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I. INTRODUCCION,




I-INTRODUCCION

A lo largo de este trabajo, vamos a tratar de demostrar, como la informacién
sensorial olfatoria es uno de los pardmentros que, junto con las variaciones de ilumina
cién ambiental , temperatura o dis\ponibilidad de alimentos, constituyen, de alguna for-
ma, la “entrada" de ese transductor neuroendocrino Ilamado gldndula pineal, cuya 'sali
da" estd integrada por varios compuestos con actividad hormonal, entre los cuales, la
melatonina parece capitalizar las acciones sobre el eje hipotdlamo-hipdfisis~génadas,
modulando el desarrollo del sistema reproductor, y las variaciones ciclicas de su acti-
vidad, en los animales con reproduccién estacional.

Como vamos a centrarnos en las relaciones olfacidn-pineal- eje hipofisogonadal,
revisaremos inicialmente el estado de los conocimientos en torno a la anatomia y fisio
logia pineales, asi como los datos referentes a las acciones antigonadotréficas de la
melatonina. Seguiremos con la revisién de la morfologia y fisiologia de los sistemas
olfatorios y, finalmente, sintetizaremos las informaciones de ambos blogques, que nos

sirvieron para la elaboracién de la hipdtesis experimental.

I.1. ANATOMIA FUNCIONAL DE LA GLANDULA PINEAL .-

La gldndula pineal de los vertebrados, incluido el hombre, deriva de células
ependimarias modificadas, de la regién epitaldmica del tercer ventriculo, formando
parte de los llamados dérganos circunventriculares, estructuras neurosecretoras como el
érgano subcomisural, el drea postrema, el érgano subfornical, la eminencia media y la
neurohip6fisis (WEINDL ,1973). Se trata de un dérgano macizo que en la rata, animal que
emplearemos en nuestros experimentos, se encuentra situado en la linea media del en-
céfalo, inmediatamente debajo de la confluencia de los senos venosos longitudinal y
transversos, entre los coliculos superiores. En la mayoria de los rr;amrferos, sin embar
go, se situa por debajo del cuerpo calloso. (Fig. 1.1 A y B).

En los animales inferiores (anfibios, reptiles y algunos peces), la pineal estd
integrada por células (pinealocitos) con propiedades fotorreceptoras, comportdndose co-

mo un auténtico "tercer ojo", pero a medida que ascendemos en la escala filogenética,



Fig. L




los pinealocitos van perdiendo sus propiedades fotorreceptoras, transformdndose en
elementos neurosecretores en los mamiferos. En éstos la gldndula estd integrada por
tejido conjuntivo, vasos, terminaciones nerviosas y células parenquimatosas, los pinealo
citos, cuyas caracteristicas morfolégicas mds interesantes son: la presencia de grdnu
los de secrecién, en concentraciones que varian siguiendo ritmos circadianos (KACH]I,
1979); y las prolongacioﬁes citoplasmdticas que terminan en los espacios perivascula-
res (ARSTILLA, 1967)

Otras caracteristicas morfoldgicas interesantes por su trascendencia funcional
son:

- El tamafo de la gldndula, que en los roedores guarda una estrecha relacidn
con la latitud geogréfica del hdbitat de la especie considerada (QUAY, 1980), siendo
mayor cuanto mas al norte.

- Carece de barrera hemato-encefdlica (MOLLER, DEURS, WESTERGAARD,
1978).

- Posee una extraordinaria vascularizacién, siendo su flujo sanguineo mayor
durante la noche (ROLLAG, O'CALLAGHAN; NISWENDER, 1978).

- Existe una estrecha relacién entre la gldndula y el tercer ventriculo, sobre
todo a través del recesus pinealis, prolongacién de la gldndula que penetra entre los
intersticios de la capa ependimaria, y donde se aprecian pinealocitos en contacto di-
recto con el LCR (HEWING, 1980; BOECKMAN, 1980).

- En préacticamente todas las especies se ha descrito la presencia de concre-
ciones calcdreas intraglandulares (écérvuli o cérpora arenacea), integradas basicamen-
te por calcio, fésforo y trazos de estroncio (KRSTIC, GOLAZ, 1977). Estos acérvuli,
contrariamente a las ideas cldsicas, parecen estar en relacién con niveles elevados de
actividad sintética de la gldndula (REITER, WELSH, VAUGHAN, 1976).

- La inervacidn de la gldndula depende basicamente de las fibras postganglio-
nares del Ganglio Cervical Superior (GCS), tal como describié CAJAL*(1972). Estas
fibras, desde el GCS, acompanan a los vasos sanguineos (plexo de la carétida interna),

atraviesan la tienda del cerebelo y forman uno o dos troncos, los nervios conafios, que

* fecha de reimpresidn.



entran en la gldndula, se ramifican entre los pinealocitos y terminan en los espacios
pericapilares (MATSUSHlMA, REITER, 1977). En las terminaciones de estas fibras
hay vesiculas conteniendo noradrenalina y serotonina, en nimero que varia siguiendo
ritmos circadianos (MUKAY, MATSUSHIMA, 1980). También existe una inervacién
colinérgica, demostrada por ROMIIN (1975) y TAYLOR, ALBUQUERQUE, BURT, 1980).
Aparte de esta idoble inervacién periférica,simpatica y parasimpdtica, hay evi-
dencias, derivadas de estudios electrofisioldgicos (SEMM, VOLLRATH, 1978)e inmunohis
toquimicos (BUIJS, PEVET, 1980; KORF, WAGNER, 1980; DAFNEY, 1980), que demues
tran conexiones con el SNC, fundamentaimente con la habénula y nidcleo paraventricu-

lar hipotaldmico.

1.2. LA PINEAL COMO TRANSDUCTOR NEUROENDOCRINO .-

La gldndula pineal estd actualmente considerada como un transductor de infor-
maciones sensariales y endocrinas, .recibidas por vias neurohumorales, en sefales
de cardcter hormonal. En base a esta concepcidn, realizaremos el estudio de la fi-
siologia pinéal en tres apartados bdsicos: entradas al sistema, mecanismos internos
de la gldndula (sintesis de indolaminas), y caracteriSticas de la salida del sistema

(hormonas pineales y sus acciones).

1.2.1. Vias de acceso de la informacién luminosa.-

Como describiamos al referirnos a la morfologl'é pineal, a medida que ascen-
demos en la escala filogenética, los pinealocitos van perdiendo sus propiedades foto-
rreceptoras, al mismo tiempo que su situaciédn mds profunda en el encéfalo y la ma-
yor consistencia de la cubierta dsea, dificultaria también el acceso directo de la luz.
En las especies superiores, los receptores del "input" Juminico vsoﬁ tos conos y basto-
nes retinianos exclusivamente, y el espectro luminoso capaz de inhibir la actividad en-
zimdtica de la pineal, es superponible al espectro de absorcién de la rodopsina de los

bastones (WURTMAN, 1975), por lo que éstos pueden ser considerados como los recep-
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tores de la informacién luminosa destinada a la pineal. De acuerdo con MOORE
(1979 ) , los axones de las células ganglionares retinianas terminan en los ndcleos
supraquiasmdticos (NSQ) y desde ellos parten axones hacia el area tuberal medial del
hipotalamo; neuronas de esta area-poseen axones que pasan al hipotdlamo lateral,
donde hacen sinapsis con células cuyos axones descienden a través del tronco cerebral,
terminando en neuronas preganglionares simpdticas de la columna intermedio lateral
de los segmentos tordcicos superiores. Los axones de las neuronas preganglionares
alcanzan el ganglio cervical superior (GCS). Las fibras postganglionares penetran en
la pineal (nervios conarios), donde la mayor parte de ellos terminan.

A través de esta complicada via neural, la alternancia luz/oscuridad ejerce

su modulacién sobre la actividad sintética y secretora de la pineal. (Fig. |-4)

1.2.2. Sintesis de hormonas pineales; su control por la luz.-

En la glandula pineal se han descrito numerosos componentes, tales como
indolaminas, catecolaminas, alfa MSH | renina y neuropéptidos como TRH, LHRH,
AVT y AVP, pero Unicamente en el caso de las indolaminas existen pruebas suficien-
tes de su sintesis en la propia gldndula. La melatonina (N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina)
es la indolamina responsable de la actividad endocrina pineal.

La melatonina se sintetiza a partir del triptéfano en dos etapas (REPPERT,
KLEIN, 1980); en la primera se sintetiza serotonina, actuando como catalizadores
la triptdéfano hidroxilasa y la aa. aromdtico decarboxilasa. En la segunda, la seroto-
nina se convierte en N-Acetil-Serotonina, por la accién de la N-Acetil-transferasa
(NAT), y posteriormente en melatonina, a través de la Hidroxi—indol-O—metil-transf_e:
rasa (HIOMT).

En un principio se pensé que la HIOMT era una enzima exclusiva de la pineal,
pero/ posteriormente se describié también su presencia en la refina (CARDINALL, RO§
NER, 1971), érgano de Harder (VLAHAKES, WURTMAN, 1972) y tracto gastrointesti
nal de la rata (QUAY, MA, 1976). En todos estoé érganos se ha podido demostrar la

sintesis de melatonina (. BALEMANS y Cols. 1980; HOLLOWAY, GROTTA, BROWN,

7-



(1980).

La actividad de las enzimas esenciales en la sintesis de melatonina, fluctla
en respuesta a los cambios que experimentan los niveles de radiacién luminosa cap-
tados por la retina (AXELRQD, WHRTMAN, SNYDER, 1965; KLEIN, WELLER, 1970),
y consecuentemente varia de manera asociada, la concentracién de indolaminas pinea-
les.

La luz actda como un potente inhibidor de la actividad de la HIOMT y la
NAT (KLEIN, 1979 revisién). La figura |- 4, modificada de KLEIN y MOORE (1979),
esquematiza las vias y mecanismos a través de los cuales, la luz llega a la pineal y
bloquéa la sintesis de melatonina.

En el medio natural, la informacién luminosa presenta variaciones circadianas
y circanuales y lo mismo ocurre con la melatonina. A lo largo de un ciclo de 24 h.
los niveles de melatonina presentan un pico durante la fase de oscuridad, y se man-
tienen muy bajos durante la fase de iluminacién (Fig.1-3 )(OZAKI, LYNCH, WURTMAN,
1976). En cuanto a los ritmos circanuales, BRAINARD y Cols.(1982), demostraron en el
hamster, en condiciones naturales o en laboratorio con simulacién de las mismas, mayor
sintesis de melatonina durante los meses de invierno (dras cortos) que durante los de
verano (dias largos). Estudios recientes de otro  grupo (BALEMANS y Cols. 1983),
también sobre el hamster, confirman la existencia de ritmos circanuales para las
indolaminas, tanto a nivel pineal, como en retina y 6rgano Harderiano, aunque el sen-

tido de las variaciones es opuesto al descrito por el grupo de Brainard.

1.2.3. Acciones de la pineal sobre la reproduccién .-

De todos los érganos del sistema endocrino, los asociados al control de la re-
produccién, son los mas influenciados por la pineal. Estas influencias han sido estudia-
das en tres tipos bdsicos de disefos experimentales: pinealectorhl'a, exposicién a foto-
periodos largos o luz continua, y exposicién a fofopern’odos cortos o ceguera. Las conclu
siones mds aceptadas son las siguientes:

- La exposicién a "dias cortos", origina en los machos, una involucidn ’de las

génadas y glandulas sexuales accesorias, mas o menos intensa segun la especie animal
-8-
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considerada. En el hamster llega a producirse un cese total de la actividad espermato-
génica de las génadas (HOFFMAN y REITER, 1965). En las hembras se interrumpe el
ciclo estral, la ovulacidn cesa y el Gtero se torna infantil (SORRENTINO, REITER,

1970); los ovarios suelen mostrar una marcada proliferacidn del tejido intersticial

~

(REITER, JOHNSON, 1974). En todos los casos, la pinealectomia previene los efectos
de la reduccidn de las horas de luz (PETTERBORG, REITER, BRAINARD, 1981; REITER,
1982, revisién), y la ablacién del GCS o el trasplante de la gldndula fuera del é&mbito
de su inervacién habitual, tiene efectos semejantes a los de la pinealectomia (REITER,
1967; REITER, 1982 revisién).

- La exposicién a luz continua interrumpe los ciclos vaginales en la rata, in~
duciéndo cuadros de estro continuo (EVERETT, 1961). Sin embargo, estos cambios no
son debidos sélo a la inhibicién de la actividad pineal, sino también a la influencia de
la luz, a través de la via retino-hipotaldmica, sobre el eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas
(REITER, 1976).

- En el hamster macho, la exposicién a fotoperiodos cortos, provoca variacio-
nes inconstantes en los niveles de FSH y LH, que contrastan con la claridad y constan
cia de los efectos medidos sobre I.as génadas y gldndulas accesorias (REITER, 1982).
Los niveles séricos de testosterona caen hasta un 70% de los valores normales (BERN§
TON, DESJARDINS, 1974). La administracién de LHRH en estos animales, no es capaz
de restaurar la actividad gonadal, pese a elevar los niveles de las gonadotrofinas a
valores normales (TUREK, ALVIS, MENAKER, 1977). Sin embargo, suele ser constan-
te la reduccidn de la Prolactina (PRL) circulante, coexistiendo con la atrofia gonadal
inducida por hiperactividad pineal. Todos estos datos condujeron a BARTKE, CROFT,
DALTERIO, (1975) a emitir la hipdtesis del papel fundamental de la PRL como media
dora de las acciones pineales; en efecto, la reduccién de los niveles de PRL, consecuencia
de la actividad pineal, reduciria a su vez la poblacién de receptor;s gonadales para la
LH. Esta hipdtesis ha sido desarrollada por numerosos autores (MATTEWS, BENSON,
RICHARDSON, 1978; BEX y Cols. 1978; BENSON, MATTEWS, 1980; CHEN, REITER,
1980) y parece ser vdlida al menos en el hamster, pero no en otras espécies como

la rata, en la que el grado de atrofia gonadal es independiente de la tasa de PRL
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circulante (SANCHEZ BARCELO,1982; MEDIAVILLA vy Cols.1982;LEADEM BLASK,1982a).
En las hembras del hamster, la estimulacién pineal eleva las gonadotrofinas hipofi-

sarias y desciende, como en los machos, la PRL (REITER, JOHNSON, 1974).

~

1.2.4. Acciones de la Melatonina sobre el eje Hipotélamo—Hipéfisis—Génadas.-

1.2.4.1. Lugar de vertido de la melatonina: Aunque en un principio

existid controversia sobre el lugar de vertido de las hormonas pineales: sangre o LCR:
dado que en .ambos fué descrita la presencia de melatonina y que la administracién

de hormona exdégena era eficaz tanto por via sanguinea como intratecal, o incluso mds
eficaz por ésta Gltima, desde los trabajos de WITHYACHUMNARNKUL y KNIGGE (1980),
parece fuera de toda duda, que la pineal vierte su secrecién hacia la sangre, de donde
procede la melatonina hallada en el LCR, transportada, probablemente, a través de los

plexos coroideos (SMULDERS, WRIGHT, 1980).

1.2.4.2. Sitios de accién de la Melatonina .— Cuatro son los princi-

pales 6rganbs diana de esta hormona:

a) Hipotdlamo.- KAMBERI, MIKAL, PORTER (1970), demostraron
que la infusién de melatonina en los vasos portales hipotdlamo-hipofisarios, no modi-
ficaba los niveles de gonadotrofinas, mientras que perfundiéndo en tercer ventritulo,
se obsevaba un significativo descenso en la FSH y LH séricas. Posteriormente se de-
mostré la existencia de receptores especificos, en el hipotdlamo medio basal (CARDI_
NALI, VACAS, BOYER, 1978), y REITER y Cols. (1981) comprobaron como la desafe-
rentacién anterior del hipotdlamo, suprimia los efectos antigonadotréficos de la mela-
tonina. Actualmente se acepta pues, que la melatonina bloquea la sintesis y/o libera-
cion de LHRH hipotaldmica. Pese a la generalizacién de esta hipdtesis, existen datos
en contra, no de la actuacién de la melatonina sobre el hipoté>lamo, sino de la forma
en que modifica la liberacidn de LHRH; as/, KAO y WEISZ (1977) perfundiéndo hipo-
tdlamos "in vitro", obtienen un incremento en la liberacién de LHRH.

b) Hipéfisis.- En la rata inmadura, la hipéfisis parece ser

-12-



uno de los sitios de accién de la melatonina, bloqueando la respuesta a las hormonas
hipotaldmicas (MARTIN, ENGEL, KLEIN, 1977; MARTIN, Mc KELLAR, KLEIN, 1980),
pero este hecho sélo ha podido ser demostrado en animales inmaduros, nunca en adul-
tos.

c) Pineal.- VAC\;AS y CARDINALI (1980), demostraron la existencia
de receptores para la melatonina, en la propia pineal. El significado funcional de este
dato, permanece aln sin aclarar, aunque, no cabe duda, que estas estructuras justifi-
can las diferencias en la respuesta a la melatonina exdgena, cuando ésta se adminis-
tra a ratas intactas o pinealectomizadas (SANCHEZ BARCELO, 1982; SANCHEZ BAR
CELO y Cols.1982a), quizds a través de la liberacién de otros compuestos pineales,
para los cuales, la melatonina, actuaria como un auténtico factor de liberacién, idea
defendida por PAVEL (1973), para quien la melatonina no es mds que el factor de
liberacién de Arginina-Vasotocina pineal. ‘

d) Génadas y/o gléndulas sexuales accesorias.- DEBELJUK y Cols.
(1971), demostraron que la melatonina afectaba la regresién de los testiculos y
gldndulas accesorias tras hipofisectomia, lo que patentizaba la existencia de acciones
directas de esta hormona sobre las gdnadas. Estos autores propusieron las células de
Leydig como sitio de accién de la melatonina. Para ELLIS (1972),. el mecanis-
mo de accién de la melatonina consistiria en una inhibicién de las enzimas: 17-alfa-
hidroxipregneno—C17-4320-asa y 17-beta-hidroxiesteroide~deshidrogenasa, en la sintesis
de testosterona, explicando asi los resultados obtenidos por PEAT y KINSON (1971), de
una reduccién de la produccién de andrégenos, en incubaciones de tejido testicular,
tras al adiciéon de melatonina. Estudios "in vitro", sobre tejido ovédrico, demostraron
también inhibicién de la sintesis de estrégenos y progesterona, en presencia de mela-
tonina (Mc. PHEE, COLE, RICE, 1975). La descripcién de receptores especificos cito-
plasmdticos para la melatonina, en las génadas de roedores y hun;anos (COHEN vy Cols.
1978), corroboraban los anteriores trabajos.

Nos parecen especialmente interesantes, los trabajos de ALONSO y Cols.

(1978), que aportan un enfoque distinto a los anteriormente expuestos, siempre en la
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linea de las acciones periféricas de la melatonina. Para estos autores, la melatonina
actuaria como un antiandrégeno, bloqueando la respuesta de las gldndulas sexuales
accesorias a la testosterona. La experiencia que tenemos en nuestro laboratorio, apo
ya estas ideas, ya que frecuentemente encontramos , tras induccién de hiperactivi-
~

dad pineal por diversos medios, atrofia de los &rganos testosterona-dependientes, sin
alteraciones morfoldgicas ni ponderales de las génadas (SANCHEZ BARCELO, 1982;
COS y Cols. 1983). Estudios recientes de THIEBLOT y Cols. (1983), no hallaron
efectos de la melatonina sobre la produccién de testosterona en cultivos de células
de Leydig, contrariamente a las descripciones de Ellis y a las de Peat y Kinson,

citados anteriormente. En las hembras no se ha estudiado la posibilidad de accio-

nes antiesteroideas semejantes a las de los machos.

1.2.4.3. Acciones de la Melatonina .~ Las descripciones de los

efectos de esta hormona pineal, son extraordinariamente abundantes y derivan, en

su mayor parte, de la administracién de melatonina sintética, por diversas vias:
intratecal, inyecciones subcutaneas o intraperitoneales, "pellets" subcutdneos (MINNE
MAN, WURTMAN, 1975; REITER , 1982 ; SMITH, 1983; revisiones) y mds re-
cientemente por via oral (HORST, BUCK, ADAM, 1982; PEVET, HALDAR-MISRA,
1982; BUBENIK, 1983).

Pese a que, en la mayoria de los casos, se describen efectos de
tipo antigonadotrdfico, existen también descripciones de ausencia de efectos (TALBOT,
REITER, 1973-74), e incluso de efectos progonadotréficos (HOFMANN, 1974; TUREK,
DESJARDINS, MENAKER, 1975). Para MOGUILEVSKY vy Cols. (1979), el cardcter anti
o progonadotréficos seria funcidén de la dosis administrada.

En 1976, TAMARKIN y Cols. aportaron un dato fundamental para
comprender estas discrepancias, observando que, la hora de! dia a la cual se inyec-
taba la -melatonina, era de capital importancia para obtener o no efectos sobre el
eje hipéfiso-gonadal. Sélo resultaba eficaz cuando se administraba durante el dltimo

tercio de la fase de iluminacién. VACAS y CARDINALI (1979), aportaron las bases
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necesarias al trabajo del grupo de Tamarkin, al describir que, el ndmero de recep-
tores a la melatonina, en los cerebros de la rata y hamster, varia siguiendo los
ritmos luz/oscuridad, y la méxima concentracidn de receptores corresponde a las
horas de mdxima sensibilidad a la-melatonina exdgena. Por otra parte, REITER
(1980), consideraba que, tras la interaccién melatonina-receptor, sucede una fase
de refractoriedad en éstos, que impide la respuesta a nuevas descargas de mela-
tonina, de esta forma se explicaria la falta de efectos cuando es administrada en
las primeras horas de la mafana, en el periodo refractario provocado por el pico
nocturno de hormona enddgena. De igual manera, la implantacién de '"pellets"
subcutdneos, da lugar a efectos progonadotréficos, por mantener los receptores
continuamente bloqueados.

Tampoco los resultados obtenidos con la administraciéon de mela-
tonina, son totalmente superponibles a los derivados de la induccién de hiperactivi-
dad pineal. De acuerdo con SANCHEZ BARCELO (1982), larazén de tantas aparen-
tes contradicciones, estriba en la dificil valoracién del grado de incidencia de la
melatonina exdgena, en cada uno de los niveles en que se han demostrado recep-
tores especificos (hipotdlamo, hipéfisis, pineal, gédnadas y g. sexuales accesorias),

y de las alteraciones que, consecuentemente, se introducen en los lazos de retroa-
limentacién hipotdlamo-~hipéfisis-génadas, sin olvidar la posible liberacién de otras
hormonas pineales, inducida por la melatonina. La dosis administrada, podria ser
uno de los factores determinantes de los sitios de accién. También la presencia

o no de la pineal condicionaria los efectos de las indolaminas. La Fig. |-5, to-
mada de SANCHEZ BARCELO (1982), esquematiza estas ideas.

Por todas estas razones, renunciamos a definir un patrén "normal"
de respuesta a la melatonina, ya que hay muchos patrones dependjendo de las condi-
ciones del experimento en el que se hayan obtenido. MINNEMAN y WURTMAN,
(1975), publicaron una completa revisién de los efectos de las indolaminas pineales

en los mamiferos, y a ella nos remitimos,
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1.3. ANATOMIA FUNCIONAL DE LOS SISTEMAS OLFATORIOS .-

El sentido del olfato, estd integrado por una serie de sistemas asocia-
dos, aunque morfoldgicamente bien diferenciados, cuya participacién en el proceso
sensorial global, no es bien conocida para alguno de ellos. Sus dos componentes mds
importantes parecen ser el Sistema Olfatorio Principal (SOP), que se proyecta funda
mentalmente hacia dreas hipotaldmicas, y el Sistema Olfatorio Accesorio o Vémero
nasal (SVN), con proyecciones hacia amigdala (RAISMAN, 1972). Menos conocidos
son el Sistema Trigeminal, Sistema de los Nervios Terminales y Sistema del Organo

de Masera.

1.3.1 Sistema olfatorio principal.-

Estd presente en todos los vertebrados y ha sido objeto de numerosos estu-
dios morfofuncionales; en nuestra descripcién seguiremos los. trabajos de CAJAL*(1972),
DE CASTRO ( 1920 )., GRAZIADE! (1971), Mc LEOD (1971), SHEPHERD (1972),
WESTRUM (1975), SCALIA y WINANS (1975), LEONARD (1981).

Para facilitar su descripcién, dividiremos la via olfatoria principal en:

1.- Receptor sensorial y vias aferentes.
2.- Primera sinapsis: bulbo olfatorio principal (BOP)
3.- Proyecciones centripetas del BOP.

4.- Proyecciones centrifugas sobre el BOP,

1.3.1.1. Receptor sensorial y vias aferentes.-

La percepcidn olfatoria, se realiza en la parte superior de la
mucosa que tapiza las fosas nasales. Esta mucosa estd organizada en dos capas:
1.- Capa superficial o epitelial; consta de: )
a) Células epiteliales o de sostén.

b) Células bipolares o receptoras: constituyen los autén-

ticos receptores sensoriales. Son céluias nerviosas, provistas de dos prolongaciones,

. -17-
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una periférica, que termina en la superficie libre de la mucosa, a cuyo nivel se
implantan varios cilios finos e inmdviles, bafiados por una pelicula mucoide que actia
como solvente para las particulas olorosas. Estudios recientes (KAUER, 1983) han
demostrado una continuidad entre f' citoplasma celular y el ciliar, detalle de gran
repercusién funcional, como veremos mds adelante, en la génesis de los potenciales
de accidén en las células bipolares. La otra prolongacién, central, atraviesa la dermis.
Las prolongaciones centrales de varias células bipolares, se agrupan formando los
nervios olfatorios, que atraviesan la ldmina cribosa del etmoides, penetrando en los
bulbos olfatorios principales, donde establecerdn la primera sinapsis de la via olfa-
toria principal, con las células mitrales y en penacho.

c) Células basales: son de forma cuboidal y estén situa-
das en ta regién méas profunda de la mucosa. En todos los mamiferos, incluidos los
primates, estas células estdn en continua proliferacién (GRAZIADEI y Cols. 1980)

y son la fuente de nuevas células receptoras, que al cabo de un cierto tiempo,
sufren degeneracién, siendo sustituidas por otras.Se establece asi un proceso de con-
tinua renovacién del neuroepitelio sensorial.

d) Fibras de Brunn: terminan en la superfiéie libre de la
mucosa, aunque su origen es desconocido.

2.- Capa profunda, conjuntivo glandular o dermis: Estd constituida

por tejido conjuntivo laxo, capilares linfdticos y sanguineos y gldndulas de Bowman.

1.3.1.2. Primera Sinapsis. B.O.P.-

El BOP se sitia, en los vertebrados inferiores, por delante del 16
bulo frontal. Constituye la primera estacién de relevo de la via olfatoria principal,
que se establece entre las prolongaciones centrales de las células bipolares, las den-
dritas de las células mitrales y las de las células en penacho, éonstituyendo los lla-

mados glomérulos oifatorios.

El BOP, estd estructurado en siete capas que, de fuera a dentro,

son:

-18-



I.- Capa nerviosa superficial, constituida por paquetes de fibras
amielinicas, que no son otra cosa que las prolongaciones de las células bipolares
que atraviesan la ldmina cribosa. Existe también abundante neuroglia.

.- Capa de los glomérulos. Estd integrada por los llamados glo-

<
mérulos olfatorios, dispuestos en una a modo de banda concéntrica alrededor de
todo el bulbo. Cada glomérulo estd compuesto por: una arborizacién terminal de
fibras olfatorias originadas en las bipolares; dendritas de las células mitrales y en
penacho; los granos externos o superficiales y las células de neuroglia. Los granos
externos, poseen prolongaciones dendriticas que se extienden a varios glomérulos, por
lo que pueden considerarse neuronas de asociacién, ademds, segin estudios de HALASZ
y Cols. (1977) y DAVIS, HOFFMAN, MACRIDES, (1980), contienen diversos neuropép
tidos (encefalinas, releasing factors y dopamina).

