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INTRODUCCION



RECUERDO HISTORICO



A pesar de su pequefio tamafio , y de su situacion , la glandula pineal
es conocida desde los tiempos mas remotos , habiendo despertado gran
interés desde Herdfilo de Alejandria (325-280 a. de C.), que fue el primero
en describirla asimilandole una funcion de regulacién del paso de Pneuma o
espiritu desde el tercer al cuarto ventriculo .

o En el afio 130 & de C. Galeno la describe , parecida a la pifia
del pino , denominandola como “Konarion” .Galeno niega la funcién
valvular que propugnaba Herdfilo al sefialar la falta de relacion entre la
glandula y los ventriculos y le atribuye una funcién en cierto modo glandular
al asignarle una funcién puente entre los grandes vasos y el propio cerebro .

El concepto anatomico-funcional de la glandula Pineal no sufre
modificacion hasta el Renacimiento en el que Vesalio (1514-1564) describe
su estructura y topografia pero sin modificar su funcién de comunicacion
entre el espiritu y el cuerpo .

Es sin embargo Descartes (1662-1709) quien modifica éste concepto
, explicando que los estimulos del mundo exterior que son captados por los
ojos y conducidos al cerebro por los cordones cerebrales , se dirigen a la
glandnla “H” (la gliandula Pineal segin su denominacién) la cual responde
a estos estimulos controlando el paso de los distintos “humores™ a través de
los “poros” de las paredes ventriculares y mediatizando la respuesta del
0rganismo .

Durante el siglo siguiente decae nuevamente el interés por su estudio
hasta que GUTZEIT en 1896 , asocia por primera vez la existencia de un
tumor pineal con un sindrome de desarrollo sexual precoz , hecho que fue
corroborado por HEUBNER en 1898 con un caso idéntico .

En 1943 BARGMANN basado en estudios de ROUSSY vy
MOSINGER (1938) y HOLMGREN (1959) , sefiala la relacién de la
glandula con la luz a la vez que le asigna una capacidad de regulacion de la
funcién hipotalamica mediante mecanismos nerviosos .



LERNER (1958) por fin consigue aislar la MELATONINA
confirmando definitivamente el caricter Neuroendocrino de la glandula
Pineal.

En la actualidad , el descubrimiento incesante en su parénquima de

metabdlico general .



DESCRIPCION ANATOMICA DE LA GLANDULA
PINEAL



En términos generales , la glandula pineal es una pequeiia estructura
situada en la parte posterosuperior del techo del Diencéfalo entre las
comisuras Habenular y Caudal . Esta situacién es comtn tanto a los
vertebrados inferiores como a los mam1feros

- Pero si bien la glandula pineal existe en todas las especies,
estructuralmente , presenta diferencias en relacién al estadio evolutivo y al
desarrollo cerebral de cada especie .

En los vertebrados inferiores la glindula pineal suele estar
acompaifiada de otros Organos pineales accesorios , tales como el dérgano
parapineal del lampreas , el 6rgano frontal de los anuros o el ojo parietal de
los lacertidos , por lo que en ellos se habla con mas propiedad de “complejo
Pineal” . Funcionalmente ademas el complejo pineal de los vertebrados
inferiores parece poseer un predominio fotosensorial con una enorme
presencia de células fotorreceptoras en el parénquima pineal .

A medida que se asciende en la escala filogenética varia esta situacion
de forma que la gldndula pineal esta conformada por una estructura finica en
los ofidios , aves y por supuesto mamiferos . Ademds la poblacién de
elementos fotorreceptores va disminuyendo hasta desaparecer en los
mamiferos en los que el predominio exclusivo es de elementos celulares de
caracter secretor .

Esta diferenciacion se justifica en parte por el estado de desarrollo
telencefélico de cada especie , de forma que en los vertebrados inferiores con
escaso desarrollo del telencéfalo , el complejo pineal es rico en elementos
fotorreceptores , mientras que en los mamiferos éstos elementos han debido
emigrar a la retina transmitiendo los cambios luminicos medioambientales
desde ésta hasta la epifisis donde las células de naturaleza secretora
predominantes las transforman en secrecién hormonal ,

Hay que hacer notar sin embargo que tambien existen casos
excepcionales como son los ceticeos y elefantes en los que la glindula
pineal es atrofica y algunos sirénidos y animales desdentados en los que
parece no existir glandula pineal alguna .



VOLLRATH (1981) , clasifica las glandulas pineales de los
mamiferos en tres tipos segin su relacion con el tercer ventriculo :

- Tipo A 0o PROXIMAL. Son pineales gruesas , cortas y proximas al
tercer ventriculo . Ej: hombre , orangutan ...

- Tipo AB o INTERMEDIA . Son alargadas . Ej: 1a vaca, cerdo..

- Tipo ABC o DISTAL : Son ain mas largas , llegando en ocasiones a
las proximidades del cerebelo . Ej : raton, cobaya ...

quedar alguna de ellas menos desarrollada o incluso atréficas . En éste caso,
para poder clasificarlas , se sustituye la letra del alfabeto latino que identifica
a la parte afectada , por una letra del alfabeto griego , en el caso de las
hipotrofias o bien se omite en el caso de las atrofias . Segiun el mismo
VOLLRATH sugiere , estas zonas podrian tener diferencias funcionales .
HASAYAKA (1988) apoya esta sugerencia al comprobar que el volumen
nuclear de los pinealocitos de la zona proximal (A) es inferior al de las otras
zonas .

Estructuralmente segin ROMIIN (1973) describe en el conejo ,
pueden diferenciarse una capa cortical y una capa medular , que ademas
segun estudios electrofisiolégicos realizados por SEMM (1981) , podian a su
vez organizarse en estructuras distintas , con especificidad para reaccionar de
forma diferente a estimulos diversos .

La glandula Pineal humana aparece en el segundo mes de desarrollo
uterino a partir de tres esbozos de la porcion posterior de diencéfalo , de los
que dos quedan atréficos desarrollandose unicamente el tercero dando lugar
a una estructura que recuerda a la lengua sacada de la cavidad oral .

Tiene una coloracion grisacea y se encuentra situada en el techo del
tercer ventriculo , debajo del cuerpo calloso y encima de los tubérculos
cuadrigéminos anteriores sobre los que se apoya .

Estd unida al cerebro mediante dos pediculos que finalizan en la
comisura posterior y la comisura Habenular . Ambas comisuras se
encuentran separadas por el receso del ventriculo medio . El tercer ventriculo
penetra en la glandula formando el receso pineal . La mayor parte del érgano
se encuentra cubierta por los plexos coroideos .



Atendiendo a KOPSCH (1953) el tamafio de la glandula pineal
humana es de (8x4x2) mm . Su volumen es de 46,12 mm cubicos ( LEGAIT
y cols 1976 a/b) y su peso de 138,6 mg ( LEGAIT y LEGAIT , 1977).

Estas cifras serian superiores para las pineales femeninas antes de los
30 afios igualandose posteriormente para ambos sexos , segin LEGAIT y

individuo estudiado .

El tamaiio de la pineal humana y su peso aumenta progresivamente
desde su formacion hasta la edad media de la vida (30-50 afios) en la que
aunque con pequeiias oscilaciones disminuye paulatinamente , { RODIN y
OVERAL , 1967) , mientras que para VON EIL y GUSEK (1975) la
glandula aumentaria igualmente hasta los 40-50 afios , disminuiria hasta los
60 afios y volveria posteriormente a aumentar hasta los 70 afios comenzando
entonces a disminuir discretamente .

La organizacién estructural de la glandula pineal humana es muy
variable y depende por supuesto de 1a cantidad de tejido conectivo presente .
El tejido conectivo aumenta con la edad aunque nunca llega a sustituir a mas
del 50% de la poblacién celular . La mayoria de las pineales humanas
presentan una estructura lobular (QUAY , 1965 ; SCHAREN-BERG y LISS
1965; MOSKOWITS y WURTMAN ,1982) , sin embargo tambien han sido
descritas estructuras en roseta , foliculos , pseudoal-veolos , mixtas ¢ incluso
en personas mayores de 60 afios sin estructura definida .

La organizacién estructural de la glandula y 6rganos parapineales
presentes en los vertebrados inferiores mantienen sin embargo una estructura
sacular ,

El complejo pineal de la rata ,-objeto de nuestro estudio , presenta
tres partes bien diferenciadas :

1- PINEAL PROFUNDA . Realiza la unién del complejo pineal con
el epitilamo uniéndose a la comisura habenular por arriba y a la comisura
posterior por abajo y estableciendo relacién con el LCR a través de los
recesos suprahabenular e infracomisural .
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2- TALLO PINEAL , Estd formado por tejido conectivo , vasos
sangnineos , fibras nerviosas y células parenquimatosas . Segin
BOECKMAN (1980) un 6% de los individuos no presenta células
parenquimatosas en el tallo , un 76 % presentan células parenquimatosas que
terminan en él v un 18 % restante presenta células parenquimatosas que
llegan incluso a la pineal superficial .

3- PINEAL SUPERFICIAL , u 6rgano pineal propiamente dicho que

-presenta un tamafio de 1,6x1,95x0,82 mm segiin GREGOREK y cols (1977). . .= =
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MORFOESTRUCTURA DE LA GLANDULA
PINEAL .
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Independientemente del genero o especie a que pertenezca el
individuo estudiado , incluida la rata , todas las pineales presentan tres tipos
celulares comunes :

1- LA CELULA GLIAL .
2- LA CELULA GANGLIONAR, la menos conocida funcionalmente.

3- LA CELULA FOTORRECEPTORA , o neuroendocrina , segin la
cescala animal ( Pinealocito)..

El tipo celular mas caracteristico de la glandulas pineales de los
mamiferos es el Pinealocito , que segiin TAPP y HUXLEY (1972) ocuparia
el 76 % de la poblacion celular en las glandulas pineales masculinas
humanas , y el 82% en las femeninas . El tipo celular mas frecuente de la
pineal de la rata es segin WALLACE y cols (1969) tambien el Pinealocito
que representa un 82% de 1a poblacion celular total .

Oftras células que podemos encontrar son : Astrocitos fibrosos o
protoplasmaticos , Células ependimarias , Células Cebadas, Células
pigmentarias , o células musculares de tipo estriado .

PINEALOCITOS

Las primeras descripciones de los Pinealocitos se remontan a los
estudios d¢ ACHUCARRO y SACRISTAN (1912), ACHUCARRO (1913) y
DEL RIO HORTEGA (1923), que las describieron como células mono , bi o
multipolares , cuyas prolongaciones acababan en forma de clavas , tales
prolongaciones ocupan distintas zonas de la glandula organizandose en
diferentes formaciones del tipo de plexos marginales (ARIETL1954) , o
foliculos residuales (WURTMANN y COLS,1968; BARGMMANN ,1943) y
en proximidad con espacios perivasculares .

