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INTRODUCCION GENERAL

En los mamiferos, la recepcidn de estimulos olorosos puede
ser mediada por alguna de las 5 estructuras morfoldgicamente
diferenciadas de la cavidad nasal (Fig, 1): 1, Epitelio olfato
rio, 2, Organo septal o de Masera, 3, Terminaciones del XIII
par o nervio terminal, 4, Terminaciones del nervio trigémino,
5. Organo vomeronasal o de Jacobson (Graziadei, 1977),

El sistema vomeronasal tiene a su receptor en el drgano vo
meronasal cuyos nervios terminan en el bulbo olfatorio acceso-
rio, Evidencias morfoldgicas sugieren una funcidn quimiorrecep
tora para el drgano vomeronasal similar a la del epitelio olfa.
torio. Estas se basan en un origen embriolégico comidin en 1la
placoda olfatoria y en la similitud neuéohistolégica entre el
bulbo olfatorio accesorio y el principal.

A pesar de que aln no se ha demostrado unidn selectiva de
moléculas olorosas a estructuras de las c&lulas receptoras en
el 6rgano vomeronasal, como en el caso del epitelio olfatorio
(Rhein y Cagan, 1980), existe el consenso de que esta funcidn
corresponde a las microvellosidades de las neuronas bipolares
vomeronasales, La ubicacidn del 8rgano vomeronasal en la fosa
nasal sugiere que estd involucrado en la recepcién de molécu-
las de baja volatilidad, transportadas por un vehiculo liquido
y que requiere contacto directo de la regidn oronasal con el

estimulo, Dichas mol&culas no pueden alcanzar el epitelio olfa
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torio, que serila asi el receptor para olores transportados por
un medio 'gaseoso.

El drgano vomeronasal proyecta al bulbo olfatorio acceso-
rio y, a través del tracto olfatorio accesorio, a la amigdala

corticomedial, Esta drea estd relacionada con el hipotdlamo me

a
dial y el 5rea/%%%g %ica, ambas involucradas en generar los as
censos preovulatorios de gonadotrofinas hipofisarias en los ro
edores (Raisman, 1972), Aqui reside el sustrato morfoldgico de
la relacidn drgano vomeronasal-sistema neuroenddcrino de regu-
lacidn de la funcidn reproductora, Desde 1975 surgieron gran
cantidad de publicaciones sobre esta vinculacién, la mayoria
de ellas realizadas en ratones, dado que en esta especie la re
gulacidn neuroenddcrina de la reproduccidn estd muy afectada
por estimulos olorosos, alin cuando sea la rata el modelo éxpe-
rimental mds utilizado por los neuroendocrinélogos.

El sistema olfatorio no estid sdlo relacionado con la regu-
lacidn de la funcidn reproductora., Las crias de roedores depen
den de la deteccidn de estimulos quimicos para sobrevivir
(Alberts, 1976). A pesar de la importancia crucial del procesa
miento de estimulos olfatorios durante las primeras etapas de
la vida, el sistema olfatorio de los recién nacidos es anatémi
ca y funcionalmente incompleto y tiene desarrollo postnatal,

En el epitelio olfatorio, los receptores estidn morfoldgica

(Cuschieri y Bannister, 1975 a,b) y funcionalmente (Gesteland,

Yancey y Farbman, 1982) maduros al nacimiento. En el bulbo olfa
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torio principal, la via aferente (receptorés-células mitrales,
células en penacho) estid desarrollada (Astic y Saucier, 1982;
Greer y col,, 1982), pero faltan los circuitos intermneuronales
caracteristicos del adulto, ya que las células de los granos
se originan postnatalmente (Mair, Gellman y Gesteland, 1982),
En el drgano vomeronasal, los resultados dé los estudios
morfolégicos sobre la maduracidén de los receptores son contra-
dictorios, En la rata ocurren pocos cambios postnatales (Krait-
zing, 1971b), mientras que en el hamster se ha descripto un
verdadero proceso de maduracidén postnatal (Taniguchi, Tanigu-
chi y Mochizuki, 1982b), El buibo olfatorio accesorio alcanza
su volumen final antes que el principal (Smith, 1935; Hinds,
1968), pero la maduracidn funcional entre las conexiones de
las fibras nerviosas ocurre previamente en esta Gltima estruc-
tura (Leonard, 1975). Recientemente se aportaron evidencias de
funcidn vomeroﬁasal en fetos y crfas de rata, En el primer ca-
so, las investigaciones estuvieron orientadas a detectar acti-
vidad neuronal "in utero". Esta se encontrd en el bulbo olfato
rio accesorio y no en el bulbo olfatorio principal, sugiriendo
que el drgano vomeronasal seria el receptor para el anidlisis
del medio uterino (Pedersen y col,, 1983). Postnatalmente no
pudo detectarse actividad neuronal en el bulbo olfatorio acce-
sorio, probablemente debido a que los estimulos utilizados no
fueron los adecuados, ya que estudios de comportamiento indica

ron que a los 10 dias de edad el drgano vomeronasal discrimina
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ria estimulos olfatorios provenientes de la madre (Teicher,
Shaywitz y Lumia, 1984). Estas discrepancias nos llevaron a es
tudiar:
. La maduracidn del receptor periférico vomeronasal.
. La relacidn de dicho receptor con un mecanismo neuroenddcri-
no bien caracterizado, en un modelo experimental adecuado,
Hemos sefialado la ubicacidn del S6rgano vomeronasal en un
compartimiento especial de la fosa nasal, Surgid la pregunta:
icudl es la via de acceso? Estudios previos sugirieron un do-
ble camino: nasal y oronasal (Wysocki, Wellington y Beauchamp,
1980) para los estimulos, Esta {ltima estd r;presentada por el
conducto nasopalatino y se establece indirectamente a través
de 2 recesos paraseptales (Worhmann-Repenning, 1980)., Conse-
cuentemente estudiamos el desarrollo postnatal de la misma,

buscando una correlacidén con el sistema vomeronasal,
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EL ORGANO VOMERONASAL
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INTRODUCCION

1, Morfologia comparada del drgano vomeronasal

La primera descripcidn anatdmica de esta estructura se de-
be a Ruysch (1703) quien observd en el humano una formacién tu
bular ubicada en la base del septum nasal (tubo de Ruysch),
Posteriormente, Jacobson (1811) efectud una detallada descrip-
cién comparada en mamiferos (rumiantes y roedores), a partir
de la cual se la designd con su nombre,

El drgano de Jacobson se encuentra en los anfibios, repti-
les y mamiferos, incluyendo al hombre, En los peces esti ausen
te o es rudimentario, dudandose de su verdadera existencia,

siendo probablemente un homdlogo.

En los anfibios fue descripto por varios autores (Bawden,
1894; Seydel, 1895; Anton, 1908, 1911; Zuckerkandl, 1910; Bru-
ner, 1914), En loé urodelos m3s evolucionados, el drgano de
Jacobson se ubica en la cavidad maxilar, que es parte del &6r-
gano nasal, existiendo una via de comunicacidn entre esta es-
tructura y la cavidad oral (Seydel, 1895). En los anuros, se
encuentra en el saco lateral inferior de la cavidad nasal
(Fig. 2A)., A través de una cavidad maxilar la corriente espira
toria puede alcanzar fdcilmente al drgano (Gaupp, 1904), E1 &r
gano de Jacobson estd presente en los anfibios independiente-

mente de si el medio que transporta los estimulos olorosos es
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agua o aire (Bruner, 1914). En los monosmiticos (el drgano ol-
fatorio recibe s6lo los estimulos olorosos del medio externo)

como Necturus sp,, el O6rgano estd@ ausente, En cambio estd pre-

sente en los diosmdticos (el &rgano olfatorio recibe estimulos

del medio externo y de la cavidad oral), Siren sp, Cryptobran-

chus sp y adultos de anfibios m3s evolucionados, La ultraes-

tructura fue egtudiada por Kolnberger (1971) en Rana esculenta,

quien describid un reticulo endopldsmico agranular desarrolla-
do y ausencia de cilios en cé&lulas receptoras, mientras que

las células sustentaculares los poseian,

Este sistema olfatorio accesorio alcanza su mdximo desarro
llo en los reptiles, siendo en algunos ofidios el principal
quimiorreceptor (Parsons, 1967)., El primer anatomista en reco-
nocer el drgano vomeronasal en los reptiles y describirlo como
tal fue Stannius (1854), En estos vertebrados, el &rea olfato-
ria y la vomeronasal estin completamente separadas y los Orga-
nos son camaras en forma de cipula que se abren en la cavidad
oral a través de conductos palatinos situados frente a las na-
rinas internas, Mihalkovics (1898) describid el gran espesor
de la pared sensorial de los ofidios y su rica inervacidn, En
los lac&rtidos, el érgano estd menos desarrollado, A través de
los ductos palatinos, la lengua bifurcada de los ofidios y la-
cértidos podria introducir moléculas olorosas desde el ambien-

te externo a los receptores (Young, 1962), En los ofidios
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(Fig, 2B), la parte dorsal Fel drgano vomeronasal esti formada
por el epitelio sensorial (Kolnberger, 1971 a; Gabe y Saint
Girons, 1976), con néuronas bipolares cuyos axones forman los
nervios vomeronasales, Estos terminan en el bulbo olfatorio
accesorio del telencé&falo (Bellairs, 1942), El epitelio senso-
rial contiene, ademids de las células bipolares, las sustenta-
culares y las indiferenciadas (Altner, Muller y Brachner,
1970; Wang y Halpern, 1980), Bajo la capa de células sustenta-
culares, el epitelio se caracteriza por una organizacidn co-
lumnar de c&lulas bipolares e indiferenciadas, aisladas del te
jido conectivo y vascular por una vaina delgada de cé&lulas sa-
télites y ldmina basal. Las céiulas generativas ocupan las ca-
pas basales y las neuronas maduras, las regiones apicales
(Wang y Halpern, 1980), Tanto en ofidios como lacértidos, las
células sensoriales y sustentaculares poseen s6lo microvello-
sidades, En los lacértidos, las c&lulas sustentaculares con-
tienen grdnulos secretorios densos (Bannister, 1968).

Se ha sugerido que en Squamata la funcidn del drgano vome-
ronasal es para rastreo de la presa, reconocimiento'sexual y
cortejo (Burghardt, 1970), Estudios posteriores realizados en

Thamnophis sirtalis (Ophidia) sugirieron que la lengua es ca-

paz de llevar sustancias al lumen del drgano, pero que no es
un vehiculo obligatorio. En ausencia de la misma, las sustan-
cias marcadas utilizadas en estos experimentos se acumulan,

aunque en pequefia cantidad, en el S6rgano. Los ductos vomerona-
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sales son la via de entrada al mismo (Halpern y Kubie; 1980).
En 1982, Heller y Halpern sugirieron que en esta misma espe-
cie el uso de sefiales quimicas en la seleccidn de refugio y a-
gregacidn es mediado por el sistema vomeronasal y que el vi-
sual y el olfatorio no eran criticos para estos comportamien-
tos.
Los cocodrilos no poseen organo de Jacobson (Nemours,

1930), aunque Sluiter (1892) sefnald la presencia de un drgano

bien desarrollado en Crocodilus porosus y Rose (1893) encon-

trd evidencias durante la vida embrionaria,

En los quelonios, los estudios de McCotter (1917) pusie-
ron fin a una serie de controversias entre estudios previos
de Seydel (1896), Mihalkovics (1898) y Zuckerkandl (1910) en
distintas especies, McCotter mostrd que el Area olfatoria es-
td separada del neuroepitelio del Srgano de Jacobson y que
las fibras nerviosas del drgano vomeronasal, diferentes de
las correspondientes al drgano olfatorio, terminan en un bul-
bo olfatorio accesorio, En 1970, Graziadei y Tucker estudia-

ron la morfologia del epitelio vomeronasal de Gopherus poli-

phemus y Terrapene carolina al microscopio Sptico y electrdni-

co. Mostraron que dicho epitelio estd expuesto libremente en
la cavidad nasal y rodeado por epitelio olfatorio, Esta cons-
tituido por células sustentaculares (que secretan un producto
granular), receptoras y basales; carece de cilios a diferencia

del epitelio olfatorio., En cambio, posee microvellosidades
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irregulares, bifurcadas,