I1l.- Capa molecular o plexiforme externa, constituida por un
plexo resultante del entrecruzamiento de: las dendritas de las células mitrales y
en penacho, que se dirigen hacia los glomérulos; las arborizaciones dendriticas de
Ios granos internos; las colaterales recurrentes de los axones de las células mitrales
y en penacho. En esta capa existen también células en penacho, situadas o bien en
el espesor . de la capa (c. internas) o préximas a los glomérulos (c. externas).

IV.- Capa de las células mitrales. Estas células tienen forma ovoi-
dea o triangular, situdndose en una o varias capas concéntricas. Poseen tres tipos de
prolongaciones:

- Axdh, que se dirige hacia la capa plexiforme interna
dando origen, junto a los axones de las células en penacho, al tracto olfatorio lateral.

- Dendrita principal, que se dirige hacia los glomérulos

olfatorios.

- Dendritas secundarias o accesorias, que partiendo del
soma neuronal o de la base de la dendrita principal, se dirigen hacia la plexiforme
externa, sin alcanzar nunca los glomérulos.

V.- Capa plexiforme interna, formada por los cilindroejes de las

c. en penacho y mitrales, y algunas fibras centrifugas.
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FiG. 412. — Coupe du bulbe olfactif du chat agé de quelques jours. Méthode de Golgi.

A. couche des glomérutes; — B, couche plexiforme externe ; — C, couche des cellules mitrales; —
D, couche plexiforme interne; E, couche des grains el substance blanche ; — 1, J, grains
inlernes; — a, arborisation {erminale d'une fibre olfactive;~&, glomérules renfermant plusieurs
termingisons olfactives; —e, bouquet protoplasmique d'une cellule mitrale; —d, cellules & pana-
che dendrilique; — h, collatérale récurrente du cylindre-axe dune cellule mitrale.

Fig. 1.6. Citoarquitectura del bulbo olfatorio (Segin Ramén y
Cajal, tomado de "Histologie du systeme nerveus de |'"homme &

des vertebres" , edicién de 1972).
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VI.- Capa de los grénulos y de los fasciculos de sustancia blan-
ca, constituida por tres elementos: granos internos, células de axdén corto y plexos

nerviosos. Los granos internos poseen dendritas que se proyectan hacia la plexifor-

~.

me externa, donde hacen sinapsis con las dendritas secundarias de las c. mitrales.
Son neuronas inhibidoras gabérgicas (KAPLAN, HINDS, 1977), capaces de generar-
se a lo largo de la vida del animal. Las c. de axon corto, de forma estrellada o
fusiforme, atendiendo a la morfologia de su cilindroeje se denominan Células de
Golgi, Células de Cajal o Células de Blanes, Los plexos nerviosos estdn integrados
por pequefios haces de fibras mielinicas y amielinicas, aferentes y eferentes.

VIl.- Capa epitelial, formada por células ependimarias que rodean

la cavidad ventricular del bulbo olfatorio.

1.3.1.3. Proyecciones centripetas de los B.O.P.

Los axones de las células mitrales y en penacho, forman el tracto
oifatorio lateral (TOL), que es el d(nico tracto de proyeccidn olfatoria hacia centros
superiores ( DEVOR, 1976).

La figura I-7,sistematiza los lugares de proyeccién del BOP, Ha

sido realizada con datos procedentes de SCALIA y WINANS (1975) y LEONARD
(1981).

1.3.1.4. Proyecciones centrifugas hacia los B.O.P.

En los dltimos diez anos, se han realizado numerosos estudios his-
tolégicos, histoquimicos y electrofisioldgicos, tendentes a identificar las proyecciones
del SNC sobre los BOP. Se han descrito vias noradrenérgicas y serotoninérgicas, origi-
nadas en el locus ceruleus y nlcleos del rafe médio (DE OLMOS, HARDY, HEIMER,
1978; FALLON, MOORE,1978a ;MACRIDES y Cols. 1981; FONT y Cols. 1982), y vias
colinérgicas de distintos origenes (UNGERSTEDT, 1971), proyectadas todas ellas hacia

los bulbos olfatorios. Al parecer, el Tubérculo Olfatorio, juega un importante papel,
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como estacién de relevo de la informacidn eferente del tronco cerebral hacia los

bulbos olfatorios (GUEVARA-AGUILAR y Cols. 1982).

1.3.2. Sistema olfatorio agcesorio o vomeronasal.—

EL sistema vémeronasal es comun a los reptiles y a la mayoria de los

mamiferos.

1.3.2.1. Receptor y vias aferentes.-

El érgano receptor en el sistema vémeronasal (SVN), es el epi-
telio vdmeronasal u Organo de Jacobson, descrito por este autor en 1811. En la ra-
ta, el Organo de Jacobson es una cavidad par, tubular, situada sobre el suelo de la
cavidad nasal, en el septum; se abre Unicamente a la cavidad nasal, a través de un
ductus en la pared septal (KRATZING, 1971; BOJSEN, MOLLER, 1975); en otras
especies se abre también a la cavidad oral,a través del canal nasopalatino. El epite-
lio vdmeronasal deriva, al igual que el olfatorio, de la placoda olfatoria. A diferen-
cia del SOP, el sistema vémeronasal carece de cilios, poseyendo en cambio microve-
llosidades (GRAZIADEI, 1971); es rudimentario en el hombre, aunque estd presente
en los fetos. El epitelio vomeronasal estd especializado en la recepcién de los compo
nentes olorosos no voldtiles (MEREDITH, O'CONNELL, 1979; LADEWIG, HART, 1980;
WYSOCK! y Cols. 1980), y parece ser el receptor del mensaje feromonal (SANCHEZ
CRIADO, GALLEGO, 1977).

Los axones de las células receptoras, forman los dos nervios vdme
ronasales, amielinicos, que siguen un trayecto intranasal en la profundidad de la
mucosa olfatoria (BOJSEN , MOLLER, 1975), atravesando posteriormente la 1dmi-
na cribosa etmoidal y situdndose entre ambos bulbos olfatorios _prfncipales, hasta al-

canzar los bulbos olfatorios accesorios, por su parte anteromedial.

1.3.2.2. Primera sinapsis. Bulbo Olfatorio Accesorio (BOA).-

Los nervios vémeronasales, en el interior de los BOA, se arborizan
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estableciendo sinapsis, con unas neuronas de forma triangular o estrellada, equiva-

lentes a las c. mitrales del BOP, El BOA, ocupa la porcién posterosuperior del BOP,

y su estructura es semejante a la de un BOP rudimentario, donde se pueden distin-
_ ' -~

guir seis capas:

l.- Capa de las fibras vémeronasales, formada por los
n. vémeronasales y sus ramificaciones.

Il.- Capa glomerular, formada por estructuras semejantes
a los glomérulos olfatorios, aunque peor delimitadas. Cada fibra de los n. vémerona-
sales, se distribuye por mds de un glomérulo.

I1l.- Capa plexiforme externa, formada por neuronas pe-
quenas y triangulares (semejantes a las mitrales), sus prolongaciones y las proce-
dentes de los granos internos.

IV.- Capa plexiforme interna, prdcticamente inexistente,
incluye fibras tangenciales de origen desconocido, y colaterales de las células de
la capa plexiforme externa.

V.- Capa granular, integrada por axones de las neuronas
~de la plexiforme externa, y fibras eferentes de la comisura anterior;

Vi.- Capa periventricular, formada por fibras procedentes

de la comisura anterior.

1.3.2.3. Proyecciones centripetas del B.O.A.

La via aferente del BOA, estd formada por los axones de las célu-
las estrelladas de la plexiforme externa, constituyendo el tracto olfatorio accesorio

(TOA), que en sus comienzos se integra en el TOL.

Las proyecciones del BOA, estdn claramente diferenciadas de las

del BOP, y aparecen sistematizadas en la Fig. 1-4 .

1.3.2.4. Proyecciones centrifugas al B.O.A.
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Ei BOA, recibe proyecciones de los nicleos corticomediales de
la amigdala ipsilateral, a través de la stria terminalis (RAISMAN, 1972). Las es-
trechas relaciones anatémicas entre estos nucleos amigdalinos y los nucleos predp-
ticos hipotaldmicos, sugieren una p\osible participacién del BOA en procesos endocri-

nos.

1.3.3. Significado funcional de las proyecciones olfatorias .~

Existen evidencias anatémicas y funcionales, que relacionan diferentes
dreas de proyeccidn olfatorias, con las zonas de control de determinadas conduc-
tas. Asi, el tubérculo olfatorio, estaria relacionado con la conducta exploradora y
locomotora (ORMOND, HARTESVELDT, 1979; FINK, SMITH, 1980); el drea entorinal,
estd relacionada con determinadas formas de aprendizaje (LOESCHE, STEWARD, 1977);
y la amigdala, con comportamientos especificos de especie, sociales, reproductores,
agresividad y alimentacién (VALENSTEIN, 1973). Ademds, las zonas corticales y me-
diales de las amigdalas, contienen receptores estrogénicos (PFAFF, KEINER, 1973)
y se proyectan a dreas hipotaldmicas mediales, involucradas en el control endocrino
de la reproduccidén y de determinados comportamientos.

Todos estos datos, indican la importancia de ia olfacién en los sistemas

neuroendocrinos de control de conductas relacionadas con la reproduccién.

1.3.4. Otros sistemas olfatorios.-

1.3.4.1. Sistema trigeminal

En algunas especies animales, incluyendo la rata y el hombre, fibras
procedentes de las tres divisiones del V par craneal (mandibular, maxilar y oftdlmica),
terminan libremente en la mucosa nasal, actuando como quimiorre‘ceptores.

El significado de este sistema trigeminal en el contexto de la ol-
facién, no ha sido aclarado. En un principio se pensd, que era sensible sélo a irritan-
tes quimicos, aunque posteriormente se demostré su sensibilidad se extiende a cual

quier estimulo olfatorio, incluso, a veces, con umbrales de excitacién inferiores a los
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del sistema olfatorio principal ( WALKER, TUCKER y SMITH, 1979).

1.3.4.2, Sistema de los nervios terminales .-

De acuerdo con 4a revisién de ALBERTS (1974), los nervus termi-
nalis, tienen su origen aparente, en algunos pequefios fasciculos del cerebro anterior,
dirigiéndose a lo largo de la superficie ventromedial de los peddnculos y bulbos olfa
torios, formando un plexo laxo en la regidn donde los nervios vémeronasales se unen
formando los dos troncos, junto a la ldmina cribosa. Los nervus terminalis caminan
junto con las fibras vémeronasales y trigeminales, dando terminaciones libres en la
mucosa olfatoria.

Sus proyecciones centrales se dirigen hacia dreas septales e hipo-
taldmicas. Su funcién, mal conocida, podria ser también la quimiorrecepcidn.

En la rata no ha sido descrita la existencia de este sistema olfa-

torio.

1.3.4.3. Sistema del Organo Olfatorio de Masera.~

Descrito por RODOLFO-MASERA (1943) en el septo nasal del cavia

y otros roedores, carece de funciones conocidas.
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I.4. BIOQUIMICA DE LOS SISTEMAS OLFATORIOS .-

Durante los dltimos afios, numerosos estudios han demostrado la presencia,
en la mucosa y bulbos oilfatorios, de sustancias de cardacter peptidico, catecolaminas
y otras cuyas funciones serian, en-unos casos, las de neurotransmisores, permaneciég
do ignoradas en otros casos. Vamos a hacer una descripcidn breve del estado actual

de los conocimientos a este respecto.

- TRH (Thyrotrophin Release Hormone).- KREIDER, WINOKUR, KRIEGER,
(1981), demostraron la presencia de elevadas concentraciones de TRH en los bulbos
olfatorios de la rata, sélo inferiores a las hipotaldmicas. Esta TRH, no procede de
terminaciones neuronales centrifugas, como lo demuestra el hecho de que su concentra

cién, no se modifica por desaferentacién de los bulbos (KREIDER y Cols. 1982).

- LHRH (Luteinizing Hormone Release Hormone).- En los bulbos olfato-
rios del hamster, se ha demostrado la presencia de este péptido (JENNES, STUMPF,
1980; PHILLIPS y Cols. 1980). Mediante técnicas inmunohistoquimicas, PHILLIPS, HO
y LINNER (1982) han descrito dos poblaciones de fibras con LHRH: una superfici-
al, en los n. vdmeronasales y capa glomerular, y otra periventricular, en relacidn
con las células granulares y capa periventricular. Curiosamente en el hamster, ani-
mal en el que se realizaron estos estudios, el sistema olfatorio accesorio desempefa
un papel fundamental, en el desencadenamiento de la conducta de monta, por lo
que la presencia de LHRH, podria estar relacionada con una posible funcidn regula-

dora de la conducta reproductora.

~ Encefalinas.- BOGAN y Cols. (1982) han descrito, en los bulbos olfato-
rios de la rata, péptidos con actividad inmunolbgica idéntica allas encefalinas. Se
distribuyen en tres poblaciones celulares. diferentes : 1. Células periglomerulares.
2. Células granulosas y sus prolongaciones en la plexiforme externa (es la loca-

lizacién mds abundante). 3. Células de axén corto en la capa de los grdnulos y en
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la plexiforme externa.

- Carnosina.- El dipéptido beta-alanil—L—histidiné (carnosina), ha sido
identificado en los bulbos y nervios_olfatorios, en cantidades 10-50 veces superio-
res que en ninguna otra regién cerebral (MARGOLIS, 1974;1980; MARGOLIS, GRILLO,
1977). Este péptido, actuaria como neurotransmisor en la via olfatoria primaria,
siendo transportado por flujo axopldsmico, hasta las capas de! bulbo olfatorio, que
contienen los nervios olfatorios y sus terminaciones (MARGOLIS, GRILLO, 1977).
Ademds, la via olfatoria, contiene enzimas degradantes (carnosinasa) y sintéticos
(carnosin sintetasa) especificos, de localizacién extraneuronal (HARDING, MARGO
LIS, 1976; HARDING y Cols. 1977; MARGOLIS y Cols. 1979).

La carnosina, se fija a los receptores procedentes de membranas del
bulbo olfatorio del ratén, de forma saturable , reversible y estereoespecifica, a
concentraciones fisiolégicas (HIRSCH y MARGOLIS, 1979).

La liberacién de carnosina a partir de sinaptosomas del bulbo olfatorio,
puede obtenerse mediante despolarizacién con K o veratridina, y es un proceso
calcio dependiente (ROCHEL, MARGOLIS, 1982). Sin embargo, para establecer
definitivamente el cardcter neurotransmisor de este dipéptido, faltaria demostrar
si juega algin papel en la fisiologia de la olfacién. En este sentido, se estudiaron
mediante técnicas electrofisiolégicas, las respuestas de las neuronas del bulbo
tras la aplicacién de carnosina ( TONOSAKI, SHIBUYA, 1979; Mc. LEOD, STRAU
GHAN, 1979; y  GONZALEZ - ESTRADA, FREEMAN, 1980), pero los resulta-
dos no fueron concluyentes en ningin sentido.

El papel de la carnosina en el sistema olfatorio accesorio, seria semejan-

te al del principal (BURD y Cols. 1982).

- Proteina Marcadora Especifica (OMP).- Una caracteristica de las neuro-
nas del epitelio olfatorio, es su capacidad para sintetizar una proteina especifica, la

llamada OMP (Olfactory Marker Protein). Esta proteina ha sido hallada, por métodos
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bioquimicos, en el neuroepitelio y bulbos olfatorios de numerosos vertebrados
(MARGOLIS, 1972), aunque con técnicas inmunohistoquimicas, su presencia queda-
ria restringida a las neuronas receptoras de la mucosa (MONTI GRAZIADE! y Cols.

1977; FARBMAN, MARGOLIS, 1980 ).

La aparicién de OMP, marca la maduracién funcional de las neuronas olfa-
torias y ta consiguiente capacidad para discriminar olores GESTELAND, YANCEY,
FARBMAN, 1980; MIRAGALL, MONTI GRAZIADE!I, 1982).

En la actualidad, se especula con la posibilidad de que esta OMP, pueda
tener una funcidn tréfica, en el desarrollo y mantenimiento de los bulbos oifatorios

(MIRAGALL, MONTI GRAZIADE!I, 1982).

- Catecolaminas.- En los bulbos olfatorios, se ha descrito la presencia de
noradrenalina y serotonina, procedentes del transporte axdénico a través de vias ori-
ginadas en el locus ceruleus y nudcleos del rafe (ARANEDA y Cols. 1980ab y 1981
FONT y Cols. 1982). La norepinefrina se distribuye por todo el bulbo, pero se con-
centra, sobre todo, en la plexiforme externa, capa de las c. mitrales y capa de los
grdnulos (JAFE, CUELLO, 1980; NADI y Cols. 1981), limitdndose a las fibras cen-
trifugas, pero sin que existan evidencias de su presencia en los cuerpos celulares
(MACRIDES y Cols. 1981 ).

La dopamina se concentra en las células periglomerulares y en algunas
c. en penacho (JAFE, CUELLO, 1980; NAD! y Cols. 1981; HALASZ 'y Cols. 1981),
donde se ha demostrado, por técnicas inmunohistoquimicas, la presencia de las en-
zimas implicadas en su sintesis: tirosina-hidroxilasa y dopa-decarboxilasa.

- G.AB.A .- Se ha descrito su presencia en las células granuiosas del
bulbo olfatorio y en el tubérculo olfatorio, donde se supone que actia como un
neurotransmisor de tipo inhibidor (KRIEGER, MEGILL, STERLING, 1981),

Estudios recientes de CAIN y SIMMONDS (1982) han demostrado,
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in vitro, que el GABA causa una disminucién de la excitabilidad en el lugar don-

de actua, y un incremento en las areas neuronales adyacentes.

- Acetilcolina.- Estd presente en las fibras que proceden de los tu-
bérculos olfatorios, érea predptica lateral y banda diagonal GODFREY y Cols.1980).
Las mayores concentraciones de este neurotransmisor, se dan probablemente en
los tubérculos olfatorios, donde ademds de receptores para la misma, se ha descri-

to también la existencia de acetilcolinesterasa y colinacetiltransferasa ( GORDON,

KRIEGER, 1983).

- Taurina .- El aminodcido taurina, es sabido que actla como un neuro-
transmisor inhibidor en la retina y en algunas dreas cerebrales (MANDEL y Cols.
1976). Recientemente, LINDQUIST y Cols (1983), han demostrado su presencia en
la mucosa nasal y en los bulbos. Cuando se administra taurina marcada en una cavi-
dad nasal, ésta se acumula en el bulbo olfatorio ipsilateral. Estos autores sugieren
que en el bulbo, este aminodcido se uniria a algin péptido, quizds la carnosina,

actuando como un neuromodulador.
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I.5 FISIOLOGIA DE LOS SISTEMAS OLFATORIOS .-

1.5.1.Fenédmenos que ocurren a nivel de la mucosa olfatoria:

Las neuronas receptoras olfatorias, son las encargadas de detectar las
moléculas de sustancias voldtiles dé bajo peso molecular. Estas particulas son trans-
portadas por el aire hasta la cavidad nasal, y depositadas sobre la superficie del epi-
telio, con cada ciclo inspiratorio; durante la espiracién se produce el fendmeno contra
rio, por fo tanto, el ritmo de las contracciones del diafragma y de la pared tordcica
durante el ciclo respiratorio, son inicialmente responsables de la exposicidn del epite-
lio olfatorio a las moléculas que pueden evocar sensaciones olorosas.

L.a interaccidn de ciertas moléculas con el epitelio olfatorio, aporta al
organismo un enorme caudal de informacién, sobre los cambios quimicos del medio
ambiente y la presencia de sustancias olorosas. Los fenédmenos desencadenados por
esta interaccién han sido estudiados por métodos electrofisioldgicos y neuroanatdmi-
cos y podriamos resumirlos asi:

- Las sustancias olorosas, se disuelven en la capa mucosa que recubre el
neuroepitelio olfatorio. Se establece una interaccién entre las moléculas de la sustan-
cia olorosa y receptores situados en la membrana de los cilios o microvellosidades,
que origina un cambio en la conductancia a través de la membrana (demostrado en
peces e invertebrados por GETCHELL, 1977; SUZUKI, 1982). La continuidad del cito-
plasma ciliar con el de las células neuroepiteliales (KAUER. 1983), permite la propa-
gacidn de este cambio de potencial, hasta el lugar del soma celular en el que se desen
cadena el potencial de accidn conducido hasta la primera estacién de relevo en los
bulbos oifatorios.

Numerosos estudios, realizados en la tdltima década, han empleado téc-
nicas bioquimicas para aislar los receptores de membranas de célutas del neuroepi-
telio, e investigar las caracteristicas de su unidén con la fracciéﬁ molecular de las
sustancias olorosas por su importancia en la génesis de las sefiales neurales .

Estos trabajos sugieren que se trata de proteinas que reconocen, inicialmente,. e
interaccionan, a través de grupos sulfidrilos, con las moléculas olorosas (GETCHELL,

GETCHELL, 1982, revisién).
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Segdn BURD (1982), la carnosina es el neurotransmisor o neuromodula-
dor de las neuronas olfatorias, que ‘a través de sus axones se transporta hasta los
bulbos olfatorios, donde puede ser hallada tanto en la capa de las fibras nerviosas,
como en la de los glomérulos. Exgerimentos realizados por HIRS, MARGOLIS
(1979) , sobre la captacién de carnosina marcada, o sobre la liberacién de la misma
(ROCHEL, MARGOLIS, 1982),apoyan estas teorias (Ver datos sobre la carnosina en
el aptdo. 1-3).

- Las células receptoras informan sobre los cambios en la concentracién
de olores y duracién de la exposicién a los mismos, a través de un cddige de fre-
cuencias de descarga de potenciales de accién, comportdndose como receptores
de adaptacidn lenta.

La situacidn de electrodos en contacto con la superficie del epitelio
olfatorio, permite registrar potenciales lentos, de forma complieja y escasa ampli-
tud, durante la estimulacién olorosa. Estos registros constituyen el electrooifato-
grama (EOG), descrito por OTTOSON (1956), y representa la actividad global de

la zona de receptor activada.

- Las células de sostén, juegan un importante papel en el mantenimien-
to de los componentes liquidos mucoso y extracelular, mediante la liberacién de
una serie de secreciones, tras activacién en respuesta directa a los olores (GET-
CHELL y GETCHELL, 1982, revisién). Cierto tipo de compuestos, como los anesté-
sicos o los irritantes, son los més activos inductores de la secrecidn en las c. de
sostén. La liberacién de estos productos, quizds mucopolisacdridos dcidos, ejerceria
un importante papel protector de la porcién apical de los receptores, frente a cam-
bios en la composicién del mucus que recubre la superficie del neuroepitelio.

Mediante registros intracelulares, se han descrito despolarizaciones de
estas células de sostén, semejantes a las registradas en las células gliales que ro-
dean a los nervios &pticos y neuronas del SNC. Estos cambios de potencial de la

membrana, resultarian de la acumulacién de K, en el espacio extracelular, entre
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las neuronas receptoras y las células de sostén, como consecuencia de la propia
actividad del epitelio receptor.

Resumiendo, las células de sostén, no son un elemento pasivo de la
mucosa olfatoria, sino que juegan.un importante papel en la actividad global de
del epitelio olfatorio, que concretariamos en tres puntos:

1.- Mantienen la integridad estructural del epitelio, me-
diante el establecimiento de uniones estrechas con las neuronas receptoras,

2.- Descargan material secretorio en la capa de mucus
y en algunas situaciones, contribuye a la formacién de ésta aportando mucopoli-
sacdridos especificos.

3.- Participan en la regulacién de la composicién ionica

del medio que rodea a las neuronas receptoras.

1.5.2. Procesamiento de la informacién en los Bulbos Olfatorios .-

Tiene tres caracteristicas fundamentales que lo definen:

1.- Marcada convergencia de la informacidn sensorial
sobre las células mitrales.

2.- Existencia de circuitos de retroalimentacidn, en base
a sinapsis reciprocas entre c. mitrales, c. periglomerulares y granos.

3.- Control de la informacién aferente, a través de efe-
rencias centrales.

En la figura 1-8, modificada de SHEPHERD (1972), se esquematizan las
relaciones entre los principales tipos celulares del bulbo. En la capa de los glomé
rulos, los axones de alrededor de 1000 células receptoras, convergen sobre las den-
dritas primarias de una célula mitral. También hacen sinapsis con dendritas de las
células periglomerulares. Las sinapsis célula mitral-célula periglomerular son exci-
tatorias en esa direccién, e inhibidoras en sentido contrario (ver fig 1-8). Los axones
de las células periglomerulares, establecen sinapsis con dendritas de las mitrales

adyacentes, haciendo asi posible una modulacién de la respuesta local de las dendritas.
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Cumplen una funcidn semejante a la inhibicién lateral en la retina (SEPHERD, 1979).

Los grdnulos, que serian equivalentes a las amacrinas retinianas, estable-
cen sinapsis dendro-dendriticas con las dendritas secundarias de las mitrales; estas
sinapsis son inhibitorias en direccién a las células mitrales y excitatorias en la con-
traria. El contacto se establece con varias mitrales adyacentes, y también con
axones eferentes de centros superiores del SNC o del bulbo contralateral via comi-
sura anterior.

E! bulbo estd también sometido a numerosos "inputs" centrifugos: fi-
bras colinérgicas de tubérculo olfatorio, darea predptica lateral y banda diagonal
(GODFREY y Cols. 1980); fibras serotoninérgicas del rafe y fibras noradrenérgicas
del tocus ceruleus (SHEPHERD, 1979). Todas juegan algin papel en el procesamiento
de la informacidn que llega a los glomérulos, actuando como moduladoras. El que su
origen sean estructuras limbicas, relaciona su funcién moduladora con procesos de
conducta. A favor de esta idea hay datos como los de CORNWELL ~-JONES (1980),
que demostraron que las ratas macho con deplecién de norepinefrina y consecuen-
temente inhabilitacién de las vias centrifugas noradrenérgicas, no muestran las
tipicas preferencias por las orinas procedentes de hembras en estro, pese a que su
discriminacidn olfatoria no se halle alterada.

La codificacién olfatoria es el mayor de los problemas atin por resolver,
en el capitulo de la neurofisiologia de la olfacién. Es dificil explicar, como una
enorme variedad de olores, puede ser discriminada mediante unos receptores que
responden a todos los olores en forma semejante, y unas células mitrales bulbares
que reciben informacién de cientos de receptores. Hay numerosas teorias a este
respecto, aunque ninguna aporta datos concluyentes. KAUER y MOULTON (1974),
utilizan una técnica de aplicacidn puntual de olores, para estirpular el epitelio
olfatorio, registrando la actividad eléctrica de las células bulbares; sus resulta-
dos suponen que los receptores de areas discretas del neuroepitelio, convergen en
determinadas mitrales, es decir, que habria una representacién espacial del epite-
lio receptor, en los bulbos olfatorios. También a este respecto , STEWART; KAUER,

SHEPHERD (1979), con técnicas de estimulacién puntual y captacién de 2-desoxi-
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glucosa, concluyeron que la codificacién olfatoria se lleva acabo a nivel glomerular.

-~

1.6. DEFICITS OLFATORIOS EXPERIMENTALES .-

El témino "anosmia" , define una situacién funcional de carencia del
sentido del olfato, ya sea de forma temporal o permanente, y con independencia
de su etiologia.

En el laboratorio, la anosmia se obtiene interrumpiendo, en algun punto,
las vias olfatorias. En este sentido, cuando la maniobra se Ileva a cabo sobre
las estructuras situadas por delante de los bulbos olfatorios (mucosa olfato-
ria o nervios olfatorios), hablamos de "anosmia periférica"™ , reservando el término
"anosmia central” para la obtenida por lesiones a nivel de los bulbos olfatorios
(bulbectomias) o de estructuras mds caudales (tractos olfatorios, etc.).