En general los Pinealocitos presentan poca afinidad por los colorantes

lo que permite clasificarlos segin QUAY (1965), TAPP y BLUMFIELD
(1970) en croméfobos y cromdfilos .
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SMITH y cols (1972) los clasifica en:

- Pinealocito tipo I, que contiene serotonina , no es autofluorescente y
persiste en  la oscuridad .

- Pinealocito tipo II , que contiene triptofano , es autofluorescente , y
esta presente en condiciones de alternancia luz-oscuridad .

Segin PEVET (1977) :

- PINEALOCITOS TIPO “1”, célula clara o célula parenquimal . Es
- considerado como el pinealocito estricto por la mayoria de los autores. =~~~

- PINEALOCITO TIPO “2”, o célula intersticial , es de coloracion
oscura y sus prolongaciones tienen una disposicion predominantemente
perivascular .

Su composicién citoplasmatica es mas compleja que la del
pinealocito tipo “1” y su interpretacion funcional mas controvertida .

En el 6rgano pineal de la rata (ARSTILA y HOPSU ,1964; GUSEK y
COLS ,1965), cobaya (LUES ,1971); conejo (WARTENBERG y GUSEK
, 1965, ROMIIN ,1973/A); ratén (UPSON y cols ,1976) ; en el topo (PEVET
, 1974) y en el vison (ROUVET ,1982), se acepta la existencia de dos tipos
celulares epifisarios principales , la célula clara y la célula oscura . Para
KARASEK ambos tipos celulares representarian estadios funcionales
distintos de una misma estirpe celular . Sin embargo para GONZALEZ y
cols (1969/a-b) y GONZALEZ y ALVAREZ-URIA (1970) 1a célula oscura
es Unicamente una célula acompaifiante , mientras que para LUO y cols
(1984) 1a célula oscura presenta caracteristicas estructurales similares a las
de la neuroglia astrocitica , opinion que es apoyada por MOLLER y cols’
(1978) , LOWENTHAL vy cols (1982) y HIGLEY y cols (1984) , los cuales
utilizando técnicas histoquimicas concluyen que las células intersticiales son
astrocitos .

Observados al microscopio los Pinealocitos presentan un aspecto
polimorfo , presentando prolongaciones mono , bi o multipolares , formando
reticulos .

Se encuentran distribuidos formando cordones , continua o
discontinuamente (HUSELMANN ,1967), presentando incluso diferencias de
celularidad segiin se observen en la parte proximal , media o distal de la
glandula JUNG y VOLLRATH, 1982).
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Atendiendo a su forma se pueden delimitar en la glandula pineal dos
zonas : una region cortical y una regiéon medular , de forma que en la region
cortical del gato y del perro (ZACH ,1960) y del caballo (FASSBENDER ,
1962) , existen pinealocitos Monopolares de aspecto triangular , mientras
que los de la regiéon medular presentan cuatro prolongaciones . Los
Pinealocitos de la regién cortical de la rata presentan menor respuesta a la
iluminacion continua que los de la region medular (QUAY ,1957A-B;1961
MILINE y cols 1969) . -

No forman desmosomas (macula adherens) ni uniones estrechas

separaciéon denominados “lagos interfaciales” o “canales intrapineales”

(WOLFE ,1965), que probablemente guarden relacion con la actividad
metabolica de la célula ya que varian en anchura y configuracion siguiendo
un ritmo circadiano (QUAY ,1972; CIMAS ,1992) habiéndose observado
incluso cambios ante estimulos fotoluminosos , MARTINEZ SORIANO
(1984) .

GONZALEZ y ALVAREZ-URIA (1971), describen “zdnulas
adherens” en las clavas terminales perivasculares del pinealocito del gato y
las clavas terminales pseudofoliculares del pinealocito de la rata . Ademas
KRSTIC (1974) describe la presencia de “fascia adherens” en los
pinealocitos de la rata , corroborados en el hamster por SHERIDAN vy
REITER (1968) y en el cobaya por LUES (1971) , complejos que pueden
tambien observarse de manera ocasional en la membrana plasmatica del
pericarion .

Ultraestructuralmente , una de las organelas que mayor interés y
controversia provocan son los cuerpos sindpticos . Son éstas estructuras de
matriz densa y formas variadas , rodeadas de vesiculas electrotransparentes.

Se distinguen tres tipos : Las Cintas SINAPTICAS , las Esferas y las
formas Intermedias .

-CINTAS SINAPTICAS , o “Synaptic Ribbons”. Son sin duda alguna
el elemento intracelular que mas intereses despierta en la actualidad.

Son estructuras que se observan en el pinealocito y que estan
formadas por una condensacion central , el bastoncillo central cuyas
dimensiones oscilan entre los 40-60 nm , lo que ya las diferencia de las
ESFERULAS , rodeadas a modo de festén por numerosas vesiculas de unos
50-60 nm de diametro . Su nimero esta sujeto a variaciones que obedecen a
un ritmo circadiano de forma que su presencia es minima por la mafiana y
maxima por la noche en todas las especies estudiadas (VOLLRATH ,1973 ;
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MATSUSHIMA ,1983; MARTINEZ SORIANO ,1984; KHALEDPOUR ,
1987).

Pueden aparecer como estructuras solitarias o formando grupos de tres
o cuatro CINTAS o incluso en agrupaciones de numerosas CINTAS
formando lo que se ha denominado “campos de CINTAS” o “ribbons fields”

denominandolas “CINTAS rodeadas de vesiculas” , evitando el termino
SINAPTICAS que solo.emplean para los vertebrados inferiores en los que las
CINTAS SINAPTICAS si forman realmente parte de la sinapsis entre las
células fotorreceptoras y las fibras nerviosas aferentes (COLLIN , 1969B,;
PEVET y COLLIN ,1976; PEVET y cols 1977) .

Si bien para algunos autores éstas estructuras representan un recuerdo
de la funcién neurosensorial de la célula (KAPPERS , 1971), es decir que
serian la consecuencia de la funcion fotosensorial que filogenéticamente
tuvieron los pinealocitos (VOLLRATH ,1981), ha sido bien demostrada su
reaccién cuando el pinealocito ha sido estudiado bajo diversas condiciones
fisiolégicas o sometido a distintas condiciones expe-rimentales
(VOLLRATH,1973; VOLLRATH y HOWE,1976; KARASEK , 1976;
KURUMADQO y MORI,1977), lo que ha conducido a sugerir la hipdtesis de
que las CINTAS SINAPTICAS de los pinealocitos estan involucradas en la
comunicacion entre pinealocitos adyacentes (VOLLRATH ,1973;
VOLLRATH y HUSS ,1973) , permitiendo a los pinealocitos que no estan en
contacto directo con las fibras nerviosas aferentes , establecer circuitos
interpinealociticos que permitirian a la glandula actuar no como un mero
subordinado Neuroendocrino sino de una manera mas activa e independiente

Para algunos autores podrian tener incluso funciones de comunicacién
intercelular .

El analisis de 1a localizacién topografica de las cintas , su relacion con
estructuras intracelulares y la variacion de su nimero en las distintas
condiciones fisiolégicas o tras ser sometidas a diversas condiciones
experimentales demuestra que el 79-90% de las CINTAS , bien en forma
aislada o bien formando campos de cintas , se sitian proximas a la
membrana celular (VOLLRATH,1973), habiéndose podido comprobar ,
incluso como el corazén electrodenso de las CINTAS llega a contactar con la
membrana celular (ARSTILA , 1967), hecho que ha sido tambien
corroborado por observaciones realizadas en la rata (ARSTILA y HOPSU ,
1964), en ¢l gato y en el mono (WARTENBERG ,1968) .

16



El analisis de las relaciones topograficas demuestra que en el 93,1%
de los casos las CINTAS estaban orientadas o dirigidas hacia pinealocitos
adyacentes , en el 5,3% de los casos se orientan hacia los vasos sanguineos,
en el 1,3% hacia fibras nerviosas y en el 0,3 hacia fibras de colageno
(VOLLRATH ,1973). El hecho de que en la mayoria de los casos las
CINTAS se relacionen espacialmente con otros pinealocitos significaria para
ARSTILA y HOPSU (1964)que los contactos axdn-axén y cuerpo-axén son

segin un ritmo circadiano perfectamente definido como han comprobado
VOLLRATH (1973) en el cobaya , 0o KURUMADO y MORI (1977) en la
rata con valores que disminuyen durante la maifiana , se incrementan con el
inicio de la tarde hasta hacerse maximos al principio de la noche para volver
a descender posteriormente con la llegada de Ia fase diurna . Este hecho es
paralelo ademas a secrecion de MELATONINA cuyas cifras siguen el mismo
ritmo como se desprende de los trabajos de RUDDEN vy cols (1975),
THERON y cols (1979), VOLLRATH (1975,1985) o MARTINEZ
SORIANO (1984) .

Las CINTAS SINAPTICAS aumentan ademas considerablemente
cuando el cobaya es sometido a iluminacién continua durante mas de 60 dias
(VOLLRATH y HUSS 1973; LUES ,1971), apareciendo ademas cambios en
la forma y localizacion de los mismos con la formacion de los denominados
“campos de cintas apareados” .

El concepto surgido de estos experimentos es que las CINTAS
SINAPTICAS son funcionalmente importantes , concepto que es apoyado
ademas por la exposicion de diversas especies a distintas experimentaciones
como la exposicion al frio (KRSTIC ,1973) , inmovilizacién (MILINE 1968),
simpatectomia (ROMIJN ,1975-A), orquidectomia (KARASEK , 1976),
administracién de drogas de accion conocida (ROMIIN ,1976), o exposicion
a iluminacién continua (ROMIIN ,1975A) .

Sin embargo la verdadera funciéon de las CINTAS SINAPTICAS de
los pinealocitos no es conocida . Para BUNT (1971), GRAY y PEARSE
(1971) los bastoncillos electrodensos guiarian a las vesiculas que los
circundan hacia la membrana presinptica . Para KARASEK (1976,b)
tendrian tambien una funcién similar actuando a modo de cinta
transportadora , conduciendo las vesiculas hasta la membrana celular .
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Sin embargo y a pesar de conocer todas sus caracteristicas y las
variaciones que sufren en topografia y namero tanto en condiciones
fisioldgicas como de experimentacién no estamos en condiciones de decir
aun si la funcion que cubren es de carécter excitador o inhibidor , aunque
no parece improbable suponer una accion excitadora de las CINTAS cuyo
incremento ha sido sugerido que puede ser la expresion de una sintesis
aumentada de MELATONINA . Tambien explicaria este efecto el hecho de
smpatectomla en quc la produccwn de la MELATONINA esta disminuida

- para contrarrestar l1a inhibicion de laglandula. . . =~ =~ .~~~

El origen y formacion de las CINTAS no esta ain bien definida. Para
unos autores como VOLLRATH (1973), las CINTAS se formarian in situ ,
para otros tendrian su origen en el pericarion ; Para KARASEK (1976) la
formacion del bastoncillo central procederia de trazos microtubulares . Las
vesiculas tendrian su origen en el RE.L. y serian los microfilamentos los
encargados de su transporte hacia los lugares en que se forman nuevos
bastoncillos (THERON y cols 1979) .