En las aves, el O6rgano de Jacobson estaria ausente, Sin em-
bargo, se ha postulado su presencia durante la vida embriona-

ria (Ganin, 1890),

En los mamiferos, el sistema vomeronasal est3d extremadamen-
te desarrollado en los mids primitivos, como son los monotremos
y marsupiales, En los euterios es de mayor tamafio en los anima-
les mas pequefios y estd mejor desarrollado en los roedores y
lagomorfos. El desarrollo del paladar secundario reubica al &6r-
gano vomeronasal en el Area nasal, La relacidn entre el drgano
y los conductos nasopalatinos que atraviesan el paladar en la
mayoria de estos vertebrados se discutird en cada caso, El &r-
gano vomeronasal de los mamiferos es una estructu;a bilateral
cubierta por mucosa, ciega caudalmente, ubicada en la parte
ventral del septum nasal cerca de los huesos maxilares y pre-
maxilares, Las secciones coronales lo muestran en forma cre-
ciente o arrifnonada. En la pared lateral existe un plexo de va
s0s sanguineos cavernosos y, rodeando a todo el &érgano, una pa
red cartilago-6sea,

Dagg y Taub (1970) no observaron dimorfismo sexual, Sin em
bargo, estudios posteriores de Segovia y Guillamdn (1982) se-
flalaron esta caracteristica en la rata en cuanto al volumen

del érgano, del neuroepitelio y en la poblacidn neuronal, sien-
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do estos parametros mavores en los machos.,

En los monotremos, el érgano estid muy desarrollado, En el
ornitorrinco estd constituido por una parte anterior y una pos
terior con una abertura préxima a su porcidn media, No existe
desarrollo de la parte anterior en el equidna (Broom, 1897),
En ambos casos, el ducto vomeronasal se abre en el conducto na
sopalatino, cerca de la cavidad nasal (equidna) o de la oral

(ornitorrinco), (Estes, 1972),

En los marsupiales existe un tipo general con variaciones

segin los grupos, En los poliprotodontes, como Dasyurus sp,
]

la estructura es simple, el 6rgano estd poco desarrollado y
los cartilagos, reducidos. En cambio, en los diprotodontes, co

mo Petaurus sp, el cartilago de Jacobson y el plexo vascular

del O8rgano estdn mids desarrollados que en el grupo anterior
(Broom, 1897)., En los diprotodontes, con excepcidén de la rata
canguro (donde los ductos vomeronasales se abren en la cavidad
nasal), el Srgano desemboca en el conducto nasopalatino préxi-
mo a la cavidad nasal, En los marsupiales didé€lfidos (polipro-
todontes) la comunicacidén es similar al grupo anterior, pero
los ductos del drgano se abren en la parte media de los conduc-

tos nasopalatinos (Estes, 1972),

En los quirdpteros, los estudios cldsicos realizados en
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distintas especies mostraron resultados dispares sobre la exis-
tencia y grado de desarrollo del drgano vomeronasal en embrio-
nes y adultos. Las descripciones histoldgicas se debieron a
Broom (1895), Bhatnagar y Kallen (1974), Cooper y Bhatnagar
(1976), Estos Gltimos autores en 1976 investigaron la morfolo-

gia del Srgano en especies del suborden Megachiroptera (fami-

lia Pteropodiae) y Microchiroptera (familias Rhinopomatidae,

Megadermatidae, Rhinolophidae, Phyllostomatidae y Vespertilio-

nidae)., Segdn estos autores, no es posible establecer un pro-
totipo general del 6rgano vomeronasal en este grupo, El bulbo
olfatorio accesorio esti presente s6lo en aquellos murci&lagos
que tienen Organos bien desarrollados,

El 6rgano estd mejor desarrollado en los phylostomdtidos y

verpertilifnidos (Miniopterus sp) que en los megadermitidos,

Es rudimentario en rhinopomdtidos y rhinoldfidos y estd ausente
en los pteropddidos. En todos los casos, la extremidad anterior
del mismo estd prdxima a la desembocadura del conducto nasopala
tino en la cavidad nasal,

La estructura del neuroepitelio (Bhatnagar, Matulionis y
Breipohl, 1982) es similar a la observada en otros mamiferos,
Sin embargo, en una de las especies estudiadas se encontraron

cilios, aunque muy escasos, en cé&lulas receptoras y de sostén.

Los estudios anatdmicos cliasicos realizados en el erizo

(Insectivora) mostraron que la morfologia del 8rgano difiere
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poco de la observada en los murciélagos, pero en el primero es-
ta menos desarrollada. Tanto en el topo (Harvey, 1882) como en
el erizo, el 6rgano se abre en la porcidn media del conducto
nasopalatino., En.las tupaias, la desembocadura en dicho conduc
to esti mids cerca de la cavidad nasal, Los estudios ultraestruc
turales en los insectivoros fueron realizados por Kolnberger
(1971a,b), Kolnberger y Altner (1971), Loo y Kanagasuntheram
(1972) y Loo (1977). En ellos se describe ausencia de cilios

en las células receptoras, aunque en el topo las células_sus-
tentaculares prdximas a los limites con el epitelio seudoes-
tratificado los poseen, Tambi&n se encontraron centriolos y pre

cursores ciliares en las dendritas de las células receptoras,

Los trabajos de Klein (1882) en los carnivoros mostraron
que en el perro el arreglo de los cartilagos vomeronasales y
del piso de la cavidad nasal es representativo del grupo, pero
algunas de sus caracteristicas indicarian cierto grado de de-
generacidn, Los ductos vomeronasales se abren en la parte me-

dia del conducto nasopalatino. En los must&lidos (Mustela sp)

la comunicacidén se realiza en la porcidn mids prdxima a la fosa
nasal de dicho conducto, En el gato, los cartilagos alcanzan
gran desarrollo y la desembocadura del 6rgano se hace en la
parte inferior del mismo, de modo que la comunicacidn con la
fosa nasal es indirecta,

Seifert (1971) realizd un estudio detallado de la morfolo-
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gia microscdpica del drgano vomeronasal del gato. La microsco-
pia S6ptica reveld que el neuroepitelio estid estratificado des-
de el lumen al tejido conectivo en las siguientes capas: de
prolongaciones celulares, de nlicleos de c&lulas sustentacula-
res, de nlGcleos de c@lulas receptoras y células basales, Las
glidndulas estidn ubicadas en los extremos laterales del tubo e-
pitelial, La microscopia electrdnica reveld que el bulbo den-
dritico de las c@&lulas receptoras no excede el nivel superfi-
cial de las c@lulas de sostén, pero sus microvellosidades se
proyectan al lumen, Este autor tambi&n describid la ultraes-
tructura de las c&lulas basales. En relacidn a las células sus
tentaculares encontrd que se-extienden a lo largo de todo el e
pitelio, Llama la atencidén en su descripcidn el hecho de que
existan muchas comunicaciones tipo desmosoma entre las células
de sostén, pero no entre éstas y las receptoras. Las cé&lulas
de sostén tienen prolongaciones digitiformes del tipo '"micro-
zoten" con una estructura de 10 fiiamentos laterales y un cen-
tro claro, El epitelio seudoestratificado o respiratorio (al
que llamd "cilindrico vibratil") consta de 2 tipos celulares:
.c8lulas oscuras con cilios vy i'microzoten", algunas de las cua
les serian cilindricas, .células cilindricas claras sin cilios
y con reticulo endopldsmico de tipo cristaloide, con prob;ble

funcidn secretoria,

En los perisodidctilos, las primeras descripciones del drga-
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no vomeronasal corresponden a Broom (1896) en el caballo vy,
posteriormente, a Bradley (1947), Nickel, Schummer y Seiferle
(1960) y Sisson (1967). En el caballo y en el asno estid forma-
do por un par de-tubos ciegos caudalmente, rodeados, excepto
en sus extremidades, por cdpsulas de cartilago hialino, El f8r-
gano estid constituido por dos paredes epiteliales: la respira-
toria y el neuroepitelio (en la pared medial), Alrededor del
epitelio existe colageno y tejido vascular (aparentemente de
tipo eréctil), nervioso y gladndulas mucosas (Lindsay, Clayton
y Pirie, 1978), Se abre rostralmente junto con el conducto na-
sopalatino ipsilateral en un receso angosto ubicado en el piso
del meato ventral, Los conductos nasopalatinos no se comunican
con la boca, por lo tanto, el &rgano estid relacionado solamen-

te con la fosa nasal,

En los artioddctilos existen descripciones en el camello
(Dellmann, Blin y Fahmy, 1968; Arnautovic, Abdala y Fahmy,
1970), cerdo (Kratzing, 1980) y oveja (Kratzing, 1971la), En el
camello, el drgano es un tubo rodeado por un anillo de cartila
go en forma de "J", En la parte anterior del mismo, la pared
lateral estd cubierta por un epitelio seudoestratificado co-
lumnar y la medial, por epitelio vomeronasal y c@lulas calici-
formes. En el segmento medio aumenta el nimero de células glan-
dulares y el lumen es mds ancho. La mucosa se pliega en direc-

cién md3s caudal y el nimero de c@lulas caliciformes disminuye,
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El neuroepitelio estda ausente en la parte posterior del &rga-
no, No existe conexidn entre el drgano-+de Jacobson y el con-
ducto nasopalatino, pero la apertura nasal de este dltimo es
0.5 ecm ventral y 3-4 mm anterior a la abertura del primero.
Estudios ultraestructurales del 6rgano en cerdos jdvenes reve-
laron que las c&lulas receptoras son similares a las observa-
das en otras especies, pero las sustentaculares poseen una o,
raramente, dos cilios del tipo 9+0, El ducto vomeronasal se a-
bre en el conducto nasopalatino justo en la abertura de este
dltimo en la cavidad nasal (Broom 1897). En la oveja, el érga-
no es un tubo ciego que se abre en el conducto nasopalatino
cerca de la cavidad oral, El neuroepitelio estia constituido
por los tres tipos celulares que se encuentran en todas las es
pecies, Los receptores vomeronasales poseen microvellosidades
y un microproceso largo con centro vesicular, Las células sus-
tentaculares presentan escasas microvellosidades y su contorno
es suave, El epitelio "no sensorial” o seudoestratificado es
ciliado y con microvellosidades; consta de dos tipos celula-
res: células ciliadas, y otras con citoplasma mids oscuro pare-
cidas a las células que secretan mucus, El tejido glandular
estid concentrado principalmente en la parte lateral del tubo

vomeronasal vy todas las c&lulas secretorias son PAS-positivas,

En los lagomorfos existen descripciones cliasicas en cone-

jos fetales y adultos (Klein, 1881; Lenhossék, 1892; Broom,
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1896)., La microscopia Sptica y electrdnica (Luckhaus, 1969)

en los adultos mostrd al 8rgano como un tubo ciego, de 1,5 a

2 cm de largo, paramediano en la base del septum, con abertu-
ra rostral al conducto nasopalatino, desembocando en el piso
ventral de las narinas, Se distingue el neuroepitelio y el e-
pitelio lateral cilindrico de varias capas, Este (Gltimo consta
de 3 capas de cé&lulas, Es ciliado, el nimero de cilios aumenta
en direccidn caudal al drgano; carece de elementos y células
nerviosas., En el neuroepitelio se encuentran los tres tipos ce
lulares bidsicos. En cortes perpendiculares se observan cilios,
pero no puede establecerse a qué tipo celular pertenecen, Este
Gltimo hallazgo no fue confirmado por otros autores (Kauer y

Moulton, 1971).

En los roedores se han realizado numerosas investigaciones
morfoldgicas en ratas, ratones y hamsters, Este interés se de-
be, en gran parte, a que la rata es el modelo experimental mis
ampl iamente usado en estudios de fisiologia reproductiva y com
portamiento sexual donde el drgano vomeronasal ejerceria una
accidn moduladora, La primera descripcidén del Srgano vomerona-
sal de la rata se debe a Herzfeld (1888), En 1927, Addison y
Rademaker proporcionaron una degcripcidn morfoldgica detallada
del mismo y de su desarrollo postnatal, Brevemente, encuentran
un crecimiento de esta estructura desde el nacimiento hasta

los 150 dias de edad; el incremento en longitud y superficie
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es rapido desde el nacimiento hasta los 40 dias de edad, luego
es mis lento, Después de los 40 dias, la longitud aumenta uni-
forme y continuamente, La superficie se incrementa en forma ri
pida al comienzo, y después de los 40 dfias de edad permanece
estacionaria o disminuye. El maximo espesor del epitelio se al
canza a los 10 dias, permanece inalterado hasta los 100 dias vy
se adelgaza a los 150, Las caracteristicas de crecimiento en
volumen son similares a las del sistema nervioso central. En
la rata y en el ratén no existe comunicacidén directa entre el
drgano vomeronasal (que se abre en las fosas nasales cerca de
las narinas) y el conducto nasopalatino, sino que existiria in
directamente a través de un receso longitudinal en la base del
septum nasal (Worhmann-Repenning, 1980)., Al nacimiento, el con
ducto nasopalatino estd situado bajo la parte media del drgano,
a los 150 dias se ubica debajo del extremo posterior del mismo,
En la rata, el érgano forma parte del complejo vomeronasal jun
to con el cartilago de Jacobson, glidndulas y vasos sanguineos,
El 6rgano ocupa la porcidon media del complejo y en el adulto
mide aproximadamente 6-7 mm de longitud, Podemos dividirlo en
un segmento rostral con el orificio, un segmento medio de apro
ximadamente 5 mm y uno caudal (0,5 mm de longitud), El1 carti-
lago rodea totalmente al 6rgano, excepto en el extremo rostral
donde cubre sb6lo la parte inferior y medial. En el segmento me
dio pueden distinguirse 2 tipos de epitelio: el neuroepitelio

de ubicacidn medial, (es decir prdéximo al septum nasal) y el
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epitelio seudoestratificado (ubicacidn lateral). En la parte
caudal del segmento medio, el neuroepitelio rota tomando una
ubicacidn ventral al techo de las fosas nasales y el seudo-
estratificado es dorsal al epitelio sensorial, El segmento cau
dal estid formado por un epitelio columnar simple (Vaccarezza,
Sepich y Tramezzani, 198l1), Los nervios vomeronasales (3 & 4)
atraviesan la placa cribiforme del etmoides y llegan al bul-
bo olfatorio accesorio.