Las dos técnicas mds usuales de obtencidn de anosmias experimentales
son, la bulbectomfa olfatoria y la irrigacién nasal con sulfato de zinc.

Analizaremos estos dos tipos de anosmias experimentales y otros menos

habituales.

1.6.1. Bulbectomia Olfatoria .-

Se trata de una técnica relativamente sencilla, consistente en la abertura
de uno odos orificios de trépano sobre los huesos que cubren a los bulbos, aspiran-
do a través de ellos la masa de tejido bulbar (Fig. V-5).

Los principales inconvenientes que plantea esta técnica son:

a) Hemorragia muy abundante. )
b) Posible aspiracién de particulas procedentes de los cuer-
pos extranos depositados sobre la zona quirdrgica con finalidades hemostdticas o

antisépticas.

c) Variabilidad en los limites de la lesién, que suele incluir,
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ademds de los bulbos olfatorios principales y accesorios, los nidcleos olfatorios ante-
riores, limbo rostral de la comisura anterior, tractos olfatorios laterales, fibras de
proyeccién de los bulbos accesorios, tubérculos olfatorios y numerosas eferencias cen
trales hacia los bulbos (ALBERTS;.1974).

d) La ablacién de los bulbos olfatorios, provoca lesiones
difusas en areas telencefdlicas (WHITE, 1965).

e) La bulbectomia induce alteraciones conductuales y fisio-
Iégicas, no directamente relacionadas con el déficit sensorial, ya que no acontecen
cuando la anosmia se obtiene mediante otro tipo de manipulaciones que respetan
la integridad bulbar. (CAIN, 19743 ).

f) La bulbectomia, reduce la concentracién de catecolaminas,
sobre todo norepinefrina, (POHORECK, LARIN, WURTMAN, 1969; EICHELMAN
y Cols .1972). La explicacién podria estar en. la destruccién de tejidos, a través
de-los cuales, vias adrenérgicas procedentes de los bulbos, atraviesan hacia distintas

dreas telencefdlicas.

1.6.2. Irrigacién nasal con Sulfato de Zinc .-

ALBERTS y GALEF (1971), redescubrieron esta técriica de anosmia
periférica, descrita ya por SMITH en 1938, consistente en la aplicacién intranasal
de sulfato de zinc al 5%, que produce una necrosis reversible de la mucosa olfa-
toria. La recuperacién de la anosmia asi inducida, es gradual, comenzando a partir
del 52 o 72 dias después de la aplicacién (ALBERTS, 1974), siendo necesarias
aplicaciones multiples si se desea mantener el estado de anosmia (THOR, CARTY,
FLANNELLY, 1976; THOR, FLANNELLY, 1977).

Sus principales inconvenientes, aparte de la ya citada Teversibilidad,
que la descarta en estudios de anosmia crdénica, son:

a) Posibilidad de lesiones en vias respiratorias, por aspira-
cidén del SO4Zn durante su aplicacién.

b) Toxicidad sistémica, que se manifiesta por anorexia,
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laxitud, y pérdidas de peso en los animales tratados (ALBERTS, 1976; SING, TUC

KER, HOFER, 1976).

1.6.3. Otras técnicas cldsicas de obtencién de déficits olfatorios .-

1.6.3.1. Lesién del T.O.L.

Suele practicarse mediante cirugia estereotdxica, y en casi
un 50% de los casos, la seccidn que se obtiene es incompleta y los animales son
capaces de responder a test de olfacién (LONG y TAPP, 1970); ademds, por lesio-
narse nlcleos y fibras aferentes y eferentes de las areas circundantes, se obtienen,
como en el caso de la bulbectomia, efectos no dependientes de la deprivacién sen-
sorial, aunque menos importantes que en aquel caso.

La ventaja fundamental de esta técnica , seria el preservar

intacto el sistema trigeminal (ALBERTS, 1974).

1.6.3.2. Lesién de estructuras centrales de la via olfatoria.—

Incluye la lesién del limbo anterior de la comisura anterior,
tubérculos olfatorios, corteza piriforme, nicleos amigdalinos, etc. (CATTARELLI,
1982,a y b; GERVAIS, PAGER, 1982; ASTIC, CATTARELLI, 1982). Son de dificil
andlisis, ya que producen cambios conductuales, que pueden enmascarar los efectos

dependientes de la alteracién del proceso sensorial.

1.6.3.3. Destruccién de los nervios olfatorios.~

Plantea el inconveniente de que, en la mayoria de los anima-
les,entre ellos la rata, no existe un tronco nervioso bien delimitado, que permita una
seccién quirdrgica precisa. La técnica mds habitual es la seccivén intracraneal de las
fibras nerviosas que, procedentes del neuroepitelio, atraviesan la ldmina cribosa. Para
ello,se desliza un instrumento adecuado entre la masa bulbar y la Idmina cribosa

(HARDING y Cols. 1977). El inconveniente que se plantea es que este tipo de lesidn
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es totalmente reversible debido a que, las neuronas receptoras, en los mamiferos
adultos, pueden ser reemplazadas a partir de las células epiteliales basales (HARDING,
y Cols. 1977; GRAZIADE! y Cols. 1980; MONT!I GRAZIADEI y Cols. 1980). El cur-

so temporal de esta regeneracién,. puede apreciarse a través de los cambios que se
experimentan en la conducta o en pardmetos bioquimicos, como la concentracidén

bulbar de OMP (HARDING, WRIGHT, 1979).

1.6.3.4. Legrado del neuroepitelio .-

Consiste’ en la exposicién de la cavidad nasal, a través
de un orificio de trépano, y destruccién mecdnica del epitelio olfatorio, seguida
de aspiracién. Plantea dificultades de tipo técnico, entre las cuales la més grave
es la muerte del animal por asfixia, ademds, se produce regeneracién del epitelio,

por lo que se trata también de una forma de anosmia reversible (ALBERTS, 1974).

1.6.3.5. Anestesis de la mucosa nasal.-

La administracién tépica de algunos anestésicos, como
xylocaina, procaina, etc, bloquea los receptores de la mucosa olfatoria, durante
un cierto tiempo, dependiente de la naturaleza del anestésico. Su utilizacién plantea,
como problema, la duracién de los efectos anestésicos, que limitan la realizacién
de experimentos crdnicos; también el posible efecto téxico del fdrmaco y la posi-
bilidad de que penetre a través de la ldmina cribosa, o por via sanguinea, tras su

absorcidn por la mucosa, al SNC.

1.6.3.6. Oclusién nasal unilateral + hemibulbectomia ipsilateral.-

Esta técnica estd basada en el hecho anatémico de que ca-
da bulbo olfatorio, recibe las aferencias de los receptores situados en la mucosa del
mismo lado. Consiste en una hemibulbectomia seguida de bloqueo, por medios fisicos,
de la cavidad nasal contralateral (BENNET, 1971; LEONARD, 1972; DEVOR, MURPHY,

1973). Plantea la dificultad técnica del hemibloqueo nasal, sobre todo en animales en
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los que el septo nasal no es completo en el plano anteroposterior. Tiene también

el inconveniente de requerir manipulaciones en el SNC para la hemibulbectomia,

-~

1.7. ¢POR QUE ANOSMIA Y BULBECTOMIA NO SON CONCEPTOS EQUIVALENTES?

Cuando revisamos la bibliografia en torno a la relacién pineal-olfacién,
llama la atencidn que la totalidad de los experimentos en los que se describe el
efecto potenciador de la anosmia sobre la funcidn pineal, se han llevado a cabo
butbectomizando a los animales.

Esto supone la asuncién de que los bulbos olfatorios son Unicamente
una estacién de relevo de la via sensorial, que transmite a los centros olfatorios
superiores, las informaciones procedentes de los receptores de la mucosa olfato-
ria, lo que no es en absoluto correcto . Existen datos suficientes para afirmar que
anosmia y bulbectomia olfatoria, no son totalmente equivalentes.

La bulbectomia olfatoria bilateral destruye aproximadamente el 4% del
tejido nervioso central, rostral al tronco cerebral, en la rata (CAIN, 1974 3), y
afecta la funcién del sistema limbico en forma no relacionada, o sélo parcialmen-
te relacionada, con la pérdida de la informacién olfatoria. Ademds, en los anima-
les macrosmdticos, como la rata, a las funciones sensoriales del bulbo se unen
las de moduladores de la actividad del sistema limbico, del que pueden considerar-
se como una prolongacidén rostral,

Ya ADRIAN , en 1950 , distinguia dos tipos de actividad eléctrica en
los bulbos‘olfatorios, siendo solamente uno de ellos dependiente de los olores pre-
sentes en el aire inhalado, lo que sugeria la posible existencia de funciones no
sensoriales en los bulbos olfatorios. Una actividad eléctrica semejante a la descri-
ta por Adrian, ha sido registrada por varios autores en estructuras Ifmbicas e
hipotaldmicas, que reciben, directa o indirectamente, proyecciones de los bulbos

olfatorios (ADEY; 1970; CAIN, BINDRA, 1972; CAIN, 1974a).
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Tras la descripcidn, por ALBERTS y GALEF, (1971), de la técnica de
anosmia periférica por irrigacién con sulfato de zinc, pudieron obtenerse modelos
de anosmia con integridad de los bulbos, y en los ahos inmediatamente posteriores
se publicaron numerosos estudios demostrando que la anosmia periférica y la bul-
bectomia no eran tratamientos idénticos, pues la bulbectomia provocaba cambios so-
bre la conducta y la fisiologia del animal, no directamente relacionados con el dé-
ficit sensorial. Algunos de estos ejemplos se resumen en la tabla de la Fig. |-9.

Como puede apreciarse en la mencionada tabla, son numerosos los patro-
nes de conducta dependientes de funciones bulbares, no directamente relacionadas
con la olfacién. En algunos casos, como el aumento de irritabilidad por la bulbecto-
mia, ha podido precisarse su causa: la destruccién de una pequefa porcién de los pe-
diunculos olfatorios durante la bulbectomia. (CAIN, 1974 b).

También merece resaltarse, que puede existir una cierta especificidad de
especie en algunos de estos patrones de control bulbar; tal es el caso de la conduc-
ta de agresién (ver tabla fig. 1-9), que en el ratén no se modifica por la anosmia
periférica y si por bulbectomia, mientras que en el hamster ambas maniobras tie-
nen el mismo resultado, reducir la agresividad. (DEVOR, MURPHY, 1973). Estas di~
ferencias de especie, podrian estar basadas, en el grado de dependencia del sistema
limbico y otras estructuras cerebrales, a la modulacién por los bulbos olfatorios.

ROUTHENBERG (1971), proponia la existencia de dos sistemas de vigilia:
Sistema |, que se identificaria con el sistema activador reticular ascendente de Moruzzi
y Magoun; Sistema il, que se identificaria con el sistema limbico-cerebro medio. de
Nauta. La hipdtesis- pretendia explicar ciertos datos sobre la organizacién subcortical
de los fendmenos de reforzamiento y aprendizaje. Este autor propone que, c;uando,
tras una bulbectomia olfatoria, se producen efectos sobre cond'ucta) que no son expli-
cables por la anosmia, serian debidos al bloqueo del Sistema activador 11, por la

destruccidén de tejidos interconectados con él.
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1.8. LA BULBECTOMIA, COMO POTENCIADOR DE LAS ACCIONES PINEALES.

En 1966, ORBACH y KLING, describian ligeros retrasos madurativos en las
ratas a las que se extirpaban los bulbos olfatorios (B.O.), pero fué tres afios después,
cuando REITER, KLEIN, DONOFRIQO, (1969), realizaron los primeros estudios de las
interacciones entre olfacién-fotoperiodo-pineal y reproduccién. Estos autores descri-
bieron, en ratas macho, tras 6-7 semanas de serles practicadas la ablacién de los
B.O y de los globos oculares (operacién a los 21-23 dias de vida), una marcada re-
duccién tanto del peso corporal, como de los pesos de gdnadas, vesiculas seminales,
gldndulas de coagulacién y préstatas ventrales, con respecto a animales intactos o
simplemente ciegos ; estos dltimos mostraban también efectos antigonadotréficos,
aunque mucho menores que los de la asociacién bulbectomia+ceguera. La pinealecto-
mia prevenia la mayor parte de los efectos anteriormente descritos, y aunque seguian
siendo menores los pesos de las gldndulas sexuales accesorias, sus caracteristicas
histolégicas estaban comprendidas en los limites de la normalidad. La actividad de
la HIOMT en las pineales de los animales ciegos bulbectomizados, era idéntica a la
de los ciegos, lo que sugeria que los potentes efectos antigonadotréficos de la aso-
ciacidn ceguera+bu|bectomfa, se producian sin alteraciones en la sintesis pineal de
melatonina. Estudios posteriores. confirmaron esta suposicién, al obtener andlogos
resultados con otros enzimas como la NAT (KLEIN,REITER,WELLER, 1971). Final-
mente, REITER y Cols. (1971), midieron los niveles de melatonina en pineales de
animales ciegos bulbectomizados, comprobando que no existian diferencias con res-
pecto a las que sélo fueron cegadas.

La asociacién bulbectomia+ceguera, reducia los nivelles séricos de FSH y LH
(RONNEKLEIV y Mc CANN, 1975) y la bulbectomia potenciaba los efectos antigo-
nadotrdéficos y prolactl'n-inhibitorios‘ de la administracién de melatonina (BLASK,
NODELMAN, 1979; BLASK, NODELMAN, LEADEM, 1980; LEADEM, BLASK, 1981),
asi como de la exposicién a fotoperiodos cortos (NELSON, ZUCKER, 1981). Este
tipo de efectos aparecen tanto en machos como en hembras (LEADEM, BLASK,1982b)

Otros efectos descritos en la bulbectomia y/o ceguera son:
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- Reduccién de la actividad de las neuronas dopaminérgicas
tubero-infundibulares, con la asociacién bulbectomia+ceguera (MORGAN, REITER,
1982).

- Incremento d&‘la‘t sensibilidad al benzoato de estradiol, en las
ratas hembras, por bulbectomia (TYLER, GORSKI, 1980).

- En ratas macho adultas, elevacién de los niveles de ACTH
en las ciegas bulbectomizadas (VAUGHAN y Cols. 1980).

- La bulbectomia reduce el pico nocturno de PRL en ratas
seudoprefiadas (PIEPER, GALA, 1979 a), aunque la regulacién de los picos de PRL
en ratas ovariectomizadas tratadas con estrdgenos, es independiente de la pineal
y de los B.O. (PIEPER, GALA, 1979 b).

Ante estos resultados, el grupo de Reiter planteaba dos posibles explica-
ciones para el poder potenciador mostrado por la bulbectomia.

1.- La bulbectomia induciria la liberacién pineal de otras hormo-
nas antigonadotréficas, distintas de la melatonina, aunque capaces de actuar sinér-
gicamente con ella.

2.- La bulbectomia no modificaria la actividad pineal, sino que
sensibilizaria a los drganos diana sobre los cuales la melatonina ejerce sus acciones
antigonadotréficas.

Los trabajos de BLASK y NODELMAN (1979, 1980) y REITER y Cols. (1980),
parecen confirmar la segunda hipdtesis, a la vista de que la administracién de canti-
dades idénticas de melatonina a animales intactos o bulbectomizados, provoca accio-
nes antigonadotrdficas significativamente m‘és intensas en éstos dltimos. No ha sido
aclarado aln, cuales serian los drganos diana a la melatonina, sobre los cuales inci-

diria el efecto sensibilizador de la bulbectomia olfatoria.

1.9. OTROS FACTORES POTENCIADORES DE LA ACTIVIDAD PINEAL.

1.- Tratamiento neonatal con esteroides: La administracién de propionato de
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testosterona, a ratas macho o hembras, recién nacidas, unido a la deprivacién de

luz, o exposicién a fotoperiodos cortos, durante los dias 25 a 75 de vida, hacen que,
tanto el peso, como el aspecto histoldgico de génadas y gldndulas sexuales acceso-
rias, permanezcan con caracteristicas infantiles, mientras que en animales no tra-
tados con los esteroides, estos efe\cﬂtos son mucho menores. La pinealectomia pre-
viene estos efectos antigonadotréficos (REITER y Cols. 1968; HOFFMANN, KORDON,
BENOIT, 1968).

No se conocen bien las causas de este efecto potenciador del tratamiento
con esteroides, ya que no se han encontrado diferencias en los ritmos de actividad
NAT, entre las ratas intactas o tratadas con esteroides, en fotoperiodo LD 12/12
(ILLNEROVA, VANECEK, 1980), aunque la duracién del pico nocturno de actividad
NAT, es mayor en las ratas tratadas con propionato de testosterona, en LD 8/10

(VANECEK, ILLNEROVA, 1982).

2.- Subnutricién: Restringiendo a la mitad la ingesta de ratas, entre los
dias 25 a 60 de edad, se produce una reduccién altamente significativa del peso
corporal y adenohipofisario, asi como de los niveles plasmdticos de GH. E| peso de
génadas y gldndulas sexuales accesorias, sélo sufre una ligera reduccién ponderal. Sin
embargo, cuando se asociaban ceguera+subnutricién se producia una marcada reduccién
del peso de estos drganos, mucho mayor que la obtenida con cada una de las manio-
bras experimentales por separado. La mediacién pineal de estos efectos quedé demos
trada, al no producirse en animales previamente pinealectomizados (SORRENTINO,
REITER, SCHALCH, 1971).

L.a subnutricién, por si sola, induce un descenso en los niveles séricos de
FSH, LH, TSH, PRL, GH y Testosterona (CAMPBELL y Cols. 1977; HERBERT, 1980),
pero no modifica ni los ritmos ni la concentracién de la melatoniaa pineal (HERBERT,
REITER, 1981), reduciendo su concentracién de AVP (SANCHEZ BARCELO, 1982,
SANCHEZ BARCELO y Cols. 1982 b). Como quiera que la subnutricién hace al eje
neuroendocrino reproductor, mds sensible a los efectos antigonadotréficos de la

melatonina exdgena (BLASK y Cols. 1980), éste podria ser también el mecanismo
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de accién para la melatonina endégena, en los casos de asociacién ceguera+subnu

tricién.

3.- Exposicién al frio : Recientemente hemos comprobado, en nuestro la-
boratorio, como la exposicién crénica a temperaturas de 102C. , potencia los efec-
tos antigonadotrdéficos derivados de la supresién de la luz. La pinealectomia previene-
los efectos de la asociacién frio+ceguera. El mecanismo de accidn del frio parece

ser, como en los casos anteriores, una sensibilizacién de los drganos diana a la mela

tonina (COS, 1983; COS y Cols. 1983).

.10.LA PINEAL COMO INTEGRADOR DE ESTIMULOS AMBIENTALES QUE . . -

INFLUYEN SOBRE LA REPRODUCCION.

Buscando un resumen a todo lo anteriormente expuesto, podriamos decir
que, para la préctica totalidad de los mamiferos, la pineal actda como un transduc
tor neuroendocrino, que controla los procesos de reproduccidn a través de sus secre
ciones hormonales: las indolaminas y los neuropéptidos. Este efecto regulador consis
te en la sincronizacién de las fases reproductoras del animal , con las épocas del
afo en que las posibilidades de supervivencia de las crias son mayores. Para llevar a
cabo esta funcién, la pineal recibe, por via neural y neurohumoral, informaciones
procedentes del medio externo y del propio organismo, elaborando como respuesta,
senales hormonales, fundamentalmente liberacién de melatonina, capaces de actuar
sobre el eje hipotdlamo-hipéfisis—-génadas.

El pardmetro ambiental mds importante en el control de la funcién pineal,
parece ser la luz, que inhibe la sintesis de melatonina . Existen, sin embargo, otros
factores dependientes del ecosistema, que también son capaces de incidir directa o
indirectamente sobre la actividad pineal: temperatura, disponibilidad de alimentos,
densidad de olores ambientales, ruido, magnetismo, etc. Todos ellos presentan ritmos

circadianos y/o circanuales, que guardan cierta sincronia con los de la luz y actdan

sinérgicamente sobre la pineal.
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It . JUSTIFICACION .-

Consideramos, que nuestro proyecto de trabajo, encuentra su jus-

tificacién en cuatro puntos fundamentales, ya comentados a lo largo de la in-

~.

troduccidén y que ahora resumimos:

12 |La demostracidn, Ilevada a cabo por numerosos autores, de
interacciones entre la funcidn de los bulbos olfatorios y la actividad antigona-
dotréfica de la pineal, a partir de estudios sobre la potenciacién, mediante
bulbectomia olfatoria, de los efectos de la hiperactividad pineal inducida por

ceguera o exposicién a fotoperiodos cortos. (Ver aptdo. I-7 de la introduccidén).

22 L a asuncidén gratuita, por estos mismos autores, de que los

efectos potenciadores de la bulbectomia olfatoria, se deben a la deprivacién sen
sorial. provocada (anosmia), cuando ninguno de ellos realizd sus experimentos so-
bre animales andsmicos pero con los bulbos intactos. Asi pues, en todos los casos
consideraron como equivalentes anosmia y bulbectomia, cuando estd perfectamente
demostrado que tal identidad no es correcta, debido a que los bulbos olfatorios
ejercen funciones moduladoras sobre diversas estructuras del SNC, especialmente
sistema limbico, ademds de servir como estacién de procesamiento de la infor-

macién sensorial olfatoria. (Ver aptdo. |-6 de la introduccién).

32 L|La existencia de dos divisiones fundamentales del sistema olfa-

torio: el principal y el vdmeronasal o accesorio, siendo éste (ltimo el responsable
de las acciones feromonales sobre la reproduccidn, hace interesante el estudio de
su posible interaccién con la pineal en el control de estas mismas funciones. (Ver

aptdo. 1.2.2.1 de la introduccién).

42 Al describir la relacidn de factores potenciadores de Ja acti-
vidad pineal, se cita la subnutricién (verr aptdo. I-8 de la introduccién), pero hay
un hecho poco valorado y es que en otras situaciones como la bulbectomia+ceguera
o la exposicidn al frio + fotoperiodo corto (en animales en libertad)se produce una
reduccién de la ingesta, que aparece asi como un "factor comdn" a varias situacio-
nes, que merece ser estudiado en el contexto de los déficits olfatorios.
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I . OBJETIVOS .-

1.- Estudiar, si la potenciacién de los efectos antigonadotréficos
pineales, obtenida por bulbectomia olfatoria y atribuida a la anosmia, es realmen
te debida a la deprivacién senso;i.al o, por el contrario, se trata de un efecto es
pecifico de la supresién de los bulbos olfatorios y con ello, de alguna de las fun-

ciones no sensoriales de estas estructuras.

Para consequir este objetivo desarrollaremos, en primer lugar, una técnica de
anosmia que redna la doble condicidn de ser periférica (respetando la integridad de los bulbos),
y crénica (evitando la regeneracidn del neuroepitelio y la reinervacidn de los bulbos) , extre-
mos ambos que serin comprobados histoldgicamente. A continuacidn, estudiaremos los efectos de
esta anosmia periférica, asociada o no a deprivacién de luz, sobre los drganos del eje hipdfiso

gonadal, comparindolos con los obtenidos mediante bulbectomfa (Serie exptal. I).

2.- Verificar la mediacién pineal de los efectos obtenidos con la
asociacién de anosmia periférica mdas deprivacidn de luz.

Para ello, en la Serie II, realizaremos pinealectomias en animales ciegos
andsmicos, para ver si la ablacidn de la epifisis previene los efectos derivados de la de-

privacidn sensorial.

3.- Estudiar si la anosmia periférica, modifica la respuesta del eje
hipéfiso-gonadal a la melatonina exdégena, tal como ocurre en el caso de la bul-

bectomia oifatoria.

Lo realizaremos en la Serie III, administrando dosis idénticas de melatonina
a animales intactos, andsmicos (anosmia periférica) o bulbectomizades, y viendo sus efectos
sobre los Grganos del eje hipéfiso-gonadal. Este estudio, nos proporcionard datos indirectos
sobre la posibilidad de que el mecanismo potenciador de la anosmia periférics, consista en un
aumento de la sensibilidad a la melatonina en sus drganos diana, tal como parece que ocurre

en la bulbectomia. -

4.- Estudiar la participacién relativa del sistema olfatorio vémero

nasal o accesorio, en los efectos descritos con la anosmia periférica global.
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A este fin, compararemos los efectos de 1a anosmia periférica global, con
los obtenidos mediante supresidn selectiva del sistema accesorio, por seccidn intracraneal

(electrocoagulacidn) de los nervios vdémeronasales. (Serie IV).

5.~ Valorar el papel de las alteraciones en la conducta alimentaria,
inducidos por la anosmia o bulbectomia mds ceguera, como responsable, al menos
parcialmente, de los efectos derivados de ambas deprivaciones sensoriales.

Para ello, animales intactos o ciegos, recibirén un aporte dietético reducide
a los niveles de ingesta definidos por las ratas ciegas bulbectomizadas, comprobando en que

forma esta subnutricién afecta al eje hipéfiso-gonadal. (Serie V).
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IV-SERIES EXPERIMENTALES

lLos objetivos previstos en nuestro trabajo fueron cubiertos con el desarrollo

de cinco series experimentales, que en todos los casos tuvieron una duracién de seis

~o

semanas:

Serie | .- Encaminada al estudio de la anosmia periférica, como factor poten-
ciador de los efectos antigonadotréficos inducidos por la deprivacion de luz. Incluimos
también animales bulbectomizados, con el fin de establecer las posibles diferencias
entre la anosmia central y la periférica. Utilizamos 120 ratas, distribuidas en ocho
categorias experimentales:

- Grupo O .- Animales intactos.

- Grupo E .- Animales ciegos por enucleacién dptica bilateral.
- Grupo A..- Animales con anosmia periférica.

- Grupo B .- Animales con ablacién de los bulbos olfatorios.

- Grupo EA .- Animales con ceguera+anosmia periférica.

- Grupo EB .- Animales con ceguera+bulbectomia olfatoria.

- Grupo ESA..- Animales con ceguera+falsa anosmia periférica.

- Grupo ESB .- Animales con ceguera+falsa bulbectomia.

Serie Il .- Tuvo por objeto verificar si los efectos constatados con la anosmia
periféricat+ceguera eran pineal-dependientes. Para ello distribuimos 70 ratas en los

siguientes grupos experimentales:

Grupo O .- Animales intactos.

Grupo E .- Animales cegados.

Grupo EA .- Animales con ceguera+anosmia periférica.

[

Grupo EAP .- Animales con ceguera+anosmia periférica+pinealecto

Grupo EASP .- Animales con ceguera+anosmia periférica, félsamen

te pinealectomizados.
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Serie 1l .- Una vez comprobado que la anosmia periférica potencia los efectos
de la deprivacién de luz, y que se trata de un fendmeno mediatizado por la pineal,
tratamos de verificar la hip6tesis de que tales efectos potenciadores, radican en una
sensibilizacién de los drganos diang de la melatonina. Incluimos también en esta serie
animales bulbectomizados, con el fin de detectar posibles diferencias entre las res-
puestas a la melatonina exdgena, de ratas sometidas a una de las dos formas de
anosmia...Establecimos tres grupos experimentales de 35-40 ratas, divididas a su vez
en tres subgrupos cada uno:

1.- Animales intactos:
- Grupo O .- Tratados con el diluyente de la melatonina.
- Grupo OM .- Tratados con 50 microgramos/rata/dia de
melatonina.
- Grupo OM/P .- Tratados con melatonina pero en dosis de
50 microgramos/ 100 gr. de peso corporal/ dia.
2.- Animales con anosmia periférica:
- Grupo A .- Tratados con el diluyente de la melatonina.
- Grupo AM .- Tratados con 50 microgramos/rata/dia de
melatonina.
- Grupo AM/P .- Tratamiento con melatonina en dosis pro
porcional al peso: 50 microgramos/ 100 gr. de peso corporal/dia.
3.- Animales bulbectomizados:
- Grupo B .- Tratamiento con el diluyente de la melatonina.
- Grupo BM .- Tratamiento con 50 microgramos/rata/dia

de melatonina.

