96 36,56 64,72 42,04 48,94
44,32 43,4 49,32 44,72 46,64 51,38
69,56 35,64 4544 36,88 46,28 52,12
49,72 37,16 25,72 42,64 41,52 56,74
27,72 41,38 53,28 44,8 60,96 46,36
224 40,32 44,44 52,12 37,48 23,4
40,32 38,4 49 30,8 50,56 37,5
12,08 22,24 19,72 68,64 15,56
38,4 54,6 39,12 39,24 39,2

40 42,1 31,16 18,84 41,48
23,12 45,92 53,52 49,52 48,94
22,24 48,04 37,88 39,72
20,8 11,12 44,64 37,5
62,16 47,64 19,8 43,2
31,28 37,32 58,08 51,38
42,16 36,44 56,72 48,36
26,4 7.88 40,6 52,12
32,68 47,84 62,68 52,08
22,36 40,94 43,2 24,8
22,44 28,88 28,6 37,24
41,76 56,12 36,36 45,64
38,04 17,96 61,28 30,68
56,96 27,08 43,76 41,16
51,64 25,04 36,16 44,36
34,76 30,08 31,6 56,74
45,48 50,88 56,08 34,16
54,6 30,2 66,4 49,32
58,52 51,64 27,92 27,32
44,16 33,36 57 57,96
42,1 30,76 46,64 22,44




Capitulo 4. Resultados 117
il — C Noche Zona Central (continuacién)

o 34 S 342 ‘343 . I R
40,4 35,68 49,64 46,64 28,12 40,04 36 32,64
28,12 18,6 51,56 40,4 27,88 50,64 40,36 32,12
31,04 38,16 40,68 38,8 22 34,76 35,36 50,6
46,16 18,24 27,92 26,4 28,84 25,64 22,32 17,84
46,28 22 39 26,78 30,04 10,88 23,28 11,84
33,96 21,92 53,72 39,64 38,64 12,36 34,04

38 41,16 16,44 18,4 26,36 45,76
33,92 16,44 33,36 26,48 26,96 456
394 32,68 46,6 23,88 27,48 22,04
44,8 27,8 34,4 38,24 18,92 39,4
38,16 43,76 26,78 15,24 26,4 36,16
26,8 25,32 15,36 22,6 21 34
44,32 33,56 55,88 23,16 39,88 34,04
27,44 38,72 35,72 276 25,48 35,32

- 39,76 16,56 50,2 29,24 12,44 53,48
27,88 30,6 39,32 43,36 30,8 52,2
17,04 38,16 27,2 35,64 22,64 42,16
26,28 40,2 32,6 21,48 17,52

28 47,16 18,44 33,08 34,12
24,08 . 47,4 17,48 26,28 38,68
15,04 13,64 32,64 45,28 49

38 53,84 28,16 10,84 18,52
42,56 34,56 22,12 2464 48,32
40,32 24,12 40,92 34,08 22,6
32,64 47,72 30,68 15,88 21,84
30,52 34,08 33,96 46,16 52,08
34,64 19,4 26,44 29,2 24,36
28,4 49,28 27,24 38,92 37
43,8 37,28 20,88 45,12 31,04
47,24 44,16 38,64 34,56 32,36
36,08 4328 25,28 40,24 45,12
36,72 47,88 28,4 28,76 22,08
30,8 43,64 36,44 35,48 31,04
24,36 18,08 36,64 29,08 22,68
376 47 41,24 37,32 43
23,8 31,8 24,52 32,04 37,52
18,64 39,76 25 33 16,84
27,04 20,24 26,92 35
15,44 42,88 33 43,8
27,68 49 28,44 40,72
32,76 41,88 22,84 34,04
30,2 15,36 26,92 38,12
13,52 37,24 18,64 39,84
32,56 39,6 29,44 30,4
23,92 54,48 15,52 39,48
246 42,32 18,24 32,4
38,72 38,96 21,64 47,2
38,4 29,28 23,24 50,92




Capitulo 4. Resultados 118
lll - C Noche Zona Central (continuacién)

R 4 AN L 352 . - DT . & M - 354
36,8 27,62 34,14 42,84 51,04 47,52 24,16 26,92
18,12 19,08 44,8 34,16 31,24 44,76 36,56 36,72
39,88 12,32 10,64 26,48 47,52 28,28 42,04 29,28
40,68 21,72 354 346 17,44 21,2 45,32 15,48
35,12 29,6 13,28 30,36 35,88 56,84 57,16 32,84

34 36,76 19,24 12,2 54,56 43,4 23,08 27,2
23,56 33,6 39,44 39,6 16,28 37,64 44,08 24,88
38,52 6.8 36,56 26,48 51,4 56,4 40,64 12,88
42,44 35,64 29,68 26,48 42,68 47,44 23,56 36,2
32,08 35 23,28 36,72 46,12 23,4 19,24 39,88
36,48 35,84 20,72 35,24 40,92 40,24 28,02 32,12
20,76 21,04 28 23,52 33,32 42,32 45,68 21,56
39,2 39,84 32,92 22,44 47,2 48,16 46,88 14,04
39,88 39,6 36,14 41,96 49,48 21,72 28 28,02
39,24 27,64 35,08 35,8 46,28 29,56 48,84
28,04 19 13,2 12,72 27,6 29,2 40,52
22,6 9,72 33,28 35,44 42,72 35,76 62,72
16,96 34 11,52 34,6 40,92 23,92 18,72
33,24 324 34,84 29,92 45,52 48,08 38,24
30,84 30,36 32,92 31,52 38,16 34,44 442
46,88 29,36 31,6 33,16 40,4 35,72
28,12 40,9 30,16 27,44 43 35,16
35,08 23,72 30,04 9,24 42,12 29,04
27,8 27,24 40,08 32,08 34,16 39,92
31,04 36,76 30,68 38,08 17,64 33,72
30,52 35,52 40,28 36,04 23,24 13,52
19,04 28,28 32,68 31,16 49,8 41,4
28,64 28,2 32,08 16,4 45,48 15,44
34,76 39,4 33,24 26,72 40,76 38,12
38,68 16,68 39,88 31,64 41,92 37,88
40,36 33,38 37,68 27,92 42,32 31,2
25,68 22,4 33,84 30,4 19,12 45,76
42,2 11,36 13,2 37,36 17,24 38,24
42,04 41,16 41,24 32,8 20,56 45,44
16,2 39,32 42,56 7.92 36,88 38,36
36,16 32,64 38,28 44,68 41,76 19,12
33,96 31,2 36,68 36,84 34,44 57.8
32,68 39,44 36,64 36,56 48,44 34,68
394 14,24 49,16 19,76 53,44 21,08
23,2 36,32 35,2 41,16 35,8 48,44
10,88 33,38 21,72 36,14 36,28 33,6
23,2 40,9 38,12 34,14 28,44 18,24
36,84 27,62 36,52 52,36 39,36
30,48 32,92 13,36 20,28
41,44 27,92 56,08 13,6
35,64 21,92 38,28 38,96
476 16 39,44 27,6
33,96 36,52 18,8 33,32




Capitulo 4. Resultados 119
Il — C Noche Zona Central (continuacién)

.. 361 . 362 36.3 364 -
36,24 35,72 40,6 38,84 39,16 41,24 43,6 43,36
49,84 23,76 39,48 40,52 34,16 49,32 24,8 36,48
43,96 22,72 21,28 42,56 36,12 54,36 39,76 29,84
54,2 17,88 32,56 414 25,08 34,68 52,92 38,56
29,96 452 41,64 17,56 52,52 17,28 44,88 25,64
58,88 47,44 22,68 44,08 3548 60,08 60,12 15,68
35,08 48,28 46,8 36,2 32,48 48,32 30,68 24,36
44,76 30,88 41,48 29,04 15,44 41,8 47,68 37,96
25,44 36,72 40,2 49,52 25,44 36,96 38,8 13,84
428 21,72 37,64 34 34,64 29,76 27,2 45,6
44,48 39,4 40,84 32,28 32,08 40,2 28,44 35,56
17,48 45,52 20,36 33,24 39,96 59,24 32,84
49,2 23,32 25,24 20,6 47,96 50,04 43,04
29,64 18,92 31,32 33,76 40,76 38,84 26,2
47,24 14,04 28,56 37,88 22,08 34,68 454

40 16,16 25,2 44,68 54,64 39,6
14,4 54,88 24,56 41,04 12,68 48,8
40,48 352 35,76 39,4 44,04 37,28
41,64 44,2 12,36 37,72 34,32 45,12
38,56 47,24 41,08 20 44,96 45
41,68 36,24 36,16 21,4 36,96 25,8
57,56 43,8 11,56 46,16 32 . 42,2
52,4 25 38,04 54 34,84 47,44
44.4 47,76 48,76 41,52 41,12 42,8
25,12 22,44 45,64 45,92 19,92 41,08
47,28 19,84 23,08 37,76 37,12 46,4
17,92 63,84 32,34 25,04 40,36

47 41,6 35,04 27,12 26,68
34,4 36,6 45,28 50,52 13,16
52,56 30,2 38,4 51,12 38,92
32,6 45 47,4 61,88 38,48
17,6 28,4 37 32,48 38,48
37,56 12,4 46,48 23,8 37,48
36,04 44 43,6 17,52 34,28
28,88 31,8 37,08 34,48 452
50,36 27,48 24,88 19,68 47,6
59,08 47,04 20,44 45 56
35,68 21,76 31,76 21,88 52,76
33,8 18,96 22,88 52,68 29,48
39,8 41,68 30,32 17,12 26,48
32,6 36,24 48,84 31,36 26,96
49,6 354 36,96 31,8 16,24
37,4 41,88 34,8 59,8 20,32
32,88 17,56 32,64 40,76 42,44
32,76 46,08 16,72 25,64 23,96
48,4 31,96 32,34 37 22,36
48,56 40,88 40,4 21,84
46,48 29,88 25,8 40,6




Capitulo 4. Resuitados 120
il - C Noche Zona Central {continuacién)

C 31 372 - 313 . 374 .
426 38,24 56 58,12 61,24 51,68 51 38,84
18,44 43,92 18 20,48 39,04 35,44 47,84 23,24
32,04 33,52 56,8 25,8 69,72 39,88 52,96
33,92 10 57,16 52,92 17,24 33,72 60,08
43,32 19,84 27,44 55,24 64,12 50,28 34,32
19,12 19,84 50,16 58,68 51,8 39,52
30,6 40,84 62,52 48,08 33,92 30,08
42,52 41,16 56,6 42,76 53,72 44,16
46,28 37,96 48,88 42,8 12,52 32,48
14,28 454 16,64 46,76 22,32 32,6
496 31,84 43,6 19,36 35 52,28
58,68 49,04 45,88 27,24 42,16 59,72
33,96 35,6 66,96 49,12 45,34 43,56
52,04 54,56 63 47,88 49,92 50,52
49,8 44,56 71,4 57,64 27 45,34
46,88 47,2 54,2 49,2 51,24 36,92
51,88 17,88 54,4 15,88 34

33 38,8 49,44 4524 40,24
54,04 41,8 47,12 35,44 13,16
48,12 12,36 22,08 57,64 57,48
53,6 52,84 47,48 32,76 38,48
49,36 48,76 41,36 14,92 31,32
55,8 34,12 51,16 51,56 47,88
31,88 24,92 41,84 56,68 52,28
30,76 27,8 59,52 51 48,76
31,32 52,28 27,12 50,76 60,56
43,6 31,96 64,84 55,16 47,04
11,2 47,16 49,28 50,08
26,64 52,44 33,48 29,2
40,28 16,44 61,32 27,32
40,32 47,88 36,92 36,92
25,4 28,44 40,64 53,92
51,12 40,44 2272 33,68
9,4 48,6 35,6 56,76
23,8 48,88 43,04 56,64
19,6 60,64 34,68 44,48