La microscopia electrdnica de transmisidén mostrd resulta-
dos similares en la rata y el hamster dorado (Ciges y col.,
1977; Vaccarezza, Sepich y Tramezzani, 1981; Taniguchi y Mo-
chizuki, 1982), El neuroepitelio carece de cilios, Las cé&lu-
las receptoras tienen una densidad citoplasmdtica menor que
las sustentaculares, su n{icleo es redondeado con cromatina
finamente granulada, Prdéximos al bulbo dendritico se encuen-
tran numerosos centriolos, mitocondrias y cuerpos densos, Ci-
ges v col, (1977) distinguieron dos tipos de c@lulas receptoras
(claras y oscuras); algunas oscuras pueden no tener microvello
sidades, Como caracteristica del citoplasma de las c&lulas re-
ceptoras podemos destacar el gran desarrollo del reticulo en-
dopldsmico agranular, En el borde luminal pueden distinguir-
se las microvellosidades de las células receptoras, susten-
taculares y microprocesos cuyo origen no se ha determinado.

Las células sustentaculares poseen ndcleos ovales y las ba

sales son escasas (Ciges y col,, 1977; Vaccarezza, Sepich y
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Tramezzani, 1981). El1 epitelio seudoestratificado tambi&n ha
sido llamado respiratorio (Taniguchi y Mochizuki, 1982) no
sensorial o libre de receptores (Breipohl, Bhatnagar y Mendo-
za, 1979). Es ciliado y con microvellosidades y estaria forma
do por dos tipos celulares: células claras y oscuras, Algunos
autores ohservaron cilios y microvellosidades en ambos tipos
celulares; otros encontraron que las oscuras carecen de ci-
lios, Breipohl, Bhatnagar y Mendoza (1979) postularon que los
dos tipos celulares son, en realidad, distintas fases funcio-
nales de uno solo; las cé&lulas claras serian nuevas y las os-
curas, senescentes, Objetaron el uso del término no sensorial,
ya que este epitelio puede ser sensorial a través de su iner-
vacidn trigeminal o por el nervio terminal,

En los ratones, la microscopia electrdnica de barrido (Na-
guro y Breipohl, 1982) permitid reconocer 2 tipos de microve-
llosidades: las correspondientes a las cé&lulas receptoras, que
son mas delgadas, largas y de contorno liso, y las de las sus-
tentaculares, md3s gruesas que las primeras y de contorno rugo-
so. En la parte media del neuroepitelio, las microvellosidades
de las receptoras cubren casi completamente a las de sostén,
En las regiones prdéximas a los sulci (zona de transicidn entre
neuroepitelio y epitelio seudoestratificado) la densidad de
las células receptoras disminuye y, concomitantemente, su capa
de microvellosidades. En el epitelio libre de receptores o

seudoestratificado, las cé@lulas poseen cilios y/o microvello-
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sidades no bifurcadas; los primeros son generalmente mis largos

que las segundas,

En la zona de los sulci, las microvellosidades son similares a
las de las cé&lulas suséentaculares. Existen aqui numerosas aper
turas glandulares rodeadas por microvellosidades orientadas ra-
dialmente,

Los métodos de congelacidn-fractura revelaron un extenso
complejo de unidn en el neuroepitelio (Miragall y Mendoza,
1982; Miragall, Mendoza y Breipohl, 1982), Con trazadores elec
trdn-densos como el Rojo-Rutenio se vio que no es posible su
penetracidn al espacio intercelular, Existe un depbsito dife-
rencial de esta sustancia segfin sean microvellosidades de cé&-
lulas receptoras (15-20 nm) o de sustentaculares (75 nm), Sa-
biendo que las glicoproteinas acidas, los glicolipidos y, en
general, los grupos acidicos dan reaccidn positiva con este co
lorante, las diferencias en el tamafio de la cubierta celular
podria deberse a distintas cantidades de esos grupos en las
membranas o en el mucus que las cubre y que serian necesarios
para la adsorcidn especifica de las moléculas olorosas (Mendo-
za y Breipohl, 1983),

El drgano vomeronasal puede reconocerse a partir del dia
11 de gestacidn (Cuschieri y Bannister, 1975a;Taniguchi, Tani-
guchi y Mochizuki, 1982b) como un engrosamiento en la pared

medial de la fosita olfatoria., En el dia 12, se forma primero

un surco y luego una estructura tubular que se abre en la fo-
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sa olfatoria principal, El diverticulo estia cubierto por un e-
pitelio grueso similar al olfatorio. Con técnicas de plata pue
den seguirse las fibras nerviosas desde la base del neuroepite
lio a lo largo de los margenes laterales del cartilago del sep
tum nasal, La distincidn entre c@lulas receptoras y sustentacu
lares es dificil. Las mitosis se encontrarian en todas las ca-
pas (Cuschieri y Bannister, 1975a;Taniguchi y Mochizuki, 1982b),
A los 13 dias de gestacidn es posible diferenciar neuroepite-
lio de epitelio seudoestratificado. En el hamster los senos ve-
nosos y las gldndulas aparecen al dia 14 de gestacidn, Durante
la vida fetal, las c@&lulas del neuroepitelio no completan su
diferenciacidn, como ocurre en el caso del epitelio olfatorio,
La comunicacién con la fosa nasal aparece a los 2 dias en el
hamster, pero en la rata esta presente al nacimiento (Addison

y Rademaker, 1927), En el hamster, el neuroepitelio adquiere
las caracteristicas del adulto a los 10 dias de edad, mientras
que en la rata los estudios de Kratzing (1971) dan cuenta de po
cos cambios desde el nacimiento hasta los 22 dias de edad, Las
diferencias con el adulto comprenden la estratificacidn de las
capas celulares y la desaparicidén de los cilios de las c@élulas
de sostén, En el epitelio seudoestratificado se encontrd dismi-
nucidn en la longitud y el nimero de cilios durante el desarro-
1o (Naguro y Breipohl, 1982), Tambi&n se han realizado estudios
del desarrollo de los capilares intraepiteliales del neuroepite

lio, Estos capilares estdn ausentes en embriones de 14 dfas y
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penetrarian la base del epitelio vomeronasal alrededor de los
18 - 19 dias de gestacidn, En los animales de 1 -2 dias de e-
dad, son frecuentes en la parte basal del epitelio, pudiendo
penetrar en la porcidn medio-basal., En el adulto estdn separa
dos del pericarion de las cé&lulas receptoras por lamelas de
tejido conectivo, Las receptoras estdn muy empaquetadas forman
do columnas y el citoplasma prdéximo a los capilares contiene
reticulo endopldsmico liso dispuesto en forma enmaranada, En e
llas es posible observar, ademds, cuerpos de inclusidn rodea-
dos de membrana (Breipohl y col., 1981), Estos capilares son
caracteristicos de neuroepitelios constituidos por un gran nd-
mero de capas celulares, por eso estarian ausentes en lemur,
musaratna, algunos primates y murci&lagos (Schilling, 1970; Loo
y Kanagasuntheram, 1972; Jordan, 1972; Bhatnagar, 1980), La

funcidén seria proveer nutricidn, soporte e intércambio de meta

bolitos (Cuschieri, 1974),

Dentro de los primates, el &rgano estd bien desarrollado sb

lo en los platirrinos, encontrdndose en Cebus capucinus (Jordan,

1972), Callithrix jacchus, Saguinus fuscicollis (citado en Wyso

cki, 1979; Hunter, Fleming y Dixson, 1984), Callicebus sp, Sami-

ri sp v Allouatta sp (Stark, 1975; Maier, 1980), Aoutus trivir-

gatus y Ateles geoffroyi (Hunter, Fleming y Dixson, 1984), Tan-

to en Aotus t,, Ateles g. como Cebus ¢, la relacidn entre el

. . . -
drgano y el conducto nasopalatino es tal que permite la conexiodn
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entre el 8rgano y las cavidades oral y nasal, Existe el con-
senso de 'que en los primates catarrinos y en el hombre el &6r-
gano vomeronasal es sélo conspicuo durante el desarrollo fe-
tal, aunque puede persistir en forma muy rudimentaria (Jor-
dan, 1972),

En los prosimios, Schilling (1970) describid en Microce-

bus murinus un §rgano vomeronasal bien desarrollado (cuanti

vy cualitativamente) como en otros mamiferos. Calculd aproxi-
madamente 290,000 receptores por drgano. En el lemur, el 6rg3
no desemboca en el conducto nasopalatino, cerca de su desembo
cadura oral y tiene, por lo tanto, comunicacidén con la cavi-
dad oral y la nasal, En los prosimios estudiados, el conducto
nasopalatino y el ducto vomeronasal entran en un surco de la
papila palatina (Hofer, 1980) y esto es similar en algunos

primates platyrrhinos.

En los humanos, el drgano vomeronasal esti presente en el
feto y en los recién nacidos (Kolliker, 1887; Anton, 1895;
Mihalkovics, 1899; Peter, 1925; Richter, 1932; Jordan, 1973).
Se constituye al inicio de la quinta semana de gestacidn en
la pared del septum nasal como una invaginacidn del epitelio
sensorial que se adentra en el mes&nquima, En los recién na-
cidos es un tubo rudimentario ubicado en la parte antero-infe
rior del septum nasal, con una longitud de 4 a 8 mm que se co

munica s8lo con las fosas nasales, Estid constituido por un e-
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pitelio estratificado ciliado sin c@lulas sensoriales o fibras
nerviosas (Jordan, 1973), No obstante, se ha descripto la pre-
sencia del nervio vomeronasal en embriones y fetos (Kolliker,
1882, 1896; McCotter, 1915),

En el adulto es posible encontrar vestigios de cartilago,
probablemente el vomeronasal, a la altura del borde inferior
del cartilago septal. Si bien algunos autores consideran que
el 6rgano vomeronasal estd ausente en el adulto, otros han des
cripto la presencia uni o bilateral del mismo (Anton, 1895;
Potiquet, 1891; Kolliker, 1887; Parker, 1922; FendG, 1959; Ga-
brielli, 1967; Jordan, 19Y73), Tampoco existe acuerdo entre la
homologia de este tubo de Ruysch y el drgano vomeronasal de
otras especies, Gegenbauer (1886) lo considerd un residuo de o
tra formacidn glandular del septum nasal, mientras que otros
piensan que la ubicacidn, la histologia y las relaciones ner-

viosas permiten sostener su homologia.