- Grupo BM/P .- Tratamiento con 50 microgramos/ 100 ar.

de peso corporal/dia de melatonina.

Serie IV .- Destinada al estudio de la participacién relativa de cada uno de

los sistemas olfatorios (el principal, y el vémeronasal o accesorio), en los efectos
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descritos con la anosmia periférica global. Integrada por 5 grupos de 10-15 ratas:

- Grupo O .~ Animales intactos.

- Grupo E .- Animales ciegos.

- Grupo Evnx .~.Animales ciegos a los que se seccionan los nervios
vomeronasales en su trayecto intracraneal.

- Grupo ESvnx .- Animales ciegos con falsa operacién de seccién
de los nervios vdmeronasales.

- Grupo EA .- Animales ciegos+anosmia periférica.

Serie V .- Destinada a cuantificar el papel de la reduccién en la ingesta,
verificada en los animales ciegos, tanto andsmicos (periféricos), como bulbectomiza-
dos, en los efectos globales descritos en ambos casos. Se establecieron para ello 5
grupos de 10-15 animales, adscribiéndolos a uno de los dos régimenes de alimenta-
cion:

1.- Animales con alimentacidén "ad libitum".
~ Grupo O .- Animales intactos.
- Grupo E .- Animales cegados.
- Grupo EB .- Animales ciegos bulbectomizados.
2.- Animales con dieta restringida.
- Grupo OH .- Animales intactos recibiendo sélo una can-
tidad de alimento, diaria, igual a la consumida, en promedio, por los del grupo EB.
- Grupo EH .- Animales ciegos. recibiendo, diariamente,

una cantidad de alimento igual al promedio del consumido por los del grupo EB.
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V. MATERIAL Y METODOS

V.1. Animales de experimentacién .- Empleamos ratas Wistar, machos, de

28 dias de edad, nacidas en nuestro vivarium, procedentes de camadas estandariza
das a 8 crias por madre, y con un tiempo de lactacién de 21 dias. Seleccionamos
Gnicamente los animales con peso comprendido entre 80 y 100 gr. y verificamos
la homogeneidad de cada serie experimental, mediante un test de Andlisis de la

Varianza entre los distintos grupos integrantes de las mismas.

V.2. Condiciones experimentales .-

V.2.1. Estabulacién : Los animales fueron situados en jaulas transparen
de policarbonato, de dimensiones 15x25x50 cm, en nimero de 3-4 por jaula, salvo
en la serie V en la que, con el fin de efectuar controles fiables de ingesta, colo
camos un solo animal por jaula,

V.2.2. lluminacién y Fotoperiodo : Desde el nacimiento, y a lo largo de
toda la experiencia, los animales permanecieron expuestos a luz procedente de tu
bos fluorescentes de 40 w. que en nimero de dos por cada sala, proporcionaban una
intensidad luminosa de 300 lux a nivel de las jaulas. Con el fin de homogeneizar
al mdximo los niveles de radiacién luminosa recibidos por cada animal, rotamos
periddicamente la posicién de las jaulas.

E! fotoperiodo seleccionado en todo momento fue de 14 horas de luz y
10 de oscuridad (LD 14/10), con periodo de il.uminacién comprendido entre las 6.00
y las 20.00 horas.

V.2.3. Temperatura : Fué mantenida en 23212 C mediante radiadores
eléctricos dotados de termostatos. -

V.2.4. Ventilacién : Se realizé mediante extractores de aire con un flu
jo de 150 litros/minuto, lo que garantizaba la renovacién de los aproximadamente
20 m3 de aire de cada sala, en dos horas. Los extractores de las distintas salas

fueron conectados a un interruptor programable comun, estandarizando asi’ los ci-
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clos de ventilacién, con lo que eliminamos factores de error dependientes de las
posibles diferencias en cuanto a nivel de ruido o densidad de olores soportados por
los animales de grupos experimentales distintos.

V.2.5. Alimentacidn : Como pauta general, los animales recibian agua
y pienso estandard de laboratorio "ad libitum'".

En la serie V la pauta seguida fué:

- Animales de los grupos O (intactos) y E (ciegos), alimentacién

"ad libitum', controlando la ingesta semanal por la diferencia entre
la comida depositada y el remanente.

- Los animales ciegos bulbectomizados (EB), situados uno por jaula, co
mo el resto de los grupos, recibian didriamente una cantidad conocida
de pienso (superior a la ingesta prevista). A las 24 horas se pesaba
el remanente calculdndose la ingesta/rata/dia 'y posteriormente él
promedio de todo el grupo. El resto de los animales (grupos OH vy
EH) , recibieron diariamente una cantidad de pienso igual al consu-
mo promediado del grupo EB.

* El pienso utilizado fué el rata mantenimiento, de Altromin, con una
composicién porcentual de: Proteina bruta 19.0; Grasa bruta 4.0; Fibra bruta 6.0;
Cenizas 7.0; Agua 13.5; Extracto libre de N 50.5; Minerales (Ca,Mg, P,Na) 2.0;Vita
minas (A,D

E,K B1,82,BG,B12, Ac. Nicotinico, Ac. Pantoténico, Ac. Félico,Biotina,

3’ 3’
Colina, C). Valor energético 3100 KCal/Kagr.

V.3. Técnicas Quirdrgicas .-

V.3.1. Anestesia : Utilizamos 2-2-2-Tribromo-Etanol (02H3Br30) sumi-
nistrado por Merck (lote 2187749) en solucién acuosa (2.5 gr/100 ml.) administrada
via intraperitoneal, en dosis de ,25 mg./100 gr. de peso corporal.

Las enucleaciones dpticas, por ser intervenciones de muy corta duracidn

se realizaron bajo anestesia ligera con éter.
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V.3.2. Ceguera : Se produjo por enucleacién de los globos oculares , su-
turando posteriormente ambos pdrpados .

V.3.3. Bulbectomia olfatoria : Ver descripciéfi en figura V-5 .

V.3.4. Anosmia periférica : (Fig. V-6 a , b y ¢) . Tras anestesia y fi-
jacién en un aparato estereotdxico {Figs. V-2 , 3 , 4) se depila el tercio anterior
de la cabeza y se practica una incisién longitudinal , de unos 10 mm , sobre la
piel , dejando al descubierto la unidn de los huesos nasales y los frontales . Median
te una broca especial realizamos un orificio rectangular , de 4 X 1 mm paralelo a
la cisura nasofrontal . A través de este orificio introducimos un bistur{ oftalmold
gico orientandolo hacia abajo y hacia atrdas , es decir paralelo a la ldmina cribosa
(Fig. V-6 ¢) y lo deslizamos también hacia derecha e izquierda . De esta manera
se seccionan las vias que , procedentes de la mucosa olfatoria , atraviesan esta 14
mina para penetrar en bulbos olfatorios . A continuacidn cauterizamos esta zona me
diante un termocauterizador oftdimico , siguiendo un trayecto idéntico al del bistu
. |

La cavidad que se crea por delante de la ldmina cribosa se tapona con
una ldmina de espongostdn , suturando posteriormente la incisién cutdnea .

En fa Serie IV modificamos ligeramente esta técnica en el sentido de
recubrir la cara nasal de la l&mina cribosa con cera amasada con una pequefa can
tidad de antibidtico (ampicilina) , aplicada con el bisturi oftdimico utilizado como
espdtula . El orificio dseo se tapa con la misma cera .

La mortalidad intraoperatoria es muy baja (5-10 %) , teniendo la pre-
caucidn de aspirar , a través de los orificios nasales , la sangre que procede de la
herida , evitando su aspiracién . L.a mortalidad post-operatoria es prdcticamente nu

la .

-

V.3.5. Seccién intracraneal de los nervios vémeronasales : Ver descrip-

cién en Fig. V-7 a , by c.
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Fig. V-3.- Fijacién de la cabeza

en el soporte del aparato este-

reotédxico.

Fig. V-4, Situacién de la
pieza bucal del soporte.
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Fig. V-5. Técnica de la bulbectomia olfatoria. Tras anestesiar al animal y rasurar

el area quirdrgica, se le fija la cabeza en el soporte de un aparato estereotdxico y se

practica una incisién longitudinal de unos 10 mm sobre la zona frontal. Desperiostizamos
los huesos frontales y abrimos un orificio de trépano, de unos 2 mm de didmetro, en la
linea media, sobre los relieves dseos marcados por los bulbos olfatorios. A través del ori-
f}cio se introduce una pipeta de vidrio, conectada a un aspirador, succionando ambas ma

s3s bulbares. A continuacidn, se tapa con cera el orificio y se sutura la herida.
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Anosmia periférica por seccién intranasal de los n. olfatorios.

Fig. V
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Fig. V-7, a,b,c. Seccién intranasal de los nervios vdmeronasales. Una vez anestesiado el

animal y resurada la zona frontal de la cabeza, se coloca en un aparato estereotaxico
([:)KI-QOO), fijando la pieza bucal 2.4 mm. por debajo de la linea interaural. Se practica
u{:)a incisién longitudinal de unos 10 mm, dejando al descubierto los huesos frontales. Tras
de’;speriost’izar, se aprecian facilmente los relieves marcados por ambos bulbos. A 15 mm.
por delante del plano frontal cero (linea .interaural), practicamos un orificio de trépano de
T:mm de didmetro, justo en la-linea media. Utilizando el micromanipulador antero-posterior,
situémos, en este punto, un electrodo (K-1388-Z) con termistor, de 0.7 mm de didmetro

en la punta y 1.5 mm de longitud de la zona activa, conectado a un generador de lesiones

por radiofrecuencia (Radionics RG-4). EI polo inactivo del generador se conecta a uno de

Ics bordes de la incisidn. Con el micromanipulador vertical descendemos el electrodo 3 mm.
por debajo del nivel de la cubierta dsea y aplicamos durante 30 seg. una corriente de 20 v

rms, alcanzdndose una temperatura de 752C en la punta, retirdndolo a continuacién lentamen-
te;l sin dejar de aplicar la corriente. Finaimente cerramos el orificio de trépano y suturamos

la herida. En la figura C, se esquematiza la situacién de los n. vdmeronasales y la forma en
qug son seccionados por electrocoagulacidn,
1
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Fig. V-8, a,b,c. Pinealectomia segiin la técnica de Hoffman y Reiter. (1865 b).
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V.3.6. Pinealectomia : (Fig. V-8 a , b , ¢ y d) Seguimos la clédsica téc
nica de Hoffman y Reiter (1965) ligeramente modificada. Tras anestesiar la rata y
fijarla en un dispositivo adecuado , sé depila la zona posterior de la cabeza y se prac
tica una incisidn longitudinal de unos 15 mm. , dejando al descubierto la zona que ro
dea al punto lambda (Fig. V-8a). Tras desperiostizar , se practica un orificio de trée-
pano , cuadrado , de unos 4 mm. de lado , centrado sobre el punto lambda (Fig. V-
8b). Tras levantar el fragmento dseo , se observa la confluencia de los senos venosos
longitudinal y transversos (Fig. V.8c) bajo la cual se encuentra situada la pineal. A
través de una pequena incisién sobre la duramadre se deslizan unas pinzas de forceps
por debajo de la confluencia de los senos venosos atrapando la gldndula y extrayén-
dola (Fig. V-8d).

A continuacidén se deposita «de nuevo el fragmenfo éseo trepanado y se cu
bre con una laminilla de espongostan , suturando la herida. |

V.3.7. Pseudo-operaciones : Para cada uno de los grupos de animales que
fueron objeto de alguno de los tratamientos quirdrgicos anteriormente mencionados. ,
realizamos el correspondiente grupo "sham" o pseudo-operados con el fin de valorar
el estres quirdrgico.

V.3.8. Cuidados post-operatorios : Durante los 5 dias siguientes a la ope-
racién se anadié antibiético al agua de la bebida (ampicilina 250 mgr./500 cc. de a-
gua). El tratamiento se hizo extensivo también a los animales pseudo-operados y a los

controles intactos .

V.4. Pautas de Administracién de Melatonina .-

Administramos melatonina cristalizada (N-Acetil-5-Metoxi-Triptamina) su-
ministrada por Sigma London (lote 84. C-0009) con la que preparabamos didriamente ,
en el momento de su utilizacién , una solucién , diluyendo la melatonina en unas go-

tas de Alcohol Etilico Absoluto (3 % del volimen total de la solucién) , ahfadiendo

posteriormente solucién salina (9 %) hasta completar el volumen deseado.
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La melatonina se administré por via subcutdnea , en un volumen de 0,2 mli,
diariamente durante 6 semanas , entre las 17.30 h. y las 18.30 h. , es decir , dos ho
ras antes del final de la fase de iluminacién , que es el periodo de mayor sensibilidad
a la indolamina ( TAMARKIN y Cols. 1976).

La cantidad de melatonina administrada se determind-en base a los siguien
tes criterios :

1.- Animales de los grupos OM , AM y BM . Como el objetivo de la admi

nistracién de la melatonina era valorar si en los casos de la anosmia
(A) o bulbectomia (B) , la sensibilidad a la indolamina era mayor que
en los animales intactos , administramos a todos ellos una misma can
tidad 50 microgramos/rata/dia . Esta es la pauta utilizada por la mayo
ria de los autores con los que pretendemos cvomparar nuestras experien
cias (BLASK, NODELMAN, 1979, 1980; BLASK, NODELMAN, LEADEM,
1980; REITER .y Cols. 1980).
'2.- Animales de los grupos OM/P ; AM/P ; BM/P . El objetivo fué andlo-
go al anterior , pero en estos grupos tratamos de valorar una posible
fuente de error que no habia sido considerada por los autores anterior
mente citados. En efecto , a medida que transcurre el tiempo de expe
rimento se van estableciendo diferencias de peso entre los distintos gru
pos y aunque la cantidad de melatonina administrada sea la misma en
valor absoluto , no lo es en términos relativos. Para obviarlo en estos
grupos la dosis de melatonina fué fijada en 50 microgramos/100 gr. de
peso corporal/dia , pesando a los animales cada 3 dias para establecer
las oportunas correcciones de la dosis. La Fig. V-9 muestra la dosis-dia
ria de melatonina en los diversos grupos de Ia_se?ie 1.
-~ En todos los casos los animales control (grupos O , A y B) recibian |,
con las mismas pautas de administracién que los experimentales |, ide’ﬂ
tico volimen de la solucidn salino-alcohdlica utilizada como diluyente

de la melatonina.
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V-5. Recogida de datos .-

- Durante las seis semanas de duracién de los experimentos establecimos
controles semanales de la ingesta y del peso corporal. En algunos casos (Serie V) los
controles de ingesta fueron diarios.” También se tomaron con periodicidad semanal o
quincenal , segln los grupos , muestras de sangre (0,5 ml.) obtenidas por puncién de
la subclavia , bajo una anestesia ligera con éter. Estas muestras , tras coagulacién ,
eran centrifugadas a 3500 r.p.m. durante 30 minutos a 52C , obteniendo el suero que
se conservaba en tubos kartel a -202C para andlisis posteriores.

- El sacrificio de los animales se llevé a cabo , en todos los casos , por
decapitacion , tras anestesia con éfer , entre las 10.00 h. y las 12.00 h. . La sangre
recogida (4-5 ml.) sufrié un proceso idéntico al anteriormente descrito. Los drganos ob
tenidos siguieron los siguientes tratamientos :

. Adenohipdfisis : pesado en fresco y conservacién en tubos karte! a

-20°C.

.. Adrenales : fijacién en Bouin Acético (48 h.) , diseccién y pesa
do.

.. Testiculos : pesado en fresco. Posteriormente una génada de cada

animal fué fijada en Bouin Hollande para su estudio

histolégico.

. Vesiculas Seminales, Gldndulas de Coagulacién, Préstatas, Epididimos
y Conductos Deferentes :
fijacién en Bouin Acético (48 horas), diseccidn y pe
sado.
.. Bazo : fijacién en Bouin Acético (48 horas), diseccién y pe
sado. -

** Procedimientos Especiales .- Algunos animales seleccionados al azar, de

entre los intactos, vémeronasalectomizados y con anosmia periférica fueron objeto de

tratamientos especificos destinados a la realizacién de estudios histoldgicos. Estos pro-

cedimientos fueron de dos tipos :
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- Perfusién intracardiaca con formol al 10 % y posterior extraccién del

cerebro.

- Decapitacidén e inmersidn de la cabeza en solucidn decalcificante.

En el apartado V-6 se detallan estos procedimientos y su utilidad.

V-6. Técnicas Histolégicas .-

V.6.1. Procesos comunes

a todas las técnicas

V.6.1.1. Deshidratacién : L os pases realizados fueron inmersidn en

V.6.1.2. Inclusién en

Agua Destilada, 24 horas

Alcohol 802, dos pases de 24 horas cada uno
Alcohol 962, 24 horas

Alcohol 1002, dos pases de dos horas cada uno
Benzoato de Metilo, dos pases de dos horas cada
uno

Benzol, 5 minutos

parafina :

Parafina blanda, dos pases de 4 horas cada uno en
una estufa a 572C

Parafina dura, 6 horas en estufa a 579C

Inclusidn en moldes de parafina

V.6.1.3. Cortes de las piezas : Utilizamos un microtomo vertical, reali-

zando cortes de 6 micras de espesor,

horas para el secado de los mismos.

manteniéndolos en una estufa a 379C durante 24

V.6.2. Procesos especificos para determinadas técnicas

V.6.2.1. Tincién KLUBER-BARRERA : Esta técniea fué utilizada para

demostrar en los bulbos olfatorios de las ratas con anosmia periférica, la ausencia de

otras alteraciones que las especificas de la desaferentacién. Se llevé a cabo en los si

guientes pasos :

I- Fijacién con formaldehido al 10 %. Los animales
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fueron perfundidos bajo anestesia con formaldehido al 10 %, a través de ventriculo iz-
quierdo. La fijacién fué realizada durante 20 minutos manteniendo la presién de perfu
sién a 120 mmHg. Seguidamente se realizé la extraccién de cerebro y bulbo oifatorio
de la cavidad craneal e inmersién en formaldehido al 10 % durante 48 horas.
Il- Deshidratacidn, ya descrita.
- Inclusién en Parafina.
IV~ Corte de la pieza. |
V- Desparafinizacidn. Realizamos inmersidn en
. xileno, de 15 a 30 minutos
. alcohol 1002, 5 minutos
. alcohol 962, 5 minutos
Vi- Tincidn.
. colorear en solucién A
. dejar enfriar
. lavado en alcohol a 962 el exceso de
color
. lavado en agua destilada
. diferenciacidn en solucién acuosa de
carbonato de litio a 0.05 %
. diferenciacién en alcohol de 709, tres
pases
...Javado en agua destilada
. diferenciacidn .en el carbonato de li-
tio, y en tres pases mds por el alco-
hol de 70¢ 7
. lavado en agua destilada
. colorear en solucién B
. diferenciar en alcohol de 969, varios
| pasos

. aclarado en xilol-terpinol, montar
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* Solucién A, Luxol-Fast Blue M.B.S. (Chroma) 1gr.. Disolver en 1ilitro de
alcohol de 962. ARadir 5 cc. de ac. acético glacial (10 %). Filtrar.

* Solucién B, Violeta de Cresilo (5235 Merck) 1 gr.. Disolver en 1 litro de
agua destilada. Antes de usar, afadir a cada 30 cc. de sol. 5 gotas de ac. acético gla-
cial (10 %). Filtrar.

V.6.2.2. Tincidn HEMATOXILINA-EOSINA : Se empled para el estudio
histoldgico de los testiculos. Se realizaron los siguientes procesos:
I- Fijacidén en Bouin Hollande, compuesto por
. 4cido picrico 4 gramos
. acetato de cobre 2,5 gramos
. formol 10 cc.
. agua destilada 100 cc.
. dc. acético 1,5 cc.

Los testiculos permanecen 48 horas en dicha solucidén. Transcurridas las pri
meras 24 horas los testiculos se cortan en dos transversaimente, con el fin de homoge
neizar el grédo de fijacidén de las partes corticales y profundas.

- Deshidratacién
- Inclusién en parafina
IV Corte de la pieza
V- Desparafinizacidn en
. Xileno de 15 a 30 ﬁﬁnutos
. alcohol 1009, 5 minutos
. alcohol 962, 5 minutos
. alcohol 702, 5 minutos
. agua destilada .
Vi~ Tincidén con hematoxiliné»eosina
. hematoxilina, 20 minutos
. paso por agua destilada
. paso rapido por alcohol 962 con &cido

clorhidrico
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. lavado en agua corriente hasta que los
colores adquieran un azul fuerte
. eosina, 3 minutos
== . lavado en agua corriente 3-4 minutos
. alcohol 962, dos pases de 5 minutos
cada uno
. alcohol absoluto, 5»rninutos
. xileno, de 15 a 30 minutos
V.6.2.3. Técnica de decalcificacién y tincién con nitrato de plata
(Cajal-Castro,1933). Utilizada para verificar el resultado de
las vémeronasalectomias y las anosmias periféricas en cabezas enteras.
I- Descalcificacién : Inmersidn de las piezas, duran-
te 2 o 3 dias, en una solucién formada por:
. 50 cc. de Alcohol 962
. 50 cc. de Agua Destilada
. 4 cc. de Acido Nitrico
. 5 gr. de Hidrato de Cloral
Il- Lavado de la pieza : durante 24 horas en agua
corriente
- Inmersién en solucién de Alcohol Amoniacal du
rante 1 dia, formada por:
. 50 cc. de alcohol 962
. 4-5 gotas de amoniaco
IV- Tincién en plata : Inmersién de la cabeza en ni
trato de plata al 1,5 %, durante 5-6 dias en es
tufa a 379C. |
V- Lavado de la pieza en agua destilada durante 1-2
minutos
VI- Reduccién de la pieza en una solucién compues-

ta por
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. dcido pirogdlico, 1 gramo
. formol, 5 ml.
. agua destilada, 70-100 ml.
“-VIl- Lavado de la pieza
Vilt- Endurecimiento en alcohol

IX~ Inclusién en parafina o celoidina

V.7. Radioinmunoensayo de Testosterona .-

Las medidas se realizaron en el suero obtenido tras centrifugacién de las
muestras dé sangre procedentes de las punciones venosas y de la decapitacidn, conser-
vadas a -209C hasta su utilizacidn.

Utilizaremos el NOSOLVEXTM I125 Testosterone kit,-de Radioassay Systems
Laboratories,. [nc., que aporta la enorme ventaja de no requerir extraccidn previa del
esteroide con una fiabilidad semejante a la de los métodos convencionales. Utiliza un
antisuero con alta especificidad para la testosterona y escasas reacciones cruzadas (3,4 %
a 5« Dihidrotestosterona, 2 % a 11Oxotestosterona, 2,2 % a SaAndroston 3p-178diol; me
nor de 0.01 para androsterona, estrona, estriol, progesterona, etc.).

La realizacién del RIA se llevard a cabo segun las pautas indicadas en el

Kit.

V.8. Andlisis estadistico y disefo grdfico .-

El estudio estadistico de los datos experimentales, se realizé siguiendo los
criterios especificos para el estudio de muestras pequeiias (menos de 30 casos)(SWOVO

DA,1975)en las siguientes etapas :

V.8.1. Medidas de centralizacién y dispersién : -

- Media aritmética (X)

Siendo Xqs Xy Xgeesesoreas X cada uno de los n elementos u observaciones de

la muestra.
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- Desviacién tipica poblacional (o)

- Error estandar de la media (EEM)

EEM = g

V.8.2. Anélisis de la varianza : (Test de la F de Snedecor) Lo utilizare-

mos en el estudio de las posibles diferencias entre poblaciones.

Tr MS
P —
E MS
Siendo - Tr MS la varianza entre las distintas muestras
Tr SS
Tr MS =
f

1
Tr SS la dispersidn debida a las diferencias entre las muestras :
suma de los cuadrados de las diferencias entre la media del total de observaciones y

cada una de las observaciones modificadas en el sentido de asumir el valor de la media

del conjunto muestral en el que se halla integrado.

f1 los grados de libertad entre las muestras = n? de muestras menos

uno.

- EMS la varianza dentro de las muestras

EMS = .ESS_

fa

ESS dispersién debida a diferencias dentro de las muestras = suma

de los cuadrados de las diferencias de cada observacidn, con respecto a la media de la
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muestra a la cual pertenece.

f2 grados de libertad dentro de las muestras = n? total de observa-

ciones menos nimero de muestras en las que se agrupan.
Consideraremos que las muestras pertenecen a poblaciones distintas cuando
el valor de F hallado , sea superior al tedrico calculado en la distribucién de Snedecor

para una P menor de 0.05 .

V.8.3. Andlisis de la diferencia entre medias muestrales : Utilizamos el

test de Student.

Aceptaremos como signhificativo la diferencia entre medias cuando el valor
encontrado para t sea mayor al tedrico calculado en la distribucién de Student para

grados de libertad ( = Ny + 0, - 2) y una P menor de 0.05 .

V.8.4. Diferencias porcentuales e intervalo de confianza : Las diferencias

entre dos medias muestrales lo expresamos como tanto por ciento de reduccién expe-

rimentado por la de mayor valor (D).

x1 - ')'('2
D —— 7 ————100 siendo X

— la media mayor
X 1

Con el fin de poder valorar la significacién del porcentaje de diferencia

entre las medias , calculamos el intervalo de confianza (IC) del mismo para una

P = 0.05
- Limite superior del IC = Y _. 100
X
1
- Limite inferior del IC = 2= 100
X
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Siendo: Y = (X,- X)) + at

1 2
Z =(X1- X2) - at
n 32+n 52
a= 171 2 72
n1 +n2 -2

t = Valor de la distribucién de Student, para n1+n2-2

grados de libertad y P=0.05

** Los cdlculos de las medidas de centralizacién y dispersidn, asi” como los Andlisis
de las varianzas (ANOVA), fueron realizados con una calculadora HP-41 C, utili-
zando los programas editados por el propio fabricante. Los cdlculos de los test de
Student, porcentajes de diferencia e intervalos de confianza de los mismos, fueron:
realizados mediante un mini-ordenador Dragon 32, unido a una impresora Centronics

739, utilizando un programa en Basic, confeccionado por nosotros (Fig. V-10)

La realizacién de los histogramas, fué mecanizada mediante un ordenador de

propésito general HP-1000 y un plotter HP-7225 B, utilizando un programa en

Fortran 1V, confeccionado en nuestro departamento. (Fig. V-11).
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INMPUT A,B,C,D,E,F
k=i(B*B*C)*(E*E*F))/(C+F—2) ..
Y=8aR (X)

=SAR{(1/C)+(L1/F))

W=Y¥Z

T=(A~D) /W

Us=C+F-2

J=A-D

K=(100%J)/A

IF V=3 THEN G=3.182

IF V=4 THEN G=2.776

IF V=S5 THEN G=2.571

IF V=& THEN G=2.447

IF V=7 THEN G=2.345

IF V=8 THEN G=2.306

IF U=% THEN G=2.262

IF U=10 THEN G=2.228

IF U=11 THEN G=2.201

IF V=12 THEN G=2.1788

IF U=13 THEN G=2.1504

TF V=14 THEN G=2.144¢

[F V=15 THEN G=Z.1315

IF V=16 THEN G=2.11%¢

IF V=17 THEN G=2.10%8

IF V=18 THEN G=2.100%

IF U=1% THEM G=2Z.063

IF V=20 THEN G=2.08&

IF V=21 THEM G=Z.07%9%

IF V=22 THEN G=2.0739

iF U=23 THEN G=2.0687

jF V=24 THEN 6=2.0439

iF V=25 THEN G=2.05%5

gr V=26 THEN G=2.0555

jF V=27 THEN G=2.0518

3F V=28 THEN 6=2.0484

IF U=29 THEMN G=2.0452

%: V=30 THEN G6=2.0423 _ _

IF V=31 THEM G=2.0395 Fig. V=10. Listado del programa en BASIC,
iF V=32 THEN 6=2.0370 _
IF ¥=32 THEN G=2.0345 para el cdlculo de: t de Student, % de dif.
IF V=34 THEN G=2.0323 )

IF V=35 THEN 6=2.0301 entre medias y limites del intervalo de con
IF V=34 THEN G=2.0281

IF V=37 THEN G=2.02&2 fianza.