El estudio de las CINTAS a alta resolucion demuestra que la masa
central electrodensa presenta una estructura trilaminar tipica formada por tres
laminas paralelas de 7 nm de grosor que contienen una material granular fino
. A la seccién sin embargo los bastoncillos de las CINTAS muestran una
gran variedad , de forma que las dimensiones encontradas son de 0,2 micras
para el mono mandril (WELSH y REITER ,1978), 0,65 micras para el gato y
el mono (WARTENBERG ,1968), 0,8 micras para la rata (WOLFE , 1965),
1 micra para el conejo (ROMIIN ,1973,B), 1-1,5 micras para el erizo
(PEVET y SABOUREAU , 1973) y 2 micras para el cobaya . La distancia es
equivalente para todas las especies alcanzando los 24-25 nm. . Al corte
longitudinal las CINTAS sueclen ser rectas o ligeramente torcidas
(WARTENBERG ,1968; LUES ,1979). La exposicién a iluminacion
continua incrementa el nimero de CINTAS torcidas (LUES ,1971;
VOLLRATH y HUSS 1973) llegando en encontrarse CINTAS dobladas en
forma de “U” en el conejo (ROMIIN ,1973,b), de rectingulo , arrifionadas y
cuadrangulares (MARTINEZ SORIANO ,1984). Tambien han sido descritas
en el hamster (MATSUSHIMA ,1983) y cobaya (LUES ,1971; VOLLRATH
y HUSS, 1973 ; KHALEDPOUR ,1987) .

Las vesiculas circundantes se disponen en general en una sola capa si
bien ocasionalmente forman una doble corona (LUES ,1971). Su anchura es
de 30-50 nm (WOLFE ,1965; ARSTILA ,1967 ;LUES ,1971; ROMIIN ,
1973,B; PEVET y SABOUREAU ,1973; WELSH y REITER ,1978) y son
similares a las vesiculas sinapticas de las neuronas colinérgicas , aunque no
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existen en ellas indicios de actividad acetilclinesterasa (ARSTILA ,1967 ;
ERANKO y cols 1976a-b) que puedan excluir mecanismos colinérgicos .

Se conoce muy poco acerca de la composicion quimica de los’
bastones y de las vesiculas circundantes . Tras la observacion por LUES
(1971) y OSBORNE y THORNHILL (1972) , de que su electronegatividad
disminuye con la administracion de Reserpina se piensa que los bastones
puedan estar involucrados en el almacenamiento de Monoaminas . Forman
parte de su composicion proteinas , hidratos de carbono y cantidades

detectables de Sodio y Calcio ionicos (KRSTIC ,1975D,1976A). En otros
Organos contienen proteinas y acumulos de DNA. y RNA (BUNT , 1971;
SZAMER ,1974).

Las vesiculas pueden contener ocasionalmente un corazén
electrodenso (ARSTILA ,1967; ROMIIN ,1973B) aunque estudios
citoquimicos demuestran que son claramente diferentes de las vesiculas
presentes en las fibras nerviosas simpaticas segiin KRSTIC (1976A),quien
ademas concluye que contiecne GABA , aunque este concepto debe ser ain
comprobado .

Un hallazgo interesante aunque sin explicacion funcional adecuada es
la formacién de los denominados “Campos de Cintas” (VOLLRATH vy
HUSS ,1973; KARASEK ,1976B; KURUMADO y MORI ,1977), en que se
agrupan el 40% de las CINTAS encontradas (el 60% restante aparecen
aisladas), pudiendo hallarse agrupaciones de 2 a 12 CINTAS y mas
raramente agrupaciones mas numerosas de incluso 21 CINTAS
(VOLLRATH ,1973; VOLLRATH y HUSS ,1973). Parece ser que el
agrupamiento tiene una cierta relacién con la edad , de forma que a mayor
numero de CINTAS existe un menor numero de agrupaciones que se van
incrementando a medida que las CINTAS se hacen mas escasas y
probablemente mas viejas . No se conoce si los campos de CINTAS son
estructuras estaticas o si se mueven hacia la membrana celular (VOLLRATH
y HUSS ,1973).

Los campos ‘de cintas pueden ser modificados bajo distintas
condiciones fisiologicas y/o experimentales , incrementindose tras la
exposicion a iluminacion continua (VOLLRATH y HUSS ,1973) .

Aunque las CINTAS de los pinealocitos de los mamiferos pueden
situarse en oposicion directa a las de otro pinealocito dando la impresion de
ser una unica estructura que atraviesa ambos plasmalemas , su verdadera
significacion funcional y el de los campos de cintas estd aun lejos de
dilucidar .
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Considerando los cambios numéricos de las CINTAS durante un ciclo
de 24 horas se puede concluir que las CINTAS tienen una vida media de 8
horas .

-_ESFERULAS SINAPTICAS. Son ain poco conocidas ,
posiblemente porque ocasionalmente puedan semejar el aspecto de las
CINTAS SINAPTICAS si son cortadas transversalmente . Tambien porque

demuestran que en los mamiferos aparecen CINTAS SINAPTICAS mientras
que en los elasmobranquios , teledsteos , -lagartos -y pajaros - aparecen
ESFERULAS sinapticas (WERSAALL y BAGGEROSAJ-BACK ,1974).

Son estructuras que contienen una masa interior de matenal
electrodenso de unos 120 nm de diametro , rodeada de una unica corona
formada por 8-12 de vesiculas electrolicidas de unos 30 nm de diametro .

En el conejo han sido descritas como “estructuras semejantes a
rosetas” (LEONARD ,1967, ROMIIN ,1973B,1975A) . En el cobaya han
sido denominadas como “bolas coronadas de vesiculas” (LUES ,1971). Este
autor ademas describe en el mismo animal la existencia de estructuras
semejantes a cilindros que pueden ser el origen de las ESFERULAS .

LEONARD (1967) , describe la relacién de las ESFERULAS con el
plasmalema y la aparente descarga del material electrodenso al espacio libre
intracelular , por lo que se ha considerado la posibilidad de que este material
fuera una sustancia de secrecion de los pinealocitos .

El hecho de que las ESFERULAS y las CINTAS puedan fusionarse
hace pensar en que puedan ser estructuras similares sin embargo el hecho de
que la simpatectomia cervical en el conejo provoque una aumento inicial de
esférulas y un aumento posterior de CINTAS y de que la observaciones
realizadas en conejillas gestantes muestres un incremento de CINTAS ligero
y un incremento mucho mayor de las ESFERULAS (LUES 1971) , sugiere
que exista una verdadera diferencia funcional entre ambas .

 Ademas apoya esta diferencia el hecho de que aunque las
ESFERULAS tambien estin sometidas a variaciones que siguen un ritmo
circadiano , no son superponibles a las de las CINTAS ( VOLLRATH ,
1973,1981; MARTINEZ SORIANO , 1984).
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- Las FORMAS INTERMEDIAS han sido descritas en deter-
.minadas especies tales como el hamster (MATSHUSIMA ,1983), conejo
(MARTINEZ SORIANO ,1984), cobaya (KHALEDPOUR ,1987), vaca,
oveja y cerdo (STRUWE ,1990) y su morfologia oscila entre formas
cuadrangulares , triangulares y ovoideas , habiéndose descrito tambien

ocasionalmente formas arrifionadas y de otras morfologias . Su nimero es

~ bastante menor que el de Cintas y Esferas aunque presentan oscilaciones = == = |
circadianas similares a las anteriores . Su regulacion funcional es
desconocida .
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HISTOQUIMIA DE LA GLANDULA PINEAL

22



Del estudio fisiologico de al glandula pineal se deriva que en su
funcionamiento intervienen diversas sustancias sujetas a un ritmo circadiano
como :

- MONOAMINAS : Entre elas encontramos :

- NORADRENALINA , localizada en las terminaciones
SINAPTICAS (WOLFE ,1962). Sus niveles son bajos durante el dia y
elevados durante la noche (WURTMAN y AXELROD ,1965).

- FENILALANINA .
- TIROSINA .
- INDOLAMINAS : Entre las que encontramos :

- SEROTONINA : que es sintetizada por los pinealocitos. Esta
tambien sujeta a un ritmo circadiano en el que existen altos niveles diurnos y
bajos niveles nocturnos (QUAY ,1963; REITER ,1984).

- MELATONINA : Aislada por LERNER y cols (1958), es
sintetizada a partir del triptofano que se transforma en serotonina y
mediante la accién de dos enzimas NAT (N-acetil-transferasa) y la HIOMT
(hidroxi-indol-O-metil-transferasa)(AXELROD y WEISSBACH 1960,1961 ;
WURRTMAN y cols 1§65) .

Segiin WURTMAN y AXELROD la actividad de la HIOMT
disminuye en presencia de luz y aumenta en la oscuridad , lo que origina
que la concentracién de la MELATONINA siga el mismo ritmo circadiano
(REITER ,1966; VOLLRATH ,1982; MARTINEZ SORIANO ,1984).

- DOPAMINA

- HISTAMINA

- SISTEMA ARGININA-VASOTOCINA (A.V.T.) . Es sintetizada en

las células ependimarias , aunque puede almacenarse en las demas células
como son los Pinealocitos (PAVEL ,1978).
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- COMPONENTES INORGANICOS , como Cobre , Zinc , Manga-
neso , Calcio, Fosforo , Sulfuros y Estroncio . Es frecuente encontar
calcificaciones intrapineales llamadas calcoforitos , mas frecuentes a medida
que aumenta la edad de las personas y mas frecuentes en la raza blanca
posiblemente relacionados con factores genéticos , aunque segun LEWINSKI
(1983) ademas de la herencia intervendria la latitud geografica.

- ENZIMAS : Se conocen cinco grupos :

Oxidorreductasas .

Transferasas .

Hidrolasas .

Lipasas .

Isomerasas .
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INERVACION DE LA GLANDULA PINEAL
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TIPOS DE FIBRAS NERVIOSAS

- A - FIBRAS CENTRALES O COMISURALES :
Son de procedencia cerebral , aunque los centros en que se

originan no estdn bien definidos . Penetran en la glindula a través de las
comisuras Habenular y Caudal (KAPPERS ,1960; HUSELMAN ,1971).

intrapineales cuando estas existen (MOLLER ,1974; MARTINEZ
SORIANO , 1979).

Segiin NIELSEN (1975), DAVID (1973) Y DAFNY (1975),
pueden transmitir los estimulos que proceden de la circunvolucién limbica

- B- FIBRAS VEGETATIVAS O AUTONOMAS :

1- FIBRAS SIMPATICAS. Son de procedencia periférica .
Tienen relaciébn con los cambios circadianos y la produccion de
MELATONINA . Liberan Adrenalina y estimulan la produccién de
hormonas a través de receptores Beta y del sistema Adenilciclasa .