2, Funcidon vomeronasal en los roedores

En los Gltimos anos, se sugirid la participacidn del Grga
no vomeronasal en la regulacidn del comportamiento reproducti
vo, Estos experimentos tuvieron un sustrato morfoldgico en
los trabajos de Winans y Scalia (1970) quienes, lesionando el
bulbo olfatorio accesorio, observaron degeneracidn terminal

en el nlicleo amigdalino medial y en la parte pdsteromedial
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del ndcleo amigdalino cortical, Esta proyeccidn se lleva a ca-
bo por el tracto olfatorio accesorio. Inyecciones con HRP en
el bulbo olfatorio accesorio resultaron en neuronas marcadas
en las regiones amigdalinas citadas y en la parte pdstero-ven
trolateral del ndcleo del lecho de la estria terminal (De O1l1l-
mos, Hardy y Heimer, 1978), Estas areas estan relacionadas

con el hipotdlamo medial y el drea medial predptica, las cua-
les estdn involucradas en los ascensos preovulatorios de gona

dotrofinas en los roedores (Raisman, 1972),

. Pubertad:

En 1976, Bronson y Maruniak encontraron que en ratones
hembras prepuberales, el contacto con la orina del macho es-
timulaba la liberacidn secuencial de estradiol, hormona 1lu-
teinizante, foliculo estimulante y prolactina. Posteriormen-
te, Kaneko y col, (1980) sugirieron que la via vomeronasal
estaria involucrada en la recepcidn de las feromonas que ace
leran la maduracidn sexual de las hembras, Utilizaron técni-
cas de remocidn bilateral y unilateral (con o sin seccidn de
los nervios vomeronasales contralaterales) del bulbo olfato-
rio principal y accesorio, aunque no realizaron la prueba cru
cial de cortar sblo los nervios vomeronasales,

Lomas y Keverne, en 1982, completaron las observaciones de
Kaneko a través de la extirpacidn del 8rgano vomeronasal y en

contraron que la remocidn del Srgano evitaba el efecto acele-
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rador de la orina del macho sobre el comienzo de la pubertad
de las hembras observando que: a corto plazo impidid el aumen
to del peso uterino y ovarico y, a largo plazo, retrasd la a-
paricidn del primer estro. Los receptores para las feromonas
del macho estarian en dicho drgano, no en el sistema olfato-
rio principal., La prolactina estaria involucrada en estos efec
tos., Tambi€n en la rata la desaferentacidn de los nervios vo-
meronasales evitd el efecto acelerador de la feromona del ma-
cho sobre la apertura vaginal y la aparicidn del primero estro

(Sanchez Criado, 1982),

. Funcidn ovarica en hembras adultas

En las ratas en estro persistente por iluminacidn perma-
nente, la ovulacidn refleja se produce, en un 50% de los ca-
sos, por contacto directo con lechos usados por machos. La
obturacidén electrolitica de los conductos de acceso al drgano
vomeronasal impidid esta respuesta sin producir disrupcidn
hormonal, ya que estos animales pueden ovular si copulan
(Johns y col.,, 1978), La electrocoagulacidn del bulbo olfato-
rio accesorio en ratas adultas o la seccidn de los nervios vo
meronasales (a los 21 dias de edad) provocd un aumento en la
proporcidn de ratas con ciclos estrales de 5 dias de duracidn
(los anteriores eran de 4 dias). El acortamiento de 24 horas

en el ciclo estral seria, pues, debido a estimulos que siguen
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la via vomeronasal, Sin embargo, los experimentos donde se re-
aliza la electrocoagulacidn del bulbo accesorio deben interpre
tarse con cautela, ya que esta lesidn afecta las fibras del
tracto olfatorio lateral dorsal, dafiando la via olfatorio prin
cipal,

Si hembras adultas de ratdn se agrupan en un gran niimero,
aumentan significativamente los ciclos anovulatorios con su-
presidén del estro y en estas condiciones Reynolds y Keverne
(1979) encontraron que la remocidn del drgano vomeronasal
reinstald el ciclo normal 72 horas después de la operacidn, Es
to sugiere que el Srgano estaria relacionado tambi&n con la re
cepcidn de las feromonas producidas por las hembras., La supre-
sién del estro se pudo evitar aplicando feromonas de machos,
extirpando el drgano vomeronasal o a través de agonistas dopa-
minérgicos (que disminuyen la prolactina) con el mismo "timing",
Las influencias feromonales actuarian sobre los mecanismos neu

roend8crinos que controlan el estro a través de la prolactina,

. Prenez

El efecto Bruce (Bruce, 1959) se produce cuando una hembra
de ratdén recientemente inseminada es expuesta a un macho extra
fio coespecifico, pero particularmente si éste pertenece a una
cepa distinta., Resulta en un bloqueo de la prefiez, La conjun-

cién de estimulos olorosos, visuales y/o tdctiles influye en
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dicho bloqueo, La presencia fisica del macho produce la pérdi-
da de los embriones, pero estimulos olorosos ocasionan sdlo
diapausa embrionaria. La remocidn del O6rgano vomeronasal dis-
minuy6 el efecto-de estos dltimos estimulos (Bellringer, Pratt
y Keverne, 1980)., La combinacidn de lesiones vomeronasales vy
la anosmia olfatoria permitid determinar que la remocidn del
6rgano evita el bloqueo de la prefiez por las feromonas del ma-
cho, sin afectar la discriminacidn y preferencia de otros olo-
res. El reconocimiento entre machos reproductores y extrafos
requeriria sblo la integridad del sistema olfatorio accesorio

(Lloyd-Thomas y Keverne, 1982),

. Comportamiento maternal

Fleming y Rosenblatt (1974, 1979) sugirieron que el siste-
ma olfatorio principal y accesorio estaban involucrados en la
expresidn del comportamiento maternal de hembras virgenes de
rata frente a crias adoptivas., A través de su papel en la re-
cepcidn de las caracteristicas olorosas de las crias ambos e-
jercerian una inhibicidn sobre dicho comportamiento, ya que
cuando son lesionados, éste se ve facilitado (disminuye el ca-
nibalismo a las crias y la latencia para el comienzo de las
actividades maternales), Posteriormente (Fleming, Miceli y Mo-
reto, 1983), encontraron en el mismo modelo que la facilita-

cién del comportamiento maternal, que se produjo también por
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lesiones en la amigdala corticomedial, estaba mediada por el i
rea medial predptica. Conviene recordar que estas dos areas es

tdn relacionadas con el sistema olfatorio accesorio.,

. Reconocimiento de la madre por las crias

La primera evidencia de funcidn vomeronasal en crias de ra
ta se debe a los trabajos de Teicher, Shaywits y Lumia (1984),
Estos autores encontraron que la desaferentacidn del sistema
vomeronasal por seccidn de sus nervios realizada a los 5 dias
de edad evitaba la discriminacidn entre el dorso y el vientre
de madres anestesiadas por crias de 10 dias de edad, Esta le-
sién no afectd la actividad de las crias hacia la madre, El
sistema olfatorio accesorio tendria un rol en la discrimina-
cién de estimulos provenientes de la madre que podria ser inde
pendiente del olfatorio principal.

Existen evidencias de actividad funcional del sistema acce

sorio en fetos (Pedersen y col,, 1983) en el dtero,.

Comportamiento reproductivo de los machos

El comportamiento sexual en el hamster es abolido totalmen
te por la bulbectomia bilateral, pero esta lesidn elimina tan-
to al sistema olfatorio principal como al accesorio. La desafe
rentacidn del sistema vomeronasal produjo severos déficits del

comportamiento copulatorio en el 40% de los machos tratados



-36-

(Powers y Winans, 1975), La anosmia periférica no produjo dé-
ficits adicionales,

Las lesiones bilaterales realizadas en el niicleo medial de 1la
amigdala interrumpieron la cépula, mientras que si éstas afec-
taban la estria terminal, se alteraba la cdpula aumentando 1la
latencia de los montes, el intervalo entre intromisiones y el
nimero de intromisiones previo a la eyaculacidén (Lehman,
Powers y Winans, 1983),

Estudiando la atraccidn hacia hembras castradas y a secre-
ciones vaginales de hembras normales, se encontraron eviden-
cias de que el sistema vomeronasal del hamster responderia a
compuestos no volatiles, mientras que el olfatorio principal
seria el receptor para los voladtiles, Ambos participarian en
la atraccidn sexual y el comportamiento reproductivo (Powers,
Fields y Winans, 1979),.

En el cobayo, la remocidn del drgano vomeronasal disminuyd
la cantidad de tiempo dedicada a examinar la orina de coespecl
ficos, sin afectar la diferenciacidn entre la proveniente de
uno u otro sexo ni el comportamiento sexual y social en condi-
ciones de laboratorio, Por lo tanto, el sistema vomeronasal en
esta especie seria importante para mantener una respuesta nor-
mal a los olores sexuales, pero si €ste falta, otros sistemas

podrian ser responsables del comportamiento sexual normal

(Beauchamp y col., 1982).,

En los ratones, la remocidn del &6rgano vomeronasal no afec
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td la capacidad de localizar alimento ni produjo regresidn de
vesiculas seminales ni disminucidn de los niveles de testoste
rona plasmiatica (Wysocki y col., 1982)., Sin embargo, esta ope
racidn evitd el ascenso de esta hormona que se produce cuando
machos intactos se exponen a hembras anestesiadas (Wysocki,
Katz y Bernhard, 1983)., La bulbectomia o remocidn del drgano
vomeronasal produjeron alteraciones en el tipo de ultrasoni-
dos emitidos frente a animales de la misma cepa o a sus olo-
res., Este efecto no pudo ser revertido por tratamiento con
testosterona. Sin embargo, este comportamiento dependia de la
existencia de una experiencia heterosexual previa. Si los ani
males son experimentados, otros sistemas podrian compensar la
falta de receptores olfatorios y mantener las diferencias en-
tre las vocalizaciones que se producen frente a machos o hem-
bras (Wysocki y col., 1982),

Esta introduccidn ha tenido por objeto compilar todas las
evidencias del posible rol del 6rgano vomeronasal en la fisio
logia reproductiva de los roedores donde las feromonas olfato
rias producen efectos conspicuos, Para tener una idea global
de dicha funcidn en otras especies y en otros aspectos fisio-
l6gicos puede consultarse la revisidn de Estes (1972).

Uno de los investigadores mds importantes en el campo del
sistema olfatorio accesorio y la fisiologia reproductiva ha e
laborado una teoria sobre las influencias feromonales en la

regulacidn enddcrina de la reproduccidn (Keverne, 1983), Las
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"feromonas primer o cebadoras" son pequefos péptidos de peso
molecular aproximado a 860, no voldtiles, involucrados en cam
bios en las secreciones endbcrinas. El sistema olfatorio acce
sorio seria el receptor de las mismas, que requiere del contac
to con el vehiculo donde ellas se transportan, Debe reconocer-
se que se ha sugerido una accidon de bomba al Grgano vomerona-
sal que facilitaria el acceso de los estimulos quimicos al 3r-
gano (Meredith y col,, 1980). Estas feromonas "primer" ten-
drian un efecto enddcrino dnico, que se expresaria en cambios
en la secrecidn de prolactina por el 18bulo anterior hipofisa-
rio, Este mecanismo podria explicar todos los efectos repro-
ductivos producidos por la estimulacidn feromonal de acuerdo
con la edad y el estado reproductivo del animal en que esta es
timulacidn se produce, Por ejemplo, en la hembra anovulatoria
la feromona restauraria la ciclicidad disminuyendo la prolacti
na que tiene funcion luteotrdfica en la rata. El descenso en
la secrecidn de progesterona por el cuerpo liiteo liberaria al
eje hipotalamo-hipofisario de la accidn inhibitoria del este-
roide y restauraria los ciclos, En todos los casos, salvo en
el del efecto Bruce o bloqueo de la prefiez, s6lo basta una sge
fial feromonal que diga "macho" que probablemente competiria
por el mismo receptor con una que diga "hembra". Para el efec-
to Bruce se requiere, ademds, que la feromona diga "macho ex-
trafio"., En este caso se necesita que el complejo feromonal ten

ga distinta composicidn segln la cepa, porque sdlo las feromo-
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nas de machos de otra cepa producen este efecto, El reconoci-
miento y la memoria del reproductor son necesarios para evi-
tar que &ste bloquee su propia prefiez, Este dltimo efecto po-
dria estar mediado por las proyecciones noradrenérgicas al
bulbo olfatorio principal y accesorio a través de la estria ol
fatoria medial., Una evidencia a favor de este mecanismo reside
en que si utiliza un neurotdxico como la 6-hidroxidopamina que
depleta alrededor del 70% de los bulbos olfatorios accesorios
de noradrenalina, las hembras responden a las feromonas produ-
ciendo un bloqueo de la prenez, Sin embargo, fallan en recono-
cer las feromonas provenientes del macho con quien copularon
y, en consecuencia, éste bloqueard la prefiez de la hembra coes

pecifica.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Holtzman, provenientes del
Bioterio del Instituto de Neurobiologia, con alimentacidn ad
libitum (Purina para gestantes, lactantes y jdvenes hasta los
3 meses de edad), Los adultos fueron alimentados con dietas
Cargill RR 0 ACA, El bioterio cuenta con control automatico de
iluminacidn que provee un régimen de 14 horas de luz (LO=14:10)

y condiciones controladas de temperatura.