IF ¥=38 THEN G=2.0244 o

IF V=38 THEN G=2.0227

LU=J+ (W%G)

F=J- (WEG)

N=(100%L)/A

R={100%M) /A

PRINT T,V,K,N,P
PRINT#-2,"ENTRADA",A,B,C,D,E,F,G
PRINT#-2,"SALIDA",T,V,K,N,P
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Programa en FORTRAN |V para la realizacién de los histogramas.

Fig. V-11 .

-78-



Vi. RESULTADOS.




VI.1. RESULTADOS DE LA SERIE 1.

La tabla VI-1-8, resume los resultados en cuanto a peso de drganos,
mientras que en las VI-1-9, 10 y 11 se recogen los datos relativos a ingesta de
alimentos, en la VI-1-14 la evolucién del peso corporal, y en la VI-1-33 los RIA

de testosterona.

VI.1.1. Controles histolégicos de la Anosmia Periférica. Las fotografias

I-1 y 1-2, corresponden a cortes frontales de cabezas enteras decalcificadas, de
ratas intactas y andsmicas respectivamente, tenidas mediante la técnica del Nitra-
to de Plata reducida de Cajal. El espesor de los cortes fue de 8 micras.

En la I1-1, puede apreciarse el paso de las fibras nerviosas procedentes
de la mucosa olfatoria, a través de la ldmina cribosa, para ihtegrarse en las masas
bulbares, mientras que en la {-2 estas fibras no estdn presentes, como consecuencia
de la seccién intranasal de las mismas, llevada a cabo 6 semanas antes. La fotogra-
fia 1-3 corr.esponde a la misma preparacién que la |-2, pero a mayor aumento.

Las fotografias 1-4 y 1-5, corresponden también a preparaciones de cabe-
zas descalcificadas e impregnadas con plata. En la primera (rata intacta), se obser-
va como el bulbo olfatorio aparece rodeado por una capa de fibras nervicsas, que
adquiere mayor grosor en las superficies externa, medial e inferior, y corresponde
a la entrada de los nervios olfatorios. En la I-5 (rata andsmica) se observa la total
ausencia de esta capa de fibras nerviosas.

Las fotografias |-6 y 1-7 corresponden a preparaciones realizadas sobre
bulbos fijados en formol al 10% (perfusién intracardiaca) y tefiidos segin la técnica
de Kliuver-Barrera, siendo la primera de una rata control y la segunda de una con
seccién intranasal de los n. olfatorios (anosmia periférica). Puede observarse como
en nuestra técnica de anosmia que‘da preservada la integridad del bulbo olfatorio,
ya que en la |I-7 dnicamente podria apreciarse una ligera reduccién de la capa
superficial de fibras nerviosas, mas claramente visible en las tinciones con plata

(fotografia 1-5).
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VI1.1.2. Ingesta de alimentos .- En las figuras VI-1-9 y VI-1-12, se

indica el consumo de alimentos (gramos/rata/dia), durante las tres ultimas sema-
nas del experimento, mientras que las figuras VI-1-11 y VI-1-13 contienen los
datos correspondientes a la eficiencia global de la alimentacién (EGA), enten-

diendo por tal, los gramos de incremento en el peso corporal por cada 100 Kcal.

ingeridas durante las seis semanas de duracién de la prueba.

Las ratas ciegas andsmicas o ciegas bulbectomizadas, mostraron patro-
nes de ingesta semejantes, siendo también andloga la EGA. A su vez, la ingesta
(gr/rata/dia) en ambos grupos experimentales fue siempre significativamente mds
baja que en cualquiera de los otros grupos, que tampoco mostraron diferencias

entre si.

En cuanto a la EGA, ni la anosmia periférica ni la bulbectomia, por
si solas produjeron modificaciones con respecto a los animales intactos. La cegue
ra, por el contrario, si provocd una reduccién de aproximadamente un 18% (P <
0.005) con Tespecto a los controles , reduccién que fue de mayor intensidad cuan-
do a la deprivacién de luz se asocid la anosmia periférica o la ablacién de los bul-

bos oifatorios (O vs EA y EB, P<0.001).

Los animales seudo-operados (ESA y ESB), mostraron valores de ingesta

y de EGA semejantes a los de los ciegos (E).

VI.1.3. Peso Corporal .- Las figuras Vi-1-14 y 15 muestran la evolu-

cion del peso corporal en los distintos grupos durante las seis semanas de dura-
cién del experimento. Ya en la primera semana, se aprecia un descenso en el pe-
so de las EA, con respecto a los controles (P<0.05), ciegos (P<0.005) y ciegos seudo-
andsmicos (P<0.01), mientras que las EB sdlo son significativamente menores que
las intactas a partir de la segunda semana.

Como puede apreciarse en la fig. VI-I-15, a medida que avanza el tiem-

po, se marcan mds las diferencias entre los grupos EA y EB (semejantes entre si),
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y el resto de los grupos, a excepcién de los ciegos, que se sitlan en un escaldn
intermedio, mostrando diferencias significativas con los controles, a partir de la
cuarta semana.

En la figura VI-1-16, que muestra el incremento ponderal experimenta-
do en cada grupo durante las seis semanas, se aprecia como, tanto en las EA co-
mo en las EB, fué significativamente inferior al resto de los grupos (P<0.001 en to
dos los casos), siendo el de los animales enucleados (E), inferior al de los intactos

(P<0.005), pero superior al de los EA o EB.

V1.1.4.  Adenohipéfisis .- (Figs. VI-1-17 y 18). Mientras la anosmia, por

si sola, no modificé los pesos absolutos y relativos, con respecto a los controles, la
bulbectomia indujo una reduccién de los mismos (P(0.00S, en p. abs. y P<0.02 en p.
rel.), aunque no hubo diferencias entre ambos grupos (A vs B, P=N.S.).

La ceguera también redujo los pesos adenohipofisarios con respecto a los
controles (P<0.001, en p. abs. y P<0.02 en p. rel.). Los animales de este grupo no
establecierc;n diferencias significativas con los otros animales ciegos a los que se
practicé alguin tipo de seudo-operacién (E vs ESA o ESB, P=N.S.).

Cuando a la ceguera se asocié la anosmia (EA) o la bulbectomia (EB),
se produjo un notable descenso de los pesos hipofisarios con respecto a los con-
troles (P<0.001 en ambos casos). Los EB, también mostraron reducciones significa-
tivas frente a los E (P<0.001 en p. abs. y rel.) y a sus homdlogos no enucleados
(B vs EB, P<0.001 en p. abs. y rel.). Las EA, sblo establecieron diferencias con las
E, en cuanto a peso absoluto (P<0.01), mientrasque en relacién a las A mostraron
pesos absolutos y relativos significativamente mas bajos‘(P<0.001).

No hallamos diferencias entre los grupos EA y EB.

" VI.1.5. Gldndulas suprarrenales .- (Figs. VI-1-19 y 20). Ni la ceguera, ni

la bulbectomia, presentaron diferencias significativas, en peso absoluto, frente a los

controles. La anosmia, sin embargo, provocé una reduccién de los pesos absolutos y
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relativos (P<0.05 y P<0.02, respectivamente), con respecto a las O.

La asociacién de ceguera con anosmia periférica o bulbectomia did
lugar, en ambos casos, a reducciones del peso absoluto, tanto en relacién a las
O, como a las E , ESA y ESB (Q. vs. EA, P<0.001; O vs EB, P<0.01; E vs EA, P
0.001; E vs EB, P<0.02; EA vs ESA, P<0.05; EB vs ESB, P<0.05). No hallamos dife-

rencias entre las EA y las EB.

VI1.1.6. Peso de Testiculos .~ (Figs. VI-1-21 y 22). En cuanto a pesos ab-

solutos: tanto la anosmia como la ceguera, por si solas, carecieron de efectos, mien
tras que la bulbectomia indujo un incremento ponderal con respecto a los O (P¢0.001).
La asociacién de ceguera y bulbectomia o anosmia periférica, redujo los
pesos gonadales absolutos con respecto a los controles (O vs EA, P<0.005; O vs EB,
P<0.001), andsmicos (A vs EA, P<0.005) y bulbectomizados (B vs EB, P<0.001). En
el caso de las EB, las diferencias se extendieron a las E ( P<0.05) y a las
ESB (P<0.05).
No hallamos diferencias entre los dos tipos de anosmias, asociadas o no
a ceguera.
Todas las diferencias anteriormente mencionadas, se anulan cuando consi-

deramos pesos relativos (F de Snedecor=1.93, P=N.S.).

VI.1.7. Peso de Vesiculas Seminales .- (Figs. VI-1-23 y 24). No halla-

mos diferencias entre los animales intactos, andsmicos o bulbectomizados. La enu-
cleacién éptica, provocd una reduccién de los pesos absolutos (P<0.001) y relativos
(P<0.005), con respecto a los controles, no estableciéndose diferencias con los
dos grupos de animales ciegos seudo-operados (ESA y ESB).

Cuando a la ceguera se unié la anosmia periférica o la bulbectomia,
la reduccién ponderal experimentada por las vesiculas seminales fue muy marcada,

estableciéndose diferencias con respecto a todos los demas grupos (P<0.001 en to-
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dos los casos). No hubo diferencias entre las dos formas de anosmia en animales

intactos o ciegos (A vs B y EA vs EB, P=N.S.).

VI.1.8. Peso de las gldndulas de coagulacién .- (Figs. VI-1-25 y 26).

Los resultados en estos érganos, fueron semejantes a los descritos para las v. semi
nales; la Unica diferencia estriba en una ligera reduccién del peso absoluto en las
bulbectomizadas, con respecto a las intactas (P<0.05), y en.pesos relativos las A
mostraron también valores inferiores a los controles (P<0.05).

Los animales ciegos, mostraron pesos andlogos a los ESA y ESB y en to-
dos los casos inferiores a los intactos (P<0.001, en p. abs. y P<0.005 en p. rel.).

La asociacién de ceguera mds anosmia o bulbectomia, produjo una mar-
cada atrofia de 'las g. de coagulacién, que fueron significativamente menores que
las del resto de los grupos, con una P<0.001 en todos los casos.

Las dos formas de anosmia no mostraron diferencias entre si,. tanto

en animales ciegos (EA vs EB) como en los no enucleados (A vs B).

VI.1.9. Peso de las Préstatas Ventrales .- (Figs. VI-1-27 y 28).

No hallamos diferencias entre los grupos O, A, B, E, ESA, ni en pesos absolutos
ni en relativos.

Aunque el peso de las prdstatas en los animales ciegos seudo-bulbecto
mizados fue inferior al de los E (P<0.02 en p. abs. y P<0.005 en p. rel.), el andli-
sis de la varianza entre los grupos E,ESA y ESB mostré que todos ellos pertenecen
a una misma poblacién y por lo tanto las diferencias antes mencionadas pueden ser
consideradas como azar.

La asociacién de anosmia periférica o bulbectomia (:onA ceguera, provocd,
al igual que en los otros drganos testosterona-dependientes, una marcada reduccién
de los  pesos prostdticos , situdndolos en valores significativamente menores

que en el resto de los grupos, con una P<0.001 en todos los casos.
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VI1.1.10. Peso de Epididimos y Conductos Deferentes .- (Figs. VI-1-29

y 30). La anosmia periférica y la bulbectomia, carecieron de efectos por si solas.

La ceguera provocd reducciones del p. absoluto (P<0.005), pero no del relativo, con
respecto a los controles, Tampoco\hubo diferencias entre los animales ciegos y aque-
llos que, ademds, fueron sometidos a seudo-operaciones (ESA yESB).

La asociacién EA, mostré reducciones significativas, en cuanto a p. abso
luto, con respecto a las O (P<0.001), E (P<0.02), A (P<0.001) y ESA (P¢0.005), mien
tras que en p. relativo, solamente fueron significativas las diferencias con O (P<0.02).

La asociacién EB, provocé igualmente reducciones del p. absoluto en rela
cién a los grupos O (P<0.001), E (P<0.005), B (P<0.001), ESB (P<0.005), y en pesos
relativos frente a O (P<0.001), E (P<0.05) y B (P<0.005).

No hallamos diferencias entre las dos formas de déficits olfatorios.

VIi.1.11. Peso de los Bazos .- (Figs. VI-1-31 y 32). Solamente fué signi

ficativo el andlisis de la varianza de los pesos absolutos. En cuanto a estos, no ha-
llamos diferencias entre los grupos O, A, B, E, ESA y ESB. Los animales de los
grupos EA y EB, mostraron pesos inferiores a los controles (P<0.001 y 0.005 respec
tivamente); los primeros (EA), fueron también significativamente menores que los

E (P<0.005), A (P<0.01) y ESA (P<0.02), no estableciéndose diferencias entre las EA

y las EB.

V1.1.12. Niveles séricos de Testosterona.- (Fig. VIi-1-33). La tasa sérica

de esta hormona fue semejante en los grupos O, A, B y E.

Los animales anésmicos, mostraron niveles de testosterona significativa-
mente més altos que los bulbectomizados (P<0.005), ciegos (P<0.05), ciegos ands-
micos (P<0.001) y ciegos bulbectomizados (P<0.001). Los niveles mds bajos de este-
roide correspondieron a los grupos EA y EB, que, sin mostrar diferencias entre ellos,

fueron significativamente menores que en el resto de los grupos (P<0.001, en todos

los casos).
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42 SEMANA 52 SEMANA 63 SEMANA

cruro-0 ‘| 37 %o "l 25.50 % o0.58 24.13 % 0.61
GRUPO- A | 23.53 % 0.60 2428 £ 0.65 | 24232055 °
GRUPO- B | 23.42 % 0.63 2462 * 0.62 25.85 < 0.67
GRUPO-E | 21.88 ¥ 0.51 22.64 * 0.46 22.62 X 0.58 °
GRUPO- EA | 19.37 *o.75 18.55 * 0.69 20.28 2 0.76 "
GRUPO- EB ||  19.h2 ¥ 0.36 19.12 ¥ 0.77 20.81 % 0.47
GRUPO- ESA | 22.3% X 0.39 22.69 X 0.45 23.34 2 0.72
GRUPO- ESB | 21.96 ¥ 1.00 2432109 °| 23002109 °

=1 h=1 f=1

fy= 75 f,= Th f,= 72
ANOVA F=9.99 F = 14.66 F =17.76

P < 0.01 P < 0.01 P < 0.01

Fig. VI-I-9. Ingesta de alimentos en gramos/ rata/ dia. Se

indican:
media - ESM , y analisis de la varianza.
EFICIENCIA GLOBAL DE LA ALIMENTACION
o N e T O T T T T A
819 0.33 [ 7.96 = 0.12]7.66 = 0.19 | 6.72 20.236.20 20.1% [6.07 20.19 [6.96 0.28 |7.56 *0.21
ANOVA: .= 7; f,=68; F =13.15; P<0.01

Fig. VI-I- 11. Eficiencia global de la alimentacidn: incremento de peso corporal (gr) experimentado

durante seis semanas, por cada 100 Kcal. ingeridas. Se indican: media : ESM, y anéli

sis de la varianza.
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gramos de pienso / rata / dia.

27

26

25

24

23

22

21

20

19

18

I ...... o
TT-... ] ............. |
I ...... RS AL ETEPES ,,._..,.-' ........
....... Tl
1

x Grupo 0 e Grupo A
o " B *x "t
o " EA « " (B
= " ESA v " £5B

4a 5a 62 Semana.

Fig. VI-1-12, Ingesta de alimentos durante las tres dltimas

semanas de experimento.
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Vi.2. RESULTADOS DE LA-SERIE 1I.

La tabla VI-ll-1, recoge los resultados obtenidos en los distintos pardmetros

medidos,

V1.2.1. Peso corporal .- (Fig. VI-l1-2). El incremento de peso corporal expe-

rimentado por las ratas ciegas (E), fue semejante al de los controles (O). Las EA,
sin embargo, mostraron incrementos ponderales significativamente mds bajos que las
O (P<0.001),y las E(P¢0.01). Las pinealectomizadas (EAP) no mostraron parte de
estos efectos ya que sus incrementos ponderales fueron semejantes a los de las E,
pero se mantuvieron por debajo de las controles (O vs. EAP, P£0.001). El incremento
ponderal de las EAP fue significativamente mayor que el de las EA (P£0.02). No ha-

llamos diferencias entre los ciegos andsmicos (EA) y los falsamente pinealectomiza-

dos (EASP).

VI1.2.2. Peso de la Adenohipéfisis .- (Fig. VI-11-3 y VI-li-4).L.a ceguera (E),

provocé una disminucidn significativa del peso hipofisario, con respecto a los anima-
les intactos (O), tanto en valores absolutos (P 0.05), como en relativos (P 0.02). En
los EA, los pesos absolutos y relativos se redujeron significativamente con respecto

a los O (P<0.01) y a los E (P<0.001 en abs. y P<0.05 en rel.). La pinealectomia (EAP),
previene parcialmente la reduccién ponderal provocada por la anosmia+ceguera; asi, en
las EAP, los pesos absolutos y relativos fueron semejantes a las E, perovno alcanzaron
los valores control (OvsEAP, P<0.001, en p. abs; P<0.005, en p. rel.). No hallamos di-
ferencias entre los EA y los EASP.

-~

VI.2.3. Peso de Adrenales .- (Figs. VI-1I-5 y VI-11-6). La ceguera redujo

significativamente los pesos absolutos y relativos, con relacién a los O (P<0.001).
Las ratas EA, mostraron adrenales significativamente menores, en peso absoluto, que

las O (P<0.001) y las E (P<0.001); en peso relativo, sin embargo, las diferencias se
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circunscribieron a las intactas (O EA, P<0.001), pero no a las ciegas. La pinealec~
tomia, en los animales ciegos andsmicos, previno parcialmente, la reduccién ponde-

ral descrita a propdsito de los EA; asi, en cuanto a pesos absolutos EAP EA (P<0.005),
aunque sorprendentemente no se gstablecieron estas diferencias entre las EAP y las
EASP; en pesos relativbos, sin embargo, no hallamos diferencias entre EA y EAP, pero
EASP EAP (P<0.05). Los animales EAP, mostraron pesos adrenales semejantes a los

E, pero inferiores a los O (P<0.001). Tampoco se establecieron diferencias entre la

EA vy la EASP.

VI1.2.4. Peso Gonadal .- (Figs. VI-II-7 y VI-lI-8). En cuanto a pesos absolu-

tos, los animales ciegos no presentaron diferencias significativas con respecto a los
intactos. La asociacién ceguera+anosmia, provocd una disminucidn significativa en
relacién a los ciegos (P<0.05) y a los intactos (P<0.001). La pinealectomia (EAP),
evita sélo en parte los efectos descritos en las EA, comportdndose de manera andloga
a las ciegas, pero sin alcanzar los valores control (O EAP, P<0.001). La pinealectomia,
no provocd efectos especificos, derivados del trauma quirdrgico (EA vs. EASP, P=N.S.),
(EA vs. EAP, P=N.S.). En cuanto a pesos relativos, el andlisis de la varianza no mos

tré diferencias entre los grupos (F=0.67 , P=N.S.).

VI.2.5. Peso de las Vesiculas Seminales .- (Figs. VI-11-9 y VI-i1-10). La enu-

cleacién éptica (E), dio lugar a reducciones significativas de peso, con respecto a los
controles (P<0.001 para p. abs. y P<0.005 para p. rel.). En los EA, encontramos dismi
nuciones en relacién a los O (P<0.001 para p. abs. y rel.), a los E (P<0.005 en p.
abs. y P<0.002 en p. rel.). La pinealectomia (EAP) previene por completo los efectos
de la asociacién ceguera+anosmia; los pesos absolutos y relativos de las EAP fueron
semejantes a los controles, mostrando diferencias tanto frente a los E (P<0.005 en p.
abs. y P<0.0Q01 en p. rel.), como frente a los falsamente operados (EAP vs.. EASP,

P<0.001 para p. abs. y rel.). No hallamos diferencias entre los EA y los homdlogos

falsamente pinealectomizados (EASP).
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V1.2.6. Peso de las Gl4ndulas de Coagulacién .- (Figs. VI-li-11 y VI-I1-12).

La ceguera, produjo una disminucién significativa con respecto a los animales intactos
(P<0.01 en p. abs, y P<0.005 eﬁ p. rel.). Las ratas EA, mostraron drdsticas reduccio-
nes de peso en relacién, tanto a los controles (P<0.001 en p. abs. y P<0.005 en p.
rel.), como a los ciegos (P<0.005 en p. abs. y P<0.01 en p. rel.). En los animales
pinealectomizados (EAP), la reduccién ponderal se evita parcialmente en cuanto a
valores absolutos, ya que se alcanza el nivel de las E (EAP vs. E, P=N.S.), pero no

el de los controles (P<0.005); en peso relativo, por el contrario, EAP y O no mostra-
ron diferencias, siendo el peso de las EAP, mayor que el de las ciegas (P£0.02). Los
“animales EASP, se comportaron como los EA, estableciendo diferencias significativas

con los O, E y EAP, con un nivel de significacién inferior, en todos los casos a 0.001.

VI.2.7. Peso de las Préstatas Ventrales .- (Figs. Vi-i1-13 y VI-lI-14). La

ceguera, carecié de efectos significativos, tanto en pesos absolutos como en relativos,
con relaciéq a los controles. Los animales ciegos andsmicos (EA), presentaron pesos
menores en relacién a los controles (P£0.001 para p. abs. y p. rel.) y a los ciegos
solamente (P<0.005 en p. abs. y P£0.02 en p. rel.). La pinealectomia, previno los
efectos de la asociacidn anosmia+ceguera, de tal menera que los EAP, mostraron pe-
sos andlogos a los O, y mayores que los E (P40.02 en p. abs. y P<0.005 en p. rel.),
EA (P<0.001 en p.abs y rel.) y EASP (P<0.001 en p. abs. y rel.). No hallamos diferen

cias entre los EA y los EASP,

VI1.2.8. Peso de Epididimos y Conductos Deferentes .-~ (Figs. VI-II-15 y

Vi-11-16). El andlisis de la varianza entre los distintos grupos, no mostrd diferencias
significativas en cuanto a pesos relativos (F=1.24 P=N.S.). En cuanto a pesos abso-
lutos, los animales ciegos presentaron reducciones significativas con respecto a los
intactos (P<0.005). La asociacién de ceguera+anosmia, provocd una disminucién ponde-

ral en relacién a los controles (P<0.001) pero no a los ciegos. La pinealectomia, anu-
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I6 los efectos de la ceguera+anosmia, no halldndose diferencias entre las EAP, las
O, vy las E. Los pesos de las EAP, fueron superiores a las de EA (P<0.02), y EASP
(P<0.001). No encontramos diferencias significativas entre las EA y EASP, siendo los

pesos de estas udltimas, inferiores a los de O (P<0.001), E (P<0.005) y EAP (P<0.001).

V1.2.9. Peso del Bazo .- (Figs. VI-11-17 y VI-11-18). Tal como era previ-

sible, no se establecieron diferencias significativas , en cuanto a pesos relativos, entre
los distintos grupos (F=1.24 P=N.S.). En cuanto a pesos absolutos, la ceguera carecid
de efectos (O vs. E, P=N.S.). Los EA, mostraron pesos menores que los intactos
(P<0.001), pero andlogos a los E. La pinealectomia no evité la reduccidn de peso

en la asociacién anosmia ceguera, asi, EAP fue inferior a O (P<0.005), pero no a E.
Los EASP, mostraron valores semejantes a los EA, y tampoco establecieron diferen-
cias con respecto a las EAP, manteniéndose con pesos inferiores a los controles

(P<0.001) y a los ciegos (P<0.02).
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V1.3. RESULTADOS DE LA SERIE Il

La tabla VI-Ill-1, recoge la totalidad de los datos obtenidos en esta serie.
En la Fig. V-9 , se muestran las dosis diarias de melatonina, recibidas por los anima-

les de cada grupo, segun la pauta de dosificacién adoptada.

VI1.3.1. Peso Corporal .- (Fig..VI-1l1-2). El incremento de peso corporal

experimentado por los animales intactos, fué semejante en los tres grupos (O,0OM y
OM/P), es decir, que la melatonina no provocé cambio alguno en estos animales.

La inyeccién de melatonina, con independencia de la dosis, indujo un menor
incremento ponderal de los animales tanto andsmicos, como bulbectomizados, con res-
pecto a sus homdlogos tratados con el diluyente (A vs. AM, P<0.001; A vs. AM/P, P<
0.05; B vs. BM, P 0.005; B vs. BM/P, P 0.05) . No hallamos diferencias, entre los ani_
males andsmicos o entre los bulbectomizados, tratados con melatonina, en funcidn de

la pauta dosificadora, asi: AM vs AM/P y BM vs BM/P |, P=N.S.

VI1.3.2. Peso de Adenohipéfisis.— (Figs. VI-II1-3 y VI-IlI-4). La melatonina

carecié de efectos en los animales intactos, sin embargo, en los andsmicos redujo
el peso absoluto, tanto a dosis fija (A vs AM, P<0.001), como proporcional al peso
corporal (A vs AM/P, P<0.005), sin diferencias entre los dos grupos tratados con
melatonina (AM vs AM/P, P=N.S.). En cuanto al peso relativo, la reduccidn, adn
existiendo en AM y AM/P | sélo fue significativa en este ultimo caso (A vs AM/P,
P<0.02); tampoco aparecen diferencias en funcién de la pauta de dosificacién de la
melatonina (AM vs AM/P, P=N.S.).

En los animales bulbectomizados, los resultados fueron andlogos a los des-
critos para los andsmicos: el tratamiento con melatonina, reduce los pesos absolutos
y, como unica diferencia con los andsmicos, también los relativos, con independencia
de las dosis, y sin diferencias entre BM y BM/P . Se cumple, pues, que B vs BM, P

0.001 en p. abs. y rel; B vs BM/P, P 0.001 en p. abs. y P<0.05 en relativo.
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V1.3.3. Peso de Adrenales .- (Figs. VI-llI-5 y VI-IlI-6). El andlisis de la va-

rianza entre los seis grupos, no mostrd diferencias significativas en los pesos relativos.
(F=1.39 , P=N.S.).

En cuanto a pesos absolutos, el tratamiento con melatonina, no tuvo ningln
efecto en los animales intactos, ni en los andsmicos, en relacién a sus correspon-
dientes controles tratados con el diluyente. En fos animales bulbectomizados, la mela-
tonina, a dosis de 50 microgramos/rata/dia, provocé una disminucién significativa de
los pesos absolutos, con respecto a los tratados con el diluyente (B vs BM, P<0.01). A
dosis proporcional al peso corporal, también se produjo la reduccién, pero no alcanzé
niveles estadisticamente significativos.

Todos los animales andsmicos o bulbectomizados, tratados con melatonina,
mostraron, con independencia de la dosis, pesos absolutos significativamente menores
que los controles intactos (O vs AM, P<0.05; O vs AM/P, P<0.02; O vs BM, P<0.001

y O vs BM/P, P<0.005).

V1.3.4. Peso de Génadas .- (Figs. VI-IlII-7 y VI-I11-8). .No hallamos dife -

rencias entre los distintos grupos, en cuanto a pesos relativos (F=1.18 , P=N.S.).
En cuanto a pesos absolutos, sélo hallamos diferencias significativas entre
los animales intactos y los andsmicos o bulbectomizados tratados con melatonina

(O vs AM, P<0.05; O vs AM/P, P<0.02; O vs BM.y O vs BM/P, P<0.01).

VI1.3.5. Peso de Vesiculas Seminales .- (Figs. VI-Il11-9 y VI-III-10). La inyeccién

de dosis bajas de melatonina carecié de efectos en los animdles intactos, tanto en
pesos absolutos como en relativos, sin embargo, cuando se administré a dosis mas
altas (proporcionales al peso corporal), se redujo significativamente el peso absoluto
(O vs OM/P, P<0.05), pero no el relativo.