Tienen su origen en el Ganglio Cervical Superior , de
forma homolateral e independiente .

Sus fibras transportan potenciales que se originan a
partir de los estimulos luminosos que excitan las terminaciones nerviosas de
la capa ganglionar de la retina desde donde a través de fibras amielinicas se
dirigen hacia el Nucleo Supraquiasmatico , desde éste se proyectan fibras
hacia el Area Periventricular de la Regién Tuberal Ventral del Hipotdlamo
(SWANSON y COWAN,1975). Las neuronas de este area contactan a su
vez con las del Area Hipotalamica Lateral que a su vez proyecta fibras que
hacen sinapsis en el asta intermedio-lateral de la médula cervical (SHAPER
Y COLS ,1976) desde donde salen fibras hacia el ganglio cervical superior
que provee un plexo nervioso a la gliandula pineal formando el nervio
Conario, si bien algunas fibras llegan a la Pineal a través de los vasos piales
(KAPPERS ,1960).
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El Nervio Conario puede , en el hombre , ser un nervio
timico o en ocasiones formar un verdadero par nervioso. (KENNY 1961;
KAPPERS ,1965).

Antes de que el Nervio Conario penetre en la gldndula
Pineal desprende un fasciculo que se dirige al Organo Subcomisural

el mono pof KENNY (1965) y en el conejo por ROMIIN (1973A/B y
1976).

Son fibras preganglionares que se postula puedan
provenir del Nervio Salivar Superior , si bien su destino no es bien conocido

- C- FIBRAS EFERENTES . En el feto humano y tambien en el
adulto se ha descrito un gran ganglio parasimpético que se encuentra pegado
én ocasiones al Nervio Conario o en ocasiones a otro ganglio (G. de Pastori)

-y un Nervio localizados en el espacio Subaracnoideo caudal a la glandula
pineal y un tercer ganglio parasimpatico dorsal a la glandula , que podrian
conectar la glandula con el Sistema Nervioso Central .
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VASCULARIZACION



La irrigacion de la glandula corre a cargo de las dos arterias coroideas
posteriores , que son ramas de las arterias cerebrales posteriores .

Sus arteriolas no se acompafian de venulas no existiendo un sistema
porta como el existente a nivel hipotdlamo-hipofisario .

El drenaje sanguineo confluye hacia la vena de Galeno .
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ASPECTOS FISIOLOGICOS.
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Como ya hemos sefialado , 1a luz , cuyos estimulos son recogidos en
las terminaciones sensitivas de la retina y conducidos a través de las fibras
simpaticas a la glandula pineal , juega un papel muy importante en la
regulacion de la funcidn de la glandula .

inhibicion de la glandula , mientras que la ausencia de luz provoca una
estimulacion de su funcionalismo ..

Esta influencia se traduce en variaciones morfofuncionales de la
glandula que siguen un ritmo circadiano paralelo a las variaciones luminicas
dia/noche , encontrdndose variaciones estacionales y de latitud geografica .

Las condiciones normales en que la luz actiia sobre la glandula pineal
siguiendo Ia via retinohipotalamica descrita pueden ser variadas
voluntariamente por el experimentador apareciendo a su vez variaciones del
ritmo morfofuncional normal de la glandula .

Se han efectuado experimentos sometiendo a los animales de
experimentacion a condiciones de iluminacion continua , de oscuridad
continua , a enucleacion de ambos ojos, a la seccion de los nervios
simpaticos etc...

EFECTOS DE LA ILUMINACION CONTINUA .

Los primeros estudios realizados sometiendo a los animales a
caondiciones de iluminacion continua fueron hechos por MILINE (1957,a/b),
que observo signos de atrofia en los pinealocitos de la rata y el conejo .

El mismo efecto fue comprobado en hamsters por QUAY (1961) y en
ratones por KACHI y cols (1971).

Segin BOSTELMANN (1968) apareceria un incremento de los
plegamientos observados en los nicleos de los pinealocitos y disminucion
del nimero de nucleolos y de Mitocondrias , que ademas aparecerian para
HALARIS Y MATUSSEK (1969) hinchadas , mostrando una pérdida de las
crestas mitocondriales .

En 1985 DOI y cols demuestran , estudiando embriones de pollo , un
retraso del desarrollo de la glandula y de su actividad enzimatica .
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EFECTOS DE LA OSCURIDAD CONTINUA .

El resultado de mantener bajo condiciones de oscuridad mantenida a
la rata provoca segiin BOSTELMANN (1968) un aumento del tamafio del
niicleo de los pinealocitos , un incremento de los ribosomas y un incremento
de las Mitocondrias . Aumentan ademas segin LUES (1971) el Ap.de Golgi
y segin LIN (1973) el RER .

Para YOCHIM y WALLEN ,(1974) , la glandula continta
produciendo MELATONINA persistentemente y segun WURTMAN vy
- AXELROD (1964C) la HIOMT tambien estd incrementada. . -~ .~ =~ . . = .

HOFFMANN y MELVIN (1974) mantienen un grupo de hamsters en
fotoperiodos largos de oscuridad observando un freno reproductivo .

HOFFMANN y LUCINDA (1985) , manteniendo un grupo de
hamsters machos de 4 semanas en condiciones de oscuridad total
comprueban un mayor peso testicular y una menor respuesta a niveles bajos
de iluminacién , llegando a afirmar que la glandula pineal no solamente
responde a las variaciones de iluminacién sino que ademas actuaria como un
fotodosimetro requiriendo para provocar su respuesta un nivel minimo de
iluminacién .

BRAINARD y cols (1988) realizando estudios sobre humanos
voluntarios sometidos a luz monocromatica en relaciéon a la secrecion de
MELATONINA demuestran que el umbral de irradiacion que desencadena
una disminucion de la secreciéon de MELATONINA oscila entre 1,6-5
microwatios/cm2 .

ROBERTSON y HOWART (1987) evaliian el efecto que los cambios
de Iuz (luz/oscuridad o bien dia/noche) tienen sobre la conformacién de las
CINTILLAS sinapticas , demostrando que mientras que las CINTILLAS de
los animales sometidos a la luz eran rectas, el 50% de las CINTILLAS de
los animales sometidos a oscuridad eran curvas .

VOLLRATH (1986) comprueba que tras la exposicion a iluminacién
continua se incrementa ¢l mimero de CINTILLAS y disminuye el de
esférulas , existiendo ademas diferencias regionales dentro de la glandula ,
de forma que el incremento de CINTILLAS es mayor en las regiones
intermedia y distal mientras que la disminucion de esférulas es menor en las
regiones intermedia y proximal .
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CIMAS y cols (1987) analizan la relacién circadiana entre el nimero
de CINTILLAS de la glandula pineal de la rata y el nivel de MELATONINA
en su suero , obtentendo resultados que indican que es posible que las
CINTILLAS sean los 6rganos estimuladores de la transmisioén facilitando la
funcidn secretora de la glandula .

EFECTOS DE LA ALTERACION DEL RITMO NORMAL

REITER y HOFFMAN manteniendo un grupo de hamsters en
condiciones de oscuridad durante 23 horas seguidas de iluminacion durante
una hora observan una atrofia gonadal que no se produce si el animal es
previamente sometido a pinealectomia .

BRONSTEIN y cols (1987) realizan el mismo experimento sobre
ratas exponiéndolas a la acciéon de un foco luminoso de longitud de onda de
460-580 nm observando una disminucién de la actividad de la N-
acettltransferasa pineal .

Para KARASEK (1988) este experimento provoca una reduccion de la
actividad del pinealocito con disminucién del tamafio y nimero de sus
organelas , del nimero de bandas y del niamero de vesiculas sindpticas .

ELLIOT y cols (1972) mantiene grupos de hamsters sometiéndolos a
periodos de iluminacién continua de 6 horas separados por periodos de
oscuridad de 18, 30, 42 y 54 horas deduciendo que mientras que para los
periodos de alternancia luz /oscuridad de 24 horas en los que se aprecia una
disminucién del tamafio testicular , para el resto de ciclos de 36-60 horas se
aprecia un incremento del peso gonadal .

HAYASAKA (1988) tras someter a ratones machos jovenes (40 dias)
y machos adultos (100 dias) a fotoperiodos de 12 horas de luz 12 horas de
oscuridad y observarlos tras su sacrificio en diversos periodos de tiempo
durante las 24 horas , observa que los volimenes nuclear y citoplasmético de
los pinealocitos de la region distal y media aumentan en relacién a los de la
region proximal y mas en los adultos que en los jovenes.



RELACION CON EL PERIODO HORARIO

La Glandula pineal presenta cambios morfofuncionales que como ya
hemos indicado siguen un ritmo circadiano , de forma que puede constatarse
que :

- El nimero de CINTILLAS sinapticas se incrementa durante 1a noche
y disminuye durante el dia (VOLLRATH ,1986) .

- El niimero de los cuerpos densos (dense core) se incrementa durante
el dia (VOLLRATH ,1986) .

- Las Monoaminas y la MELATONINA aumentan durante la noche y
disminuyen durante el dia , adelantidndose o retrasandose su pico maximo en
relacion directa a la aparicién de dias mas o menos largos (ALLEVA ,1989)

- La Serotonina disminuye durante la noche y aumenta durante el dia.

RELACION CON EL PERIODO ESTACIONAL (FOTOPERIODO).

Estudios de QUAY (1963) y WURTMAN (1963) muestran que la
actividad pineal esta relacionada con el fotoperiodo , comprobando en los
ratones una hiperactividad de la glandula pineal durante el invierno que se
acompaiia de regresion de los Organos genttales .

PFLUGELDER /1965) describe las mismas reacciones estudiando el
hamster dorado .

Segiin LINCOLN (1976), se produce un incremento del tamafio del
nicleo de los pinealocitos de la rata en el otofio .

Para HOFFMANN (1979) , en algunas especies como el hamster que
poseen un ciclo gonadal anual , las estaciones de fotoperiodo largo
(primavera y verano) producen un estimulo gonadal , mientras que las
estaciones de fotoperiodo corto (otofio e invierno) provocan en el animal una
regresién gonadal . Esta reaccién se complementaria para VITALE y cols
(1985), con disminucion de peso , torpor diurno y desarrollo del pelaje de
inviemno . Estos efectos no aparecerian si previamente se hubiera sometido al
animal de experimentacién a pinealectomia , gonadectomia , inyeccion de
testosterona o durante las estaciones de fotoperiodo largo .
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SHIOTANI y cols (1985) someten hamsters a fotoperiodos cortos de
ciclos de 3 horas de luz y 21 de oscuridad y ademas a condiciones de baja
temperatura durante 5 semanas comprobando un incremento en el pinealocito
del RER , REL , gotas lipidicas , cuerpos mieloides , aumento de las
mamotrofinas y disminucién de las gonadotrofinas con atrofia de los
testiculos y caracteres sexuales secundarios , concluyendo que las hormonas
pineales secretadas bajo condiciones de invierno inhiben la descarga de
LHRH.