23 45,72 30,36 48,88
46,04 49,32 59,8 44,36
52,92 54,8 22,12 61,52
34,76 57,28 42,88 51,28

51 63,48 53,12 34,92
14,52 48,36 49,96 55,64
51,08 50,44 51,4 42,2
31,56 53,2 45,36 54,8
49,12 27,28 21,08 26,16
42,68 53,92 51,36 47,64
36,72 41,04 49,8 35,36
24,16 32 55,08 57,64




Capitulo 4. Resultados 121
Il - C Noche Zona Central (continuacion)

T X 382 .. 38.3: . 384 -
38,04 48,76 11,28 16,36 57,96 50,04 36,52 30,72
42,16 20,88 29,36 42,36 61,92 17,8 452 13,24
46,92 52,2 48,88 36,36 38,84 53,96 59 43,48
442 17.4 38,28 38,52 22,08 54,92 42,44 51,36
40,96 60,76 27,68 42,64 48,52 47,56 56,12 10,4
42,16 49,6 48,84 48,36 60,76 31,88 21,8 44,92
48,4 49,2 32,24 14,6 51,96 9,48 46,46 49,2
26,16 33,16 57,24 46,68 51,92 51,36 22,28 31,68
43,32 40,12 48,84 61,04 27,52 53,56 43,84 38,16
352 236 41,48 14,16 47,88 25,32 43,84 15,6
25,72 23 29,48 30,04 10,92 43,68 31,68
59,56 35,4 18 31,88 17,88 55,88 47,92
49,24 16,24 35,64 45,76 10,6 28,88 17,88
37,72 54,36 47,22 44,44 29,04 26,6 39,16
50,36 20,44 51,2 256 10,56 54,6 55,76
66,36 46,4 44,2 43,16 50,76 51,28 37,28
36,8 36,64 43,2 26,08 55,68 18,2 13,44
16,64 41,24 43,96 22,76 51,96 424 36,48
51 37,32 24,28 12,28 59,44 47,08 27,32
47,96 26,4 34,64 21,16 41,08 25,28 452
70,64 36,6 54,84 47,22 26,36 45 46,46
35 28,36 47,04 34,64 50,16 31,92

43,88 38,44 38,32 13,8 46,68

40,4 44,2 49,28 52,96 31,44

33,32 27,28 70,44 43,72

22,68 42,4 46,28 55,64
47,84 31,04 26,84 374

50,44 41,52 32,6 30,4

33,48 19,48 35,12 42,04

38,96 44,8 53,2 46,92

51,04 37,16 33,72 44,16

30 47,96 37,32 49,64

43,08 39,32 37,52 36,4

48,84 40,08 19,68 54,92

42,2 41 14,76 11

22,96 47,64 42,56 51,36

45,08 40,52 53,56 47,24

28,6 47 38,76 40,64

36,76 436 50 38,68
27,32 34,72 52,16 48,88
49,76 32,84 54,68 29,84
40,16 35,36 77,08 27,88

47 39,04 36,24 57,68

38,44 27,56 45,12 40,88
40,68 41,04 26,2 49,4
20,56 36,2 72,52 40,44

17,84 37,44 22,76 35,76

36,24 44,32 57,24 61,96




Capitulo 4. Resultados

il - C Noche Zona Central (continuacién)

Lo .30 .

122

52
26,36
29,76
47,96
51,16

57
38,68
31,96
30,88
52,08
33,28

458
45,84
46,24
44,48
58,68
46,12
51,36
46,76
42,88
56,16
40,56
44,92

42,6
39,28
54,88

41,6
24,12
46,92
37,68
63,52
29,24
50,28
48,96
50,24
46,44
44,16

43,6
31,72
42,16
51,32
39,28

- 40.1.

18,32
51,2
54,72
49,84
32
19,44
17,52
35,56
44,48
15,12
49,08
52,68
44,24
41,68
52,48
56,36
45,32
54,2
444
41,56
31,36
30,68
42,08
41,32
37,24
27,4
45,32
38,56
39,36
28,84
28,52
31
24,84

43,96

56,28
41,68
46,12
442
47,44
58,16
50,72
28,88
61,6
41,8
26,12
36,6
62,52
48,6
34,44
39,16
54,52
27,88
35,72
39,44
54,64
41,76
48,04




Capitulo 4. Resultados

il - D Noche Zona Periférica

123

52,6
45,56
31,88
39,12
37,72
50,44
39,76

416
50,28
16,12
32,84
37,96
13,56
44,04
36,36
25,56
31,08
41,76
55,44

30,8
21,16

49,8
44,36
54,48
59,84
52,56
11,56
58,52
23,64
26,96

33,6
44,36
34,56
25,28
33,28
41,28
32,92
36,76
38,52
22,08
39,72
27,64
23,16
43,68
33,82
59,48
42,88
33,82

39,56
24,04
34,16
45,84
25,16
39,36
46,28
39,96
13,08
48,72
38,24
46,88
59,64
27,32
39,24
29,48
53

55,88
30,48
48,84
35,52
50,64
17,52
42,52
39,08
59,84
50,76
32,16
23,2
53,28
50,8
49,44
50,76
38,12
47,88
18,48
434
45,84
33,28
40,84
45,16
48,24
33,08
338
25,48
33,64
45,84
15,44

31,84
43,36
45,36
33,08

45,04
47,36
29,16
376
54,36
478
31,12
24,68
28,36
32,08
40,52
14
34,92
45,36
47,48
41,16
23,72
19,72
50,88
34,24
34,92
24,48
50,96
37,44
20,68
29,2
62,56
18,24
28,2
34,24
37,32
44,88
54,32
19,44
12,68
46,32
26,76
40,52
50,04
15,32
50,32
21,28
18,64
45,12
48,28
35,08
23,56
20,24

39,36
37.48
44,52
18,16

. 29,8

29,88
28,04
40,96
38,12
20,16
53,48
31,96
24,2
46,52
46,44
23,4
46,16
56,12
44,88
49,92
46,76
43,76
52,44
53,64
29,16
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Il - D Noche Zona Periférica (continuacion)

33,2 39,44 31,68 8,72
42,16 44,52 34,36 28,28
41,2 26,12 38,48 22,2
26,52 38,24 13,88 58,4
41,84 55,04 41,72 11,48
27,96 48,12 26,72 46,72
41,2 40,48 29,6 48,08
25,52 15,12 37,64 27,92
39,12 23,96 19,44 6,72
36,52 33,6 20,88 16,48
26,32 19,84 26,96 1
42,12 44,4 6,16 31,32
34,32 : 452 11,52 30,04
33,24 23,84 22,12 33,2
42,72 19,24 43,2 27,68
42,2 37,12 29,24 35,12
38,8 39,8 20,52 54,92
36,76 13,04 36,04 43
28,88 40,56 28,92 29,6
27,16 42,64 33,48 38,32
20,24 38,4 39,76 29,6
44,08 51,8 16,52 31,52
25,8 46,6 20,44 30,04
29,72 44,68 37,24 16,4
43,24 27,92 52,16
23,96 39,04 39,8
38,16 37 33,16
34,08 23,84 35,4
50,12 27,04 20,64
47,92 37,4 12,52
7,76 11,76 43,68
55,24 12,68 43,04
35,32 31,6 34,16
35,92 38,4 26,32
53,2 14,64 34,28
46,24 11,04 8,92
21,24 12,4 56,16
45,44 28,64 414
45 31,92 27,56
43,52 31,84 31,72
13,44 47,6
43,28
25,36
22,88
40,92
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126

11,56
31,36
444
44,16
44,24
25,8
48,24
62,08
60,72
35,32

45,64
45,04
28,52
39,6
48,88
39,64
18,24
248
418
44,2
45,64

23,76
26,12
48,36
34,12
49,8
45,52
39,32
45,24
39
27,84
49,28
38,2
40,6
44,4
53,04
51,64
53,62
29,4
39,44
31
20,8
50,84
52,84
50,32
49,8
34,96
26,92
50,72
53,56
25,8
64,2
49,96
54,68
50,4
45,16
33,56
25,4
53,62

17,44
48,08
38,28
38,2
44,72
24,48
33,08
44,92
38,92
27,52
48,92
19,24
41,56
52,32
46,68
46,8
33,52
42,32
26,76
44,92
30,56
45,08

33,04
25,44
50,36
48,92
40,68
39,2
44,48
26,8
45,76
44,72
49,24
48,36
30,08
47,64
22,68
43,44
39
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24,8
42
232
54,4
24,92
42,12
36,68
64,96
34,4
44,12
36,8
30,56
25,8
42,84
23,64
28,84
32,96
20,44
36,52
19,48
33,52
28,72
40,6
27,24
33,92
40,4
45,64
22,48
30,96
26,44
31,78
28,8
19,48
16,68
446
26,64
42,76
49,32
44,52
21,32
41,68
48,28
22,4
46,68
50,2
44,72
426
49,08

50,84
48,04
36
32,24
31,78

48,08
47
49,52
37,08
53,68
43,56
20,76
37,96
45,14

39,32
98,72
42,24
39,8
61,88
28,24
45,56
46,96
43,04
34,92
44,24
61,16
352
39,12

52,8
37,08
49,52
38,24
32,18
26,44
48,32
37,72

39,6
478
35,52
37,88
43,84
40,72
54,4
36,16
20,28
46,68
23,96

54,8
51,92
33,32

26

48,36
45,16
48,28
41,48
45,84

34,6
40,16
49,88
254
40,92

39,8

52,44
46,2
23,52
43,12
29,56
46,2
24,84
36,04
50,28
35,92
49,76
44,36
51,24
39,76
48,04
42,68
27,36
50,26
41,44
29,68
61,48
33,36
30,56
31,32
53,76
50,72
25,4
22,28
26,96
37,04
62,96
48,76
40,76
37,88
45,36
48,72
21,68
26,2
37,88
35,92
56,56
20,12
31,64
22,8
52,52
20,52
41,76
44,08
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37,56
53,84
32,64
37,76
13
61,68
40,92
33,84
43,84
35
38,36
56,56
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27,84
46,92
52,6
35,8
47,52
48,04
31,48
33
25,56
28,8
20,68
34,28
22,64
53,32
67,76
23,6
22,36
37,92
45,76
34,44
34,6
29,2
29,24
36,96
45,08
27,4
37,24
34,16
33,96
65

40,12
15,04
27
31,84
25,32
42,04
46,52
37,56
50,84
50,36
51,68
29,28
49,08

36,2
34,4
42
29,36
54,04
45,28
26,96
27,36
28,28
40,68
55
58,68
38,84
39,8
37,6
24,92
22,76
17,56
20,96
454
48,88
31,12
41,84
38,32
42,88
40,92
44,84
58,28
53,2
17,72
42,52
45
35
47,52
33,06
68,44
33,28
46,8
37,52
42,88
37,52
49,56
33,06
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43,72 40,08 40,16 46,84 24,72 41,92 37,84
40,6 33 31,32 35,64 35,68 12,16 35,32
36,2 36,92 35,32 47,16 42,2 23,56 38,76
8,08 45,3 40,28 61,8 30,52 27,64 43,04