En ratas andsmicas o bulbectomizadas, la melatonina redujo intensamente,

tanto a dosis altas como bajas, los pesos absolutos y relativos con respecto a sus
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homélogas tratadas con el diluyente (A vs AM, y A vs AM/P; B vs BM, y B vs BM/P,
P<0.001 en todos los casos).

En cada uno de los tres grupos: intactos, andsmicos o bulbectomizados, no se
establecieron diferencias entre los tratados con melatonina, dependiendo de la dosis
administrada.

Los grupos OM/P, AM, AM/P, BM, BM/P, mostraron pesos absolutos signi-
ficativamente més bajos que los O. Estas diferencias se extendieron también a los

pesos relativos, con la excepcién de OM/P y AM.

V1.3.6. Peso de las Gldndulas de Coagulacién .- (Figs. VIi-lll-11 y VI-}1-12),

La administracién de dosis bajas de melatonina a animales intactos carecid de efec-
tos significativos, por el contrario, con dosis proporcionales al peso corporal, se apre-
ciaron reducciones significativas tanto en peso absoluto (O vs OM/P, P<0.005), como
en relativo (O vs OM/P, P<0.01).

Cuando la melatonina se administré a ratas bulbectomizadas o anésmicas las
reducciones ponderales fueron intensas, tanto en valores absolutos (A vs AM, P<0.001;
A vs AM/P, P<0.001; B vs BM, P<0.001; B vs BM/P, P<0.001) como en relativos (A vs
AM, P<0.05 ; A vs AM/P, P<0.005; B vs BM, P<0.001; B vs BM/P, P<0.02).

Al igual que ocurria en las vesiculas seminales, no hallamos diferencias entre
los grupos tratados con melatonina, segun esta fuera administrada a dosis altas o ba-
jas.

Los grupos OM/P, AM, AM/P, BM y BM/P, mostraron pesos inferiores a los
controles intactos, en cuanto a valores absolutos, en pesos relativos se excluye BM/P,
que pese a tener valores inferiores a los O, no alcanzan los niveles de significacidn ade

cuados.

VI.3.7. Peso de Préstatas Ventrales .- (Figs. VI-I11-13 y VI-l11-14). En los

animales intactos, la administracién de melatonina a dosis altas, redujo los pesos ab-

solutos (P<0.01), y relativos (P<0.02), con respecto a los tratados con el diluyente (O).
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La administracién de melatonina a animales anésmicos o bulbectomizados,
redujo significativamente los pesos absolutos (A vs AM, P<0.01 y A vs AM/P, P<0.001;
B vs BM, y B vs BM/P, P<0.001) y los relativos (A vs AM, P<0.05 y A vs AM/P, P<
0.001; B vs BM, y B vs BM/P, P<0.001).

No hallamos diferencias entre OM-OM/P, BM-BM/P o AM-AM/P,

Los grupos OM/P, AM, AM/P, BM y BM/P, mostraron pesos absolutos y rela-
tivos mas bajos que los O, aunque las diferencias en cuanto a pesos relativos, no

fueron significativas en el AM,

V1.3.8. Peso de Epididimos y Conductos Deferentes .- (Figs. VI-III-15 y

VI-IlI-16). El andlisis de la varianza, no mostré diferencias de pesos relativos entre
los seis grupos experimentales.

En cuanto a pesos absolutos, la melatonina carecid de efectos en los animales
intactos, mientras que en los andsmicos o bulbectomizados se produjeron reducciones
significativas, con la excepcidn de éstos Ultimos con ddsis altas de melatonina: A vs
AM, P<0.05; A vs AM/P, P<0.001; B vs BM, P<0.005; B vs BM/P, P=N.S.). No hallamos
diferencias entre los dos grupos de andésmicos o bulbectomizados tratados con mela-
tonina, que mostraron, en todos los casos, valores inferiores a los controles (O vs AM;

O vs AM/P; B vs BM; B vs BM/P; en todos los casos P<0.001).

V1.3.9. Peso del Bazo .- (Figs. VI-lll-17 y VI-111-18). En cuanto a pesos

absolutos, sélo hallamos diferencias significativas entre los animales intactos(O) vy

los andsmicos tratados con dosis de melatonina proporcionales al peso corporal (AM/P)
(P<0.05), y también entre los bulbectomizados tratados con melatonina y los intac-
tos (O vs BM y O vs BM/P, P<0.05). En todos los casos fueron mds bajos los pesos
de los animales tratados con la indolamina.

Los pesos relativos en los distintos grupos no fueron diferentes entre si

(F=1.79 , P=N.S.).
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VI1.3.10. Niveles séricos de Testosterona.- (Fig. VI-Iii-19). Las diferencias

halladas entre los distintos grupos carecen de significacién estadistica, tal como

muestra el andlisis de la varianza (F de Snedecor=0.71, P=N.S.).

~
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VI.4, RESULTADOS DE LA SERIE |V,

La tabla VI-1V-1 resume los resultados obtenidos en esta serie.

Vli.4.1. Peso Corporal .- (f"ig. VI-1V-2). La seccién de los nervios vdmerona ="

sales, no supuso modificacién alguna en el incremento de peso corporal (O vs VNX,
P=N.S.). La ceguera si que redujo el incremento ponderal, con respecto a los contro-
les(O vs E, P<0.001).
En la asociacién de ceguera+vomeronasalectomia, no aparecen mds efectos
que los descritos con la enucleacién dptica (O vs Evnx, P<0.001; E vs Evnx, P=N.S.).
La asociacién de anosmia+ceguera, mostré los mismos resultados que en las
series anteriores, es decir, un menor incremento ponderal que los controles (O vs EA,
P<0.001); la diferencia fue de casi un 55% del incremento de peso de los O. También
fué inferior al de los E, VNX, Evnx y ESvnx, en todos los casos con una P<0.001.

No hallamos diferencias entre las E y las ESvnx,

VI.4.2. Peso de la Adenohipéfisis .- (Figs. VI-IV-3 y VI-IV-4). Los animales

VNX, no mostraron diferencias significativas con respecto a los animales intactos.
Tampoco existieron diferencias significativas entre los grupos E, Evnx, ESvnx, pero
si entre ellos y los intactos (O vs E, P<0.005; O vs Evnx, P<0.001; O vs ESvnx, P<
0.001 en pesos absolutos); en cuanto a pesos relativos, estas diferencias se limitan a
los ESvnx (P<0.005).

La asociacién de ceguera y anosmia, provocé una marcada disminucién de los
pesos absolutos, estableciéndose diferencias significativas con todos los demés gru-
pos con un nivel de P<0.001 ; en cuanto a los pesos relativos, estaAs diferencias se

establecen sélo con los E (P<0.005), los VNX (P<0.01) y los O (P<0.001).

VI.4. 3. Peso de Adrenales .- (Figs. VI-IV-5 y VI-IV-6). Las adrenales de

los animales ciegos y de los vémeronasalectomizados, fueron significativamente meno-
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res, que las de los intactos, tanto en peso absoluto (O vs E, P<0.001; O vs VNX, P¢
0.01), como en relativo (O vs E, P<0.05; O vs Evnx, P<0.01).

La asociacién de ceguera y vomeronasalectomia, produjo también reducciones
significativas con respecto a los controles, pero sélo a nivel de pesos absolutos (P 0.05).
No hallamos diferencias significativas entre los grupos E, Evnx, y ESvnx.

Los animales EA mostraron una reduccién ponderal, con respecto a todos los
demas grupbs, en pesos relativos ( EA vs O, E y VNX, P<0.001; EA vs Evnx, P<0.005
y EA vs ESvnx, P<0.01) , en cuanto a pesos absolutos, las diferencias se establecieron

sdlo con respecto a O (P<0.001), E (P<0.05), VNX (P<0.02) y ESvnx (P<0.02).

V1.4.4, Peso de Gdénadas .- (Figs. VI=IV-7 y VI-IV-8). Ni la ceguera, ni la

VNX, modificaron los pesos absolutos con respecto a los O, siendo los relativo su-
periores a éstos Ultimos, aunque sélo en el caso de los E, las diferencias fueron es-
tadisticamente significativas (Ovs E, P 0.005). Cuando ambas maniobras se asociaron
(Evnx), se mantuvieron las diferencias con respecto a los intactos (O vs Evnx, P<0.05
en p. abs, y‘ rel.), pero no aparecieron frente a los E, y frente a los VNX, se limi-
taron a pesos absolutos (Evnx vs VNX, P<0.02).

Los ESvnx, como era previsible, no fueron distintos de los E.

Los animales con ceguera+anosmia, mostraron pesos absolutos inferiores a
todos los demads grupos, con un nivel de P<0.001 . Sin embargo, al considerar los

pesos relativos, las diferencias se limitan a las E (P<0.05) y a las Evnx (P<0.05).

VI.45. Peso de Vesiculas Seminales .- (Figs. VI-IV-9 y VI-IV-10) . La vomero
nasalectomia, carecié de efectos sobre pesos absolutos y relativos, en relacién a los
intactos. -

Los grupos E, Evnx y ESvnx, no mostraron diferencias entre si, pero en todos

los casos, fueron inferiores a los controles en peso absoluto (P<0.001) y en relativo

(O vs E, y O vs ESvnx, P<0.001; O vs Evnx, P<0.01)

En los animales EA, las v. seminales aparecieron prdcticamente atrofiadas,

-160-



sus pesos absolutos y relativos fueron, por supuesto, significativamente mds bajos

que en todos los demas grupos, con una P<0.001 .

VI1.4.6. Peso de las Gldndulas de Coagulacién .- (Figs. VI-IV-11 y VI-IV-12).

Los resultados fueron practicamente superponibles a los relatados para las v. semina-
les. La seccidén de los n. vdmeronasales, no modificé los pesos absolutos y relativos,
con respecto a los controles intactos.

No hallamos diferencias entre los grupos E, Evnx y ESvnx, que fueron en
todos los casos inferiores a los controles, tanto en valores absolutos, como en re-
lativos, siendo. el nivel de P<0.001, con la excepcién de ESvnx (P<0.005, en pesos
absolutos).

La asociacién de ceguera+anosmia, provocii la atrofia de estos drganos,
que en todos los casos fueron significativamente mds bajos, en pesos absolutos y

relativos, que los controles, siendo la P<0.001 .

AV|.4.'7. Peso de las Préstatas Ventrales .- (Figs. VI-IV-13 y VI-IV-14), La

ceguera, por si sola, provocé una disminucién significativa con relacién a los anima-
les intactos, tanto el peso absoluto (P<0.001), como en relativo (P<0.005).

Los animales ESvnx fueron Semejantes a los E, estableciendo igualmente di-
ferencias significativas con los controles, en peso absoluto (0.001), pero en peso rela
tivo, pese a ser inferior a los controles, el nivel de significacién fue de P=0.051..

_ No existieron diferencias entre los grupos E,Evnx, y ESvnx.
Los animales del grupo EA, al igual que en los casos anteriores, experimen-

taron reducciones de peso con respecto a los demds grupos, tanto en valores abso-

lutos como en relativos, y en todos los casos con una P<0.001 . -

V1.4.8. Peso de Epididimos y Conductos Deferentes .- (Figs. Vi-IV-15 y

VI-IV-16). La ceguera, por si sola, redujo significativamente los pesos absolutos

(P<0.005), pero no los relativos, con respecto a los controles.
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La vomeronasalectomia, carecid de efectos por si sola; asociada con la
la ceguera (Evnx), provocd la reduccién de pesos absolutos (O vs Evnx, P 0.05),
pero no de los relativos. No se -establecieron diferencias entre los grupos E, Evnx
y ESvnx. .
Los pesos de IasA EA, fueron inferiores a los del resto de los grupos, en valores

absolutos (P<0.001 en todos los casos) y relativos (EA vs O, E, y ESvnx, P<0.001;

EA vs VNX, P<0.05; EA vs Evnx, P<0.005).

V1.4.9. Peso de los Bazos .-~ (Figs. VI-IV-17 y VI-IV-18). En cuanto a pesos

absolutos, sélo la asociacién de ceguera+anosmia, tuvo efectos en relacién a todos
los demas grupos, que mostraron pesos superiores (EA vs O, E y Evnx, P<0.001).
En cuanto a pesos relativos, el andlisis de la varianza entre los seis grupos

no mostré diferencias.

V1.4,10 Estudios histolégicos.-

VI1.4.10.1. Control de la vomeronasalectomia.- Las fotografias

VI1-34,35,36 y 37, corresponden a cortes frontales (8 micras) de cabezas enteras, de-
calcificadas y tenidas por el método de la plata reducida, de Cajal.

En la primera de ellas, puede verse, como en la parte superior y medial de
ambos bulbos, se aprecian sendas formaciones ovoideas, que corresponden a los ner-
vios vdmeronasales. En la fig. IV-36 aparecen estas mismas estructuras con mayor
detalle. En ambos casos se trata de una preparacidn sobre rata intacta.

En las fotografias IV-35 y 1V-37, correspondientes a un animal con seccién
de los n. vdmeronasales mediante electrocoagulacidn, puéde verse como la imagen de
estos troncos nerviosos ha desaparecido y su lugar se halla ocupac]o por tejido cica-
tricial con fibroblastos y algunos elementos vasculares |, lo que indica que la operacién

fue correcta.

Este estudio se llevé a cabo sobre 13 animales seleccionados al azar de entre
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los grupos VNX y Evnx apreciando en 11 de los casos seccién completa de ambos
nervios, mientras que en dos de ellos fue incompleta, quedando restos de alguno
de los troncos. Asi{ pues, la eficacia de nuestra técnica fue de un 84% .

-

VI1.4.10.2. Alteraciones morfolégicas en génadas.- Todas las pre

paraciones histoldgicas de testiculos que mostramos (Figs. IV~ 19 a 33), correspon-
den a cortes transversales de 6 micras, tenidos con hematoxilina-eosina.

Las fotografias IV-19 y 20, corresponden a animales control
(intactos). En la primera de ellas observamos el contorno regular de los tdbulos y
la homogeneidad de sus didmetros. En su interior encontramos espermatogonias en
distintos estadios de maduracién. La fotografia 1V-20, corresponde a una visién, a
mayor aumento, de uno de los tibulos de la preparacién anteriory puede apreciarse
como la espermatogénesis se encuentra en el estadio VIl u VIl (segin la clasifica-
cién de DYM y CLERMONT, 1970), observédndose los distintos tipos celulares carac-
teristicos de estos estadios: espermatogonias A, espermatocitos primarios preleptot_e_é
nicos y paqtiiténicos, gran nimero de espermdtides en las fases 7 y 19 (estadio VII)
o 8 y 19 (estadio VIII) y cuerpos residuales.

Los efectos detectados sobre las génadas de los animales ciegos
andsmicos (EA), los hemos clasificado en tres grupos, atendiendo al grado de reduc-
cién experimentado por e! didmetro y luz tubulares, alteraciones del contorno tubular,
grado de afectacién de la espermatogénesis y aumento en el nimero de células de
Sertoli. Por orden creciente de afectacién los tres grupos son:

| 1.- Pequeno grado de afectacién. Aparecen reflejadas en las fo
tografias 1V-21,22,23,24.25 y 26. En todas ellas observamos, en relacién a los contro
les, una ligera disminucién del tamafio de los tdbulos seminiferos;_una reduccién en
las distancias intertubulares asi como irregularidades en el contorno de los mismos.
El nimero de espermdtides posiblemente esté reducido, aunque se encuentran las
células correspondientes a las distintas fases de la espermiogénesis. En la fotogra-

fia IV-31, correspondiente a uno de los tdbulos de las preparaciones anteriores,
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visto a mayor aumento, pueden apreciarse con mayor claridad los estadios madurati
vos de las espermatogonias y la disminucién en el nimero de espermatozoos.

2.- Afectacién de grado medio. Representado en las fotografias
|V—27;28 y 29; en ellas puede apre\giarse el contorno irregular de los tubulos, una
mayor reduccién de su didmetro en relacién a las preparaciones anteriores, y una
disminucién de la luz tubular que précticamente desaparece. Hay una clara afecta-
cién de la espermatogénesis en su 32 fase (espermiogénesis), y la mayoria de los tdbu
los. carecen totalmente de espermdtides. o'se encuentran-en fases anteriores a la-12 0.13;
sdlo alguno de ellos muestra espermdtides aisladas en fases posteriores a éstas. En
la mayorfa de los- tdbulos podemos apreciar un aumento del ndmero de céiulas de
Sertoli {fotografias V=19 y 20), en relacién a los controles, que ya era patente
en las preparaciones del grupo anterior, aunque con menor intensidad.

3.- Afectacién severa. Estd representada en las fotografias IV -
30 y 33. En ellas puede apreciarse que las alteraciones en cuanto a didmetro y con
torno tubulares son mayores que las de los dos grupos anteriores. Los tdbulos semi-
niferos adquieren una mor'fologl'_a cordonal al desaparecer su luz, aprecidndose sdélo
epitelio -germinativo. vHay un paro madurativo a nivel de los espermatocitos y no
aparecen formas celulares en fases posteriores a ésta, motivo por el cual no tiene
lugar la espermiogénesis. El nimero de células de Sertoli es ain mayor que en

las preparaciones de los grupos anteriores.
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ANALISIS DE LA VARIANIA
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Peso Relativo de Bazos.

Fig. VI-IV-18.



Fig. 1vV-18, Rata n® 905. Grupo O. (x 150)

Fig. 1vV-20. Rata n2 905. Grupe O. {x 580)
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Fig. IV-21. Rata 993. Grupo EA. (x150) Fig. IV-22. Rata 995. Grupo EA. (x150)
Fig. IV-23. Rata 1001. Grupe EA. (x150) Fig. 1V-24. Rata 997. Grupo EA. (x150)
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Fig. 1V.25. Rata n? 1005. Grupo EA. (x 150)
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Fig. 1V -26. Rata n® 1002, Grupo EA. (x 150)
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Fig. 1V-27. Rata 1007. Grupe EA., {x158) Fig. 1V-28, Rata 1004. Grupe EA. (x150)
Fig. IV-29. Rata 1003. Grupo EA, {x150) Fig. IV-30. Rata 1000, Grups EA. (x150)




Fig, 1v-32
Rata n2 1004
Grupo EA

(x 580)

Fig. Iv-33
Rata n® 1000



Fig. 1V-34 (x 90)




Fig. 1V-36 (x 230)




VI.5. RESULTADOS DE LA SERIE V.

Los datos numéricos correspondientes a las variables estudiadas, se encuen
tran agrupados en las siguientes tablas: VI-V-1, los relativos a peso de drganos; VI-
V-3, la evolucién del peso corporal; VI-V-22, los niveles séricos de testosterona,

y VI-V-2 los relacionados con la ingesta.

VI.5.1. Ingesta de alimentos.- (Fig. VI-V-2). Tal como indicabamos en

fa descripcidn de las series experimentales y en el apartado V.2.5 de Material y
Métodos, la alimentacidén en los grupos OH, EH y EB fue idéntica, quedando defini
da por la ingesta media de éstas ultimas (alimentadas "ad libitum"). Como quiera
que la ingesta de las EB es significativamente inferior a la dieta estandard, los
animales de los grupos OH y EH estaban sometidos a una subnutricién . ‘
La eficiencia global de la alimentacién (incremento de peso corporal/
100 Kcal ingeridas), fue, en los grupos OH, E, EH y EB, significativamente in-
ferior a los controles (O). En las EB, fue tambien inferior que en los animales cie-
gos alimentados "ad libitum" (E). No hallamos diferencias entre los grupos OH, EH

y EB.

V1.5.2. Peso Corporal .- (Figs. VI-V-3 y 4). En la fig. VI-V-4, que

muestra la evolucién semanal de estos pesos, puede verse como, sdlo a partir de

la 22 semana de experimento, comienzan a apreciarse diferencias importantes entre
los distintos grupos, situdndose las EB en valores significativamente inferiores a las
O (P<0.01) y a las E (P 0.001); estas diferencias fueron acrecentdndose en las se-
manas siguientes y ya en la 62 se amplian al grupo EH (P<0.02).

La reduccién de ingesta en los animales intactos (OH), fue capaz de

reducir el peso corporal, con respecto a las alimentadas "ad libitum" (O), desde

la 22 semana, mientras que la ceguera s6lo mostré efectos a partir de la 42 se-

mana. La asociacién de ceguera y reduccidén de ingesta (EH) produjo una reduccidn
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suplementaria de peso corporal, estableciéndose diferencias con respecto a las
ciegas alimentadas "ad libitum" (E), apreciable desde la 22 semana.

En la figuré VI-V-5, estdn representados los incrementos de peso cor-
poral experimentados durante las seis semanas, y puede verse como la ceguera
(E) y la reduccién de ingesta unida o no a ceguera (EH y OH), provocan un me-
nor incremento ponderal que el de las intactas alimentadas "ad libitum" (P<0.001
en todos los casos).

Las ratas ciegas con dieta restringida (EH), mostraron incrementos pon-

derales menores que sus homdlogas alimentadas 'ad libitum" (E vs EH, P<0.02).

V1.5.3. Peso de Adenohipéfisis .- (Figs. VI-V-6 y 7). La simple reduc-

cién de la ingesta (OH), indujo una reduccidn del peso absoluto (P<0.001) aunque
no del relativo, con respecto a los controles (O). La ceguera, comportd una
reduccién del p. absoluto, andloga a la de los OH (E vs OH, P=N.S. E vs O,
P<0.001), sin embargo, en cuanto a pesos relativos la reduccién ponderal expe-
rimentada por las E, las sitda en niveles significativamente inferiores tanto a los
controles (O vs E, P<0.02) como a las OH (P<0.01).

Cuando se reduce la dieta a los animales ciegos (EH) éstos experimen-
tan una mayor reduccién en el peso absoluto hipofisario, con respecto a sus homé-
logos alimentados "ad libitum'" (E vs EH, P<0.05), diferencia que no se extiende
a los pesos relativos. Por supuesto, en ambos casos los valores fueron también
significativamente mds bajos que los O y los OH (P<0.001 en todos los casos).

Los animales ciegos bulbectomizados mostraron pesos absolutos y rela-

tivos inferiores al resto de los grupos (P<0.001, en todos los casos).

V1.5.4. Peso de Adrenales .- (Figs. VI-V-8 y 9). En cuanto a pesos abso-

lutos, séio hallamos una reduccidn significativa de los OH con respecto a los contro
les (P<0.05) y de los EB en relacién tanto a los controles (P<0.01) como a los cie-

gos {P<0.02). El andlisis de la varianza, no mostré diferencias significativas entre
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los cinco grupos, en cuanto a pesos relativos.

VI.55. Peso de Testiculos .- (Figs. VI-V-10 y 11). No hallamos difereh

cias entre los pesos absolutos de los grupos O, OH, E y EH, siendo los del grupo
EB, inferiores a todos ellos (EB vs O, OH y EH, P<0.001; EB vs E, P<0.05). En cuan
to a pesos relativos, destaca el hecho de que, al centrarse la mayor parte de los
efectos de las maniobras experimentales sobre el peso corporal, reduciéndolo, tanto
las OH, como las EH, mostraron valores significativamente superiores que el resto
de los grupos, con niveles de significacién de P<0.01 o 0.001. Los grupos OH y EH

no presentaron diferencias entre sf, lo mismo que los O, E y EB.

V1.5.6. Peso de Vesiculas Seminales .- (Figs. VI-V-12 y 13). La reduccidn

de la ingesta (OH), provocd en los animales intactos una disminucién del p. absolu-
to de sus v. seminales con respecto a los controles normoalimentados (O vs OH,
P<0.001), pero no hubo diferencias en p. relativo.

LLa ceguera (E), también redujo los pesos absolutos y relativos, con res-
pecto a los controles (P<0.001 en p. abs. y P<0.005 en p. rel.), mostrando valores
analogos a los del grupo OH. Cuando a la deprivacidn de luz se une la reduccidn
en la ingesta (EH), se experimenta una nueva reduccién de peso que las sitGia en
valores significativamente menores que las de las ciegas normoalimentadas (E)
(P<0.02 en p. abs. y P<0.05 en p. rel.) y por supuesto también con referencia a
las controles (O) (P<0.001) e intactas subalimentadas (OH) (P<0.001)..

La asociacién de ceguera+bulbectomia, provocé una marcada atrofia de

estos d6rganos, que dieron pesos inferiores a los del resto de los grupos (P<0.001

en todos los casos.).

V1.5.7. Peso de las Glindulas de Coagulacién .- (Figs. VI-V-14 y 15).

La administraciéon de la dieta de las EB, a los animales intactos (OH), redujo los
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pesos absolutos (P<0.001) y relativos (P<0.01) de las g. de coagulacién, con res-
pecto a los alimentados "ad libitum" (O). Lo mismo ocurrié entre los animales
enucleados, mostrando los de dieta restringida (EH) pesos menores que los normo-
alimentados (E) (P<0.001). Tanto las E, como las EH fueron también significati-
vamente menores que las O (O vs E, P<0.001 en p. abs. y P<0.005 en p. rel;
O vs EH, P<0.001 en p. abs. y rel.).

Las ratas EB, mostraban una notable atrofia de estos drganos, situdn-
dose sus pesos muy por debajo de los valores alcanzados en los demds grupos

(P<0.001 en todos los casos).

V1.5.8. Peso de Préstatas Ventrales .- (Figs. VI-V-16 y 17). La reduccidn

de la ingesta, aplicada a animales intactos, carecié de efectos (O vs OH, P=N.S.),
mientras que sobre los ciegos (EH), provocd un significativo descenso de los p.
absolutos y relativos, tanto con respecto a los también ciegos alimentados "ad libitum",
(E), como a los O y OH (P<0.001 en todos los casos). El peso de las prdstatas en

las EH, fué semejante al de las EB, siendo éstas dltimas inferiores también ai resto

de los grupos (O, OH y E) con una P<0.001

V15.9. Peso de Epididimos y C. Deferentes.- (Figs. Vi-V-18 y 19).

Mientras los p. absolutos de estos drganos no sufrieron variaciones en las OH, con
respecto é las O, los p. relativos, debido a la reduccidén experimentada por los pe-
sos corporales, fueron superiores a los controles (O vs OH,VP<O.OOS). También entre
los animales ciegos, el peso relativo fue mayor en las de dieta restringida (EH)
que en las alimentadas "ad libitum" (E) (P<0.01) y en las controles (O) (P<0.05).
Los p. absolutos y relativos de las EB, fueron siempre inferiores a los
del resto de los animales (E vs EB, P<0.05 en p.abs. P<0.005 en p. rel. en el res-

to de los caso P<0.001).

V1.5.10. Peso de Bazos .- (Figs. VI-V-20 y 21). En cuanto a p. absoluto,
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la reduccidﬁ de la ingesta, tanto en animales ciegos como intactos, provocd re-
ducciones significativas (O vs OH, P<0.005; E vs EH, P<0.02; O vs EH, P<0.001).
En las EB, el peso absoluto de los bazos fue inferior al de los controles (O)
(P<0.005), pero no al resto de los grupos.

Todas las diferencias desaparecen al considerar pesos relativos

(F. Snedecor=1.30 P=N.S.).

V1.5.11. Niveles séricos de Testosterona .- (Fig. VI-V-22). La concen-

tracién sérica de esta hormona, no sufrié cambios sensibles en los animales
ciegos (E), con respecto a los controles (O). La reduccién de la ingesta provo-
cé, en los animales intactos, una disminucién en los niveles de testosterona, en
relacién a los normoalimentados, pero sin que las diferencias fueran estadistica-
mente signific‘ativas (O vs OH, P=N.S.). En los animales ciegos, por e‘I contrario,
si que se aprecian los efectos de la reduccidn de la ingesta, que se traducen en
unos niveles de esteroide mds bajos que en las alimentadas "ad libitum" (E vs EH,
P<0.005) . En las EH los valores hallados fueron también inferiores a los de O
(P<0.005).

En los animales ciegos bulbectomizados, la concentracién de testosterona
fué inferior a los controles (O) (P<0.001), ciegos (E) (P<0.001) e intactos con die-
ta restringida (OH) (P<0.005).