KARASEK y cols (1986) , encueniran en la rata del algodén en
estacion de fotoperiodo corto un incremento de las Mitocondrias , RER ,
~ Ribosomas , Ap de Golgi y de vesiculas SINAPTICAS .

En 1988 KARASEK vy cols realizan un estudio mensual a lo largo de
todo un afio encontrando que en primavera y otoilo se incrementa el namero
de CINTILLAS sinapticas mientras que disminuye el de vesiculas sinapticas

DONALD (1989) encuentra asimismo una regresion gonadal y una
disminucién del peso corporal durante el fotoperiodo corto estudiando el
Microtus Pennnsylvanicus .

RELACION CON EL ESPECTRO LUMINOSO

DODT (1963) demuestra que las células de la glandula pineal se
estimulan o se inhiben dependiendo de la longitud de onda de los estimulos
luminicos que llegan a la glandula .

VOLLRATH (1981) afirma que la luz verde provoca una fuerte
inhibicién de la glandula pineal , la luz azul y la amarilla provocan una
inhibicién inferior a la verde y la luz roja no provoca ningin efecto . La luz
ultraavioleta produce una estimulacion transitoria .

BRAINARD vy cols (1986) observan disminucién de los niveles de
MELATONINA tras la exposicion de hamsters a ondas luminicas de
longitud de onda entre 340-405 nm y monocromaticas 360 nm , efecto que
no se produce en animales ciegos .

BROWNSTEIN y cols (1987) describen una disminucién de la

actividad de la N-acetiltransferasa pineal de la rata albina tras su exposicion
a estimulos luminosos de longitud de onda entre 460-580 nm .
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RELACION CON LA LATITUD GEOGRAFICA .

Parece , segiin QUAY (1963), que la latitud geografica es un factor
importante en la actividad de la glandula pineal ya que el entorno tanto
luminoso como térmico varia en dependencia de la proximidad al ecuador o
a los polos . Asi la foca posee una glandula pineal que es 10 veces superior
en tamafio a la de un perro de su mismo tamaiio que viva en una regién

.......

CUELLO Y TREMEZZANI (1969) lo confirman tambien en el
pingiiino .

RELACION CON LA TEMPERATURA AMBIENTE .

Segun MILINE (1969) y MILINE y cols (1970) la exposicion a
temperaturas de 3-10°C produce una hipertrofia e hiperplasia de los
pinealocitos .

Ademas en las ratas adultas aumenta la- produccién de
MELATONINA segiin URRY y cols (1976) .

La exposicion de un grupo de hamsters dorados a un fotoperiodo de 3
horas de luz y 21 de oscuridad mantenido. durante 5 semanas afiadido a una
temperatura de 5°C provoca un incremento del mimero de organelas del
pinealocito junto con una disminucion de los niveles de gonadotrofinas
hipofisarias y atrofia gonadal .

La exposicién a temperaturas elevadas provoca una depresion de la

actividad de la HIOMT segin NIR y cols (1975) y de la NAT , segiin NIR y
HIRSCHMANN (1978).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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Teniendo en cuenta las caracteristicas fisiologicas de la glandula
dependientes de la fotoluminosidad, y conociendo las variaciones del niimero
de cuerpos sindpticos dependientes de la luz y la supuesta organizacién

-topogréfica y funcional de la Pineal en tres partes , el presente trabajo de
Tesis se plantea como un estudio que trata de establecer las variaciones del
mimero de cuerpos sindpticos a lo largo de 24 horas y durante cada una de
las cuatro estaciones en las diferentes porciones pineales de larata A, By C,
para de ésta manera poder observar si existen diferencias de comportamiento
entre las mismas que puedan ser indicativas de su independencia funcional .
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MATERIAL Y METODO.
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Para la realizacion del presente trabajo se han utilizado un total de
120 ratas albinas macho adultas de la Cepa Wistar , con un peso medio
aproximado de 250 gr. +/- 50 gr. .

Estos 120 especimenes han sido divididos en 4 grupos de 30 animales
cadauno. o

Cada uno de estos grupos ha sido subdividido a su vez en 6 subgrupos
de cinco animales cada uno para establecer de esta manera :

- 4 GRUPOS ESTACIONALES:
1. PRIMAVERA (mayo).
2. VERANO (Agosto).
3. OTONO (Noviembre).
4. INVIERNO (Febrero).

- 6 PERIODOS HORARIOS (hora local) idénticos para cada uno de
los grupos :

1. 06 HORAS
2. 10 HORAS
3. 14 HORAS
4. 18 HORAS
5. 22 HORAS
6. 02 HORAS

Todos los animales utilizados en la experimentacion fueron sometidos

a las mismas condiciones higiénicas , dietéticas y ambientales |,
exponiéndolas al efecto de la luz natural propia de cada periodo estacional .
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TECNICA EXPERIMENTAL.

Los grupos de animales fueros sacrificados en los puntos horarios
referidos (hora local) segiin 1a sistemética que se describe:

1- ANESTESIA del animal con Pentobarbital Sodico (Nembutal ) en
disolucién al 10%. Se realiz6 inyeccién intraperitoneal a una dosis de 0,5
mg/gr. de peso del animal .

2- CONTROL DEL PESO de cada animal .

administrada la anestesia se procede al sacrificio de los animales realizando
una incisién sagital media en abdomen llegando hasta el apéndice xifoides ,
prolongando dicha incisién por abajo hacia las extremidades inferiores y por
arriba rodeando las arcadas costales . Pinzamos el apéndice xifoides con un a
pinza de mosquito rechazindola hacia arriba dejando al descubierto toda la
cavidad abdominal del animal . Liberamos la parrilla costal seccionan-dola y
descubriendo la caja toricica teniendo acceso directo al corazén para
proceder asi a la perfusién .

4- TECNICA DE LA PERFUSION.

El objeto es cambiar la sangre por suero fisioldgico tamponado
lavando todo el arbol vascular para posteriormente inyectar el fijador de
tejidos . Para ello hemos de seccionar los ligamentos cardiacos y retirar el
pericardio , tras lo cual introducimos la mitad de la aguja de un advocat por
el apex cardiaco , fijandolo en esta posicion mediante una pinza mosquito.

A continuacién seccionamos la Auricula derecha que actia como
valvula de salida de sangre y liquidos que inyectamos . Previamente hemos
preparado dos cubetas , una con glutaraldehido de Buffer Fosfato al 5% y
otra con una solucién salina tamponada compuesta por :

- Sacarosa 8 gr.
- CINa 8 gr.
- Glucosa 4 gr.

- Agna destilada 1000 c.c.

Se comienza la perfusién del suero inyectandolo a periodos constante
y a una temperatura que oscile entre los 38-40 °C .
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Cuando por la Auricula derecha fluye solamente el suero limpio de
sangre se comienza la inyeccion del liquido fijador , inicialmente asociado
al suero en un 50% para posteriormente suprimir el suero e inyectarlo
directamente solo .

Cuando existe una buena perfusion , la introduccién del fijador se
acompaifia de una fibrilacién del animal a la vez que va quedandose rigido .
La perfusion del animal debe continuar hasta que el animal deje de fibrilar
tras lo cual se procede a la extraccion de la glandula pineal .

6- TECNICAS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.
FIJACION .

La fijacion es el procedimiento por el que conseguimos mantener la
estructura celular , conservando su morfologia y composicion quimica con el
menor numero de artificios y sin que exista degradacion posterior .

El fijador utilizado se prepara mezclando:

- Sol de Gluataraldehido al 25 % 1 volumen
- Sol. Buffer Fosfato (pH =7,5) 4 volumenes

Tras la extraccion de la glandula pineal , se la deposita en un pocillo
lleno de liquido fijador en el que se mantiene 2 horas en nevera a 4°C,
removiéndola periédicamente para que quede bien impregnada. A con-
tinuacion se lava la pieza mediante dos pasos consecutivos de 15 minutos :

- Sol A : Fosfato Potasico (PO4H2K) 98 gr. en 100 cc de agua
destilada .

- Sol B : Fosfato mono o bisodico (PO4HNAZ2) 23,76 gr. en 2200 cc
“de agua destilada .

Se mezclan en el momento de su uso para conseguir el pH de 7,5 .

Posteriormente se emplea el Tetraoxido de Osmio (OsO4) en 25 cc de
una solucion de 5 gr. de Sacarosa en 100 cc de una solucién Buffer , para
obtener una solucién de OsO4 al 2% , para conseguir la fijaciéon completa de
proteinas y lipidos . Tras ello se lava nuevamente en dos pasos sucesivos de
15 minutos en solucion Buffer para eliminar los restos del OsO4 .
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DESHIDRATACION .

Una vez lavada la pieza se procede a su deshidratacion , que se realiza
en tres pasos sucesivos de 30 minutos cada uno , utilizando acetona al 30%,
al 50% vy el 74,5% sucesivamente .

Contrastamos los cortes mediante un paso en acetona al uranilo al 2%
en acetona al 75% durante 2 horas y a 4°C, a continuacién un paso por
acetona al 90 % media hora y otros dos pasos en acetona al 100% durante
- media hora tambien y se procede a la inclusion .

INCLUSION

Como medio de inclusion hemos empleado el DURCOPAN (de la
casa Fluka), que es una resina poco hidrosoluble , de baja viscosidad y que
se filtra ficilmente en los tejidos . El proceso se realiza en varios pasos de 2
horas cada uno :

1- DURCOPAN I, en acetona al 100% :

Acetona al 100% 3 volumenes
Durcopan 1 1 volumen

2- DURCOPAN 1 EN ACETONA AL 100%
Acetona al 100 % 1 volumen
Durcopan I 1 volumen

3- DURCOPAN I en acetona al 100%

Acetona al 100% 1 volumen
Durcopan 1 3 volimenes
4- DURCOPAN 1
5- DURCOPAN I

6- DURCOPAN 1I

La casa Fluka presenta este preparado separado envasado en cuatro
frascos marcados con las siglas A/M ; B ; C ; D, que combinados entre si
nos permiten fabricar los dos tipos de Durcopan Iy II..



El DURCOPAN 1 se obtiene mezclando en un matraz Erlenmeyer
con un agitador las siguientes cantidades de los distintos frascos :

A/M 10 cc.
B 10 cc.
C 0,15 cc.

El DURCOPAN 1II se obtiene mezclando igual que el anterior :

AM 10 cc.
B 10cc..
C 0,45 cc.
D 0,15 cc.

POLIMERIZACION .

Se emplea el DURCOPAN II durante 72 horas en una estufa a 60°C

OBTENCION DEL ULTRACORTE.