Microscopia Optica

Para este estudio se utilizaron fetos (16 dias de gesta-
cidén) y crias de 0,1,2,5,8 dias de vida y 6rganos vomeronasa-
les aislados de crias de 21 dias de edad (destete) de ambos
sexos, La fecha de gestacidn se determind de la siguiente ma-
nera:

. Se colocaron 2 machos y 8 hembras en una jaula durante una
noche, A la mafiana siguiente (10 horas) se buscaron esperma-
tozoides en los extendidos del contenido vaginal., Las hembras
con espermatozoides en su vagina se consideraron en el dia 0
de gestacidn, De manera similar, el dia del nacimiento fue
considerado dia O,

El material se fijd por inyeccion a través de la fosa na-

sal y posterior inmersidn en Bouin durante 15 a 18 horas,
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deshidratd con concentraciones crecientes de alcohol y xilol,
La inclusidn se realizd en parafina y se obtuvieron cortes se-
riados coronales (desde las narinas externas hasta el extremo
posterior de los-ojos) entre 5-7 um con un micrdétomo American
Optical que fueron coloreados con hematoxilina de Harris-eosi-

na, Las mediciones se realizaron con un ocular micrométrico.

Microscopla Electrdnica

Se utilizd material de fetos (20 dias de gestacidn) y de
crias (0,5,12 y 21 dias de edad) de ambos sexos, Los fetods
(n=3) de madres previamente anestesidadas con nembutal se co
locaron en solucidn fisioldgica para lavado y decapitacidn y
las cabezas, con la cavidad nasal expuesta, se sumergieron en
glutaraldehido al 2% (Fluka) en buffer de Millonig (1961)

(pH 7.3; 0.075 M) durante 1/2 hora. Posteriormente y bajo el
fijador, se disecd el drgano vomeronasal y continud la fija-
cidn hasta completar las 2 horas,

Las crias de 0 (n=4), 5 (n=3), 12 (n=3) y 21 (n=6) dias
deedad se decapitaron y bajo el fijador se disecd el drgano.
Los 6rganos se seccionaron transversalmente al eje longitudi-
nal, permaneciendo en glutaraldehido al 2% en el buffer cita-
do durante 2 horas,

Posteriormente, las piezas fetales y postnatales se lava-
ron en buffer, post-fijaron en osmio 2%, uranilo 2% en H20,

deshidrataron con concentraciones crecientes de alcohol y
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6xido de propilene, El material se embebid en Epon 8lz, cortd
en un micrdtomo LKB ultrotome III con cuchillas de vidrio,
Las secciones gruesas (1 um de espesor) para orientacidn se
colorearon con azul de metileno., Los cortes ultrafinos se mon
taron en grillas de 100 6 200 mesh, o en grillas de agujero
sobre Formvar, La coloracién se realizd con reactivo de Rey-
nolds, aunque a los efectos de obtener mejor contraste en los
ejemplares de 20 dias de gestacidn y postnatal O y 5 dias, se
usd la combinacidn uranilo 5%-reactivo de Reynolds. Los cor-
tes se observaron en un microscopio Jeol 100C,

Para la comparacidn entre periodos se utilizd la zona cen
tral del neuroepitelio y epitelio seudoestratificado, aunque

la zona de los sulci también fue examinada (Fig. 4A),

Lesidn del drgano vomeronasal en crias lactantes

a, Lesidén (Técnica y de Vaccarezza y col.,, 1979),

Se usaron crias entre 16 y 19 dias de edad con un peso de
32-40 gramos a la fecha de la lesidn, Todas las crias perte-
necian a la misma camada y las madres no eran primerizas, ya
que observaciones realizadas en nuestro bioterio indicaron
que las crias de primiparas presentan pesos inferiores que
los de multiparas.

Los animales se anestesiaron con nembutal (40 mg/kg de pe

so corporal, intraperitoneal) y colocaron en posicidn supina.
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La maxila y la mandibula se separaron, asegurandolas a la ta-
bla de diseccidn con un cordel. La mucosa palatina se separ?
del paladar &seo desde la base de los incisivos hasta la se-
gunda ruga con sumo cuidado, tratando de evitar la penetra-
cidn de sangre a la fosa nasal a través de los conductos naso-
palatinos., Asi fue posible visualizar los foramenes nasopalati
nos que se alargaron hasta la base de los incisivos con el tor
no., A través de ellos, se observd la porcidn ventrolateral del
drgano, Después de levantar con cuidado la mucosa respiratoria
sumamente vascularizada, se alcanzd el cartilago vomeronasal,
A continuacidn se efectud la lesidn del drgano vomeronasal.

. Lesidn electrolitica: se hicieron pequenos orificios
(2 3 3) a través del cartilago con un bisturi, tratando de no
dafiar el gran vaso sanguineo de la pared lateral, Luego se in-
trodujo el electrodo de lesidén en cada perforacidn y se apli-
c6 una corriente de 2-3mA durante 10 segundos, Posteriormente,
se suturd la mucosa del paladar, La observacidn macrosc8pica
de los animales sacrificados mostrd dreas blanquecinas por la
coagulacifn del tejido y depdsito metdlico del electrodo de
lesidn,

. Lesidn por termocauterio: los O6rganos fueron destruidos
por coagulacidn térmica de manera mids rapida que por la elec-
trolitica. El andlisis macro y microscépico mostrd la destruc-
cidn del cartilago y drgano, sin afectar el tabique nasal aun-

que porciones lateroventrales de la mucosa respiratoria queda-
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ron danadas. Con esta técnica no hubo una considerable pérdida

de sangre.
b, Determinacidn de los Pesos

Los animales se pesaron con una balanza Bosch con sensibi-
lidad de 1 gramo, antes y después de la lesifén, al destete y a

la fecha de la apertura vaginal,
c. Apertura vaginal

Diariamente a partir del destete y a la misma hora, se ob-
servaba la 1inea urogenital de las hembras hasta detectar la
apertura del orificio vaginal y constatarla por la introduc-
cidn de un gotero de los que se utilizan habitualmente para la

toma del contenido vaginal.
d. Autopsias

Se efectuaron tanto en los animales que se usaron en el ex
perimento piloto como durante la puesta a punto de la lesidn,

Se guillotinaba al animal, abrian las fosas nasales separan
do la pared lateral del cridneo v los dientes incisivos., Bajo la
lupa de diseccidén se observaba el drea lesionada para detectar
la presencia parcial o total o ausencia del drgano vomeronasal,
Se consideraron s8lo aquellos animales donde la lesidn habia a-
fectado los segmentos medio y caudal de ambos Srganos, de don-
de emergen los nervios vomeronasales, ya que el extremo ante-

rior estd constituido exclusivamente por el conducto y no
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RESULTADOS

1, Organo vomeronasal., Su desarrollo postnatal

a) Microscopla Optica

En la rata adulta, el complejo vomeronasal esti integrado
por el drgano, cartilago, glidndulas vomeronasales y vasos san
guineos. Es bilateral y estia ubicado a lo largo de la parte
inferior del tabique nasal (Vaccarezza, Sepich y Tramezzani,
1981). E1 8rgano estd formado por dos tipos de epitelio: neu-
roepitelio y epitelio seudoestratificado,.

Nuestros estudios sobre el desarrollo postnatal del 3drga-
no vomeronasal mostraron un proceso de maduracién del mismo vy
ausencia de dimorfismo sexual en cuanto a la morfologia de los
distintos tipos celulares y a las etapas de desarrollo que a

continuacidén describimos.

16 dias de gestacién:

El drgano vomeronasal presenta comunicacidn rostral con la
cavidad nasal (Fig. 3A)., La abertura se halla limitada por las
paredes del conducto del 8rgano: una dorsal y otra ventral, El
cartilago vomeronasal rodea incompletamente a la abertura y su
espesor decrece desde su origen en el septum nasal hasta su
terminacidn en la parte media del drea de abertura, Estd forma
do por células con niicleo oval y citoplasma muy claro. El peri

condrio no es facilmente distinguible, En direccifén caudal, a-
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parece luego el neuroepitelio vomeronasal, que ocupa la pared
medial del &rgano, es decir, la prdxima al tabique nasal, y
el epitelio seudoestratificado, o pared lateral, que ocupa la
préxima a la luz.de la fosa nasal. El cartilago en forma de U
rodea al drgano excepto en la parte dorsal, Se observan vasos
sanguineos en el tejido conectivo prdximo a ambos epitelios.
En la porcidn central del segmento medio del drgano, el
cartilago vomeronasal tiene forma de J, Rodea casi la totali-
dad del neurocepitelio, pero estd incompleto en la pared dor-
sal y mediolateral del &rgano (Fig., 3B). El neuroepitelio tie
ne, en esta regidn, un espesor de aproximadamente 72 um,., No
se observa en @l zonacidn, pero es posible distinguir una es-
trecha franja de prolongaciones celulares., Si bien es posible
diferenciar niicleos elongados de otros mids ovales, mediante
la microscopia dptica no es posible reconocer a qué tipo de
células pertenecen, Las cé&lulas en mitosis se ubican en la su-
perficie prdxima al lumen del neuroepitelio. En el tejido co-
nectivo subyacente encontramos Numerosos vasoS sanguineos
(Fig. 3C). El epitelio seudoestratificado tiene un espesor
aproximado de 13 um (Fig. 3C) y estd constituido por 2 capas
celulares, En el tejido conectivo se observa un gran vaso san-
guineo. Las dreas de transicidn entre ambos epitelios estdn
constituidas por varias capas celulares, El lumen que separa
a ambos epitelios es amplio. No se observaron gliandulas vomero

nasales (Fig., 3D).
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Nacimiento (Dia 0):

El drgano tiene una longitud de 2,1 mm, Su comunicacidn
con la cavidad nasal se realiza por medio de una abertura de-
limitada por 2 paredes (al igual que en el feto). El cartila-
go vomeronasal estd bien desarrollado y, formando una U, rode-
a casi totalmente esta abertura. El conducto del drgano tiene
un didmetro mdximo de 132 um y estd tapizado por epitelio es-
tratificado.

La morfologia tipica del 6rgano vomeronasal se observa a
unos 600 ym aproximadamente en direccidn caudal a la abertu-
ra. En estos ejemplares de 0 dia de edad (Fig, 4C). no se dis
tingue adn la zonacidn del neuroepitelio, pero es posible ob-
servar 2 tipos de nficleos: unos elongados y otros mas ovales,
Los primeros corresponden a las c@lulas sustentaculares y es-
tdn ubicados mids prdéximos al lumen que los ovales de las re-
ceptoras, Sin embargo, encontramos columnas de c@lulas susten
taculares que se extienden desde la l13dmina basal hasta el lu-
men, Se distingue tambié&n una delgada capa de prolongaciones
celulares en el borde luminal del epitelio, Los nlcleos ova-
les de las células receptoras estidn situados mas basalmente,
El d4rea de los sulci estid bien diferenciada y se encuentran a
111 s6lo niicleos elongados.,

En la porcidn central del segmento medio, el neurocepite-

lio tiene un espesor aproximado de 106 ym y pueden observar-
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se capllares intraepiteliales (Fig. 4C). El espesor del epite-
lio seudoestratificado es de 13 um (Fig., 6A) y estd formado
por un solo tipo celular de c&lulas prismaticas,

El cartilago. vomeronasal tiene forma de J. Dorsalmente al
drgano, en la lidmina propia que separa el septum nasal del epi
telio respiratorio, encontramos numerosos acinos glandulares,

En la base del neuroepitelio es posible observar el reco-
rrido de los nervios vomeronasales formados por los axones de
las cé@lulas receptoras bipolares. Los nervios corren a lo lar-
go del septum en su trayecto hacia el bulbo olfatorio acceso-
rio (Fig. 5A), Aproximadamente a unos 1,7 - 1,8 mm de la aber-
tura, el neuroepitelio rota de su posicidn en la pared medial
del érgano a una ubicacidn ventral al techo de la fosa nasal.
A partir de aqui, el drgano va disminuyendo en didmetro hasta
desaparecer en forma de un tubo ciego rodeado por el cartila-
go. El vaso sanguineo previamente descripto se ubica dorsalmen

te al neuroepitelio,

Postnatal 1:

La longitud del drgano es de aproximadamente 2,2 mm, La
morfologia del complejo vomeronasal es similar a la observada
en los recién nacidos, El didmetro mdximo del conducto del dr
gano es de 122 um; estd recubierto por un epitelio estratifi-

do.,

El neuroepitelio que no muestra diferencias en cuanto a
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lo observado en ejemplares de 0 dia tiene un espesor de 108 um
y el seudoestratificado, de 16,5 um (porcidn central del seg-

mento medio),

Postnatal 2:

La longitud del &rgano es de 2.6 mm, A partir de este pe-
riodo se observa un comienzo de 2onacidén del neurocepitelio, La
capa de prolongaciones celulares es bien visible y existe una
migracidn incipiente de los nidcleos de las c&lulas sustentacu-
lares hacia la capa inferior a la de prolongaciones celulares,
Los niicleos de las receptoras se ubican en la parte medio ba-
sal del neuroepitelio. En el segmento medio central, el espe-
sor del neuroepitelio es de 109 um, E1 epitelio seudoestrati-
ficado (21 um de espesor) presenta nicleos elongados y pueden
observarse en €1 algunas células con citoplasma mds claro vy
nicleos ovales, ademds del tipo celular descripto al nacimien-
to.