20,52 12,36 13,8 32,92 47,76 40,28 57,92

41,16 32,6 36,2 19,04 43,72 37,12 30,72

40,32 40,04 40,72 43,88 21,84 38,68 31,24
14,92 34,84 33,6 50,92 18,48 43,6 42,04
18,8 40,08 29,64 42,04 22,96 13,64 37,86

26,76 43,24 25,04 22,92 49,72 22,28 35,04

10,36 12,2 40,16 33,3 40 20 28,76

29,72 40,36 16,6 33,19 35,92 22,28 29,36

39,08 46,56 30,36 41,92 18,52

30,12 38,48 51,64 17,8 29,56
17,68 23,36 30,56 36,4 8,12
18,04 34,92 32,2 41,08 38,56

42,44 21,84 21,24 38,12 17,84

25,28 38,24 46,76 38,32 16,4

27,48 53,24 45,88 23,2 28

40,84 23,2 46,8 30,52 24,96

35,08 33,84 43,2 35,28 30,2

43 49,84 27,76 38,24 40,8
30,8 45,3 60,08 54,48 38,16

28,76 56,2 35,88 44,2

35,04 15,88 55,28 33,48

26,32 42,04 44,52 39,44

65,24 43,28 22,84 23,8

22,48 39,96 28,6 40,4
43,2 39,32 43,88 43,24

49,72 4424 44,52 36,56

32,28 49,48 51,92 37,28
16,24 12,48 47,2 40,36
36,6 57,84 40,2 34,08

38,76 34,96 37,2 19,96

46,12 21,92 25,56 12,4
8,64 28,76 22,36 32,16
44,2 2212 40,32 21,8

23 53,64 45 19,16

36,72 23,44 27,68 44,48
23,8 40,56 33,24 38,12

22,32 45,56 39,84 51,04

29 29,88 40 37,86

19,84 20,84 23,44
414 48,56 21,84

49,56 23,36 14,72

20,48 43,24 43,76

32,16 33,04 13,16
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21,32 34,72 22,68 46,72 52,92
35,56 49,12 47,08 51,4 36,84
19,12 43,96 32,8 49,6 47,96
38,52 37,28 46,92 22,6 42,04
39,4 46,32 49 44,88 31,24
31,88 44,28 53,4 19,36 22,56
39,12 31,36 248 54,64 21,52
34 37,88 56,76 35,24 45
42,12 22,16 47,68 27,56 19,44
31,12 32,44 26,96 40,68 36,16
38,88 - 27,2 38,92 3
49,76 52,88 32,2 46,6
47,4 46,36 14,04 44,72
35,44 38,68 18,08 26,68
15,52 4544 30,56 12,64
47,64 33,04 23,72 33,36
32,24 47,64 29,92 28,6
19,24 41,44 51,84 40,92
28 40,72 31,72 37,08
33,16 41,48 43,6 39,44
30,72 54,28 40,88 28,52
24,48 17.8 43,52 o 37
33,12 20,28 18,68 16,48
472 51,12 31,76 37,2
27,32 55,12 32,56 20,6
35,36 46,72 51,48 36,24
42,16 33,28 45,88 40,28
46,32 50,64 24,72 38,92
34,56 41 54,32 37,88
42,88 36,8 54,6 34,96
52,76 25,12 46,36 19,96
22,04 50,2 22,32 37,36
50,72 30 25,56 40,48
25,84 34,96 55,16 44,96
37.48 47,4 13,84 42,28
43,6 51,76 25,12 37,12
52,08 55,36 42,04 40,64
32,16 53,6 38,68
54,6 27,36 36,28
31,44 16,68
47,68 25,12
35,2
32,16
37
34,64
39,48
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4492 37,8 52,6 22,76 24,72 46,56 28,16 28,2
35,32 47,24 41,56 41 53,08 38,88 45,2 30,4
51,8 23,84 52,76 60,72 22,16 18,44 17,76 53,6
26,76 43,96 56,48 44,84 20,6 52,88 52,68
47,16 41,04 35,08 39,24 47,92 25,76 33,6
42,56 29,4 44,88 62,36 54,6 49,56 39,8
20 20,2 23,2 18,68 28,72 43,08 33,84
49,4 53,88 40,04 11,32 45,44 52,68
38,72 31,96 44,68 21,12 31,44 52,64
26,2 57,36 56,52 53,44 43,04 48,46
27,68 23,52 56,4 34,92 42,92 50,2
29,56 - 12,4 61,48 27,32 14,84 52,06
19,32 51,16 25,72 42,36 63,8
42,16 46,88 35,12 45,08 28,72
16,64 52,12 42,32 50,04 59,16
47,04 42,04 50,94 12,28 32,48
51,76 52,36 50,8 55,8
34,12 49,56 31,12 45,96
4,08 58 40,64 39,84
42,76 56,88 40,08 43,68
30,32 50,04 51,56 50,2
17,84 33,56 46,88 33,88
30,6 51,36 45,68 18,88
34,24 39,12 25,08 55,44
47 11,76 54,76 10,88
39,92 38,52 35,28 49,12
28,88 38,28 43,72 34,92
40,8 50,94 18,08 37,32
47,24 48,28 52,64 34,08
56,4 - 31,08 61,84 42,96
41,32 34,56 48,6 43,28
13,8 54,16 59,2 42,08
57,76 16,36 39,04 15,28
50,12 45,16 21,24 39,52
13,2 26,56 27,44 51,28
39,4 26,56 24,68 26,6
16,28 42,88 48,88 36,04
43,2 424 34,44 57,92
20,2 46,36 43,24 48,46
46,16 62,32 ' 51,32 52,64
39,36 51,24 18,44 38,68
41,72 34,2 50,68 444
41,28 35,24 40,64 50,76
46,28 18,64 20,4 37,2
15,48 53,96 23,56 29,12
48,92 54 51,8 44,44
29,84 33,88 44,68 53,96




Capitulo 4. Resultados

il - D Noche Zona Periférica (continuacion)

131

40,4
48,64
44,84
22,84
47,56
61,12
42,72
40,84
39,65
30,48
51,88
64,4
40,52
48,44
33,5
54,76
44,32
40,25
44,6
50,84
43,64
46,25
29,68
52,04
41,12
24,68
51,44
43,92
57,12
50,56
37,32
44,32
37,72
53,64
28,96
57,12
50,16
47,24
51,92
44,64
42,48
54,64
47,16
41
50
35,16
24,08
33,5

33.47

4528
27,36
41,16
34,52
53,8
33,68
47,72
60,92
35,68
25,72
30,04
47,12
414
63,64
412
63,08
54,32
38,24
42,92
40,44
37,96
452
4332
28,72
48,08
37,96
29,16
53,52
45,12

51
36,04
55,44
54,12
45,88
54,84
55,8
50
37,28
75,96
21,28
27,8
62,04
57,72
52,32
41,76
33,4
54,88
48,92
60,8
53,2

. 58,48

37,04
48,6
56,04
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TABLA IV

Datos de la Superficie de los Niicleos de Pinealocitos (um?)

Dia Zona Central

Resultados Individuales

Max
1 '20
2 272 106’92 10'04 41'30 13'80
3 192 89'04 7'32 44'73 17’17
4 - 197 75'24 10’68 42’53 14’37
5 265 91’96 7'96 3541 13'05
6 198 82'32 5'80 44'49 14’87
7 163 86'72 8'56 50'36 1590
8 240 89'68 1012 45'96 13'06
9 239 94'32 940 42'37 13'14
10 261 7704 5'76 38'97 12'85

Resultados del Grupo

2230

95735,0900

106,92

5,76

15,13181611

43,68

38,56

42,93
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GRAFICA N°1

133

Poligono de Frecuencias de las Superficies de los nicleos de pinealocitos de

700

600

500

400

'300

200

100

ovino sacrificados de dia correspondientes a la zona central

Dia Central

0-10

10-20 20-30 3040 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100 >100

et p—

FiClases (ms)h R Erectisnciasy
0-10 11
10'1 -20 158
201 -30 297
301 -40 460
40’1 - 50 588
501 -60 432
601 -70 216

701 -80 51
80'1 -90 14
90'1 - 100 2
>100 1
Totales 2.230
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TABLA V
Datos de la Superficie de ilos Nucleos de Pinealocitos (um?)

Dia Zona Periférica

Resultados Individuales

Slolo|Njoio|ajwin|=

Resultados del Grupo

1172
50368,82
88,12
8,72
15,3238741
43,8
65,88
42,98
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GRAFICA N°2

Poligono de Frecuencias de las Superficies de los niicleos de pinealocitos de
ovino sacrificados de dia correspondientes a la zona periférica

700

600 == Dia Periférico

500

400

3 AN
AN

0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100 >100

fimo) Al Erecuehciasty

0-10 5
101 -20 96
201 -30 146
30'1 -40 234
40'1 - 50 304
50'1 -60 224
60'1 -70 122
70'1 -80 38
80’1 -90 3
90’1 - 100 0

>100 0

Totales 1.172
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TABLA VI
Datos de la Superficie de los Nucleos de Pinealocitos (pm?)

Noche Zona Central

Resultados Individuales

31 248 7976 6'68 42’61 1164
32 361 61’80 512 31'87 11°23
33 276 69'56 7'64 4206 1214
34 - 257 55'88 10'84 33'16 985

35 311 62'72 6’80 33'26 1023
36 290 63'84 11'56 36'48 11°08
37 242 71'40 9'40 42'62 1294
38 269 7708 948 3920 1307
39 42 58'68 2412 43'78 8'60

40 57 62’52 15'12 4146 10'94

Resultados del Grupo

2353
87472 54
79,76
5,12
12,3969788
37,76
43,6
37,1749001
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GRAFICA N°3

137

Poligono de Frecuencias de las Superficies de los ntcleos de pinealocitos de

700

600

500

400

'300

200

100

ovino sacrificados de noche correspondientes a la zona central

//\\\ == Noche Central
010 10-20 20-30 3040 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100 >100

I e B N T EED LT S gl
Clasesma)l  Frecuencias:

M"("'U“_'-‘J'Wm'-'ﬁ\-‘r‘ v

0-10 21
101 -20 230
201 -30 404
301 -40 688
40'1 - 50 661
501 -60 293
60’1 -70 49
701 - 80 7
80'1 - 90 0

90’1 - 100 0

>100 0

Totales 2.353
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TABLA Vi
Datos de la Superficie de los Nucleos de Pinealocitos (pm?)