Una vez finalizado el proceso de 1a inclusion y de que ¢l medio haya
adquirido la consistencia necesaria , se procede al corte de la pieza . Para
ello es conveniente reducir al maximo la superficie del corte para lo que se
realiza una operacion de tallado del taco de inclusion en forma de tronco de
piramide en cuya base menor queda situada la pieza . La morfologia se
consigue con un PIRAMITONE LKB11.800 , procediendo a realizar los
cortes con un Ultramicrotomo de la casa LKB , el ULTRAMICROTOME III
control uniat tipo 8.802 . En éste se coloca el tronco de piramide sobre el que
desciende una cuchilla de cristal , fabricada tambien por la casa LKB (el
aparato 7.801-B) y se selecciona mediante control microscdpico del filo
Tras la cuchilla hay un pocillo lleno de agua destilada donde caen los cortes
de 1 micra , que inmediatamente son depositados en un portaobjetos cubierto
de agua destilada y que debe ser colocado sobre una plancha metalica
calentada a 40°C para que e evapore ¢l agua . Tras esto se tifie con azul de
toluidina para identificar la zona de tejido a estudiar y seleccionar el lugar
que nos interese para la obtencion de los ultracortes .



COLORACION DE LOS CORTES DE MICROSCOPIA
ELECTRONICA .

1- Tincién con Azul de Toluidina Alcalina. Reactivos :

1. Bérax al 1%. Se disuelven 2 gr. de borato de sodio en 200

ccdeaguadestilada., L
2. Se disuelven 0,5 gr. de azul de toluidina en 100 cc de bdérax
al 1%, filtrandose antes de su uso .

2- Técnica : Se afiaden 2-3 gotas de azul de toluidina alcalina
directamente al corte cuando aun esta en el portaobjetos sobre
la plancha metalica y al cabo de un par de minutos se forma
un anillo metalico en la periferia , momento en el que lavamos
con agua destilada y se seca con un papel de filtro o se deja
secar en la plancha caliente .

3- El resultado es una coloracién estable. Los MPS éacidos pueden
sufrir una reaccién metacromatica, indicando que existe MPS
acidos carboxilados , sulfatados o fosfatados .

Una vez elegida la zona adecuada de los cortes de 1 micra se realizan
los ultracortes , de los que se seleccionan para el montaje en las “rejillas”
solamente los que tengan un grosor comprendido entre los 600-900
amstrongs . El resto de los ultracorte sobrenadantes en el pocillo que
contiene agua destilada presentan varios colores en dependencia del grosor
que posean de forma que existe una tabla que nos indica el grosor que tienen
segun su tonalidad :

ULTRACORTES UTILES :
- COLOR GRIS 600 amstrongs 0 menos
- COLOR PLATA 600.900 amstrongs.
ULTRACORTES DESECHABLES:
- COLOR ROJO 900-1500 amstrongs
- COLOR AZUL 1500-1900 “
- COLOR VERDE 2400-2800 “

- COLOR AMARILLO  2800-3200 “
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Los ultracortes utiles son recogidos mediante “rejillas de cobre” que
tienen un grosor de 0.05 mm y un didmetro de 3 mm , previamente cubiertas
con una membrana de Formvar , que aumenta su estabilidad . Una vez
montados los cortes se colocan las rejillas en placas de Petri para que se
sequen y se contrastan con Citrato de Plomo segin el Método de
REYNOLDS (1963) :

Solucién de Citrato de Plomo :

Nitrato de Plomo 1.33 gr.
Citrato Sédico 1.76 gr.
- Aguadestilada ©  30cc. e

El agua destilada se hierve a fuego lento 15 minutos para que se
desprendan los gases que pueda contener (O, CO) tras los cuales se enfria
por inmersion en agua fria bruscamente y se afiaden 8 cc de hidréxido
Sédico agitindola hasta que es totalmente transparente . Se colocan unas
gotas de Citrato de Plomo en una placa de Petri que contenga cera de
dentista en el fondo para que las gotas sean visibles . Se aplican las rejillas
por el lado que estan montados los ultracortes durante 15-30 minutos tras los
cuales se recoge la rejilla y se lava con agua destilada y se secan con un
papel de filtro quedando listas para observarlas al microscopio electrénico .

El MICROSCOPIO ELECTRONICO utilizado es el modelo EM. 9.A
de la Casa Carl Zeiss con una capacidad de resolucién de 14 a.

Las Electromicrofotografia han sido realizadas a los siguientes
aumentos :

Escalén 1 1750
Escalon 2 6000
Escalén 3 18000
Escalon 4 40000

El MATERIAL FOTOGRAFICO utilizado han sido placas para
negativo de la casa AGFA, placas 7x7 AGFA GEVAERT SCIENTIFIC
FILMS 23D.56.

DETERMINACION DE CINTAS POR SUPERFICIE.

Para ello evaluamos el nimero de células y organelas en ocho
superficies cuadradas de una rejilla de 65 x 65 micras con una superficie
total de 33.800 micras cuadradas, expresindose los resultados en 20.000
matg2. Este proceso se realiza a 12.000 aumentos en una o mas secciones de
un animal hasta completar la superficie.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos fueron comparativamente analizados a través de
contraste de hipdtesis y la evaluacion de su significado . La significacién
estadistica fue considerada a partir de un valor de p_<o.05 .

La hipétesis de normalidad de las variables fue sistematicamente
contrastada por test no parametricos .

muestras pequeiias .

El analisis de la varianza fue utilizado para establecer unos bloques de
comparacién de las diferentes medias obtenidas a lo largo del tiempo de
experimento en cada uno de los grupos .

Todo el anilisis estadistico fue realizado en un ordenador Apple
McIntosh II Si. utilizando los programas Stat-View Il y Cricket-Graph II .
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RESULTADOS.



Durante el estudio de las diferentes piezas objeto del analisis morfo-
métrico, no hemos encontrado ningin dato de relevante interés, fuera de lo
descrito en la literatura , solo cabe destacar en la porcién A , la observacion
frecuente de unas estructuras microtubulares de apariencia ciliar ( Figuras 1

y2).

Del estudio , andlisis y recuento de las diferentes preparaciones de

cintas sinapticas (98,8%) , bien asiladas o agrupadas en dos o mas elementos
(Fig. 3 y 4), y solo una presencia muy reducida de otros cuerpos
“sinapticos” (1,7%) tales como esferas (1,1%) (Fig. 5) y formas triangulares
{0,6%) (Fig. 6). Excepcionalmente se observé alguna forma rectangular, que
por su caracter ocasional , no ha sido considerada en este trabajo .

El total de cuerpos “sindpticos” contabilizados en el tejido analizado
ha sido 15809 , distribuidos en la forma y porcentajes que se reflejan en la
tabla 1.

En ella podemos observar que tanto el mayor porcentaje del total de
cuerpos (48,5%) como el de cintas (48,5%) corresponde a la parte C y el
menor (16,9% y 16,4% respectivamente) a la A , mientras que la mayor
proporcion de esferas (0,46%) y de formas triangulares (0,33%) se da en la
parte AylamenorenlaC.

Su localizacién , a lo largo del tejido analizado y de forma general, es
mas frecuente en las prolongaciones (83,3%) que en el pericarion (16,7%) y
un 33,7% se encontraban adosadas a la membrana .

La distribucion y porcentaje en cada una de las partes pineales y en
cada estacion se expresan en la tabla 2. De estos datos destaca que mientras
en las porciones A y B el mayor porcentaje de cuerpos y de cintas se da
durante el Invieno , en la porcién C se da durante el Otofio. Por el contrario
las esferas son mayoritarias durante el Invierno en la parte proximal y en la
distal y se mantienen en proporciones muy constantes en la parte intermedia.
Finalmente , las formas triangulares predominan durante el Verano y el
Otoiio en las porciones A y B , y aumentan en el Inviemo y desaparecen
durante la Primavera en la parte C .
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CINTAS SINAPTICAS .

La evolucién circadiana durante cada una de las diferentes estaciones
es variable segun el tipo de cuerpo “sinaptico” y la parte pineal analizada .

Las cintas sinapticas durante la Primavera (Grafica 1) experimentan
las variaciones y diferencias mas interesantes . El nimero maximo se da en
la porcién B y muestra una curiosa inversion de los picos maximos (a las
+ 22:00 y 02:00) y minimos (14:00 y 06:00) con respecto a la porcion C .

La porcién A es la que muestra una evolucién menos abrupta y mas
uniforme .

En la estacién de maxima luminosidad , el verano (Grifica 2) , las
curvas evolutivas de las tres porciones siguen un recorrido a lo largo del dia
bastante uniforme , con valores minimos entre las 10:00 y las 14:00 horas y
maximos sobre las 02:00 en todas las porciones , siendo ostensiblemente
menores los valores de la porcion A en todos los puntos horarios con
respecto a las otras pineales .

Durante el Otofio las curvas a lo largo del dia mantienen la evolucién
general descrita en la grafica anterior pero con algunas diferencias que son
claramente visibles en la grafica 3 . En la parte B el pico de las 02:00 horas
se hace mas agudo , por tener un valor medio mayor , que el correspon-
diente de la parte C, y experimenta ignalmente una subida a las 14:00 horas.

Finalmente , durante el Inviermo (Grafica 4), destaca la unificacion en
mumero y en evolucién de las porciones B y C , estando pricticamente
superpuestas durante todo el dia . La parte A sigue una evolucidon con las
mismas caracteristicas que las estaciones anteriores .

Durante la evolucién estacional (Grafica 5), se puede observar una
clara diferencia entre las tres partes a lo largo del ciclo . Mientras la parte A
tiene unas evoluciones a lo largo de las cuatro estaciones , con valores
maximos en Primavera y Otofio y minimos en el Verano , la parte B presen-
ta una evolucion mas uniforme y ligeramente ascendente , con su valor ma-
ximo en Invierno . La parte C expresa una evolucion clara y progresivamen-
te ascendente desde sus valores minimos en primavera a los maximos en
Invierno .

En ésta grafica estacional también es interesante destacar que mientras

las porciones £y B tienden a unificar su nimero de estructuras durante las
estaciones de menor luminosidad , 1a parte A tiene un comportamiento mas
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irregular y claramente diferenciado con las otras dos porciones . Si
comparamos el comportamiento evolutivo de la porcién A circanualmente
con su evolucion durante los ciclos luminosos diarios (ver graficas), llama la
atencion de que en éstos, es la porcion pineal de evolucién mas uniforme ,
mientras que en el ciclo estacional es 1a mas irregular .

La aplicacién del andlisis de la Varianza tomando como posibles
factores de influencia sobre las variaciones del nimero de cintas , a los
puntos horarios , a las estaciones y a las diferentes porciones pineales , puso
de manifiesto que existe una muy alta significacion estadistica (p<0.000) en
todos los casos . (Ver Tabla 3), de lo que se deduce que el comportamiento
evolutivo de estas estructuras esta influenciado por los factores analizados .