Es notorio el desarrollo de dcinos glandulares ubicados en
la ladmina propia, entre el septum y el epitelio respiratorio
(Fig. 5B). Estos acinos estidn ausentes en el feto de 16 dias
de gestacidn, los encontramos en el recié&n nacido y su desarro
llo es mayor en el periodo de 0-2 dias de edad. El epitelio
que tapiza el conducto glandular es cibico a columnar simple,.

Es evidente la diferenciacidn de los cartilagos del septum

y vomeronasal (tipo hialino) desde la gestacidn hasta este es-



-51-

. tadio.

Postnatal 5:

El drgano tiene una longitud de 2,9 mm, La abertura de co-
municacidn con la fosa nasal tiene un didmetro mdximo de
145 um. El neuroepitelio diferenciable aparece a aproximadamen
te 370 ym caudal a la abertura y con un espesor de 92 um (seg-
mento medio anterior). Aumenta progresivamente su grosor hasta
alcanzar en la parte media y caudal dicho segmento 132 um (Fig,
4B), el epitelio seudoestratificado mide 26 um (Fig, 6B),.
En este estadio, el neuroepitelio (Fig, 4B) tiene una zona-
b cidn mas clara que en el periodo previo con:
. capa luminal de prolongaciones celulares,
, capa de c&lulas sustentaculares,

capa de c@lulas receptoras.

Esta orientacidn es clara en la parte central del neuroe-

pitelio, pero no es tan evidente en las regiones prdximas a

los sulci, No es posible distinguir con microscopia optica las

células basales. R

En el epitelio seudoestratificado podemos distinguir 2 2zo- .

nas:

Central (Fig. 6B) con 2 tipos celulares: a) cé&lulas con i°:

nicleo claro y redondeado, ubicado en la parte basal de las

mismas, dejando la porcidn citoplasmitica prdxima al lumen,

b) Células con nidcleo elongado que se tifie intensamente con la
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hematoxilina, Estos nicleos se ubican tanto prdximos al lumen
como a la ldmina basal.

. Proxima a los sulci: se encuentran sdlo células con nid-
cleo elongado,

En este estadio comienza el proceso de osificacidn del
cartilago vomeronasal, La capa mids externa al complejo se mod i
fica, la matriz se tifie muy intensamente con la eosina, los ni
cleos son elongados y picndticos, La capa mids préxima al comple

jo conserva las caracteristicas del tipo hialino,

Postnatal 8:

La longitud del drgano es de aproximadamente 3 mm. La zona
cidn es clara en la parte central del neuroepitelio y se ex-
tiende a las regiones proximas a los sulci. En el segmento me-
dio central del &drgano, el espesor de este epitelio es de a-
proximadamente 134 um,

El epitelio seudoestratificado estd formado por los dos ti
pos celulares descriptos en el estadio previo, pero todos los
nGcleos han migrado a la porcidn basal de las cé&lulas, Mide a-
proximadamente 26 uym, En el segmento medio del complejo, se ob
servan numerosos acinos glandulares ubicados lateralmente al
gran vaso sanguineo relacionado con epitelio seudoestratifica-
do (Fig, SD). Estos estaban ya presentes a los 5 dias (Figs. 4A,
5C), pero no se encuentran en los estadios previos (Figs. 3D;

SA,B).
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El cartilago estd casi totalmente osificado,

Postnatal 21 (Destete):

La longitud del Grgano es de aproximadamente 5 mm, El neu
roepitelio mide 152 um (segmento medio central), tiene las ca
racteristicas observables en el adulto con microscopia dptica.
El cartilago estd totalmente osificado. La capa de prolonga-
ciones celulares es de mayor grosor que en los estadios pre-
vios y pueden observarse las microvellosidades en el borde 1lu
minal,

El epitelio seudoestratificado (33 um) presenta los ni-
cleos ubicados préximos a la lamina basal (Fig., 6C). Es cilia
do y el borde libre, festoneado. Cerca de los sulci sblo se

encuentran células con niicleo elongado,

b) Microscopia Electrdnica

20 dias de gestacidn:

Epitelio seudoestratificado

El epitelio seudoestratificado estd formado por una sola
capa y un solo tipo celular: las c&lulas oscuras., Estas célu-
las poseen un citoplasma electro-denso en el cual podemos en
contrar numerosas mitocondrias ovales, cuerpos multilamela-
res, aparato de Golgi con cisternas dilatadas, numerosos ri-
bosomas libres, cisternas del reticulo endoplasmico granular,

Las cisternas del reticulo agranular estdn dispuestas en for-
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ma de huella digital, Los nicleos son irregulares con una ban-
da delgada de cromatina periférica,

Las células estdn interdigitadas y los espacios intercelulares
muestran prolongaciones digitiformes de las mismas.

La superficie luminal de las c&lulas presenta prolongaciones
muy cortas y se observan vesiculas claras de tamafio variado en
el citoplasma prdéximo al lumen, No existen cilios ni microve-
llosidades, Prdéximos a la base del epitelio se encontraron ha-
ces de fibras nerviosas, La lamina basal separa el epitelio

del conectivo subyacente,

Neuroepitelio

El neuroepitelio esti constituido por células sustentacula
res, basales y receptoras, No es posible diferenciar entre cé-
lulas receptoras y sustentaculares en funcidn de la densidad
del citoplasma,

. Células receptoras: en la regidn luminal podemos diferenciar
las de las sustentaculares por su extremo dendritico dilatado
y la presencia de numerosos centriolos y mitocondrias en la re
gién post-cuello del bulbo dendritico, No se observaron cilios,
Las microvellosidades son escasas y cortas, con acumulacidn de
material granular en sus bordes (glicocdlix) (Fig, 7). También
se encontraron grandes proyecciones citoplasmdticas hacia el
lumen; éstas tienen un contenido granular y/o vesicular., La

porcién dendritica de las receptoras contiene numerosas vesicu
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las (algunas son claras, otras tienen un contenido medianamen-
te denso), cuerpos densos v cuerpos multivesiculados. En la
proximidad del lumen, estas neuronas bipolares estidn conecta-
das a las sustentaculares por uniones estrechas; alejdndose de
€l, ambas muestran interdigitaciones, Los niGcleos de las cé&lu-
las receptoras son ovales, claros, con algunos aclmulos de cro
matina en el nucleoplasma. El citoplasma contiene microfilamen
tos, mitocondrias elongadas con una matriz muy densa, riboso-
mas libres, aparato de Golgi. No encontramos en este periodo
un gran desarrollo del reticulo endopldsmico agranular. Sus
formaciones en huella digital est3in ausentes. En la base del
neuroepitelio las prolongaciones axdnicas de las células recep
toras forman los nervios vomeronasales, Estas prolongaciones
contienen neurotdbulos y alguna mitocondria, Los axones estin
agrupados y en la base se observa una c@lulas de nlicleo elonga
do.

. Células sustentaculares: en el lumen terminan en forma de co
pa. Es frecuente la presencia de cilios en su superficie, an-
cladas por el corplisculo basal (Fig, 7). Las microvellosidades
son muy escasas., Al igual que en el caso de las receptoras, se
observan vesiculas de tamafio y contenido variado prdximas al
lumen, El citoplasma supranuclear contiene ribosomas y microfi
lamentos. En la regidn infranuclear es posible encontrar cis-
ternas del reticulo endopldsmico granular orientadas paralela-

mente, El nGcleo es elongado y la banda de cromatina periféri-
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ca es mds delgada que la que se observa en los estadios poste-
riores,

Debido a la falta de estratificacidn es posible encontrar tam-
bi&n nlcleos de células sustentaculares en la base del epite-

lio y proximas a los nlicleos de las receptoras.

Recién nacido (dia 0)

Epitelio seudoestratificado

Esta formado por un solo tipo celular que se extiende des-
de la l4a4mina basal hasta el lumen (Fig. 8)., La superficie lu-
minal no muestra cilios ni microvellosidades bien desarrolla-
das, pero si unas prolongaciones digitiformes de mayor longi-
tud que las observadas en el feto,

El citoplasma granular contiene mitocondrias redondas y ova-
les, ribosomas, cisternas del reticulo endoplidsmico granular,
aparato de Golgi, cuerpos multilamelares, El nGcleo, ubicado
en la porcidn mediobasal, posee una banda de cromatina perifé-
rica y densos acimulos en el nucleoplasma,

En la porcidn prdxima al lumen las c&lulas estan fuertemente
relacionadas y, si bien no pudieron distinguirse uniones estre
chas, no existen espacios intercelulares. En la porcidn medio-
basal la relacidn no es tan intima, observdndose prolongacio-
nes digitiformes de las c&lulas en espacios intercelulares, En

la base del epitelio no pudieron encontrarse hemidesmosomas,
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Bajo la lamina basal se hallan fibras de coldgeno, haces de fi
bras nerviosas amielinicas que tambi&n pueden ubicarse intrae-
pitelialmente,

Ocasionalmente puede observarse un segundo tipo celular in
sertado en el epitelio, Esta c&lula, que llamaremos clara, de-
bido a que su citoplasma y nicleo de forma oval son poco den-
sos, no alcanza el lumen, El contenido citoplasmiatico es simi-
lar al del otro grupo celular, Se ubican en la parte central
del epitelio seudoestratificado, estando ausentes en las zonas

proximas a los sulci donde sdlo se hallan células oscuras,

Neuroepitelio

Si bien no se observan en este periodo diferencias en la
densidad citoplasmdtica entre c@lulas receptoras y sustentacu
lares (como en el adulto) es posible distinguir claramente

los dos tipos celulares en la superficie luminal (Fig., 94).

., Células receptoras: la prolongacidn dendritica de las mis-
mas, que estd en contacto con el lumen, asume la forma de
"bulbo" de donde parten escasas y largas microvellosidades

con un esqueleto filamentoso. En este bulbo dendritico encon-
tramos centriolos, cuerpos densos, microfilamentos, vesiculas
(esféricas, ovales o dilatadas) y algunas cisternas (Fig, 9A).
Se han encontrado cilios en las cé&lulas receptoras (Fig. 9C),
Estos son poco frecuentes y en todos los casos se encontrd u-

no por célula, Dicho cilio estd anclado por un cuerpo basal
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que muestra las raices ciliares a ambos lados, También podemos
encontrar un centriolo orientado en dngulo recto respecto de
él, Debido a que estos cilios en las c@lulas receptoras son es
casos, no se pudieron obtener secciones transversales para de-
terminar si corresponden al tipo 9+0 & 9+2,

Algunas receptoras presentan proyecciones o protuberancias ha-
cia el lumen conteniendo centriolos, vesiculas y microfilamen-~
tos,

Luego del bulbo sigue una estrangulacidn o cuello, Las cé&lulas
receptoras se hallan separadas entre s1 por sustentaculares,
En la regidn prdxima al lumen ambas c@&lulas estdn vinculadas
por uniones estrechas; en la regidn posterior al cuello los
contacto son de tipo desmosdmico., Esta Gltima regidn es ensan-
chada y encontramos alli centriolos en nimero de 5 a 8, numergo
sas mitocondrias elongadas, microfilamentos y precursores ci-
liares (Fig. 9A).

El citoplasma de las c&lulas receptoras atraviesa la zona don-
de se encuentran los nicleos de las sustentaculares hasta al-
canzar la regidn donde se ubica su ndcleo. Este es oval, menos
denso que el de las sustentaculares y la cromatina estd fina-
mente granulada, Posee una delgada banda periférica de cromati
na condensada y algunos acimulos en el nucleoplasma, La regidn
perinuclear es ensanchada y encontramos alli cisternas del apa
rato de Golgi, mitocondrias, ribosomas libres, lisosomas. El

reticulo endopldsmico agranular adquiere un gran desarrollo en
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forma de huella digital. Las c€lulas terminan en una prolonga-
cidn ax6nica que daria origen a los nervios vomeronasales, En-

contramos en esta prolongacidn neurotiibulos y mitocondrias.