Noche Zona Periférica

Resultados Individuales

31 213 11'56 38'68 1176
32 150 58'40 6'16 32'79 11'36
33 199 6428 6'76 4024 11'63
34 - 218 98'72 9'48 39'42 1113
35 185 68'44 6'32 38'69 11°39
36 237 6524 6'84 3409 11°41
37 178 56'76 12'64 36'40 10'57
38 234 63'80 408 39'22 1295
39 49 64'40 22'84 43'83 944

40 54 75'96 2128 45'95 1115

Resultados del Grupo

1717
65229,59
98,72
4,08
12,0571246
39,2
42,04
37,9904426
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GRAFICA N°4

139

Poligono de Frecuencias de las Superficies de los nicleos de pinealocitos de

700

600

500

400

300

200

100

ovino sacrificados de noche correspondientes a la zona periférica

Noche Periférico [1

0-10

1020 20-30 3040 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 90-100 >100

Clasesi(uman L Frecuenciasiy
0-10 14 -
10’1 -20 129
201 -30 303
30'1 -40 464
40'1 - 50 527
50'1 - 60 245
601 -70 33
701 -80 1
80’1 -90 1
90’1 - 100 0
>100 0
Totales 1.717
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GRAFICA N°5

140

Poligonos de frecuencias de las superficies de los ntcleos de pinealocitos de
ovino correspondientes a los cuatro grupos estudiados

700

600

500

-8 Dia Central
=@~ Dia Periférico
&= Noche Central

—e— Noche Periférico

400

300

200

100 -

L L

010 10-20 20-30 3040 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90 9

25} "" YF"FE"—-'.’"‘VWW‘_H Ll

ol Lt ) ¥
e S s mﬁ-eguenm

asuiis

0-100 >100

b

Noche
Central Periférico Central Periférico
11 5 21 14
101 -20 158 96 230 129
20'1 -30 297 146 404 303
301 -40 460 234 688 464
40’1 - 50 588 304 661 527
50'1 -60 432 224 293 245
60'1-70 216 122 49 33
70'1 -80 51 38 7 1
80’1 -90 14 3 0 1
90'1 - 100 2 0 0 0
>100 1 0 0 0
Totales 2.230 1.172 2.353 1.717




Capitulo 4. Resultados 141

TABLA Vi

Comparacién de las medias de los tamaiios de los niicleos en las distintas
poblaciones mediante “ t “ de Student

p>0,9
.Central Dia Periferia
2230 N 1172
42,93 . media . 42,98
15,13 desv. estandar 15,32
P<0,001 P<0,001
Central Noche Periferia
2353 N 1717
37,17 media 37,99
12,40 desv. estandar 12,06

J

P<0,05
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4.4 ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

La observacién y estudio de las pineales ovinas con el microscopio
electrénico, confirma la descripcién general hecha con el microscopio dptico.

Hemos encontrado pineales con organizaciones compactas y uniformes
coexistiendo con zonas en las que las células se agrupan formando trabéculas y
otras en las que existen disposiciones de apariencia folicular. Esta disposicién no es
similar en todos los animales estudiados, sino que existen unas peculiaridades
individuales. En cualquier caso si que parece existir un cierto predominio de una de
las formas de organizacién mencionadas y es la que a continuacion pasamos a
describir.

En la zona periférica la organizacion celular es mas compacta que en la
central, con células de citoplasma oscuro y nudcleo con cromatina dispersa y
condensaciones periféricas de la misma. En medio de estas células se obseﬁ/an
numerosas prolongaciones protoplasmicas de color claro y mitocondrias muy
densas, pertenecientes probablemente a astrocitos de tipo protoplasmatico (Figs. 36
y 37).

Lo més significativo, desde el punto de vista morfolégico, es sin duda la zona
central del parénquima, donde la celularidad es mayor que en la periferia, los
pinealocitos, mas claros, se encuentran a su vez, mas agrupados y se observa en el
citoplasma de gran numero de ellos una gran cavidad central en cuyo interior se
aprecia el contenido de un material granular muy fino y disperso acompariado por
granulos muy densos y pequefios y en poca cantidad, situados préximos a borde
celular que delimita la cavidad. Este material, es de aparente procedencia

citoplasmica segun se puede observar a mayor detalle en las figuras 38 y 39.
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Es también de destacar la circunstancia de que en algunos de los bordes de
estas cavidades, de morfologia irregular se puede observar de manera aislada y
ocasional la presencia de unas prolongaciones protoplasmaticas que sobresalen a
modo de microvellosidades en la luz de la cavidad que describimos (Fig. 40). Estas
cavidades son de diferentes tamarios, las mas grandes son unicas y ocupan gran
parte del citoplasma del pinealocito, en otros son mas pequefias y numerosas,
encontrandose algunas dispersas por el citoplasma, pero en otras ocasiones estan
muy préximas unas a otras, siendo presumible que tiendan a agruparse y
comunicarse para formar cavidades mayores (Fig. 41).

En la zona mas periférica hemos podido apreciar la existencia de espacios
intercelulares, similares a los descritos en otras especies, en cuyo interior se
encuentra un material escaso y amorfo, granular y filiforme (Fig. 42).

La observacion del resto del parénquima nos permite apreciar la presencia de
largas prolongaciones protoplasmicas correspondientes a células gliales que
discurren a lo largo del parénquima entre las prolongaciones del citoplasma de los
pinealocitos (Fig. 43).

En el interior del citoplasma de los pinealocitos de la zona central es posible
observar gran cantidad de mitocondrias e imagenes densas de diferentes
morfologias, (Figs 44 y 45), algunas rodeadas de vesiculas que corresponden a los
cuerpos sinapticos, cuya cantidad y distribucion describiremos en el apartado
siguiente (Figs. 46, 47, 48 y 49).

En general se puede afirmar que la disposicién morfolégica entre las pineales
ovinas obtenidas tanto en las horas diurnas como en las nocturnas, solo difiere en

que en estas ultimas la disposicion es mas compacta y con menos cavidades
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intracitoplasmicas respecto a las descritas en las pineales pertenecientes a

animales sacrificados durante el mediodia.
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celular de la zona central. Aumentos del negativo

Fig.38.- Cavidad pinealocitica intra

B

Fig.39.- Detalle del borde citoplasmico de una cavidad intracelular. Zona central.
Aumentos del negativo 11500.
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Fig.40.- Cavidad intracelular de la zona central mostrando detalle de una

microvellosidad. Aumentos del negativo 21000.
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Fig.41.- Detalle de citoplasma del pinealocito mostrando la formacion y agrupacion
de pequenas cavidades. Aumentos del negativo 6610.
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Flg 43 Prolongacsones protoplasmétlcas gllales y pineaiocmcas Cuerpo smaptlco
de forma intermedia cuadrangular. Aumentos del negativo 21000.
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X F|g 44 - Plnealomto claro Zona central Mltocondnas y cawdades mtracelulares en
formacmn Aumentos del negatwo 3900

" Fig. 45 - Pmealomto zona central ‘Mitocondrias. Aumentos del negatwo 2950.
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Fig.46.- Diferentes cuerpos sinapticos: esfera, cuerpo intermedio cuadrangular y
cuerpo intermedio triangular. Aumentos del negativo 21000.
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. Aumentos del negativo 39000.

Fig.49.- Esfera sinaptica. Aumentos del negativo 39000.
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F|g 51.- Cuerpo smaptlco mtermedlo cuadrangular Aumehtoé del negat&o 28500.
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4.5 RECUENTO DE CUERPOS SINAPTICOS.

En el Capitulo Il ya indicamos que este estudio lo habiamos realizado
examinando y contando el nimero de estas particulas sobre una superficie total de
450.000um2. De cada grupo de animales (10 sacrificados de dia y 10 de noche),
verificamos el recuento sobre una superficie de 225.000um?, lo que supone haber
examinado por cada animal 22.500um?.

En la superficie citada contamos un total de 323 cuerpos sinéapticos, de los
cuales 112 cofresponden a la serie de animales sacrificados de dia, mientras que
en el lote de animales sacrificados de noche el recuento en la misma superficie
alcanz6 la cifra de 211. Ahora bien, como es norma en la bibliografia referir las
cifras a una superficie de 20.000um?, en las Tablas IX y X y en la Graficas n°6-9, ya
se especifica este dato, y en lo sucesivo las cifras quedaran referida a esta
superficie convencional.

La Tabla IX y Gréficas n° y 9 se refieren la poblacion de cuerpos sinapticos
en la serie diurna. En ellas observamos que la cifra total encontrada en 20.000um?
fue de 9'95 cuerpos sinapticos, con una desviacion estandar de +3'77, de los cuales
3'11+1'69 corresponden a cintas sindpticas, 3'29+1'61 esta representado por
esferas sindpticas, mientras que la cifra de cuerpos intermedios hallados en dicha
superficie fue de 3'55, cuya expresion detallada corresponde 2'58+1'99 a cuerpos
intermedios triangulares, 0'97+1°35 a cuerpos intermedios cuadrangulares y O, es
decir, ausencia total de cuerpos intermedios ovoideos.

La Tabla X y las Gréaficas nims. 7 y 9, recogen la informacion de los cuerpos
sindpticos contados en la serie de animales sacrificados de noche. En las mismas

se evidencia que la cifra total de estas formaciones supone la cifra de 18'75 con una
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desviacion tipica de +3'83. Esta cifra se distribuye en las siguientes clases: Cintas
sinapticas, 1'610'82; esferas sinapticas, 4'98+1'27 y cuerpos intermedios 12’18, de
los que 4'09+1'27 corresponden a cuerpos intermedios triangulares, 5'33+0'94 a
cuerpos intermedios cuadrangulares (Figs. 50 y 51) y 2'7611'94 a cuerpos
intermedios ovoideos.

Un estudio comparativo entre los animales sacrificados de dia y de noche esta
representado en las Gréficas n°9 y 10. En la primera y en forma de diagrama
circular se representa la totalidad de cuerpos sinapticos (sin especificar los tipos o
variedades) encontrados. Asi en el grupo diurno la cifra es de 9'95+3'77 cuerpos
sindpticos / 20.000um? mientras que en el grupo nocturno esta cifra es de
18'75+3'83 cuerpos sinapticos en la misma unidad de superficie.

La Grafica n°@ muestra de una manera detallada las variaciones de las
distintas clases de cuerpos sindpticos en las dos series estudiadas (dia y noche),
asi como la significacion estadistica que tienen estas diferencias, mediante el
calculo de la “t” de Student. Remitimos al lector a dicha gréfica y la tabla que figura
al pie de la misma, donde aparecen las variaciones de las distintas clases de

cuerpos sinapticos segun el fotoperiodo considerado.
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TABLA IX

Recuento de cuerpos sinapticos en pineales de ovino. Serie diurna.

Cuerpos sinapticos hallados en una superficie real de 225.000 pm?
(22.500 um? por cada epifisis)

T
,m 3
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=2 T riangulares: Cuadrangulares- OV
2,67 0 0
2,67 2,67 0
0,88 7,11 0,88
444 1,78 0,88
3,56 3,56 4,44
3,56 0
2,67 1,78
4,44 0
1,78 0,88
6,22 0,88
2 11} :3,29, | . 2587, - 2 097 p oo
'Desv est :‘:{;'1 69 e R T s P P R I < - i

O
: S
olojo|ojo|ojo|ojo|olo|olg]-

Tam




Capitulo 4. Resultados 156

GRAFICA N° 6

Diagrama representativo de la cantidad de cuerpos sinapticos por unidad de
superficie (20.000 um? ). Serie diurna.
(cifras absolutas y relativas)

31,256

@ Esferas Sinapticas O Cintas Sinapticas
Intermedias ovoideas Intermedias cuadrangulares
Intermedias friangulares

Cintas Sinapticas 311 31'25
Esferas Sinapticas 329 3303
38 Triangulares 2'58 25'89
'ﬁé Cuadrangulares 0'97 9'82
E Ovoideos 0 0
Total 995 100
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TABLA X

Recuento de cuerpos sinapticos en pineales de ovino. Serie nocturna.