Las diferencias entre los valores nocturnos y diurnos en cada una de
las diferentes estaciones y porciones pineales, se expresan en el diagrama 1.

En ¢él podemos apreciar como los valores nocturnos son
significativamente superiores en las estaciones de Verano , Otofio e Invierno
en las tres porciones . Durante la Primavera también se dan valores
nocturnos significativamente mayores en la porcién A , no se dan diferen-
cias significativas en la Porcibn B y aparecen valores superiores
significativos en 1a porcién C .
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Numero y Distribucion : Total 15.809

Cintas : 15.534 (98,2%)
Esferas : 179 (1,1%)
----------- Formas Triangulares : 96 (0,6%) -~~~ -

Parte A : Total 2685 /16,9%)

Cintas : 2559 (16,4%)
Esferas : 73 (0,46%)
Formas Triangulares : 53 (0,33%)

Parte B : Total 5456 (34,5 %)

Cintas : 5382 (34,06%)

Esferas: 47 (0,29%)

Formas Triangulares : 27 (0,17%)
Parte C : Total 7668 (48,5%)

Cintas : 7593 (48,05%)

Esferas : 59 (0,37%)
Formas Triangulares 16 (0,10%)

Tabla 1. Porcentaje de distribucién de los cuerpos “sindpticos” en
la glandula pineal de la rata albina.



- PRIMAVERA = . . .
CINTAS
ESFERAS

F. TRIANG.

VERANO
CINTAS
ESFERAS

F. TRIANG.

oToNo
CINTAS
ESFERAS

F. TRIANG.

INVIERNO
CINTAS
ESFERAS
F. TRIANG.

PARTE A
TOTAL : 2658

689 (25,6%) .

671 (24,9%)
9 (0,33%)
9 (0.33%)

519 (21,2%)
493 (18,3%)
11 (0,40%)
15 (0,55%)

685 (25,5%)
662 (24,6%)
7 (0,26%)
16 (0,59%)

792 (29.4%)
733 (27.2%)
46 (1,75%)
13 (0,48%)

PARTE B
TOTAL : 5361

1234 .(23,0%)
1160 (21,6%)
11 (0,20%)
4 (0,07%)

1095 (20,4%)
1074 (20,03%)
13 (0,24%)
8 (0,10%)

1413 (26,3%)
1394 (26,0%)
14 (0,26%)
8 (0,1%)

1774 (33,0%)
1754 (32,7%)
14 (0,26%)
5 (0,09%)

PARTE C
TOTAL 7€68

1190 (15,5%)
1176 (15,3%)
14 (0,18%)
0

1063 (13,8%)
1050 (13,6%)
10 (0,13%)
3 (0,03%)

3686 (48,06 %)
3670 (47,8%)
12 (0,15%)
4 (0,05%)

1729 (22,5%)

1697 (22,1%)
23 (0,29%)
9 (0,11%)

Tabla 2.- Porcentaje y distribucién del niimero de cuerpos "sinapticos” por

estaciones en cada una de las tres partes pineales
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SR

BY PTIME
SEASON
PART
SOURCE OF VARIATION SUM OF SQUARES DF MEAN SQUARE F SIGNIF OF F
MAIN EFFECTS 31.477.687 10 3.147.769 52.891 .000
PTIME 11.769.806 5 2.353.961 39.553 .000
SEASON 4.282 3 1.427.528 23.986 .000
PART 15.456.900 2 7.728.450 129.859 .000
2-WAYINTERACTIONS 9.042.110 31 291.681 4.901 .000
PTIME SEASON 5.211.985 15 347.466 5.838 .000
PTIME PART 2.539.883 10 253.988 4.268 .000
SEASON PART 1.383.236 6 230.539 3.874 .001
WAY INTERACTIONS 5.706.594 30 190.220 3.196 .000
PTIME SEASON/ PART 5.706.594 30 190.220 3.196 .000
\Y%
EXPLAINEP 46.226.391 71 651.076 10.940 .000
RESIDUAL 17080 287 59.514
TOTAL 63306 358 176.835 1

Tabla 3.- Analisis de la varianza de las Cintas Sinapticas. Factores de Influencia:
Puntos horarios (Ptime), Estaciones (Season), Porcion Pineal (Part).



ESFERAS SINAPTICAS .

La evolucién de las esferas presenta caracteristicas diferentes a las
cintas tanto en su evolucion circadiana como circanual .

Durante la Primavera , (Gréfica 6) se aprecia que las porciones By C

tienen una evolucién casi paralela con valores minimos a las 14:00 horas y

~ evolucionan de manera totalmente diferente , describiendo una meseta en las

horas de maxima luminosidad (10:00.14:00 y 18:00) y disminuyendo en las
horas nocturnas .

En el Verano (Grafica 7), las porciones B y C siguen evolucionando
de manera muy parecida entre ellas mismas , aunque en ésta estacion los
valores minimos se dan a las 10:00 horas y los maximos a las 18:00 y 22:00
horas . La porcion A sigue mostrando una evolucion diferente a la de las
otras dos ; su valor maximo se da a las 10:00 horas y los minimos a las 22:00
y los 02:00 persistiendo valores en meseta entre las 14:00 y las 18:00 horas .

En la Grafica 8 se puede observar la evolucion de las esferas durante
el Otofio . En este caso , las tres porciones tienen valores similares a las
06:00 horas , inciando una evolucion muy similar , especialmente las
porciones A y C , entre las 10:00 y las 18:00 horas , dispersandose los
valores entre las 22:00 y las 02:00 , de tal manera que mientras en las
porciones B y C los valores ascienden y tienden a unificarse , en la porcion
A, se alcanzan cotas minimas .

Durante el Inviemo (Grafica 9) las similitudes evolutivas entre las
porctones B y C y sus diferencias con la A son claramente observables .

Curiosamente , las esferas son mucho mas numerosas en la parte A
que en las otras dos y describen una curva evolutiva casi en espejo , con las
de las porciones B y C en las que los valores minimos se dan a las 14:00
horas la misma hora en la que se alcanzan los maximos en la porcién A .

La evoluciéon circanual o estacional de las esferas tiene un
comportamiento similar en las tres partes pineales en la Primavera , Verano y
Otofio , es el Invierno la estacion diferenciadora en la que la porcién A
presenta valores mas altos y la B los mas bajos . (Gréfica 10) .
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Las diferencias fotofasicas se pueden seguir en el Diagrama 2 . En ¢l
podemos observar que solo se dan diferencias significativas entre los valores
diurnos y nocturnos en la Primavera , los valores diurnos son mayores que
los nocturnos en la zona A y al revés en la B . Durante el Otofio, al igual que
en la Primavera , los valores diurnos de la zona A son significativamente
mayores que los nocturnos .

La aplicacion del analisis de la Varianza (tabla IV) demuestra que las

~ variaciones observadas son significativas (p<0 0001) entre los diferentes
periodos horarios , las estaciones y las tres porciones pineales entre si. '
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FORMAS INTERMEDIAS.
CUERPOS TRIANGULARES.

Son las estructuras menos numerosas de las estudiadas. Solo un 0,6%,
aunque sus oscilaciones numéricas siguen un ritmo circadiano y estacional.
(Gréﬁcos 11, 12 13,14,15) aunque no aparece diferencias signiﬁcaﬁvas
A en la estacién de maxima luminosidad (Diagrama 3),don-de el aumento de
. los valores nocturnos maximos si son significativos.. : .

Estacionalmente , las porcxones B y C tienen una evolumon casi
paralela, cosa que no se da en la porcion A , donde ademas el nimero de
cuerpos triangulares es mayor.

La aplicacion del andlisis de la varianza (tabla 5),pone de manifiesto,
que aunque débilmente (p<0.01), la diferencia de los valores de la inter-
accion entre puntos horarios , estaciones y partes pineales , es significativa.
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ESF

BY PTIME
SEASON
PART -

SOURCE OF VARIATION SUM OF SQUARES DF

MAIN EFFECTS 493.094
PTIME 51.700
SEASON 387.878

PART 53.517

2-WAY INTERACTIONS 963.111
PTIME SEASON 122.189
PTIME PART 239.483
SEASON PART 601.439
WAY INTERACTIONS 196.894
PTIME SEASON PART 196.894

EXPLAINED 1.653.100

RESIDUAL 432000
TOTAL 2085100

-—

0
5
3
2

31

15

10
6

30
30

71
288

359

MEAN SQUARE

49.309
10.340
129.293
26.758

31.068
8.146
23.948
100.240

6.563
6.563

23.283

1.500

5.808

F

32.873
6.893
86.195
17.839

20.712
5.431
15.966
66.827

4.375
4.375

15.522

SIGNIF OF F

.000
.000
.000
.000

.000
.000
.000
.000

.000
.000

.000

Tabla 4.- Anélisis de la Varianza de las Esferas Sinépticas. Factores de Influencia :
Puntos horarios (Ptime) , Estaciones (Season) , Porcion Pineal (Part).
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TRN

BY PTIME
SEASON
PART

MAIN EFFECTS 569.106
PTIME 215.514
SEASON 120.319
PART 233.272
2-WAY INTERACTIONS 259.897
PTIME SEASON 112.364
PTIME PART 137.294
SEASON PART 10.239
WAY INTERACTIONS 270.528
PTIME SEASON PART 270.528
EXPLAINED 1.099.531
RESIDUAL 1548000
TOTAL 2647531

SOURCE OF VARIATION SUM OF SQUARES DF

-t

0
5
3
2

31
15
10
6

30
30

7

288

359

MEAN SQUARE -

56.911
43.103
40.106
116.636

8.384
7.491
13.729
1.706

9.018
9.018

15.486

5.375

7.375

10.588
8.019
7.462

21.700

1.560

1.394

2.554
317

1.678
1.678

2.881

SIGNIF OF F

.000
.000
.000
.000

033
0149
.006
928

017
017

.000

Tabla 5.- Andlisis de la Varianza de Formas Triangulares. Factores de Influencia :
Puntos horarios (Ptime) , Estaciones (Season) , Porcion Pineal (Part).




Fig.. 1.- (36,000x) Prolongacion citopidsmica del Pinealo-
cito con Mitocondrias y centriolo (c).



Fig. 2.- (36.000x) Prolongacion citopiasmatica de Pinea-
iocitos con mitocondrias , lisosomas (L) y centriolo .



Fig. 3.- (18.000x) Pareja de cintas sinapticas adosadas
a membrana (c.s.)



Fig. 4.- (36.000x) Campo de cintas sinapticas



Fig. 5.- (36.000x) Esfera sindptica proxima a la membra-
na (s.s.)



4r

Fig. 6.- (36.000x) Forma triangular (f.t.)