. Células sustentaculares: en la porcién luminal terminan en
forma de copa., De ella parten microvellosidades y cilios (1
por célula) que pueden coexistir. En esta regidn el citoplasma
es granular y casi no se encuentran vesiculas (Fig, 9A),

La cé@lula sustentacular se ensancha en la porcidn correspon-
diente al cuello de la dendrita y alli podemos observar una z0
na transversal de mayor densidad., Luego, el citoplasma se com-
prime, En la regidn pr6xima al ndcleo encontramos el mayor aci
mulo citoplasmdtico, Las organelas presentes son: ribosomas,
reticulo endopldsmico granular con cisternas dilatadas, mito-
condrias elongadas, El nlicleo es elongado, indentado, denso vy
se distingue fadcilmente del de las receptoras. El citoplasma
perinuclear estd reducido a una delgada banda con microfila-
mentos, ribosomas y mitocondrias, La célula termina en una
prolongacidén aguzada. En esta regidn no existen especializa-
ciones de unidén entre receptoras y sustentaculares sino que es
tin interdigitadas entre si, Cuando este tipo celular se en-
cuentra relacionado con los capilares intraepiteliales (Fig,
11B), podemos observar en la porcidn cercana al capilar que el
citoplasma de las cé&lulas estd vacuolado, con numerosas cister
nas paralelas del reticulo endopldsmico granular, mitocondrias

y cuerpos densos,
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. Células basales: tienen una ubicacidn prdxima al tejido co-
nectivo subepitelial, El nlGcleo es indentado, la cromatina fi-
namente granulada menos densa que las de las cé&lulas sustenta-
culares, La cromatina perinuclear estid reducida a una delgada
banda, Su citoplasma es escaso con mitocondrias, ribosomas y
algunas cisternas como dnicas organelas, Las caracteristicas
de estas cé@lulas son similares a las que se observan en los e~

jemplares de 21 dias (Fig. 13B),

Postnatal 5

Epitelio seudoestratificado

Entre el nacimiento y los 5 dias de vida ocurren profundas
modificaciones en este epitelio. La aparicidén de cilios y el
incremento en el niimero de c@lulas claras constituyen la expre
sidn m3s notoria de este cambio, En este estadio, el epitelio
es verdaderamente seudoestratificado, con 2 tipos celulares
diferentes, Los nicleos se ubican en €1 a distintos niveles
(Fig., 6B)., Los cilios son del tipo 9+2, Coexisten con microve-
llosidades en el epitelio y en el mismo tipo celular (Fig.
10A), En la regién préxima a los sulci, el nGmero de cilios
disminuye y predominan microvellosidades cortas, Estos cilios
aparecen por primera vez en las cé&lulas claras. El citoplasma
préximo a los cilios muestra una gran concentracidén de mito-~

condrias, sugiriendo un gran aporte energético de estas es-
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tructuras al movimiento ciliar., Tambi&n alli se ubican vesicu-
las claras pequenias. Prédximas a la superficie luminal las cé-
lulas estadan fuertemente conectadas y es posible observar, en
direccidn mids basal, desmosomas e interdigitaciones,

En el citoplasma supranuclear de las células claras encon-
tramos cisternas aisladas del reticulo endoplasmico granular,
granos de glucdgeno y cuerpos densos rodeados de membrana (de
posible funcidén secretoria), centriolos, ribosomas libres,
cuerpos multilamelares y aparato de Golgi. Cercano al Golgi y
préximo a las cisternas del reticulo pueden verse numerosas ve
siculas pequefias con un contenido opaco, Esto indicaria que
las células no sdlo estin involucradas en el movimiento sino
tambi&n en la produccidn de material para secrecidn., El nficleo
es redondo a oval (a veces con alguna indentacién) y posee una
banda delgada y periférica de cromatina condensada (Fig. 10A),
A esta altura las cé@lulas estin muy interdigitadas entre si,
Las células oscuras que ya estaban presentes al nacimiento tam
poco muestran cilios en este periodo. Las caracteristicas de
las mismas son similares a las descriptas en ejemplares recién
nacidos, excepto en que las microvellosidades son mds largas.,
En la parte basal del epitelio la unidn entre c&lulas es mias
laxa, existen interdigitaciones y espacios intercelulares, Las
células se asientan sobre una lamina basal. No fue posible ob-
servar hemidesmosomas entre ambas, Debajo de la sustancia den-

sa de la lamina basal encontramos fibras de coldgeno, haces de
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fibras nerviosas, capilares,

Neuroepitelio

Los principales cambios que ocurren en el neuroepitelio en
tre el nacimiento y los 5 dias de edad estan representados por
un incremento gradual en las microvellosidades, desaparicidn
de los cilios en las células receptoras y migracidén de los nG-
cleos de las sustentaculares (Fig. 4B) para formar una capa di

ferenciada.

. Células receptoras: Podemos diferenciar 2 estadios morfold-
gicos: a) Células donde encontramos un acdmulo de centriolos
(5 a 8), precursores ciliares (Kolnberger y Altner, 1971) y es
casas vesiculas en el bulbo dendritico; b) Cé&lulas donde los
centriolos migraron a la regidn post-cuello y en el bulbo exis
ten numerosas vesiculas, Ambos tipos poseen microvellosidades,
pero éstas parecerian mids abundantes (y a veces bifurcadas) en
el tipo b (Fig., 11A).

Algunas c&lulas del tipo a presentan una proyeccidn engrosada
y vacuolada del bulbo dendritico, El1 citoplasma supranuclear
tiene caracteristicas similares al observado en los reci&n na-
cidos en ambos casos, Alrededor del nficleo &ste es vacuolado,
El reticulo endopldsmico granular estd orientado en cisternas
paralelas. El agranular muestra gran desarrollo, similar a lo
que se observa en el reci@n nacido, Las cisternas del aparato

de Golgi aparecen dilatadas,
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. Células sustenculares: Su superficie luminal carece préctici
mente de vesiculas y termina en microvellosidades y/o cilios,
Estos Gltimos en nimero de 1 por célula ain se encuentran en
esta edad,

En la regidn del ensanchamiento que corresponde al cuello de
la dendrita se observa una zona transversal de mayor densidad,
formada por un material fibrilar que se extiende hasta los dos

midrgenes de la cé&lula (Fig. 11A),

. Células basales: con caracteristicas similares al estadio

previo,

Postnatal 12

Epitelio seudoestratificado

Es muy similar al que se observa en el adulto y en los e-
jemplares de 21 dias, Coexisten cilios y microvellosidades y
los dos tipos celulares, c&lulas claras y oscuras,

Las c&lulas claras muestran un niicleo mis redondeado que
en el estadio previo y los de dos tipos celulares se ubican
basalmente, El citoplasma de las cé&lulas claras es mds rico en
organelas que el de las células oscuras y contiene todos los e
lementos descriptos en el estadio previo, aunque existiria un

incremento en el nimero de cuerpos densos,

Las células oscuras poseen ribosomas, cisternas del reticulo

endopldsmico granular y mitocondrias., En algunas secciones es
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posible ver células con numerosos granulos citoplasmiaticos
(probablemente macrdfagos) rodeando a las células oscuras, pe-

ro no a las claras,

Neuroepitelio

Desde el nacimiento hasta este periodo se pueden reconocer
los siguientes cambios en la ultraestructura del epitelio vome
ronasal: a) incremento en el nimero de microvellosidades, b)
comienzo de la diferenciacién en base a la densidad citoplasmé
tica entre células receptoras y sustentaculares, c) la estrati
ficacidn completa del neuroepitelio en 3 capas perfectamente
diferenciables: prolongaciones celulares, nGcleo de cé&lulas
sustenculares, nicleos receptores, desde el lumen hacia la 1l&-
mina basal (Fig. 4D),

Este es el {ltimo estadio en el cual encontramos cilios y pro-
yecciones citoplasmiticas de las cé@lulas sustentaculares (Fig,
9D) .

Las caracteristicas generales de ambos tipos celulares son si-
milares a las observadas en los ejemplares de 5 dias de edad,
pero aparentemente en las células receptoras existe un mayor
desarrollo del reticulo endopldsmico agranular que en el perio

do previo,

Postnatal 21

Epitelio seudoestratificado
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Adquiere la morfologia del adulto., Es similar al que se ob
serva en los ejemplares de 12 dias, pero su relieve aparece
festoneado con saliencias y surcos (Fig. 6C, 10B), Tanto las
células claras como las oscuras poseen cilios y microvellosida
des, Los dos tipos celulares estdn en contacto con la lamina
basal. Las mitocondrias se concentran en la porcion del cito-
plasma prdéximo a los cilios (donde existe ademds depdsito de
glucégeno), luego su nimero disminuye al acercarse a la base
del epitelio,

El citoplasma de las células claras es muy vacuolado, las
cisternas del reticulo granular estidn dilatadas pero no mues-
tran ordenamiento especial. Llama l@ atencidn la concentracidn
de vesiculas muy pequefias ubicadas entre el nlicleo y la regidn
de acdimulo de mitocondrias. Algunos cuerpos densos estian forma
dos por un centro muy denso y una matriz mas clara.

Se observan hemidesmosomas que relacionan las cé&lulas a la 1la-
mina basal. En algunas secciones se puede encontrar una célula
fagocitaria proveniente del tejido conectivo subyacente, con
funciones de probable remocidn de cé@lulas en degeneracidn, El
resto de las caracteristicas de los 2 tipos celulares, tejido
conectivo, se mantienen similares a las descriptas en los pe-

riodos previos,

Neuroepitelio

El neuroepitelio alcanza en este estadio la maduracidn-‘mor
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fologica, presentando las caracteristicas del adulto, Esta ma-
duracidn se evidencia por:

. desaparicidn de cilios en las c&lulas sustentaculares,

. incremento conspicuo en nidmero de microvellosidades de las
receptoras y sustentaculares desde el nacimiento, siendo este
aumento mads notorio entre los 12 y 21 dias (Fig. 9B; 12A,B).

. diferenciacidn de las microvellosidades de ambos tipos celu-
lares, las correspondientes a las c&lulas sustentaculares son
de mayor grosor que las de las receptoras y con un contenido
fibrilar m3ds denso.

. migracidn de los centriolos, precursores ciliares y mitocon-
drias desde la regidn del bulbo a las areas posteriores al
cuello de la dendrita, El bulbo dendritico presenta grandes a-
cimulos de vesiculas al destete (Fig. 9B; 12A,B),

. diferenciacidn neta en base a la densidad citoplasmidtica en-

tre las sustentaculares y receptoras, siendo estas Gltimas las

mas claras (Fig., 9B).

En la regidon prdxima a los sulci, la cantidad de microve-

llosidades es menor que en la parte central del neuroepitelio,

. Células receptoras: La regidn dendritica presenta caracte-

risticas similares a los periodos previos, excepto por el he-
cho de que el acGmulo de centriolos y mitocondrias estd ahora
posteriormente al cuello, El bulbo dendritico es el origen de

\

. . - -
numerosas microvellosidades y esta ocupado por numerosas vesl-
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culas claras como dnica estructura (Fig, 9B).

Los ndcleos ubicados basalmente a los de las c&lulas sus-
tentaculares son claros y el citoplasma perinuclear es muy va-
cuolado a expensags del reticulo endopldsmico agranular que esta
en este estadio mucho mids desarrollado que en los anteriores
(Fig, 13C), Las mitocondrias son tambi&n abundantes en el cito-
plasma perinuclear, En las proximidades del reticulo agranular
se ven tambi&n cuerpos densos de tamato y forma variada (redon-
dos, ovales, piriformes, claviformes), El reticulo granular se
dispone en cisternas paralelas, El resto de las caracteristicas

permanecen similares a los periodos previos.

. Células sustentaculares (Fig, 13A): A excepcidn de la modifica-
cidén en su densidad citoplasmidtica, las microvellosidades y la
presencia de unos pocos granulos densos, se mantienen las carac-

teristicas observadas a los 12 dias de edad.

. Células basales: Son claramente distinguibles por su niicleo
irregular (Fig. 13B) con una gruesa banda periférica de cromati-
na condensada, el escaso citoplasma perinuclear donde ribosomas,
mitocondrias, lisosomas son las dnicas organelas, Estas c&lulas
forman prolongaciones citoplasmidticas que rodean a grupos de axo-
nes de células receptoras (Fig. 13B). Las c@lulas basales estan

ubicadas en la base del neurocepitelio préximas a la lamina basal.