No hallamos diferencias entre los grupos EH y EB, ni entre OH y EH.
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VIl.1. DISCUSION DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS.

VII.1.1. Anosmia periférica experimental.

Para cumplir el primero de los objetivos de nuestro trabajo, preci
sdbamos manejar una preparaciéon de animal andsmico que reuniera bdsicamente
dos condiciones:

a) Respetar la integridad de los bulbos olfatorios y de las demds
estructuras centrales de la via olfatoria.

b) Cronicidad para permitir la realizacién de estudios de 6 sema-
nas de duracidn, tiempo necesario para poder evaluar las acciones antigonadotré-
ficas pineales, a través de las variaciones experimentadas por los pesos de los

érganos del eje hipdfisogonadal.

De los modelos de anosmia periférica habitualmente usados (ver
aptdo. 1.5, pgs. 36 a 40), descartamos:

- La anestesia de la mucosa nasal, por su escasa duracién y por
los posibles efectos sistémicos de los anestésicos empleados (ALBERTS, 1974).

- El legrado del neuroepitelio, por provocar una anosmia reversible
a corto plazo por regeneracién del mismo (ALBERTS, 1974).

- La irrigacidén nasal con solucidén de sulfato de zinc, probablémeg
te el método mds utilizado desde los trabajos de ALBERTS y GALEF (1971), fue
desestimado por su escasa duracién (5-6 dias) que si bien puede paliarse con ad-
ministracic-mes mdltiples (THOR, CARTY , FLANNELLY, 1976; THOR, FLANNELLY,
1977), complica bastante un experimento de la duracién prevista por nosotros; to-
do esto sin olvidar los inconvenientes de la toxicidad del SO4Zn (ALBERTS, 1976;
SING, TUCKER, HOFER, 1976 ; SHAFA, MEISAMI, MOUSAVI, 1980).

- La axotomia realizada mediante introduccién de un bisturi fino
entre la lamina cribosa y la superficie anterobasal de los bulbos, es una técnica

que ha sido utilizada en numerosas especies animales y en todos los casos se ha
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1
demostrado su reversibilidad. Asi, en el ratén, la recuperacién del neuroepitelio,

degenerado tras la axotomia, se completa en una semana, mientras que los cambios
degenerativos en los bulbos revierten en dos semanas(HARDING y Cols,1977);en la ra
ta, la reinervacién de los glomérulos se produce en 20-30 dias (GRAZIADEI, MONTI
-GRAZIADEI, 1980);yen los primates, a los 60-90 dias la poblacién de células del
neuroepitelio se normaliza (GRAZIADE! y Cols, 1980; MONTI-GRAZIADEI y Cols,
1980). Se ha comprobado también, que la capacidad del neuroepitelio para la sx'g
tesis y transporte de carnosina, en el ratdn, se recupera entre los dias 8 y 45
(HARDING, WRIGHT, 1979). Todos estos datos deséconsejaron fa utilizacion de és-

ta técnica para nuestros fines.

Ante estos hechos, optamos por disefar nuestra propia técnica de
anosmia periférica por desaferentacion a nivel de la cavidad nasal, tal como des-
cribimos en lés pgs. 59 y 62. Con posterioridad a nuestro estudio encontramos, en
sendos trabajos de KAWANO, MARGOLIS (1982) y BAKER y Cols. (1983), descrip
ciones de una técnica semejante a la nuestra aunque unilateral y resumida unica-
mente a seccién de las vias aferentes y taponamiento con espongostan de la hemi
cavidad operada.lLa diferencia fundamental que aportaria nuestra técnica, con res-
pecto a la de estos autores, es la cauterizacidén, posteriormente a la seccidn qui
rirgica, de la zona de mucosa situada inmediatemente por delante da la ldmina
cribosa. De esta forma completamos la destruccién de los islotes de mucosa y vias
nerviosas que, por la anfractuosidad de la cavidad nasal, son dificilmente accesibles

al bisturi; ‘esto sin desdefar tampoco el efecto hemostatico de la maniobra.

A través de los controles histolégicos que mostramos en las foto
grafias 1-1 a 7, puede apreciarse como la técnica cumple las premisas fijadas al
comienzo de ésta discusidén (ver descripcién de las preparaciones en pg 62 ). Los
controles se realizaron sobre 14 ratas seleccionadas al azar entre las integrantes

de los A o EA de las series I,lll y IV. En 11 de las ratas, se aprecid desaferenta
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cién completa mientras que en tres casos quedaron pequefos restos de mucosa
en las zonas laterales de la cavidad por lo que la desaferentacidn no fue total
y se veian algunas fibras nerviosas ingresando en las superficies laterales de los

bulbos. Con estos datos consideramos que la eficiencia de la técnica es aceptable.

Nos quedarl'a unicamente por discutir un punto: jes correcto
definir la anosmia en base a criterios morfoldgicos, como hacemos en éste caso?
Consideramos, en principio, que la anosmia es un concepto bdsicamente funcional
y requeriria su constatacidn con test de olfacidén. Sin embargo la correcta realig_a
cién de éste tipo de estudios requiere instalaciones y metodologia altamente es-
pecificas sélo al alcance de laboratorios disehfados para estos fines. Por éste mo-
tivo se acepta el calificativo de andsmicos para animales en los que se demuestra
histolédgicamente la interrupcién de las vias olfatorias; sirvan como ejemplo los
trabajos de: KLEIN, REITER, WELLER,1971; DONOFRIO, REITER, 1972; RONNE
KLEIV, Mc CANN, 1975; BLASK, NODELMAN, 1980; TYLER, GORSKI!, 1980; LEA-
DEM, BLASK, 1982 b ; MORGAN, REITER, 1982; GALA, HAISENLEDER, PIEPER,
1983 y otros cuya enumeracién resultaria prolija. Otro asunto es el significado que
se le de a la anosmia dependiendo el nivel al cual se interrumpe la via olfatoria,

pero éste extremo ya fue desarrollado en el aptdo I-7 (pg. 40 ) y a é! nos remi-

timos.

Vil.1.2. Bloqueo selectivo del sistema vémeronasal.

Para estudiar la participacién del sistema vomeronasal (SVN) en la
potenciacion de los efectos antigonadotréficos pineales, precisdbamos un modelo
de supresidn selectiva para establecer comparciones con e! anteriormente descri-
to de desaferentacidon total.

El bloqueo del SVN podria llevarse a cabo a tres niveles:

1.- Sobre el receptor, practicando la ablacién del érgano de

Jacobson segun la técnica de MORA ( 1977 ), pero se trata de un procedimiento
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laborioso y en muchos casos la ablacidn que se consigue no es total.

2.- Bulbos olfatorios accesorios, destruyéndolos mediante
electrocoagulacidn estereotdxica. Planteaba para nosotros el inconveniente de que
los atlas estereotdxicos que manejamos fueron confeccionados con animales adultos
(250-300 gr.), mientras que los nuestros eran ratas prepuberes (80-90 gr), lo que
nos obligaba a efectuar modificaciones de las coordenadas y realizar estudios pré-
vios de la eficacia de las mismas.

. 3.- Nervios Vdmeronasales. En la rata constituyen dos tron-
cos nerviosos que siguen un trayecto muy constante entre ambas masas bulbares,
siendo fdcilmente seccionables por electrocoagulacion mediante un electrodo situa-
do en la linea média y descendido unos pocos milimetros por debajo de la cubierta
craneal. (Ver descripcién de la técnica en pg. 63 ). Optamos por esta forma de

bloqﬁeo, a nuestro juicio la mds sencilla y eficaz, desarrollando la técnica antes

mencionada, que es una modificacién de la descrita por SANCHEZ CRIADO (1978).

En los controles histoldgicos que mostramos (ver fotografias
1V-34 a 37 ) se aprecia, a las seis semanas de realizada la operacidn, la ausen

cia de los n. vomeronasales, fdcilmente visibles en los controles.

Con éste diseno experimental podemos determinar si los efectos poten-
ciadores de la actividad pineal, inducidos por desaferentacidn olfatoria, tienen su
origen en la supresidn del sistema vémeronasal. Pero si la vomeronasalectomia care
ce de efectos, no podremos asegurar que los obtenidos con la desaferentacidn
global depe.ndan de la supresidén del sistema olfatorio principal, ya que también
existen otras divisiones del sistema olfatorio, como el trigeminal, el de los ner-
vios terminales y el del drgano de Masera, a tener en cuenta. Sin embargo, la ma
yoria de los autores aceptan la "simplificacién" de los sistemas olfatorios a dos:
principal y accesorio, ya que se desconocen acciones concretas tanto del s. trigemi
nal como del dérgano de masera, y el sistema de los n. terminalis no ha sido si
quiera descrito en la rata, pensandose que, en cualquier caso, el papel de estos dos

sistemas no debe ser relevante en comparacién al s. principal o al védmeronasal.
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VI1I1.1.3. Valoracidn de cambios en la sensibilidad a la Melatonina en

animales bulbectomizados o desaferentados.-

REITER, KLEIN, DONOFRIO (1969) y REITER y Cols. (1971),
demostraron que la bulbectomia olfatoria no modificaba la concentracién pineal de
la enzima HIOMT. Tampoco la NAT ni la concentracion de Melatonina resultaban
afectadas por la bulbectomia (REITER y Cols. 1971; KLEIN, REITER, WELLER,
1971). Estos resultados llevaron al grupo de Reiter a emitir {a hipdtesis de que la
potenciacién de la actividad pineal por bulbectomia debia llevarse a cabo por un
aumento de la sensibilidad de los drganos diana a la Melatonina. BLASK, NODELMAN,
1979 y REITER y Cols. 1980), demostraron esta hipdtesis administrando dosis idénti-
cas de la hormona a ratas intactas o bulbectomizadas y observando como los efec-
tos antigonadotrdficos obtenidos en el segundo caso fueron notablemente superiores
a los de las ratas intactas.

Para desarrollar el tercer objetivo de nuestro trabajo, plan-
teamos un dispositivo experimental semejante al anteriormente descrito, es decir,
administracién de melatonina (50 microgramos/rata/dia) a animales intactos, bul-
bectomizados o con anosmia periférica, valorando los efectos sobre peso corporal,
hipofisario, gonadal y de gldndulas sexuales accesorias, asi como los niveles séricos
de testosterona.

Como quiera que uno de los parédmetros mds afectados por
el tratamiento con Melatonina es el peso corporal, ’consider‘amos que seria intere-
sante estudiar, simultaneamente, una modificacién del modelo de BLASK vy NODEL
MAN (1979), en el sentido de igualar las dosis de Melatonina pero no en valor
absoluto sino proporcional al peso corporal de cada animal (50 microgramos/100
gr de peso corporal/ dia), modificando las dosis a lo largo del experimento a me-
dida que varia el peso de los animales. De esta manera, cubrimos la eventualidad
de que la mayor respuesta a la Melatonina en los animales andsmicos, sea debida
a que estos animales, a partir de la segunda semana de experimento, cuando es

ya manifiesta una reduccién de peso corporal, estén recibiendo dosis relativas de
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Melatonina mayores que las intactas.

Vil.1.4. Demostracién de la mediacién Pineal de los efectos de la aso-

ciacién de ceguera+anosmia periférica .-

Para la consecucidén del segundo objetivo de nuesto trabajo,
resulta obvio que el modelo experimental mas adecuado es el estudio de los
efectos de la pinealectomia sobre animales ciegos desaferentados (andsmicos), va-
lorando las diferencias con respecto a aquellos a los que no se practica la ablacidn
de la pineal.

La descripcién de la técnica de la pinealectomia aparece en las

pg. 61 por lo que consideramos que este apartado no precisa de mds discusidn.

VI.1.5. Estudio del papel de la reduccién de ingesta, en los efectos

de la asociacién de anosmia+ceguera.—

Como deciamos en la pg. 45 de la introduccién, la subnutricién
es un factor potenciador de la actividad antigonadotréfica pineal (SORRENTINO,
REITER, SCHALCH, 1971; HERBERT, 1980; HERBERT, REITER, 1981; SANCHEZ
BARCELO, 1982; SANCHEZ BARCELO yCols, 1982b). Por otra parte, uno de los
efectos de la asociacién de ceguera y bulbectomia o anosmia periférica es la re-
duccidn de la ingesta de alimentos (ver resultados serie |). Pensamos, en consecuen
cia, que ésta reduccién de ingesta podria justificar pa}te de los efectos antigona-
dotréficos..

El modelo experimental utilizado para verificar ésta hipdtesis,
fue someter a animales intacto o ciegos al misﬁwo volQmen de ingesta que los
animales ciegos bulbectomizados (igual al de los ciegos+anosmié p;ariférica), valo-
rando su incidencia sobre diversos pardmetros. Para ello, al comenzar el experimen-
to, destinamos para el grupd EB los animales nacidos en los primeros dias, lo que
nos permite medir su ingesta didria y aplicarla, en dias sucesivos, a los animales.

de los restantes grupos a medida que van alcanzando su misma edad.
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Se trata pues de un modelo que tiene cierta semejanza con el
de SORRENTINO, REITER, SCHALCH (1971), pero que aporta una novedad con res
pecto a éste y a otros modelos utilizados para valorar los efectos de la subnutri-
cidn sobre el eje hipdfiso-gonadal \(CAMPBELL y Cols. 1977; HERBERT, 1980;
BLASK y Cols. 1980), puesto que mientras éstos autores definen el grado de sub-
nutricion a que someten a los animales, de forma aleatoria o al menos no justi-
ficada (reduccién de la dieta al 50%, ayuno absoluto seguido de dieta 1/4 de la
estandard, reduccidn sélo del aporte protéico, etc.), en nuestro caso, el nivel de
ingesta aplicado tiene una significacién bioldgica concreta, ya que es el correspon-

diente a animales con unas caracteristicas funcionales perfectamente definidas.

VIil.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

VII.2.1. ;Actda la anosmia periférica como un factor potenciador de los

efectos derivados de la actividad pineal?

Sobre diversos pardmetros influenciados por la actividad pineal hemos es
tudiado si los efectos de la deprivacién de luz resultaban potenciados por la supre-
sion de la sensibflidad olfatoria mediante desaferentacién de los bulbos (anosmia
periférica),de igual forma que lo son por la bulbectomia. Vamos ahora a co-
mentar los resultados para cada uno de estos pardmetros.

VI.2.1.1. Ingesta de alimentos .-

En la serie I, abreciamos cémo mientras los efectos de la ce
guera, bulbectomia o anosmia periférica, eran prdcticamente nulos cuando éstas
maniobras se llevaban a cabo por separado, la asociacién de ceguera+bulbectomia
o desaferentacidn reduce significativamente la ingesta diaria de alimentos. Este da
to fue ya descrito por REITER y Cols. (1971) en ratas adultas ciegas bulbectomiza
das aunque, por no realizar los controles de ingesta en cada animal sino por grupos,
no estaba analizado estadisticamente. LLos trabajos posteriores dedicados al estudio
de la relacidn pineal-olfacién pasaron por alto el estudio de éste pardmetro.

A nuestro juicio, los resultados que acabamos de comentar
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encaja con la idea de la pineal como un sincronizador de numerosas funciones del
organismo, entre ellas la que ahora comentamos, con las variaciones del medio
ambiente. En el caso de la ingesta, la hipétesis mds plausible, a la vista de nues
tros resultados y de los datos procedentes de otros autores que analizaremos a con
tinuacién, es que, al igual que en los efectos sobre el eje hipéfiso-gonadal, los es-
timulos olfatorios acttan reduciendo la sensibilidad del hipotdlamo a la melatonina,
siendo los niveles de ésta hormona dependientes del "input" luminico casi exclus_i_
vamente. En los animales situados en su entorno natural, la ingesta de alimentos
muestra ritmos circanuales, siendo mayor la cantidad. de comida ingerida durante
la primavera y menor durante el invierno. Este ritmo estd sincronizado con las va-
riaciones circanuales de los niveles de iluminacién y de densidad de olores; asi,
las fases de ingesta elevada coinciden con fotoperiodos largos (menor sintesis de
melatonina) y un aumento de la comunicacidn olfatoria (menor sensibilidad a la
melatonina), lo contrario ocurre durante el invierno, reduciéndose los niveles de
ingesta.

En apoyo a estas ideas hay numerosos datos: NARANG, SING
y TURNER, demostraron ya en 1967 que la melatonina reduce la ingesta en las
ratas. Se pensé incluso que tales efectos de la melatonina podrian ser secundarios
a las variaciones inducidas sobre los 'niveles de algunos péptidos hipotaldmicos
con funciones neurotransmisoras (LHRH), sin embargo, recientemente LING, CHU
y LEU (1983) han derrlmostrado que la administracién intratecal de LHRH o LH no
modifica la ingesta de las ratas. Existen también unos estudios de MIRO y Cols.
1982 describiendo en el hamster en ambiente natural, hiperfagia tras la bulbecto-
mia, con independencia de la época del afo en que se practicara la intervencidn.
Conciuian que el control de la ingesta dependeria bdsicamente de los bulbos olfat_g
rios, que ejercerian una inhibicién ténica sobre el hipotdlamo ventromedial. En la
rata, el efecto inhibidor de las estructuras bulbares debe ser menos intenso ya que,
salvo‘ unos primeros estudios de LA RUE y LE MAGNEN (1970),que describieron
cémo la bulbectomia prolonga la hiperfagia inducida por lesién del hipotdlamo ventro

medial, lo que estaria en linea con los hallazgos del grupo de Miro en el hamster,
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estudios posteriores de los mismos autores (LA RUE, LE MAGNEN, 1972), también
sobre ratas, demostraban que la bulbectomia, si bien modificaba los patrones de in-
gesta, no alteraba la cantidad de comida ingerida cada dia. En experimentos llevados
a cabo sin ablacidn de los bulbos, \provocando la anosmia mediante irrigacién nasal
con SO,Zn, tampoco se han descrito alteraciones en la ingesta (CAIN, 1974a). En
nuestros animales, no hemos hallado alteraciones de la ingesta en los bulbectomiza-
dos, desaferentados o enucleados por separado, lo que debe interpretarse como una
peculiaridad del animal experimental utilizado, la rata albina, que por su adaptacidn
a un medio artificial muy estable, requiere la actuacién simultdnea de varios esti-
mulos convergentes para, a través de una potenciacién, dar lugar a respuestas claras.
La comida ingerida por el animal va destinada a dos finalidades
concretas: primero el crecimiento y segundo el metabolismo de mantenimiento (me-
tabolismo basal, locomocién, termorregulacién, etc.). Cuaﬁdo, como ocurre en el caso
de las ratas ciegas andsmicas, el incremento de peso experimentado por cada 100
Kcal. consumidas es menor que en los controles (ver EGA en pg.93) podria pensarse
que se ha incrementado el metabolismo de mantenimiento debido a un incremento de
la actividad motora dedicada a la busqueda de alimentos, dificultada por la doble
deprivacién sensorial; otra posibilidad seria algtin defecto en la utilizacién de la co-
mida. La respuesta a éstas cuestiones pasaria por medir la actividad motora y el

consumo de 02 en estos animales, pero nadie hasta ahora ha realizado tales estu-

dios.

VI1.2,1.2. Peso Corporal .-

Es éste un pardmetro muy influenciado por la actividad pineal.
La simple exposicidn de ratas intacta a luz continua, con el consiguiente bloqueo
funcional de la gldndula, incrementa sus pesos corporales, en relac;io’n a las man-
tenidas en fotoperiodo LD 14/10 (SANCHEZ BARCELO, 1982); también la pinealec
tomia provoca un claro aumento de peso corporal (ALONSO, 1976), mientras que la

administracién de melatonina actda en sentido opuesto.

Las formas en que la actividad pineal incide sobre el peso cor-
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poral podrian ser tres, no excluyentes entre si:

- Inhibiendo la liberacién de GH. A favor de esta hipdtesis
estarran los trabajos de SORRENTINO y Cols. (1971), describiendo una reduccién de
fa GH plasmdtica en ;atas ciegas bulbectomizadas; mds recientemente, RICHARDSON
y Cols. (1981) demostraron que la melatonina es capaz de promover la liberacién de
Somatostatina en hipotdlamos de rata (in vitro).

- Reduciendo la ingesta de alimentos. En efecto, la melatoni-
na provoca una reduccién de la cantidad de comida ingerida didriamente (NARANG,
SING, TURNER, 1967) y, segin nuestros prépios resultados, tal efecto aparece
tambien en las ratas ciegas bulbectomizadas o con anosmia periférica (ver pg.92).

- Como efecto secundario a los cambios inducidos sobre los
érganos del eje hip&fiso-gonadal. La reduccién de los niveles de testosterona, conse-
cuencia de la actividad pineal, supondria una pérdida de |.a accién anabolizante de
ésta hormona. REITER, en una de sus dltimas revisiones (1983) proponia esta hipd-
tesis que podriamos ilamar ''de las acciones secundarias" para explicar la influencia
de la pineal .sobre numerosos sistemas endocrinos no directamente relacionados con
la reproduccidn,. hipétesis que no ha sido directamente estudiada por ningdn autor
pero a favor de la cual hay numerosos datos, como los hallados en nuestro Dpt®
(SANCHEZ-BARCELO ;, 1982 ) mostrando que la administracién de melato-
nina a animales castrados, no modifica su peso corporal como ocurre en los intac-
tos.

La ceguera en la rata, que como sabemos es un animal poco
fotosensible, induce cambios poco importantes sobre el peso corporal. En nuestros
animales (Serie |, pgs. 94 y 95), vimos cémo el incremento ponderal experimentado
por las ratas ciegas fue ligeramente inferior al de las controles, estableciéndose di-
ferencias significativas sélo tras 6 semanas de deprivacién de luz; ;sin embargo, cuan
do a la ceguera se asocié la bulbectomia (EB) o la anosmia periférica (EA), ya a
partir de la primera semana se apreciaba cémo el peso corporal de estos~animales
se hacia claramente inferior al de los intactos o a los que les habia sido practica.

da alguna de las tres operaciones por separado (enucleacidén, bulbectomia o desafe-
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tacién); las diferencias se iban acentuando a medida que transcurria el tiempo.

Estos resultados, pueden ser interpretados como que los efec-
tos de la ceguera sobre le peso corporal resultan potenciados por la anosmia. Pode
mos afirmar que se trata de acciones mediadas,al menos en parte, por la pineal ya
que la pinealectomia previene parte de la reduccién ponderal apreciada en las ratas
ciegas con anosmia periférica (ver pg. 118).

El comportamiento de los animales bulbectomizados fue idén-
tico al de los andsmicos por desaferentacidn, lo que demuestra que el efecto poten-
ciador, obtenido por la ablacién de los bulbos olfatorios, es una consecuencia de la
deprivacidn sensorial originada.

LLos resultados obtenidos en nuestros experimentos sobre- ratas
ciegas andsmicas (por desaferentacidn), fueron andlogosa los obtenidos por SORREN
TINO y Cols. 1971; REITER y Cols. 1971; NELSON, ZUCKER, 1981; LEADEM, BLASK
1982 b,en animales ciegos bulbectomizados. Sin embargo, mientras en los trabajos de
LEADEM y BLASK (1982 b), la pinealectomia prevenia totaimente los efectos de la
asociacién de ceguera + bulbectomia, en los nuestros y en los del resto de los auto-

res anteriormente citados, sélo lo hace en forma parcial.

V1.2.1.3. Adenohipéfisis .~

De entre todos los pardmetros controlados en nuestro estudio,
el dnico en el que hallamos diferencias entre la bulbectomia y la anosmia perifé-
rica fue el peso adenohipofisario. En efecto, tanto en valores absolutos como rela-
tivos, el peso hipofisario de las ratas ciegas desaferentadas fue mayor que en las
ciegas bulbectomizadas, siendo en ambos casos inferior al mostrado por los controles
y lo mismo ocurrid, aunque sé6lo a nivel de peso relativo, entre los animales que ha-
bian sido dnicamente bulbectomizados o desaferentados (sin ceguera), teniendo
también los primeros una mayor respuesta a la melatonina exdgena.

Antes de analizar las posibles causas de estas diferencias, vere-

mos que, en principio, la reduccién del peso hipofisario en nuestras ratas ciegas

-228-



bulbectomizadas, concuerda con los resultados publicados por BLASK, NODELMAN,
(1979) y LEADEM, BLASK, (1981, 1982 a), tras los que concluian que, al menos

en parte, la reduccién del peso hipofisario se deberia a una reduccidén de la pobla-
cién celular de la gldndula, segun ggducfan de la disminucién de su contenido en
DNA; ésta reduccidn se haria, posiblemente, a expensas de las células lactotropas,
explicdndose asi la hipoprolactinemia que suelen mostrar estos animales, considera-

da como la causa directa de la atrofia gonadal pineal-dependiente; éste dltimo
extremo, demostrado en el hamster (BENSON, MATTHEWS, 1980; CHEN, REITER,
1980), no parece ser cierto en la rata (SANCHEZ BARCELO 1982; LEADEM , BLASK,
1982 b).

En nuestra opinidn, estos cambios ponderales hipofisarios, son
secundarios a los efectos de la actividad pineal sobre hipotdlamo y/o gdénadas, con
la consiguiente induccidén de respuestas adaptativas en todb el eje hipotdlamo-hipd
fisis-génadas. Basamos nuestra opinidn en dos puntos:

- Salvo en animales recién nacidos, no se han descrito acciones
directas de las hormonas pineales . Si se han descrito, por el contrario, sobre hipo-
tdlamo, demostrdndose .receptores especificos para la melatonina en los niicleos me-
diobasales (CARDINALI, VACAS, BOYER, 1978), y también en las gdénadas (COHEN
y Cols. 1978). Recientemente, MORGAN Y REITER,(1982), describieron en ratas
ciegas bulbectomizadas, una reduccién de la sintesis protéica en la eminencia mé-
dia hipotaldmica, compatible con una reduccién en la sintesis de hormonas hipdfis_q
tropas.

- En machos castrados, la asociacién de ceguera + bulbectomia
no modifica el peso hipofisario (RONNEKLEIV, Mc CANN, 1975). Tampoco la admi
nistracién de melatonina a ratas castradas (pinealectomizadas o no) en luz continua,
modificaba los niveles séricos de PRL.

En cuanto al origen de las diferencias cuantitativas entre los
efectos de la bulbectomia y la anosmia periférica, pensamos que pueden ser debi-
das a lesiones inespecificas provocadas durante el acto quirdrgico; en éste sentido,

EDWARDS y Cols.(1977) describieron lesiones de vias catecolaminérgicas adyacen-
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tes a los pedinculos olfatorios, en animales bulbectomizados.

Otra peculiaridas del comportamiento hipofisario es que la
pinealectomia no previene totalmente los efectos de la asociacién de ceguera +
bulbectomia (MORGAN, REITER, 1982; LEADEM, BLASK,1982b; SORRENTINO vy
Cols. 1971) y lo mismo ocurrid en\nuestros animales con anosmia y ceguera. SHAFA,
MEISAMI y MOUSAV!I (1980), demostraron que la anosmia periférica, con SO4Zn, )
central, por bulbotomia, en la rata, retrasa el crecimiento cerebral. Aunque sus
experimentos se realizaron sobre ratas de 4 dias, y en nuestros animales la anos-
mia se obtiene por técnicas distintas y a los 28 dias, parece Iégico aceptar que
también en nuestras ratas la deprivacidn sensorial provoque una reduccién global del
peso de todas las estructuras cerebrales (por causas desconocidas); por eso, la pi-
nealectomia en los animales ciegos andsmicos, previene la reduccién ponderal deri-
vada de las acciones pineales, pero se conserva una difefencia con respecto a los
controles, como consecuencia de los efectos directos de la anosmia sobre el desarro-
llo cerebral.

En resumen, podriamos concluir que la anosmia, tanto periférica
como central, actda sobre la hipéfisis a través de dos mecanismos:

-~ De un retardo inespecifico en el desarrollo de todo el cerebro.