Cuerpos sinapticos hallados en una superficie real de 225.000 pm?
(22.500 pm? por cada epifisis)
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GRAFICA N° 7

Diagrama representativo de la cantidad de cuerpos sinapticos por unidad de
superficie (20.000 um? ). Serie noctumna.
(cifras absolutas y relativas)

Esferas Sinapticas OCintas Sinadpticas
Intermedias ovoideas Intermedias cuadrangulares

Cintas Sinapticas 1'6 853
Esferas Sinapticas 4’98 26'54
8 Triangulares 4,09 21'80
g Cuadrangulares 5,33 2844
E Ovoideos 2'76 14'69
Total 18'75 100
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GRAFICA N° 8

Diagrama comparativo de la suma total de cuerpos sinapticos por unidad de
superficie (20.000 um? ). Series diurna y nocturna.
(cifras absolutas y relativas)

ElNoche ODia
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GRAFICA N° 9

Diagrama comparativo de los distintas clases de cuerpos sinapticos por
unidad de superficie (20.000 um?). Series diurna y nocturna

Cintas Sinipticas Esferas Sinépticas Intermedias Intermedias Intermedias
Triangulares Cuadrangulares Ovoideas

ODia EINoche

e

3,29+1,512,58+1,99

1

3,11+1,69

0 9,95 £3,77

160+ 0,82(4,98+1,27 | 409+1,27 | 533+094 |2,76+1,94| 18,75+3,83
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CAPITULO 5

DISCUSION

5.1 CARACTERES MACROSCOPICOS.

Nuestras observaciones coinciden, en general, con las referencias de otros
autores. En cuanto a la forma, es practicamente esferoidal bastante regular, tal
como ya sefialé en 1943 BARGMANN que la describe como esférica que se asemeja a
un guisante. Las dimensiones observadas por nosotros son parecidas a las
referidas por BLIN Y MAURIN en 1956 y por LANG en 1959; estos autores dan cifras de
7 y 7’5mm para la longitud de la glandula, y para la anchura y la altura' 565mm y
4'5mm respectivamente, nosotros, segin puede observarse en la figura 3 hemos
visto unas dimensiones bastante semejantes a estas; se trata de un cuerpo
esferoidal de algo mas de 0’5cm de didametro. Aunque los citados autores no indican
la edad de los individuos objeto de medicién, suponemos debe tratarse de animales
jovenes, ya que en nuestro caso, la fotografia de referencia corresponde a un

macho de 4 meses de edad.

5.2 ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA.

Los trabajos publicados sobre estudios estructurales, ultraestructurales o
inmunocitoquimicos de la glandula pineal ovina son muy escasos (ANDERSON, 1965;
REDONDO ET AL,1996; FRANCO ET AL, 1997; REGODON ET AL1998 a,b). Queremos
destacar ademas que, a excepciéon del trabajo de Anderson, los otros se han

realizado en glandulas pineales durante el desarrollo embrionario.
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Por elio, y dado que nuestro estudio se ha lievado a cabo sobre pineales de
dos grupos de ovejas, jovenes y adultas, sacrificadas en cada grupo siguiendo un
patrén horario fijo, en la mitad de los casos diurno Yy, en la otra mitad, nocturno,
consideramos que nuestras observaciones pueden contribuir a profundizar mas en
el conocimiento actual de la glandula pineal ovina.

En nuestro trabajo, hemos utilizado técnicas de tincién convencionales para
conocer la estructura de la glandula pineal ovina, y técnicas de inmunocitoquimica
con el fin de identificar la segunda poblacion celular de esta glandula, es decir las
células intersticiales o células gliales. |

Siguiendo el mismo orden de exposicion de los resultados nos referiremos
primero al estudio histolégico de las gléndulas pineales de los animales jévenes,
destacando las diferencias entre el sacrificio diurno y el nocturno. A continuacion,
comentaremos las caracteristicas y alteraciones de la estructura glandular
observadas en los animales adultos.

En lineas generales las caracteristicas histologicas que hemos observado en
las pineales ovinas coinciden con las descripciones clésicas (ANDERSON, 1965;
BARGMANN, 1981; FAWCETT, 1995; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

La glandula pineal ovina observada a pequefios aumentos presenta forma
esférica y se encuentra rodeada por una capsula delgada de tejido conjuntivo que
emite tabiques hacia el interior. En algunas de ellas hemos podido apreciar la zona
del receso pineal, revestida por un epitelio ependimario pseudoestratificado, asi
como parte de la superficie dorsal de la glandula, revestida por un epitelio simple
cubico de células ciliadas. De acuerdo con la clasificacion de VOLLRATH (1981), la

pineal ovina es de tipo A. BoYA et al. (1995), en el gato, y CALVO et al. (1990), en el
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perro, describen también un corto receso pineal y un revestimiento semejante al
observado por nosotros en gran parte de la superficie dorsal.

Nosotros hemos observado en la oveja dos zonas perfectamente
diferenciadas; una periférica o cortical, mas baséfila, cuyas células adoptan una
disposiciéon pseudolobular, y otra central o medular, mas clara y de organizacion
mas irregular, coincidiendo con la descripcion realizada recientemente por REGODON
et al. (1998 a) en su estudio del desarrolio prenatal de la pineal ovina, y con
anterioridad pok QUAY (1974 b); ROMJIN, (1975); MATSHUSIMA, (1983). Para estos
autores, estas dos zonas aparecen en la tercera fase del desarrollo, a los 98 dias, y
se mantienen hasta el final. Nosotros hemos apreciado una mayor nitidez entre
cortical y medular de dia que de noche. Creemos que puede tener relacion con la
actividad glandular y también con el hecho de que el suministro de sangre es mayor
de dia.

En el parénquima glandular hemos observado dos tipos celulares: los
pinealocitos, mucho mas abundantes, ovoides y con prolongaciones visibles con
tincion de plata metenamina, y las células intersticiales o astrocitos, de menor
tamario, fusiformes o triangulares, con nicleo mas denso y nucleolo evidente,
también dotadas de numerosas prolongaciones. Las prolongaciones de una y otra
célula se entremezclan entre si en ocasiones y terminan frecuentemente en las
proximidades de los vasos, en el espacio perivascular.

Nosotros no hemos encontrado células pigmentadas en ninguna glandula
pineal, con la excepcion de un caso que comentaremos mas adelante. Otros
autores, sin embargo las describen en el caballo (Cozzi, 1986) y en el perro y el

gato (CALVO ET AL.1990; 1992). Creemos que puede deberse al hecho, comentado
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por REGODON et al. (1998 b) en ovejas de que, al nacimiento, s6lo se ve pigmento en
la cuarta parte de las glandulas, o bien, coincidiendo con los trabajos anteriormente
citados en perro, gato y caballo, a que las muestras que hemos observado nosotros
no correspondieran a una zona pigmentada.

En el parénquima glandular, pero de manera mas marcada en la medular
hemos observado en muchos animales la presencia de pequefas cavidades, sin
contenido, que parecen delimitadas por pinealocitos. Creemos que puede tratarse
de las rosetas descritas durante el desarrollo de la pineal ovina por REGODON et al.
(1998 a). Estos autores comentan que en el proceso de oclusioén del receso pineal
durante el desarrollo prenatal quedan cavidades que serian restos de la luz del
receso. Al final del desarrollo prenatal, aunque su nimero disminuye, dichas rosetas
permanecen, especiaimente en la zona medular. En nuestro estudio su presencia no
ha sido constante en todos los animales estudiados. Las diferencias observadas
entre los animales de las series diurna y nocturna, tanto en los animales jovenes
como en los adultos, no siguen un patrén determinado ni constante en cada uno de
estos grupos. En los animales jovenes son discretamente mas abundantes por la
noche y en los adultos ocurre al contrario, aunque dentro de unos margenes muy
estrechos, por lo que nos i;'lclinamos a pensar que se trata, mas bien de diferencias
de tipo individual. En cuanto a las células que delimitan estas rosetas en la mayoria
de los casos creemos que se trata de pinealocitos, lo que coincide con las
observaciones de REGODON et al. (1998 a).Sin embargo, limitando algunas de ellas
hemos observado, en algunas ocasiones, células de ndcleo triangular o alargado y
mas teflido que pudieran ser células intersticiales, coincidiendo con la descripcion

realizada en la pineal del conejo por GARCIA-MAURINO (1992). El hallazgo en |la zona



Capitulo 5. Discusiéon 166

periférica de las glandulas pineales de tres animales jovenes de la serie nocturna de
cavidades revestidas por células ependimarias nos parece casual y no relacionado
con el fotoperiodo ni con la edad. En una de estas cavidades se aprecia una
discreta cantidad de pigmento que no hemos identificado. Creemos. que podria
tratarse de restos de la luz del receso pineal que se oblitera progresivamente a lo
largo del desarrollo prenatal. CALVO Y BOYA (1981) en la pineal de la rata mencionan
cavidades revestidas por células ependimarias del tercer ventriculo.

Hemos descrito también en algunas pineales, cavidades menos numerosas de
morfologia variable, en ocasiones como hendiduras, distribuidas irreguiarmente por
toda la glandula, que podrian corresponder con las pseudo rosetas descritas
también en el estudio anteriormente citado de REGODON et al. (1998 a).

En la zona cortical de la mayoria de las pineales estudiadas por nosotros
existen cavidades mucho mayores que las descritas hasta ahora, de aspecto
cisternal, a veces con un contenido amorfo o fibrilar eosinéfilo. Estas cisternas
parecen discretamente mas abundantes en los animales de la serie nocturna lo que
nos induce a pensar que su aparicion tenga relacioén con la actividad funcional en
distintos momentos del dia. La diferencia, en todo caso, repetimos es discreta. Sin
embargo, en el grupo de los animales adultos estas cisternas corticales son de
mucho mayor tamafio y se encuentran no sélo en la cortical sino por toda la
glandula, llegando en ocasiones a confluir para formar otras més grandes. En el
caso de estas cisternas creemos que pueden coincidir con los quistes descritos por
otros autores. BARGMANN (1981) comenta que con la edad puede producirse una
involucién de los pinealocitos y simultdneamente una proliferaciéon de la glia que

hace que aparezcan manchas gliales, cuya desintegracién y fusién conduciria a la
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formacién de quistes que pueden aumentar de tamafo progresivamente. Estas
cavidades estarian limitadas por fibrillas gliales. Esto podria explicar el hecho de
que nosotros las hayamos encontrado en mayor cantidad en las pineales de los
animales adultos.

Asimismo, Cozzi Y FERRANDI (1984) describen en la glandula pineal de caballos
viejos zonas de degeneracion con destruccion de tabiques conjuntivos aunque no
precisan si tienen aspecto quistico.

Por Gltimo, MARTINEZ SORIANO (1987) describe quistes de origen desconocido
en el 25-40% de las glandulas pineales humanas que no relaciona ni con la edad ni
con el sexo.

Hemos observado, tanto en los animales jévenes como en los adultos, un
aporte sanguineo mayor en las pineales de los animales de la serie diurna que en
los de la nocturna, especialmente apreciable en la zona medular que es la mas
vascularizada (REGODON ET AL., 1998 a). Nosotros lo atribuimos a una diferente
actividad glandular relacionada con el fotoperiodo y creemos que puede estar
relacionado con la descripcion de CALVO et al (1997), quienes observan que el
volumen de la glandula pineal alcanza su maximo durante la fase luminosa, debido
entre otras causas a un aumento del suministro de sangre en esta fase.

En dos animales adultos, de dos y cuatro anos respectivamente hemos
encontrado calcificaciones dispersas en el parénquima glandular, coincidiendo con
las observaciones de numerosos autores en distintas especies. No se consideran
patolégicas y aunque su nimero y tamafio tiende a aumentar con la edad, también

se han observado durante la infancia. (BARGMANN, 1981; BoyA & CALvO, 1984,
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Cozzi, 1986; MARTINEZ-SORIANO,1987; BANKS, 1993; FAWCETT, 1995; VIGH ET AL,,
1998; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000).