DISCUSION .
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De los resultados puramente descripitivos , cabe destacar el hallazgo
de estructuras centriolares . Estos hallazgos no son originales , aunque
tampoco son frecuentes . Han sido referidos en la rata (Wolf ,1965; LIN,
1970) y en el hamster (SHERIDAN ,1968; BUCANAN ,1974) y en ellos se
hace referencia a la-aparente transformacion de los mismos en organelas
microtubulares , aunque no se da una explicacion satisfactoria sobre su

signo de degneracién del centriolo sino de diferenciacién del pinealocito.

-Ningun autor describe la topografia de sus hallazgos ; nosotros queremos - - - -

destacar aqui que hemos observado estas estructuras solamente en las
porciones proximal e intermedia de la glandula .

El resto de los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo,
indican la existencia de una poblacién heterogénea de cuerpos sinapticos en
la pineal de la rata , aunque con una absoluta mayoria (98,2%) de cintas
 sindpticas sobre el resto de las otras poblaciones (1,3%). Esta diversidad y
relacién proporcional la hemos encontrado en las tres partes pineales .

Las cintas son mas numerosas en la porciéon C y menos en la A,
mientras que las esferas y las formas triangulares lo son mas en la A que en
la C. Estas diferencias son estadisticamente significativas , por lo que se
puede deducir que respecto al numero de cuerpos sinapticos , las tres
porciones pineales son diferentes .

Por otro lado tambien llama la atencién que , dentro del escaso
numero de esferas y de formas triangulares , éstas sean mas numerosas
proporcionalmente , en la parte proximal que en la distal , mientras que en el
caso de las cintas la mayor proporcionalidad se dé en sentido contrario, es
decir mas en la porcién distal y menos en la proximal . Esto podria ser
tambien un dato diferenciador , que puede ser explicado por la inervacién de
la glandula . En efecto ; es conocido (VOLLRATH ,1981) que las cintas
SINAPTICAS dependen en su formacién de la inervacion adrenérgica ,
mervacion que se sabe Hega a la glindula a través del nervio Conario , el
cual , en la rata , se distribuye mayoritariamente por la superficie dorso-
lateral de la zona distal de la gléandula , (KAPPERS ,1960; KENNY ,1965)
prologandose algunas fibras en menor nimero por la superficie inferior o
acompaifiando a los vasos piales , (HARTMANN ,1957; ROMIJN ,1973) o
incluso a través del tallo pineal (BJORKLUND ,1972) hasta las zonas
intermedia , proximal y ldmina intercalaris . Esta distribucién
progresivamente menor, de distal a proximal seria la explicacién de la
disminucion del mimero de cintas a lo largo de la glandula .



En adicion a estos hechos hay que afiadir que la pineal posee una
inervacion de origen central que accede a la glandula a través de los
comisuras habenular y caudal , aunque su origen ain no estd claramente
establecido , Estas fibras de procedencia central finalizan mayoritariamente
en la porcion proximal y al parecer no son muy numerosas (GUERILLOT ,
1982; REUSS ,1986; STANLEY ,1987). No seria descabellado suponer que
pudieran estar relacionadas con la formacién de las esferas y las formas
intermedias, cuya mayor incidencia , en la rata se da en las zonas pineales
mas proximales .

- Oftro de los aspectos a considerar es la circadianidad y circanualidad
de los cuerpos sindpticos .

Las cintas exhiben una evolucién circadiana homogénea durante las
estaciones de Verano , Otoiio e Invierno , con valores maximos durante las
horas nocturnas y minimos durante las dimrnas , en cada una de las tres
porciones estudiadas . Solamente durante la primavera esta homogeneidad
evolutiva entre las tres porciones se distorsiona con una inversién de los
valores evolutivos entre las porciones B y C, e incluso con valores diurnos
superiores a los nocturnos en esta dltima porcién . Sin embargo la homo-
geneidad se mantiene en la parte mas proximal . Todo ello seria un dato mas
que afiadir como factor diferenciador de estas tres porciones : la res-puesta
fotofasica y circadiana en la Primavera es diferente en las porciones
intermedia y distal que en la proximal .

Durante la evolucion estacional la homogeneidad evolutiva circadiana
se rompe de alguna forma . En efecto , entre las porciones B y C se establece
una divergencia durante las estaciones de maxima luminosidad, Primavera y
Verano , pero especialmente en la Primavera , volviendo a unificarse los
valores en las estaciones de menor luminosidad . Llama poderosamente la
atencién la evolucion de las cintas en la porcién proximal, con claras
oscilaciones de sus valores a lo largo de las estaciones .

Estos datos puramente evolutivos , parecen indicativos de que los
factores estacionales marcan diferencias de evolucién de las cintas sindpticas
entre las diferentes porciones pineales pero especial y marca-damente entre
la porcidén A y las otras dos . Los datos estadisticos tambien apoyan estos
rasgos diferenciales de comportamiento evolutivo de las cintas , a lo largo
del afio y entre las tres porciones pineales .

En la actualidad existe una gran controversia en cuanto a la p051ble
mgmﬁcacmn funcional de los cuerpos sinapticos .
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Las cintas han sido sin duda , dentro de los cuerpos sinapticos , las
estructuras mas estudiadas , habiendo sido relacionadas en los mamiferos ,
como ya se ha comentado , con la inervacién adrenergica y con los cambios
de luminosidad , ya que como se ha observado de una manera sistematica , el
namero de cintas es siempre mayoritario durante las horas nocturnas (cuando
el nimero de Beta-receptores es mayor) y menor durante las diurnas (cuando
el nimero de Beta-receptores es menor) .

Algunos trabajos (ROMIIN ,1975,76) revelan , por un lado , que
después de la ganglionectomia cervical superior el nimero de barras aumenta
~» ¥y por otro (KING ,1982) que la administracion de isoproterenol (agonista
adrenergico) en ratas simpatectomizadas provoca la disminucion del niimero
de cintas . KARASEK (1983) demuestra , una correlacién inversa entre el
numero de cintas sindpticas y la condensacién de terminaciones adrenergicas
por tejido pineal en diferentes especies de mamiferos .

Ante estos resultados se ha llegado a postular que los cambios
observados en el nimero de cintas no son nada mas que un mecanismo
compensatorio determinado por la variacion del nimero de beta-receptores
en la membrana del pinealocito .

Sin embargo trabajos publicados hace pocos afios (SEIDEL ,1990)
han puesto de manifiesto que tanto in vivo como in vitro la administracién de
agonistas o antagonistas adrenergicos modifica las fluctuaciones ciclicas de
la MELATONINA y su enzima formador , la N-acetiltransferasa , pero no
modifica el nimero de cintas sindpticas . Ahora bien , si estas acciones se
realizan en presencia de AMP-ciclico , entonces las cintas si se modifican.
De lo que se deduce que la formacién de las cintas no es totalmente
dependiente del sistema adrenergico sino que en su formacién podrian estar
implicadas otras substancias que pueden modificar los niveles de AMP-
ciclico . En este sentido LOLLEY (1992) y SUGDEN (1993) sugieren que la
interaccién entre los alfa y beta receptores pueden constituir tambien un
mecanismo de regulacion de la formacién de cintas sinapticas . Aunque
tambien se debe tener en cuenta de acuerdo con STHELE (1993) que el
represor de la transcripcion proteica que induce la formacién del AMP-
ciclico , pertenece a la fraccién genética nuclear responsable de la
produccién genérica del AMP-ciclico , el cual posee un ritmo alternativo
fotofasico y es regulado directamente por el sistema adrenergico central y
puede tener un papel importante en los mecanismos reguladores de la
formacion de cintas..

El significado funcional de las esferas es mucho menos claro , aunque
si que parece establecido de una manera evidente que su naturaleza es
totalmente diferente a la de las cintas . Aumentan el doble de veces que las



cintas durante la prefiez en el cobaya (LUES ,1971), y tras la simpatectomia
en el conejo (ROMIIN ,1975), y su evolucion circadiana es inversa a la de
las cintas en el conejo (MARTINEZ SORIANO ,1984,1996) y en el cobaya
(KHALEDPOUR ,1987), por lo que no parecen estructuras fotofasicas-
dependientes. Se ha sugerido que si responde a un sincronizador semejante a
la de las cintas (la luz) , éste , tendria una fase de acoplamiento diferente ,
dando pie a la teoria postulada por PITTENDRIGH (1976), de que la pmeal
podria estar constituida por un sistema de osciladores dobles o multiples con
fase de acoplamiento dlferentes

Finalmente , las formas intermedias, de muy escasa presencia en la
rata , son muy poco conocidas y estudiadas . Fueron descritas por primera
vez en el hamster ( MATSUSHIMA 1983) , y sélo MARTINEZ SORIANO
(1984,1996) y KHALEDPOUR (1987) han estudiado su evolucion ciclica en
el conejo y cobaya respectivamente . STRUWE (1990) describe su presencia
en grandes mamiferos (vacas, cabras, y cerdos) en mucha mayor proporcion
que las cintas y esferas .

En la rata , y a tenor de nuestros resultados , la presencia de estas
estructuras es muy escasa , siendo ésta la primera vez que se describe su
evolucién circadiana y estacional en este tipo de roedor y en las diferentes
porciones pineales . Su ritmicidad es evidente , y en términos generales
coincide con lo descrito en el conejo , con valores mayores nocturnos y
menores diurnes . Su interpretacién es dificil de establecer , parece que su
mayor numero y tamaifio se da en grandes mamiferos , sugiriéndose que sus
caracteristicas morfologicas y numéricas estarian en dependencia de la
latitud y de la intensidad y composicion de la luminosidad (STRUWE ,
1990) .

Tambien se ha especulado sobre si su presencia estaria en relacion
con estimulos externos o internos de tipo mas o menos especifico
(luminosos, hormonales , geomagnéticos) o si simplemente son imagenes
artefactuales resultado de la seccién en diferentes planos de las organelas
mas habituales (cintas y esferas) o productos de degradacion de las mismas .
En cualquier caso habrd que esperar a estudiarlas de una manera mas
profunda para poder llegar a conocer su exacto significado .
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CONCLUSIONES.



Tras los resultados expuestos y las consideraciones formuladas
llegamos a las siguientes conclusiones de nuestro trabajo :

1- Existe una poblacion heterogénea de cuerpos sinapticos en la
pineal de 1a rata albina con un predominio mayoritario en
todas sus porciones de las cintas sinapticas sobre las esferas

y formas triangulares .

2- El namero de cintas es porcentualmente mayor en la porcion distal
que en la proximal. Por el contrario el porcentaje de esferas y

de formas triangulares es mayor en la porcién proximal que en

la distal .

3- Se observa una oscilacion circadiana y estacional diferente en ca-
da una de las tres poblaciones estudiadas y en las tres porcio-

nes pineales analizadas , diferencias que son mucho mas evi-

dentes en la porcion proximal .

4- De las conclusiones anteriores se deduce, que al menos las cintas
y las esferas son organelas de origen y comportamiento dife-

rente y que la porcién proximal es claramente diferenciable
funcionalmente a la distal, y mas dudosamente a la intermedia.
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