- Potenciando los efectos derivados de la actividad pineal, induci
da por deprivacidn.de luz.

* En el caso de la anosmia central (bulbectomia) habria que
anadir los efectos de las lesiones inespecificas derivadas de la ablacién de los
bulbos olfatorios.

Vi.2.1.4. Adrenales .-

Nuestros resultados, en cuanto a la incidencia‘de la activi-
dad pineal, potenciada por los déficits olfatorios, sobre la funcién adrenal juzgada
a partir de los cambios ponderales experimentados, se han caracterizado por ser
variables y contradictorios. Asi, mientras en peso absoluto la asociacién de cegue-
rat+bulbectomia o desaferentacidn siempre mostré valores inferiores a los controles,

en peso relativo los resultados van desde una ausencia de efectos (series Il y V) a

-230-



un aumento ponderal (series | y 1V) o reduccién (serie 1l). La pinealectomia pre-
venia, aunque sélo parcialmente, los efectos de la anosmia+ceguera en cuanto a
variaciones de peso absoluto, pero no modificé la respuesta en cuanto a pesos rela-
tivos.

Esta misma variabilidad aparece en numerosos trabajos (NIR,
1978, revisién; VAUGHAN y Cols. 1980). REITER (1983, revisién) analizaba el carac
ter contradictorio de éste tipo de estudios llegando a una qonclusidn a la que nos
adherimos plenamente: "Hasta ahora, el estudio de la interaccidén pineal-adrenales
no se ha realizado en casi ninglin caso, con disefios experimentales especificos para
tal fin, sino como datos colaterales en modelos destinados bdsicamente al estudio
de los efectos sobre funciones reproductoras, lo que justifica la ausencia de datos

concluyentes".

VI1.2.1.5. Sistema reproductor .-

Quizds los efectos mds claros de la actividad pineal sean los
que se refieren al control de las funciones reproductoras. Los efectos derivados de
la hiperactividad pineal inducida por ceguera en la rata son de poca entidad, dadas
las peculiaridades del sistema reproductor de ésta especie , seleccionada artificial-
mente, durante afos, hasta conseguir una alta capacidad reproductora. Por ésta razén,
REITER, KLEIN y DONOFRIO (1969) asociaron, a la supresién de la luz, otra depri
vacién sensorial (la anosmia por buibectomia) con la intencién de potenciar los efec
tos obtenidos con la ceguera, y asi ocurrié. Estudios posteriores (REITER y Cols.
1971,1980;”BLASK, NODELMAN, 1980; BLASK, NODELMAN, LEADEM, 1980; NELSON,
ZUCKER, 1981) confirmaron que la asociacién de bulbectomia y ceguera o exposicidn
a fotoperiodos cortos, da lugar a una reduccidn notable de los pesos de gdénadas, ve-
siculas seminales, g. de coagulacién y préstatas ventrales, y de los niveles séricos de
testosterona, .FSH, LH, PRL, es decir, a unos potentes efectos antigonadotrdficos
cuya mediacién pineal es clara, ya que pueden prevenirse mediante pinealectomia, y
cuyo mecanismo parece ser un aumento de la sensibilidad hipotaldmica a |a melato-
nina, inducida por la bulbectomia. Nuestros resultados en animales con ceguera+

anosmia periférica o bulbectomia, fueron semejantes entre si y a los anteriormente
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descritos, por lo que parece también fuera de dudas que los efectos potenciado-
res de la bulbectomia, son debidos a la pérdida de la sensibilidad olfatoria, inhe-
rente a la ablacién de los bulbos y no a la pérdida de algunas de las funciones no
olfatorias de los bulbos.

Sobre nuestros‘ resultados, aparte de las diferencias entre los
valores de testosterona hallados en las series | y Il , que discutiremos en el aptd.
V11.2.2, queremos comentar los referentes a cambios morfoldgicos en las gdnadas.
Nos ha llamado especialmente la atencidn el hecho de que el aspecto histolégico
de los testiculos, en las ratas ciegas andsmicas haya sido muy variable, contrastan-
do con la uniformidad de otros pardmetros (ver figs. 1IV-19 a 23 y descripcidn
de las mismas en pgs. 163 y 164). En efecto, siguiendo los criterios de DYM, CLER
MONT (1970) y SHARPE, (1983), pudimos establecer tres grupos de animales carac-
terizados por distintos grados de alteracién en la espermétogénesis, que oscilaban
entre una ligera afectacidn, hasta un paro madurativo a nivel de espermatocitos.
Estos resultados coinciden con los de NELSON, ZUCKER (1981) que concluian:
"..la bulbect'omia no reduce, de manera sistemadtica, la espermatogénesis en ratas
ciegas o expuestas a dias cortos".

No encontramos una explicacidén convincente para éste hecho
ya que,si en un principio, pensamos que podrian ser el reflejo del grado de anosmia
logrado en cada uno de los animales, es decir, que los animales con una afectacién
severa de la espermatogénesis se-correspondieran con desaferentaciones totales de los
bulbos, mientras que las desaferentaciones incompletas se traducirian en una menor
afectacién,gonadall Sin embargo, tras realizar los controles histolégicos de la desa-
ferentacién, comprobamos que no se cumplia la correlacién antes mencionada ya
que en la mayoria de los casos fue completa y, no obsbtante, pudimos constatar en

estos casos concretos, distintos grados de atrofia testicular.

VIl.2.2, Respuesta a la Melatonina en animales bulbectomizados o desafe-

rentados .-

Como veiamos en la discusién del método experimental (pg.222 ), todo
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parece indicar que la accidén potenciadora de la bulbectomia olfatoria, sobre los
efectos antigonadotréficos pineales, se debe a una sensibilizacién de los dérganos
diana de la melatonina (BLASK, NODELMAN, 1979,1980; REITER y Cols. 1980). Los
resultados habidos en nuestra primera serie experimental demostraban que los efec-
tos obtenidos en animales bulbectomizados, eran debidos a la deprivacién sensorial
ocasionada por la ablacidén del bulbo y, consecuentemente, reproducibles mediante
desaferentacién (anosmia periférica). Faltaba, no obstante, demostrar si también en
el caso de la anosmia periférica (A), se induce un aumento en la sensibilidad a las
hormonas pineales y éste fue el objetivo que nos propusimos alcanzar en la serie
experimental 1ll. Nuestros resultados mostraron que los mecanismos de potenciacién
de la actividad pineal, probablemente sean los mismos en la bulbectomia que en la
anosmia periférica, ya que la administracién de dosis de melatonina idénticas (50
microgramos/rata/dia) o proporcionales al peso corporal (50 microgramos/100 gr. de
peso corporal/dia), carecié de efectos en las ratas intactas o en todo caso fueron
menores que en las A o en las bulbectomizadas (B), donde redujo los pesos relativos
de hipdfisis, v. seminales, g. de coagulacién y prdstatas ventrales, asi como el peso
corporal. Estos resultados coinciden con los de BLASK y NODELMAN (1979,1980) en
animales B.

De los resultados obtenidos en nuestras ratas deaferentadas o bulbectomiza-
das, tratadas con melatonina exdgena, destacamos la ausencia de modificaciones en
los niveles séricos de testosterona. Estos resultados contrastan con los obtenidos en
otras series experimentales (I y 1V) con la asociacién de ceguera + desaferentacidén
o bulbectomia, en las que apreciamos una marcada reduccidn de la testosterona sé-
rica; en estos animales (EA y EB) la bulbectomia ( y presumiblemente también la
desaferentacidn) actdan como sensibilizadores a los efectos antigonadotréficos de la me
latonina enddgena liberada en respuesta a la deprivacién de luz.Asi pues hay diferencias
entre fa respuesta a la melatonina eﬁdo’gena o exdégena. La explicacién a estas dife-
rencias, podria estar en los distintos sitios de accidn de las hormonas pineales. En
efecto, tal como exponiamos en la pg. 12 de la introduccidén, en el animal adulto

la melatonina podria actuar bdsicamente a nivel hipotatdmico (KAMBERI, MIKAL,
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PORTER, 1970; CARDINALI, VACAS, BOYER, 1978; REITER y Cols. 1981) desenca-
denando respuestas antigonadotréficas a partir de una reduccién de la LHRH; o a
nivel periférico, sobre receptores gonadales (COHEN y Cols. 1978) reduciendo, por
diversos mecanismos, la sintesis de testosterona, con la consiguiente atrofia de las
gldndulas sexuales accesorias (DEBELJUK y Cols. 1971; PEAT, KINSON, 1971; ELLIS,
1972; Mc PHEE, COLE, RICE, 1975). Dentro de las acciones periféricas, ALONSO vy
Cols.(1978) propusieron que estas podrian consistir realmente en un efecto antiandro
génico de la melatonina, bloqueando la respuesta de los drganos testosterona depen-
dientes, lo que justificaria la coexistencia de una atrofia de v. seminales, g. de coa
gulacién y prdéstatas ventrales, con niveles normales de testosterona, tal como ocu-~
rre en nuestros resultados. Estudios de SANCHEZ BARCELO y Cols. (1982); COS y
Cols.(1982) y THIEBLOT y Cols. (1983) apoyan las teorias de ALONSO y Cols.(1976).
Asi pues, pensamos que los resultados de la serie |ll, que estamos comentando, en-
cajarian con un predominio de las acciones periféricas frente a las centrales, mien-
tras que en la serie |, los efectos centrales primarian sobre los periféricos. No co-
nocemos cue;les son las causas que condicionan el que predomine uno u otro patron
de actuacidn de las hormonas pineales, pero una hipStesis a comprobar seria que
los niveles circulantes de mealtonina, sean el factor primordial, correspondiéndose
las acciones periféricas con los niveles mds altos. En nuestro departamento hemos
observado, que éste predominio de las acciones periféricas, suele aparecer en mode-
los experimentales en los que hay un aporte exdgeno de melatonina, y aunque no he
mos podido comparar los niveles séricos alcanzados en estos casos, frente a los de
la hiperactividad pineal inducida por diversas maniobras, seria posible que sean supe-
riores en el primer caso.

La utilizacién de dos pautas distintas de dosificacién de-la melatonina
(ver pg. 65 a 67 y aptdo. VII.1.3 de ésta discusién), nos confirmé que la mayor in-
tensidad de los efectos antigonadales en los animales andsmicos, con dosis fijas de
melatonina, no eran una consecuencia de que recibieran mds cantidad de la misma
por cada 100 gr. de peso corporal, al pesar menos que los controles, puesto que cuan

do se estandarizaban las dosis en base a los pesos corporales, los resultados eran

practicamente los mismos.
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La cantidad total de melatonina recibida durante las 6 semanas, por los
animales de los grupos AM/P, BM/P o OM/P (dosis proporcional al peso), fue préctica
mente el doble que la de los AM,BM o OM (dosis fija), como puede verse en la
fig. V-9 (pg. 67),.pero no llegaron a establecerse diferencias entre loa grupos homd
logos dependiendo de la pauta de z;dministracidn. Sin embargo, en los animales in-
tactos se precisan dosis altas (OM/P) para reducir ligeramente los pesos de los dr-
ganos testosterona-dependientes, en relacidn a los controles, mientras que en los
andsmicos (A y B), ya con dosis bajas se producen efectos significativos y précticamen
te maximales, confirmando asi la hipétesis de una elevacién en la sensibilidad a

la melatonina,

VI.2.3. Lugar de convergencia entre la actividad pineal y la olfatoria.-

Los resultados de nuestras primeras series experimentales, ya comentados,
avalan la hipStesis de que la anosmia potencia los efectos de la actividad pineal. A
la hora de buscar las bases de ésta interaccién pineal-olfacidn, excluimos la idea de
una accidén directa de las sefales olfatorias sobre la gldndula pineal, ya que no se
ha logrado describir cambio alguno en su actividad sintética, en respuesta a la bul-
bectomia (REITER, KLEIN, DONOFRIO, 1969; KLEIN, REITER, WELLER, 1971; RE!
TER y Cols. 1971), mientras que la ablacién de los bulbos élfatorios reduce la sin-
tesis protéica en el hipotdlamo (MORGAN, REITER, 1982), y aunque GUERILLOT vy
Cols. (1982) hacen referencia a una posible conexién neural entre la pineal y el sis
tema olfatorio, en base a sus hallazgos tras la inyeccién de HRP en la pineal, su des
cripcién se circunscribe a un sdlo caso y en nuestra opinién (y también en la de los
propios autores), el dato no es suficientemente fiable.y las conexiones de la pineal
con el SNC parecen reducirse a la habénula y al ndcleo paraventricular hipotaldmico
(SEMM, VOLLRATH, 1978; BUIJS, PEVET, 1980; KORF, WAGNER, 1980; DAFNEY,
1980).

Parece pues légico pensar, que la interaccién pineal- sistema olfatorio se
lleve a cabo sobre hipotdlamo. En el hipotdlamo mediobasal existen receptores para

la melatonina (CARDINALI, VACAS, BOYER,1978 ) y se ha demostrado que la desa
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ferentacién anterior del hipotdlamo impide los efectos antigonadotréficos de la me-
latonina (REITER y Cols. 1981). Por otra parte, el bulbo olfatorio proyecta también
sus aferencias sobre diversas dreas hipotaldmicas, a través del fasciculo medio del
cerebro anterior y de la stria terminalis (ver fig. 1-7, pg. 23). Mediante estas pro-
yecciones, los bulboé ejercen funciones moduladoras, no bien conocidas, que se ex-
tienden también a otras estructuras telencefdlicas y que resultarian modificadas por
los "inputs" olfatorios, ya que han podido demostrarse cambios profundos en la con-
centracién de algunos neurotransmisores bulbares (dopamina y NE) por manipulacio-
nes del neuroepitelio nasal (KAWANO, MARGOLIS, 1982; BAKER y Cols. 1983).
Gran parte de~las aferencias bulbares llegan al hipotdlamo mediobasal, donde
también llvegan las hormonas pineales actuando sobre receptores especificos.

En resumen, pensamos que la melatonina pineal, actuando sobre el hipo-
tdlamo, modifica la sintesis y/o liberacién de péptidos hipofisotropos, dando lugar
a efectos antigonadotréficos; las aferencias olfatorias modularian la respuesta hipo-
taldmica a las hormonas pineales.

En el apartado siguiente de ésta discusién, revisaremos las bases morfo-
funcionales que sustentan éste efecto modulador de las aferencias bulbares, mati-

zando su origen en la divisién principal o accesoria del sistema olfatorio.

Vi1.2.4, Participacién del sistema vémeronasal, en la potenciacién por

anosmia, de los efectos:de la actividad pineal .-

Los trabajos de SANCHEZ CRIADO (1977); MORA (1977) y GALLEGO,
SANCHEé CRIADO, MORA, (1982), llevados a cabo sobre ratas hembras, demostran-
do el papel del sistema olfatorio vémeronasal (SVN), como mediador del mensaje fe
romonal, nos movieron a estudiar la posibilidad de que su blogueo, por seccidn intra
craneal de los nérvios vémeronasales (NVN), actuase como potenciador de los efec-
tos antigonadotrdficos pineales, lo que implicaria a su vez que tal efecto potenciador

se deberia a la supresién de mensajes feromonales.

Sin embargo, nuestros resultados en la serie |V, mostraron que el blogqueo
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del SVN, carece de efectos y sélo la supresién global de todas las aferencias olfa-
torias, es capaz de potenciar los efectos de la deprivacién de luz.

No hemos hallado otros trabajos especificos que justifiquen o se opongan
a nuestros resultados, sin embargo, hay suficientes datos indirectos, tanto morfold-
gicos como estudios‘de conducta, que apoyarian nuestras conclusiones:

- Existencia de proyecciones al hipotdlamo ventromedial, tanto desde el
bulbo oifatorio principal, como desde el accesorio.

- Necesidad del bloqueo de ambos sistemas olfatorios, para la supresidén
de algunas conductas relacionadas con la reproduccidn.

Ampliando lo expuesto anteriormente, SCALIA y WINANS (1975), estudia-
ron las proyecciones de ambos sistemas olfatorios a la amigdala, concluyendo que el
accesorio se proyecta a los ntcleos amigdalares medial y cortical posteromedial,
mientras que el b. olfatorio principal se proyecta a los nicleos amigdalinos cortica-
les anteriores y posterolaterales. Desde estos nicleos amigdalinos, salen aferencias
hacia el hipotdlamo, via stria terminalis. EI componente dorsal de la stria terminalis
surge de la porcién caudal de los nicleos amigdalinos medial y cortical, terminando
en la periferia del hipotdlamo ventromedial; por su parte, la porcidén rostral de los
ndcleos amigdalinos medial y cortical, se proyectan también al HVM, a través del
componente medial de la stria terminalis (DE OLMOS, 1972). Estudios degenerativos
han demostrado que la stria terminalis se proyecta también a las 4reas prdptica y
anterior del hipotdlamo (HEIMER, NAUTA, 1969; DE OLMOS, 1972).

GUEVARA-AGUILAR y Cols. (1982), inyectando HRP en los bulbos olfato-
rios de la rata, encontraba neuronas marcadas en los nidcleos amigdalares corticales

y mediales, hipotdlamo ventromedial, locus ceruleus y tubérculos olfatorios, entre

otros lugares.

Las conexiones de la amigdala con el hipotdlamo ventfomedial, centro
bdsico en la regulacién de la secrecidén hipofisaria (BLAKWELL, GUILLEMIN, 1973;
SCHALLY y Cols, 1973), pueden justificar la influencia de las aferencias bulbares
sobre la conducta reproductora y en apoyo de ésta idea estarian también los traba-

jos de STUMPF, (1972), PFAFF y KEINER, (1973), demostrando la fijacién selectiva
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de!l estradio! tritiado, administrado via sc, en los nicleos amigdalinos corticales y
mediales, asi como en el HVM, regién predptica medial y nicleo arquato.

POWERS y WINANS (1975), describian la importancia del sistema olfatorio
en los procesos reproductores de los mamiferos, pero concluian la necesidad de prac
ticar la desaferentacién de ambos sistemas olfatorios, para abolir totalmente el com
portamiento maternal en el hamster. La desaferentacién del sistema accesorio puede
producir un severo deterioro sexual, mientras que la eliminacién de los dos sistemas
elimina completamente la conducta de cdépula en el hamster macho (WINANS, PO-
WERS, 1975).

TYLER y GORSKI (1980), concluian que el bulbo olfatorio accesorio puede
no ser un componente critico del sistema olfatorio, en la respuesta lorddtica al ben
zoato de estradiol en las ratas hembra,. contrariamente a los datos previamente des-
critos por EDWARDS y WARNER (1972).

Resumiendo, a la vista de estos datos y de nuestros resultados en las se-
ries experimentales | y IV, podiamos concluir que las sefales olfatorias, a través del
sistema olfatorio principal o del principal. mdés el accesorio, probablemente ejercen
sobre el HMB algdn tipo de inhibicién ténica de la respuesta a las hormonas pineales
(melatonina bédsicamente). La supresién de ésta influencia inhibitoria, unido al incre-
mento en la sintesis de melatonina inducida por la ceguera, daria lugar a los poten-

tes efectos antigonadotrdficos apreciados en las ratas ciegas desaferentadas o bul-

bectomizadas.

VIL.25. Papel de la reduccién de la ingesta, en los efectos antigonadotré-

ficos de la asociacién de ceguera + anosmia .-

Habiamos visto, en nuestra primera serie experimental, como existe un
control de las hormonas pineales, modulado por aferencias olfatorias, sobre la in-
gesta de alimentos; pero lo que aborddbamos en la serie V y vamos ahora a discu-
tir, es si una reduccién en la ingesta, semejante a la que se produce mediante la

asociacién de ceguera+bulbectomia, es capaz per se o unida a ceguera, de provocar

efectos antigonadotréficos.
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Con las diferencias expuestas al hacer la discusién del método experimen-
tal ( pg. 223 ), existian ya estudios semejantes a los nuestros. HERBERT (1980),
demostréd como una dieta hipoprotdica (29% de la estandard) administrada duran-
te 50 dias a ratas preptberes, es capaz de producir un importante bloqueo en la
actividad del eje hipotdlamo-hipdéfisis-génadas, que se traduce en: reduccién del pe-
so corporal, reduccién de los niveles séricos de FSH,LH, PRL y testosterona, y atro-
fia de gdénadas y gldndulas sexuales accesorias. Estudios 'previos en ratas adultas
(CAMPBELL y Cols. 1977), habian obtenido resultados semejantes. En otra linea de
trabajo, SORRENTINO, REITER, SCHALCH (1971), demostraban que la subnutricién,
se comporta como un factor potenciador de los efectos antigonadotrdficos pineales,
ya que la asociacién de ceguera + reduccién en la ingesta, provocaba una reduccidn
en los pesos de los drganos del eje hipéfiso-gonadal, muy superior al obtenido con
las dos maniobras por separado y la pinealectomia prevenia tales efectos. En hem-
bras, WALKER y BETHEA (1977), describian un incremento de la hipertrofia ovérica
compensadora, en ratas subnutridas, al exponerlas a luz continua o pinealectomia.

Aunque hay algunos datos a favor de una incidencia directa de la subnu-
tricién sobre la funcién pineal, como un mayor consumo de O2 en las pineales de
ratas hipoalimentadas, en relacién a las alimentadas "ad libitum" (WALKER, Mc
MAHON, PIVORUM, 1978); tampoco se han encontrado elevaciones en la concen-
tracién de melatonina en ratas subalimentadas (HERBERT, REITER, 1981), ni altera
ciones en el ritmo de metabolizacién de la misma (LYNCH y Cols. 1975), por lo que
es dificilmente sostenible una hipdtesis basada en efectos directos de la subnutricidn
sobre la pineal. En el trabajo de CAMPBELL y Cols. (1977), citado anteriormente, se
demostraba que la administracién de LHRH elevaba los niveles de FSH, LH y PRL,
deprimidos por la subnutricidn, lo que indicaba claramente al hipojcélamo como sitio
de accién del déficit alimentario. Por otra parte, BLASK y Cols. (1980) demostraron
que las acciones antigonadotréficas de la melatonina exdgena, eran mds intensas en
ratas subalimentadas que en las normoalimentadas, confirmando asi, que al igual de
lo que ocurre con la anosmia, la reduccién en la ingesta sensibiliza a los érganos

diana a la melatonina (bdsicamente el hipotdiamo).
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De nuestros resultados, destacamos que la reduccién de la ingesta en un
15% (tal fue el valor indicado por el grupo EB), fue escasamente efectiva
en los animales intactos, mientras que en los ciegos (EH), redujo el peso de prdsta-
tas, vesiculas seminales y gldndulas de coagulacidn, y los niveles séricos de testoste
rona; resuitados semejantes a los ;')btenidos por SORRENTINO, REITER, SCHALCH,-
(1971) o HERBERT (1980), aunque con reducciones de ingesta mucho mds severas
que las nuestras (50% en el primer caso y 30% en el segundo). En el caso de los
pesos de drganos, los valores alcanzados en el grupo EH, se situaron en un valor in-
termedio entre el de los animales ciegos alimentados "ad libitum" y el de las EB.
También los niveles de testosterona sérica, se situaron entre los de las E y EB,
aunque las diferencias entre EH y EB no fueron estadisticamente significativas.

A nuestro juicio, estos datos hablan a favor de que, tal como suponiamos,
al menos parte de los efectos antigonadotréficos obtenidos al asociar anosmia y ce-
guera, pueden ser secundarios a la reduccién de ingesta experimentada por estos

animales.
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Viii. CONCLUSIONES,




CONCLUSIONES

1.- La supresidn de la sensibilidad olfatoria, mediante desaferentacidn bulbar
(anosmia periféric_:a), potencia los efectos antigonadotréficos inducidos por

la deprivacién de luz, de forma idéntica a como lo hace la bulbectomia ol-

fatoria.

2.— Los efectos de la asociacién de ceguera y desaferentacién bulbar se concre
tan en:

- Reduccién del peso corporal.

- Reduccién de los pesos absolutos y relativos de adeno-
hipéfisis, vesiculas seminales, gldndulas de coagulacién y
préstatas ventrales.

- Reduccidén del peso absoluto de gdnadas, que mostraron en
todos los casos alteraciones en la espermatogénesis, aunque
en grado variable de unos animales a otros.

- Reduccién de los niveles séricos de Testosterona.

- Ausencia de modificaciones en los pesos relativos de drga-
nos ajenos a la esfera reproductora , como el bazo, y efectos
poco intensos sobre epididimos y conductos deferentes que,

formando parte del aparato reproductor, no son érganos tes-

tosterona dependientes.

3.- Los efectos de la asociacion de ceguera y anosmia periférica sobre los Srganos
testosterona-dependientes estdn mediados por la pineal, ya que no aparecen

en los animales previamente pinealectomizados.

4.~ La anosmia periférica incrementa la respuesta del eje hipéfiso-gonadal a

la administracién de melatonina, de manera andloga a como lo hace la bul-

bectomia olfatoria.
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5.- La melatonina exégena mostrd, tanto en los animales bulbectomizados como
en los desaferentados, efectos claramente antiandrogénicos, ya que producia
una reduccidn significativa de los pesos de las vesiculas seminales, gldndulas

de coagulacidén y prdstatas, en presencia de niveles normales de testosterona

sérica.

6.- De los puntos anteriores puede deducirse que la anosmia periférica, actda
como un factor potenciador de los efectos antigonadales dependientes de la
actividad pineal. Potenciacién que se llevaria a cabo, probablemente, a tra-

ves de un aumento de la sensibilidad a la melatonina en los érganos diana.

7.- Los efectos de la bulbectomia olfatoria, potenciando las acciones pineales,
son debidos a la pérdida de la sensibilidad olfatoria (anosmia) inherente a la

ablacién bulbar y no a la supresién de alguna de tas funciones no sensoriales

de éstas estructuras.

8.- La supresién selectiva del sistema olfatorio accesorio o vémeronasal, encarga-
do de la transmisién de sefiales feromonales, no influye sobre las acciones pi-
neales. Los efectos potenciadores sélo se inducen por el blogueo simultdneo
de los dos sistemas olfatorios; en cualquier caso, la posibilidad de que el blo-
queo selectivo del sistema olfatorio principal fuese suficiente para potenciar

las acciones pineales, no fue estudiada y por lo tanto no puede excluirse.

9.- La asociacién de ceguera + bulbectomia (EB) o desaferentacién bulbar (EA),

reduce el consumo didrio de comida en relacién tanto a los animales intactos

como a los ciegos (E).

10.- Esta reduccién de la ingesta, podria ser responsable parcial de los efectos

antigonadotréficos hallados en los animales EB o EA, ya que la aplicacién
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a ratas ciegas de una dieta igual a la consumida por las EB, provoca una

reduccién de los niveles séricos de testosterona y de los pesos de las prds-
tatas y gldndulas sexuales accesorias; situdndose, los valores de estos pard-
metros, equidistantes entre los hallados en los animales ciegos alimentados

"ad libitum" y en los EB.

11.— Como corolario de las conclusiones anteriormente citadas, defendemos la hipo-
tesis de que (e objetivo bdsico de la gldndula pineal es el control de la fun=-
cién reproductora de los mamiferos, en base a diversas sefales procedentes
del medio ambiente, parte de las cuales llegarian al hipotdlamo y otras, qui-
zas sélo la luz, a la propia pineal. Asi, sefiales olfatorias procedentes del me-
dio, a través de los sistemas olfatorios, mantendrian una inhibicién ténica de
la respuesta hipotaldmica a las hormonas pineales; la intensidad de éste blo-
queo variaria segun ritmos circanuales coincidentes con las variaciones anuales
de la luz ambiental o de la temperatura. Las fases de inactividad sexual de
los animales con reproduccidén estacional coincidirian con la mihima intensi-
dad del bloqueo (por reduccién de la densidad de olores ambientales) y con-
centraciones altas de melatonina (por fotoperiodos cortos); lo contrario ocu-
rriria durante las fases de actividad sexual.

Otras senales procedentes del medio, como la temperatura o

la disponibilidad de alimentos participarian también en éste control pineal de

la reproduccidn.
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