Finalmente, queremos comentar que coincidiendo con las observaciones de
BoYyA Y CALVO (1984) en la rata, las pineales de los animales adultos tienen mayor
cantidad de estroma conjuntivo que las de los jévenes. Es decir, la fibrosis aumenta

con la edad.

5.3 ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Tras la utilizacion de sueros anti-vimentina y anti-GFAP hemos observado, en
todas las pineales de animales jovenes y adultos células positivas a ambos. Esto
nos permite asegurar que estas células, también denominadas intersticiales, son de
naturaleza glial, coincidiendo con numerosos autores en distintas especies animales
(MOLLER ET AL, 1978; SCHACHNER ET AL, 1984; HUANG ET AL, 1984; Cozz, 1986;
CALVO ET AL, 1988 ab; LOPEZ-MUNOZ ET AL, 1992 a; BORREGON ET AL, 1993);
(FRANCO ET AL., 1997).

Nosotros hemos encontrado células positivas a vimentina distribuidas por toda
la glandula. En esto coincidimos con la totalidad de los autores consultados. La
vimentina es tipica de astrocitos inmaduros y aparece desde el principio. Esta
presente en astrocitos inmaduros y maduros (BoyA Y CALvo, 1993). Ademas
queremos destacar que las células endoteliales y las ependimarias del receso
pineal y de la porcién dorsal de la glandula también han sido positivas a vimentina,
coincidiendo con las descripciones de CALVO et al (1988 a) y de BoYA Y CALVO,

(1993) respectivamente.
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Por lo que respecta a las células positivas a GFAP las hemos encontrado
distribuidas por toda la glandula, igual que las que expresan vimentina, coincidiendo
con las descripciones realizadas en glandulas pineales de localizacion mas
profunda como es el caso del perro y el gato (BoYA Y CALvVO, 1993) y de la oveja
(FRANCO ET AL., 1997). Queremos destacar la diferencia con respecto a pineales tipo
ABC como es el caso de la rata que presenta un patrén de distribucién de estas
células distinto, describiéndose células que expresan vimentina por toda la glandula
mientras que las que expresan GFAP sélo se han observado en la parte proximal
(MOLLER ET AL., 1978; HUANG ET AL., 1984; LOPEZ-MUNOZ ET AL., 1992 g; BORREGON
ETAL., 1993).

En este caso no hemos observado inmunotincion en las células endoteliales.

Tanto las células positivas a vimentina como las positivas a GFAP tienen una
morfologia muy semejante. Son estrelladas, con nucleo fusiforme o triangular y
nucleolo, a menudo evidente y poseen numerosas prolongaciones que se
entremezclan tanto con las prolongaciones de los pinealocitos como con otras
semejantes. La inmunotincién puede observarse en cada caso tanto en el soma
celular como en las prolongaciones. Estas prolongaciones son especialmente
evidentes en el espacio perivascular, formando un anillo alrededor de los vasos.
Esto se aprecia con mayor nitidez en el caso de las células positivas a GFAP,
probablemente porque las células endoteliales no son positivas a GFAP.

Entre la serie diurna y nocturna las diferencias en la expresion de vimentina y
GFAP no son muy marcadas. En ambos casos (vimentina y GFAP) se aprecia una
mayor tendencia en la serie nocturna a disponerse alrededor de los vasos y a

formar nidos, hecho gue pensamos que puede tener relacion con la actividad
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glandular. Debido a la tendencia que muestran estas células a disponerse en los
espacios perivasculares (MOLLER ET AL., 1978; HUANG ET AL., 1984; SCHACHNER ET
AL., 1984; Cozzi, 1986, CALVO ET AL., 1988 a,b; BOYA Y CALvO, 1993) consideramos,
de acuerdo con numerosos autores, la posibilidad de que estas células intersticiales
o astrocitos jueguen un papel en el intercambio de sustancias entre la glandula
pineal y la sangre, ademds de realizar una misién de sostén entre los pinealocitos,
semejante a la desarrollada por los astrocitos en el SNC (LOPEZ-MUNOZ ET AL., 1992
b). No obstante esta opinién no es totalmente compartida por todos los autores
(FRANCO ET AL., 1997).

En cuanto a las gléandulas pineales de los animales aduitos queremos destacar
que se aprecia un mayor numero tanto de células positivas a vimentina y como a
GFAP, mas marcado en el caso de estas ultimas.

El hecho de que en los animales adultos las células positivas a vimentina sean
més abundantes, adoptando una disposicién mas difusa y con menor formacion de
nidos, creemos que puede deberse al hecho ya citado anteriormente de que el
estroma conjuntivo de la glandula pineal aumenta con la edad, y es posible, por lo
tanto que también muestren positividad a vimentina elementos de origen
mesengquimatoso de dicho estroma.

La mayor cantidad de células positivas a GFAP observada por nosotros
coincide con las descripciones de BoYA Y CALVO (1993) en gatos viejos y de LOPEZ-
MuRroz et al. (1992 b) y BORREGON et al. (1993) en ratas de edad avanzada.

Por Gltimo queremos comentar que la positividad a vimentina y GFAP que
hemos observado en el interior de las cavidades quisticas podria estar en

consonancia con la teoria sostenida por BARGMANN (1981) de que estos quistes se
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forman por la desintegracion de manchas gliales. La mayor cantidad y tamafio de
estos quistes en los animales adultos podria explicarse por la mayor cantidad de

células positivas, sobre todo a GFAP, que se da a medida que avanza la edad.

5.4 ESTUDIO MORFOMETRICO.

Los resultados estadisticos referidos al nlcleo de los pinealocitos,
considerados en el conjunto de las cuatro poblaciones estudiadas, merecen unos
comentarios.

En general, se trata de poblaciones bastante agrupadas, con unas
desviaciones tipicas que son relativamente bajas, y consecuentemente con unos
coeficientes de variabilidad de Pearson que oscilan desde el 31'73% al 35'66%. Ello
ofrece una expresion gréfica en forma de poligono de frecuencias unimodal que se
corresponde con una curva de Gauss tipica.

La unica particularidad que merece atencién especial (comun a los cuatro
grupos estudiados), es la configuracion de la “cola” (en terminologia estadistica) de
la derecha de dicha curva de Gauss, que determina que no sea simétrica respecto a
las medidas de posicion, es decir, que los extremos superiores de variacion tienen
una dispersion mayor que los extremos inferiores.

Este hecho es debido, en gran parte a un artificio de la técnica microtomica.
Recordemos que la cuchilla del microtomo secciona los nicleos ceiulares (y en
general cualquier estructura) al azar. Esto significa que la imagen que nos ofrecen
los cortes se corresponde a un plano en el espacio; en dicho plano, como es I6gico
todos los nicleos no estén al mismo nivel. Dicho con otros términos y utilizando un

simil geografico: imaginemos que seccionamos con una gran cuchilla un montén de
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esferas las cuales son todas del mismo tamafio. La cuchilla cortaria unas por el
centro o ecuador, otras por los casquetes polares y otras por zonas intermedias, de
modo que pese a ser las esferas completamente iguales la imagen que ofreceria
esta seccion tedrica a que nos referimos no coincidiria con la realidad, ya que
habria secciones de distinto tamafio por la razén apuntada, si bien habria
predominio de los didmetros medios e inferiores (recordemos que por cada plano
ecuatorial hay dos planos polares y varios planos intermedios). Teniendo en cuenta
estos hechos, no nos debe extrafiar que haya una mayor agrupacion en la parte
izquierda del poligono de frecuencias respecto a la parte derecha, la cual presenta
una "cola” mas alargada.

El andlisis de imagen realizado sobre nuestro universo estadistico, es decir,
los nucleos de pinealocitos de la especie ovina en los cuatro grupos estﬁdiados
(ovinos sacrificados de dia y de noche y dentro de cada grupo el estudio por
separado de los nlcleos de la zona central y de la zona periférica) evidencia como
rasgo a destacar que existen diferencias significativas entre el tamarfo de los
ntcleos de los individuos sacrificados de dia con respecto a los sacrificados de
noche. Por el contrario hemos encontrado bastante similitud entre los ntcleos de los
pinealocitos situados en las zonas central y periférica de la glandula.

Por lo que concierne al tamafio del nucleo de los pinealocitos de ovinos
sacrificados de dia (tanto de la zona central de la glandula como de la periférica)
resulta evidente que en conjunto presentan un mayor tamafio (42'93um?*+1 513um?
los de la zona central y 42'98um2+15'32um? los de la zona cortical) que los ndcleos
de animales sacrificados de noche (37°17um?+12'39um? los de la zona medular y

37'99um>?+12'05um? los de la regién periférica).
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Si analizamos en particular los nicleos de las mismas zonas, la diferencia
observada queda expuesta en la Tabla VIlI. Asi, la superficie de los nucleos de la
zona central tomados de dia tienen una media de 42'93um?+15'13um?, frente a la
media de los tomados de noche de 37’16um?+12'39um?. Tras haber calculado la “t’
de Student entre ambas poblaciones, nos da un valor de p<0'001.

Estas cifras y datos nos permiten afirmar que se trata de dos poblaciones bien
diferenciadas. Tomando en consideracién estas cifras de las superficies nucleares,
resulta evidenté que esta superficie esta sensiblemente aumentada en un 15'49%
en los animales sacrificados en periodo diurno frente a los que fueron sacrificados
de noche. Ahora bien, hay que tener presente que el nicleo es una estructura
tridimensional. Por lo tanto, si realizamos un célculo teérico y suponemos que las
superficies encontradas por nosotros se corresponden a planos ecuatoriales de los
nucleos (lo cual dista de la realidad, segun las consideraciones que hemos hecho
lineas arriba), y aplicamos la férmula de la superficie del circulo, obtendremos el
valor del radio. Si con este valor calculamos el volumen de la esfera (que es el
cuerpo geométrico que més se asemeja al nucleo) obtendremos un valor tedrico
para el volumen de los ncleos de pinealocitos de animales sacrificados de dia del
210'83um?®, frente a 170'36um* que corresponderia al volumen de los nucleos de
pinealocitos de animales sacrificados de noche, lo cual supone un aumento tedrico
del volumen nuclear en favor de aquellos del 23'75%.

Cabe suponer, que esta diferencia atn podria ser mayor, si nuestros animales
objeto de estudio (los sacrificados de noche) hubieran permanecido en estancias
con absoluta oscuridad (tal como ocurre en las condiciones naturales de vida de

estos animales), lo cual en las estancias del matadero no sucede asi, ya que dichas



Capitulo 5. Discusion 174

dependencias estan iluminadas de noche, si bien con una luz muy tenue. No
obstante, hay que sefialar que en estas dependencias del matadero, dicha luz no
sobrepasa los 2000 lux de intensidad luminosa, la cual seria necesaria para poder
producir cambios funcionales objetivables.

Esta reduccién del volumen del nudcleo del pinealocito durante la noche
suponemos que es debida a la diferente actividad que tiene la glandula epifisis en
cada periodo, que se pone de manifiesto no solamente en el aspecto funcional, sino
también desde un punto de vista puramente morfolégico.

En la citada Tabla VIill figuran también los resultados de los estudios
estadisticos del andlisis de imagen de los nucleos de pinealocitos de la zona
periférica, tanto de los ovinos sacrificados de dia como de noche. En estas dos
poblaciones, igual que acontece con la zona central que acabamos de ver, también
es manifiesta la diferencia de superficies que hay entre ellas, ya que en los
sacrificados de dia hemos obtenido un valor para la media de 42'8um?+15'32m?, y
los sacrificados de noche tienen una media de 37'99um?+12’'05um?, lo que significa
que los nucleos de los pinealocitos de los animales sacrificados de dia exhiben una
superficie superior en un 13'13% a la de los que lo fueron de noche. Calculada la “t”
de Student nos da un valor para p<0'001, es decir, con la misma significacion
estadistica que en el caso de la zona central, lo cual nos exime de hacer los
comentarios que hemos realizado a propésito del estudio de aquella.

Caso distinto es el de las poblaciones nucleares correspondientes a las dos
zonas central y periférica de la epifisis, ya que si establecemos comparacion entre
ellas solo hay diferencias significativas de tamafio durante la noche. Asi, en el caso

de los animales sacrificados de dia, obtenemos medias de 42'93um2+15’13um? para
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los nlcleos de la zona central y 42'98um2+15'32um? para los de la periferia de Ia
glandula, lo que supone una diferencia de valor en cuanto a superficie se refiere de
tan solo el 0'1%, lo cual se pone asi mismo de manifiesto, tras haber calculado la “t’
de Student que da un valor de p muy préximo a la unidad (concretamente p>0'9),
por lo que las diferencias no son significativas.

Con referencia a las dos poblaciones de nucleos de las zonas central y
periférica de los animales sacrificados de noche, arrojan las siguientes cifras:
37’17pn'12:t12’39|.|m2 para los de la regién central y 39°99um?+12’05um? para los de
la cortical, lo que supone un aumento de superficie de éstos respecto a aquellos del
22%, y la “t" de Student da un valor de p<0'05, lo cual es estadisticamente
significativo.

Estos hechos guardan relacién con los hallazgos a microscopia electronica, en
los que la presencia de cavidades intracelulares es mas numerosa en las horas
diurnas, lo que en principio puede resultar paradéjico con relacién a la idea
funcional de que la pineal es mas activa durante la noche, pero sin embargo si
analizamos los trabajos de CiMAS (1992) en los que se realiza un estudio circadiano
y estacional de la actividad cariométrica cortico-medular de la rata, se observa que
los valores cariométricos de estas zonas fluctian de manera ostensible a lo largo de
las 24 horas y de las estaciones, obteniendo en la estacién de otofio los valores
cariométricos mas bajos entre las 22:00 y las 02:00 horas.

Estos datos nos sefialan que el factor horario y estacional puede ser
determinante para valorar la actividad funcional cariométrica de la pineal y en
consecuencia, los datos obtenidos en puntos horarios determinados solo serian

indicadores relativos de la actividad funcional de la glandula. En cualquier caso, lo
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que se desprende de nuestros resultados es que existen dos zonas funcionales
diferentes en la pineal de los évidos y que la actividad de la glandula varia segun el
fotoperiodo.

El debate sobre la posible existencia de dos zonas funcionalmente diferentes
en la pineal de los mamiferos, ya fue planteado por QUAY Y RENZONI (1966) en la
rata y por ROMJIN (1975) en el conejo, aunque los resultados en los afios que
siguieron fueron contradictorios, condicionéndolos a la regién pineal estudiada
(BECKER & VOLLRATH, 1983), al sexo (LOPEZ IGLESIAS ET AL, 1987), a la edad y al
fotoperiodo (MATSHUSIMA ET AL, 1989), a la estacién y al punto horario en el que se
hizo la valoracién (CIMAS GARCIA ET AL., 1992; MATSHUSIMA ET AL, 1990) o a la
situacién topografica de los ntcleos a analizar (HIRA ET AL, 1998).

Estas diferencias también han sido sefialadas por datos electrofisiolégicos
(SEMM ET AL, 1981).

Los resultados de nuestro trabajo creemos que vienen a apoyar lo sefialado
por QUAY (1964, 1966), ROMJIN, (1975), MATSHUSIMA, (1990) CIMAS, (1992), e HIRA,
(1998) en roedores y a sefialar por vez primera en los 6vidos la existencia de esas
diferencias funcionales periféricas y centrales descritas en otras especies, asi como
a insistir en el hecho de que la pineal de los mamiferos puede ser un érgano, al

menos bifuncional.

5.5 ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRASMISION
En el caso de las pineales ovinas que nos ocupan, parece ser que la presencia
en ciertas zonas, de cavidades foliculares intracelulares, es un hecho bastante

comun referido también por ANDERSON (1965). Nosotros, basandonos en el
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contenido granulo-vesiculoso de las mismas y en la existencia de algunas
microvellosidades en los bordes celulares que las delimitan, unido a una mayor
presencia de estas cavidades en el centro de la glandula, pensamos que este tipo
de organizaciéon estructural se puede establecer para facilitar el intercambio
metabdlico de la glandula

En roedores, concretamente en rata (QUAY, 1973; 1974 a; GIMENEZ-GONZALEZ
ET AL, 1991; CIMAS GARCIA ET AL., 1992) y hamster (MATSHUSIMA ET AL., 1989), han
sido puestos de manifiesto mecanismos similares, en los que en vez de formarse
foliculos, las células pineales, en determinados momentos funcionales establecen
unos “canales” o pasillos que favorecen la circulacién de los productos metabdlicos

desde la parte central de la glandula hasta la periferia y viceversa.

5.6 CUERPOS SINAPTICOS.

El recuento de cuerpos sindpticos en ovinos jovenes muestra diferencias
significativas entre los dos grupos de poblacion estudiados, es decir, los
sacrificados de dia y los sacrificados de noche.

En la tabla IX y Grafica N° 6 se observa que en el grupo de animales
sacrificados de dia, y sobre una superficie total examinada de 225.000um?
solamente hemos contado 112 cuerpos sinépticos. Sin embargo en el grupo de
animales sacrificados de noche, sobre la misma superficie, representados en la
Tabla X y Gréfica N° 7, el nimero de cuerpos sindpticos contados ha sido de 211, lo
que supone que de noche hay casi doble numero de estas organelas que en el
periodo diurno, tal como se evidencia en la Gréfica N° 8. Referidas estas dos

cantidades a cifras expresadas por la unidad convencional de superficie
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(20.000um?) hallamos unos valores de 9'95 para la serie diurna y 1875 para la
nocturna. Esta diferencia creemos que se explica por la diferente actividad de la
gléandula, mayor de noche que de dia, lo que se traduce en este aumento
significativo de cuerpos sinapticos en su conjunto.

Al analizar las distintas clases de cuerpos sinapticos, nos encontramos con
hechos de particular interés. Asi, en la Gréfica N° 6, se observa que la proporcion
de los tres grupos de cuerpos sindpticos en la serie diurna, es casi igual (1/3 para
cada clase), ya que las cintas sindpticas representan el 31'25%, las esferas
sinapticas el 33'03% y los cuerpos intermedios en su conjunto (triangulares y
cuadrangulares) suponen el 3571%. Es de destacar que en la serie diurna no nos
ha sido posible encontrar cuerpos intermedios ovoideos.

Si efectuamos la comparacion con los resuitados que figuran en la Gréﬁéa N°7,
que representa la serie nocturna, la distribuciéon de las tres clases citadas es
completamente diferente. Pese a que en conjunto hemos contado casi doble nimero
de cuerpos sinapticos, segun hemos dicho, la cantidad de cintas sinapticas en la
serie nocturna estad muy disminuida-la mitad con respecto a la serie diurna -, de
modo que si por unidad de superficie (20.000um?) en aquella vimos que habia 3'11
cintas (lo que representa el 31'25% del total), en la serie nocturna esta cifra baja a
1’6, lo cual supone tan solo el 853% de la poblacion total de cuerpos sinapticos en
este fotoperiodo.

Por el contrario, es manifiesto el aumento experimentado por los cuerpos
intermedios en la fase nocturna, ya que de 3'55 / 20.000um? (que representa el
35'71%) que se cuentan en la fase diurna, en la serie nocturna hay 12'18, lo que

supone el 64'93%, o sea, casi los 2/3 de la poblacion total de cuerpos sinépticos.
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El estudio detallado de cada una de estas formas intermedias confirma este
hecho, ya que los cuerpos intermedios cuadrangulares, que en la fase diurna
existen en numero de 0'97 / 20.000um? (equivalente al 9'82% del total), en la fase
" nocturna aumentan considerablemente su presencia, ya que se cuentan 533 /
20.000um? (lo que significa el 28'44% de la poblacion total).

AUn mas significativo es lo que acontece con los cuerpos intermedios ovoideos
que en la serie diurna no nos ha sido posible evidenciarlos en.ninguno de los
campos examinados (una superficie total de 225.000um?) y sin embargo en los
animales sacrificados de noche hemos contado un total de 31 organelas de este
tipo, lo que equivale a una cifra de 2'76 / 20.000um? y representa el 14'69% de la
poblacion total de cuerpos sinapticos en este periodo nocturno.

Las variaciones mas discretas, las hemos registrado en la poblacion de
cuerpos intermedios triangulares que de 2'58 / 20.000um? (25'89% del total) en la
fase diurna, pasan a 4'09 / 20.000um? (21'80% del total) en la serie de noche.

Asimismo y por lo que respecta a las variaciones habidas en las esferas
sinapticas, tampoco son muy acusadas, ya que de 329 / 20.000pm? que
observamos en la fase diurna (33'03% del total de cuerpos sinapticos), ascienden a
498 / 20.000um?; sin embargo como en esta fase, segun quedé expuesto, el total de
cuerpos sindpticos es mayor, la proporcion relativa de las esferas sinapticas
disminuye al 26'54%.

El diagrama de barras de la Grafica N° 9 recoge las variaciones habidas en las
distintas clases de cuerpos sinapticos, segun el fotoperiodo considerado; se
observa claramente la manifiesta disminucién de las cintas en el periodo nocturno

(Gnicas formaciones que disminuyen en sentido absoluto y relativo) frente al
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aumento absoluto de los otros cuerpos sinapticos. Mencién especial merecen los
cuerpos intermedios ovoideos que no se evidencian de dia y sin embargo por la
noche su presencia es muy significativa.

Si analizamos los resultados del recuento de cuerpos sinapticos, podemos
confirmar que en los évidos, al igual que en el hamster (MATSUSHIMA ET AL., 1983) y
en el conejo, (MARTINEZ-SORIANO ET AL, 1984; 1999) existe una poblacion
heterogénea de los mismos, observandose la presencia de cintas y de esferas junto
a formas triangulares, cuadrangulares y ovoideas, que se distribuyen a lo largo del
citoplasma y las prolongaciones de los pinealocitos.

De una manera similar, STRUWE Y VOLLRATH (1990) describen la existencia de
esta poblacion heterogénea, pero no describen la existencia de cintas, solo de
esferas, que son mas abundantes que las formas intermedias, y no desglosan los
diferentes tipos de éstas ultimas.

De nuestros resuitados, hay dos cosas que llaman la atencidn respecto a lo
descrito por STRUWE (1990), lo primero es la presencia de cintas, y lo segundo, es
que el namero porcentual de formas intermedias es siempre mayor que el de
esferas y cintas, hasta el punto que en la fase nocturna las formas intermedias
llegan a ser mas numerosas (casi el doble) que la suma de las esferas y las cintas.
Sorprende este hecho, porque hasta ahora en las especies animales estudiadas, las
formas intermedias solo han sido descritas en el hamster y en el conejo como
hallazgos porcentualmente minimos respecto a las cintas y esferas (HEWING, 1980;
MATSUSHIMA ET AL., 1983; MARTINEZ-SORIANO, ET AL 1984; 1999). Este mayor
porcentaje de formas intermedias se mantiene tanto durante el dia como durante la

noche, siendo la diferencia mayor en el periodo de oscuridad.



Capitulo 8. Discusioén 181

Otro dato a destacar es que el menor nimero de cuerpos sinépticos
corresponda a las cintas (31.25% de dia y 8.53% de noche), cuando en todas las
especies estudiadas hasta el momento las cintas no bajan de un 80%, y ademas es
mas sorprendente aun, que éste porcentaje alcance las cotas mas.bajas (8.5%)
durante el periodo nocturno, que es precisamente en el periodo donde el nimero de
cuerpos sinapticos es mayor.

No existen antecedentes en la literatura al respecto, siendo éste el primer
estudio fotofasico que se realiza sobre los cuerpos sinapticos en la pineal de los
ovidos.

Solo STRUWE (1990) describe por primera y Unica vez las formas intermedias,
ya que ANDERSON (1965) en su magnifico trabajo descriptivo con el microscopio
electrénico, no menciona la existencia de ninguna de estas organelas.

Nosotros coincidimos con STRUWE (1990) en que existe un elevado nimero de
esferas sinapticas, pero discrepamos en que la cantidad de cintas sinapticas sea
mayor, ya que en nuestros recuentos, el nimero hallado siempre ha sido menor,
especialmente de noche; durante el dia la diferencia no es tan manifiesta.

Las diferencias observadas entre nuestros resultados y los publicados por
STRUWE (1990), pueden estar determinadas porque los datos de este autor, estan
referidos exclusivamente a animales sacrificados durante el periodo diurno de
maxima luminosidad (10:00-11:00 horas); mientras que en nuestro caso los
animales sacrificados en el periodo diurno lo fueron en torno a las 14:00-15:00
horas. Estas diferencias son solo relativas, ya que nosotros hemos encontrado una
media de 3.55 formas intermedias por 20.000um2 y de 3.29 esferas, mientras su

trabajo con la misma metodologia hace referencia a 0.4 y 3.9 respectivamente. Esta
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diferencia numérica puede ser atribuida, no solo a la distinta banda horaria utilizada,
ya comentada, sino también a la latitud y por consiguiente a las diferentes
condiciones de luminosidad en el que se han realizado ambos experimentos
(Espaiia, Ruanda y Alemania).

Las cintas sinapticas descritas por VOLLRATH (1973) en la pineal de la rata,
experimentan una variacion en nimero a lo largo del dia, que alcanza su maximo en
las horas de la madrugéda y el minimo en las de mitad de la mafiana (MARTINEZ
SORIANO ET AL, 1992); ademas representan el porcentaje mayor de cuerpos
sinépticos en todas las especies de mamiferos y vertebrados inferiores, analizadas
hasta el momento. Su funcién esta relacionada con la inervacién adrenérgica
(KARASEK ET AL, 1983; GONZALEZ & ALVAREZ-URIA, 1986) y se piensa que puedan
estar involucradas en los procesos de comunicacion intercelular (VOLLRATH, 1973) y
en la regulacién del nimero de B-receptores (KING & DOUGHERTY, 1982) y en sus
mecanismos de regulacién de indolaminas (MC NULTY & Fox, 1992). Por tanto la
disminucién del nimero de cintas en los dvidos debe de estar necesariamente
relacionada con la regulacién de estos mecanismos, cuya base puede ser genética,
ya que la induccién de la formacién del segundo mensajero, AMPc, imprescindible
para la formacién de cintas, estd a su vez regulado por la transcripcion de un
regulador genético temprano, el ICER (STHELE ET AL, 1993), el cual podria ser
liberado segun la iluminacién ambiental y en dependencia de los habitos nocturnos
o diurnos de la especie.

Dado que los dvidos son animales de habitos diurnos se puede pensar que las
modificaciones totales y fotofasicas, con relacién al nimero de cintas que se

observan en esta especie puedan ser debidas a estas razones.
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Con relacion a las esferas, resulta interesante comentar de nuestros
resultados, que las variaciones del numero de las mismas en relacién con lo
descrito en otras especies se mantiene dentro de lo que es habitual, ya que han
sido descritas variaciones inter especies, dentro de unos porcentajes con relacion al
resto de cuerpos sinapticos que oscilan entre el 14 y el 43%, por lo que los
porcentajes encontrados en los 6vidos no son discrepantes con los existentes en la
literatura.

Respecto a su relacién con las cintas si que existen datos interesantes
descritos y parece que se comportan de manera diferente, ya que muestran ritmos
diferentes circadianos en el cobaya (KHALEDPOUR & VOLLRATH, 1987) y en el conejo
(MARTINEZ-SORIANO, 1999; 2000), aumentan mucho mas que las cintas en el cobaya
durante la prefiez (LUES, 1971), y en el conejo, tras la denervacién simpatica
también se incrementa su numero inicialmente mas que las cintas (ROMJIN, 1975).

Las dltimas publicaciones apuntan a que las cintas pueden transformarse en
esferas, y que esta transformacion puede estar determinada, entre otras cosas, por
la cantidad de luz ambiental (ADLY ET AL, 1999), lo que explicaria que en las curvas
evolutivas circadianas de estas estructuras en las horas de maxima luminosidad, los
valores de cintas y esferas se solapen, tal como ocurre en las curvas del conejo y
del gato durante la primavera (MARTINEZ SORIANO ET AL, 1999; 2000)

Sobre las formas intermedias, por su escasa presencia y su correspondencia
numérica con las cintas y esferas, se habia especulado en la posibilidad de que
fuesen secciones de cintas y de esferas en diferentes angulaciones y fases de

formacién (JASTROW, 1997; MARTINEZ-SORIANO ET AL, 2000).



Capitulo 5. Discusién 184

9

En los évidos, los resultados obtenidos por nosotros, en principio no parecen
apoyar estas opiniones, solo en el caso de las cintas y las esferas si que desde una
igualdad diurna, el incremento nocturno de las esferas se acompafia de una
disminucién ostensible de las cintas, pero en el caso de los cuerpos intermedios no
parecen existir relaciones claras entre las variaciones de los diferentes tipos de
cuerpos y el incremento o disminucion de las cintas o esferas y creemos que seria
necesario realizar un estudio circadiano evolutivo de las diferentes organelas para

poder conocer mejor estos hechos.
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RESUMEN

La presente Tesis Doctoral esta dedicada a estudiar determinados aspectos de
la glandula pineal en la especie ovina, ya que se trata de un mamifero superior,
apenas utilizado como animal de experimentacion, pese a que tiene semejanzas con
la especie humana en lo que se refiere a los caracteres de esta glandula (ambas
pertenecen al ﬁpo A o proximal) y al género de vida que realizan: las dos especies
viven en espacios abiertos al aire libre y reciben directamente la influencia de la luz
solar.

Los estudios pertinentes se han realizado sobre un total de 60 animales sanos,
de varias razas y edades (jévenes y adultos), los cuales fueron sacrificados en
matadero.

Nuestros trabajos se han orientado en los siguientes aspectos:

- Estudio a microscopia Optica. Las investigaciones en este campo se
refieren al estudio histolégico de la glandula pineal, mediante técnicas
convencionales para observar las diferencias existentes entre los animales
sacrificados de dia y los que lo fueron de noche, asi como entre jovenes y adultos.

Asimismo hemos empleado técnicas de inmunochistoquimica para el estudio de
los astrocitos y poder establecer diferencias entre grupos de animales segun la
edad y el fotoperiodo.

- Estudio morfométrico sobre una poblacién de nucleos de los pinealocitos

de animales jovenes, mediante andlisis de imagen con ayuda de un programa
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informatico para conocer las modificaciones habidas en el tamafio nuclear segun el
momento del dia y la zona de la gléndula (cortical y medular).

- Estudio a microscopia electrénica de transmisién de las caracteristicas
de la glandula pineal en animales jovenes, centrando nuestra atencion
principalmente en el estudio y recuento de las distintas clases de cuerpos sinapticos
en funcion del fotoperiodo.

De todos los datos recogidos en nuestros estudios, cabe deducir las siguientes

conclusiones.
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12,  La glanduia pineal ovina, al igual que en la especie humana, es del tipo
A de acuerdo con la clasificacion de VOLLRATH (1981). Al estudio con el microscopio
Optico, parte de su superficie dorsal, esta revestida por un epitelio ependimario
simple clbico. El parénquima presenta dos zonas claramente diferenciadas, la
cortical, pseudolobulada y la medular, en la que es frecuente la observacién de
pequefias cavidades o rosetas. Asimismo es comun el hallazgo de cavidades
quisticas. La vascularizacion estd mas desarrollada en la zona medular.

22, Con técnicas de inmunocitoquimica hemos observado células
inmunorreactivas a vimentina y GFAP por toda la glandula. La GFAP se considera
un marcador valido de la madurez astrocitaria, por 1o que podemos afirmar que en la
oveja los astrocitos maduros tienen una disposicion panglandular, a diferencia de la
pineal de la rata, en la que las astrocitos maduros se encuentran sélo en la porcion
proximal. Esta observacién es comun para animales jovenes y adultos, lo que
significa que en la glandula pineal ovina coexisten después del nacimiento y durante
toda la vida astrocitos inmaduros y maduros.

33. Las células endoteliales presentan inmunotincién positiva a vimentina y
negativa a GFAP.

42,  En los animales adultos hemos observado mas tendencia a la formacion
de quistes, mayor cantidad de tejido conjuntivo y de células positivas a vimentina y,

sobre todo de células positivas a GFAP.
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52, Los nucleos de los pinealocitos en la especie ovina son de mayor
tamafio en los animales sacrificados de dia que en los sacrificados de noche, ya
que su superficie durante el periodo diumno es un 15'49% mas grande que durante
la noche. Estas diferencias son estadisticamente significativas.

62. El numero de cuerpos sinapticos totales contados sobre una superficie
de 20.000um? es inferior en el grupo diurno (9'95+3'77) que en el nocturno, donde el
namero de estas organelas en la misma superficie alcanza una cifra de casi el doble
(18'75+£3'83).

72.  En el periodo diurno, las cintas sinpticas representan alrededor de 1/3
(el 31'25%) de la poblacion total de cuerpos sindpticos; el otro tercio (33'03%)
corresponde a las esferas sinpticas; y las formas intermedias suponen algo mas de
la otra tercera parte (35'71%).

82. En el periodo nocturno, las cintas sinapticas disminuyen y soélo
representan el 8'53% del total de cuerpos sinapticos, mientras que casi dos terceras
partes de estos (el 64'93%) son formas intermedias. La variacion menos manifiesta
corresponde a las esferas sinapticas cuya presencia en este periodo nocturno es
del 26'54%.

82,  En el periodo diurno no hay formas intermedias ovoideas, a diferencia
del grupo de animales sacrificados de noche en que aparecen estas organelas en
nuimero de 2'76/20.000um?, cifra que representa el 14'69% del total de la poblacion
de cuerpos sinapticos en dicho fotoperiodo.

10°. Sobre la base de los datos anteriores, cabe afirmar que la actividad de
la glandula pineal de los ovinos presenta una diferente actividad dependiendo del

fotoperiodo.
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