Prolongacién axdnica de las c&lulas receptoras: Se observan en
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los neurotibulos y las mitocondrias (Fig. 13D),

2, Lesiones del &drgano vomeronasal en crias lactantes

La técnica de lesidn del 6rgano vomeronasal de Vaccarezza
y col, (1979) es Gtil para el estudio de la relacidn entre el
6rgano y el sistema neuroenddcrino que regula la funcidn repro-
ductiva, ya que las ratas adultas lesionadas no presentan alte-
raciones ni en el peso ni en el estado general después de 20
dias de realizada la operacidn,

En nuestro caso, se usaron ejemplares de 16 a 19 dias de
edad, con el objetivo de estudiar la contribucidn del &rgano
vomeronasal a los mecanismos neuroenddcrinos que controlan la
pubertad, La descripcién completa de la técnica se encuentra
en la seccidon Materiales y Métodos, El periodo para realizar la
lesidn se eligid teniendo en cuenta que el incremento mas noto-
rio en el ndmero de microvellosidades (que estarian involucra-
das en el proceso de quimiorrecepciény Bhatnagar, Matulionis y
Breipohl, 1982) se produce entre los 12 y 21 dias de edad., Por
otro lado, en este periodo los animales se recuperan con éxito
de la anestesia, el acceso al Grgano es m3s sencillo que en los
estadios previos por la constitucidn §sea del paladar y la forma
prominente que adopta el §rgano en su ubicacidn a lo largo del
borde inferior del septum nasal,

La lesidn efectuada por termocauterdio fue preferida a la le-

sidn electrolitica dado que:
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. E1 examen del grado y extensidn de la lesidn no requiere
anidlisis histoldgico y la destruccidn del Srgano puede verifi-
carse por observacidén directa bajo lupa de diseccidn,

. La destruceidn electrolitica requiere controles histold-
gicos para determinar el grado de destruccién del neuroepite-
lio., Las perforaciones realizadas con el electrodo provocan
abundante pérdida de sangre que afecta la respiracién, En mu-
chos casos, después de la aplicacidn de la corriente eléctrica,
los animales mueren,

La Tabla I muestra los resultados de un experimento ddénde
se comparan los valores de peso corporal al destete (21 dias)

y edad a la que se produce la apertura vaginal entre animales
controles y operados., El andlisis estadistico sugiere que las
diferencias entre controles y lesionados no son significativas,

Puede verse claramente que la lesidn realizada entre 16 y
18 dias no afectd el peso de los animales al destete, Esta ope-
racidén podria alterar la alimentacidn de las crias lactantes
por las manipulaciones realizadas en la mucosa palatina, provo-
cando dolor durante la masticacidn, deglucidén y tambi&n la ci-
catrizacién, No se observd infeccidn en las fosas nasales en
los animales experimentales, La remocidn del drgano vomeronasal
no produjo efecto sobre la edad de apertura vaginal, Esta opera
cidén tampoco afectd el peso a dicha edad en los sobrevivientes,

Los resultados de este experimento sugirieron que el modelo

experimental de las crias de rata con lesidn del &rgano vomero-
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nasal no es adecuado para el estudio de la funcidn vomeronasal
dado que:

. Si bien el peso al destete no es afectado por la lesidn,
se produce una mortalidad por causas desconocidas entre el des
tete y el comienzo de la pubertad, Esto reduce las posibilida-
des de trabajar con grandes nimeros de animales requeridos pa-
ra validar las conclusiones en experimentos de fisiologia re-
productiva,

. El drgano vomeronasal pareceria no estar implicado en la
recepcidn de estimulos feromonales entre el destete y el co-
mienzo de la pubertad que afecten la alimentacidn y/o reproduc
cidén, ya que no se modifican ni el peso ni la edad de apertura
vaginal, Monteiro y Falconer (1966) postularon que en el ratdn,
la fecha de apertura vaginal depende mds del peso corporal que
de la edad.

. E1 Brgano vomeronasal pareceria no tener efecto alguno

en la aparicidn del primer estro.
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Ef ecto de la remocidén del drgano vomeronasal sobre el

peso (gramos) a los 21 dias de edad y sobre el peso corporal

(gramos) y edad

(dias) en la que se produce la apertura vagi-

nal.
Peso al destete Edad de apertura| Peso a la fecha
(gr.) vaginal (dias) de apertura vag.,
(gr.)
C
o
N 36,72 + 1,33 40,2 + 2,2 112 + 5
T
(n = 9) (n = 5) (n = 5)
R
0
L
L
: 33,42 + 2.1 38 + 2 98,48 + 3,65
N
t = 1,355, ns t =0,6553, ns t = 2,1, ns
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DISCUSION

Durante las 3 primeras semanas de vida ocurre una madura-
cidén morfoldgica del complejo vomeronasal representada por los

cambios que afectan:

ambos epitelios del drgano
glindulas del complejo

-
cartilago vomeronasal

En relacidn al desarrollo de ambos epitelios, la microsco
pia Sptica sb6lo permite diferenciar los estadios en base a la
estratificacidn de las distintas capas celulares, el espesor
de los epitelios y, en el epitelio seudoestratificado, las va
riaciones entre los dos tipos celulares,

En nuestro material, la comunicacidn del drgano con la fo
sa nasal estd presente ya en el feto a los 16 dias de gesta-
cién, Addison y Rademaker (1927) la encontraron en el recién
nacido, pero en el hamster aparece reci&n a los dos dias de e
dad. Estas diferencias interespecificas podrian indicar tam-
bién diferencias en el comienzo de la sensibilidad vomeronasal.

Las medidas de longitud del &6rgano y el espesor del neuro-
epitelio son similares a las previamente obtenidas por Addison
y Rademaker (1927), A los efectos de adquirir una informacidn
mds detallada de las modificaciones sufridas por ambos epite-

lios del &rgano, se recurrid a la microscopia electrdnica de




-73-

*. transmisidn, La eleccidn de la porcidn media del neurocepitelio
y del epitelio seudoestratificado para efectuar las comparacio
nes entre los periodos es adecuada, ya que en las areas de
transicidn o sulei se originan las c@lulas de reemplazo que
luego migrarian a la parte central (Barber y Raisman, 1978 a,b;
Graziadei y Monti-Graziadei, 1978)., Se encontrd que la disposi-
cidn de las microvellosidades de las células receptoras y sus-
tentaculares muestra variaciones regionales. En la parte media
del neuroepitelio, las microvellosidades de las c&lulas recep-
toras cubren prdcticamente las de las sustentaculares, mientras
que en las regiones mas periféricas (sulci), como la densidad
de receptoras es menor, existe una capa menos densa de microve-
llosidades, En estas regiones las microvellosidades de las cé&-
. lulas sustentaculares no estian tapadas por las de las recepto-
ras (Naguro y Breipohl, 1982),

El estudio ultraestructural de nuestro material a los
21 dias de edad mostrd que la densidad de microvellosidades
disminuia desde el centro del neuroepitelio hacia las regiones
de los sulci, donde &stas eran notablemente mids escasas. Se en
contrd allil una formacidn parecida a un cilio, aunque sin cuer
po basal. Se ha postulado que los cilios podrian ser indicio
de células recién formadas, por eso los resultados obtenidos
surgen de la comparacidn entre las dreas centrales del neuroe-

pitelio de los distintos periodos.,

El neuroepitelio y el epitelio seudoestratificado sufren
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un proceso de maduracidn desde los Gltimos dias de gestacidn
hasta el destete. Ambos muestran diferentes velocidades de de-
sarrollo hasta alcanzar la forma madura, El proceso de madura-
cidn postnatal del Grgano en la rata es similar al observado
en el hamster, s3lo que en este Gltimo progresa mucho mads ri-
pido, alcanzindose caracteristicas similares a las del adulto
a los 10 dias de edad (Taniguchi, Taniguchi y Mochizuki, 1982b),
El epitelio seudoestratificado de la rata presentd caracte
risticas similares a las del adulto a los 12 dias de edad, ya
que a los 21 dias s8lo se producen pliegues en el borde epi-
telial, Su diferenciacidén se evidencia por una transicidn de
no ciliado a ciliado, La ciliogénesis seria un proceso evoluti
vo postnatal, como fuera postulado para el hamster, En los fe-
tos observados, el epitelio seudoestratificado tampoco presen-
ta cilios., Sin embargo, otros autores creen que tanto en la ra
ta como en el ratén la ciliogénesis disminuye, dado que obser-
varon reduccidn en el ndmero y la longitud de los cilios duran
te el desarrollo pre y postnatal (Naguro y Breipohl, 1982),
Nuestras observaciones no permiten concluir si las diferentes
caracteristicas celulares corresponden a tipos celulares dis-
tintos (Loo y Kanagasuntheram, 1972; Ciges y col., 19773 Vacca
rezza, Sepich y Tramezzani, 1981), o a diferentes fases funcio
nales de un mismo tipo (Breipohl, Bhatnagar y Mendoza, 1979;
Naguro y Breipohl, 1982), Este segundo grupo postula que las

células claras son células j6venes y que a lo largo del tiempo
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se produce la transicidén al tipo oscuro. Esta hipdtesis no pue-
de explicar por qué al nacimiento el epitelio estd formado s&-
lo por c@lulas con las caracteristicas de las c&lulas oscuras,
Estas c&lulas oscuras carecen de cilios durante la gestacidn

y hasta los 5 dias de edad, presentidndolos a los 12 y 21 dias,
Se ha encontrado en ejemplares de 12 dias de edad fagocitos en
relacidn con algunas c@lulas oscuras. La cuestidn del "turnover"
y el origen celular en este epitelio podria determinarse me-
diante el uso de t&cnicas morfoldgicas de incorporacidn de ami
nodcidos marcados.

El desarrollo del neuroepitelio acompatfia el desarrollo del
bulbo olfatorio accesorio, el cual alcanza el 81% de su volu-
men alrededor de la 3°semana de vida., Esta maduracidn pre y
postnatal produce modificaciones en la parte apical del neuro
epitelio (Fig. 12 A,B). Las mas conspicuas son:

. Desaparicidn de estructuras celulares como cilios y pro-
yecciones celulares,

. Aumento en el nimero de microvellosidades,

. Migracidén de centriolos y precursores ciliares a regio-

nes mids lejanas al lumen,

J.os cilios y las proyecciones de las células sustentacula-
res son formaciones temporarias. Los primeros son mas abundan-
tes y persisten mids tiempo en las c&lulas sustentaculares que

en las receptoras. Kraitzing (l1Y71b) los encontrd en las cé@&lu-
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las sustentaculares hasta los 7 dias de edad, pero sus observa
ciones fueron realizadas en periodos distintos de los aqul es-
tudiados y en la regidn donde el neurocepitelio se ubica ventral
mente al seudoestratificado. En c&lulas receptoras de embriones
se encontraron cilios (Breipohl, 1979), Estos cilios no son tan
frecuentes como los de las células sustentaculares. Se ha suge-
rido que probablemente los cilios indicarian c&lulas recién for
madas y, dado que son raros, esto concuerda con el lento recam-
bio celular en el neuroepitelio.

En fetos y recién nacidos se observaron cilios en c@lulas,
sustentaculares prdoximas a los sulci, También en estas células
y en esta regidén se vio una imagen similar a un cilio sin cue-
po basal en un ejemplar de 21 dias, Las cé&lulas del neuroepite-
lio vomeronasal y las cé&lulas olfatorias tienen un origen co-
mdn en la placoda olfatoria. Este origen embriolégico podria
explicar la existencia de cilios en algunas c@lulas receptoras.
El neuroepitelio pierde la capacidad de ciliogénesis durante
la maduracidén, determinando que las células adultas presenten
las caracteristicas de ciliogénesis incompleta descriptas ante
riormente (Kolnberger y Altner, 1971),.

Balboni y Vanelli (1982) emitieron la hipdtesis que las
proyecciones de las c&lulas sustentaculares podrian ejercer
una accidén modulatoria sobre las células receptoras. Sin embar
go, el significado de estas proyecciones es aln oscuro.

A la tercera semana de vida, el neuroepitelio y el bulbo
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accesorio muestran una imagen estructural muy similar a los a-
dultos, lo cual podria relacionarse con fendmenos fisioldgicos
que ocurren posteriormente al destete, Sin embargo, Teicher,
Shaywitz y Lumia  (1984) correlacionaron fendmenos de conducta
con funcidn vomeronasal a los 10 dias de edad, un periodo en
el cual la porcidn apical del neuroepitelio no estd madura, Si
milarmente, en el epitelio olfatorio se encontrd que las cé&lu-
las receptoras olfatorias de la rata responden a soluciones o-
lorosas antes de completar su desarrollo, pero la selectividad
en la respuesta ocurre sdlo cuando las cé&lulas alcanzan su ma-
durez morfoldgica (que para este epitelio es justo antes del
nacimiento) (Gesteland, Yancey y Farbman, 1982),

Los resultados obtenidos muestran que el incremento en el
nimero de microvellosidades y, en consecuencia, de la superfi-
cie receptora apical, ocurre entre 12 y 21 dias de edad, perio
do en el cual se encontrd crecimiento en el tamano y contenido
de organelas de las células receptoras (Dodson y Bannister,
1980). Si las microvellosidades estan relacionadas con la re-
cepcidn de las moléculas olorosas, el aumento en el ndmero y

la diferenciacidn de las mismas podria modificar la sensibili-

dad en forma cuali-cuantitativa,

Las glidndulas del complejo vomeronasal, que se ubican en
la proximidad del vaso sanguineo relacionado con el epitelio

seudoestratificado, se encuentran en los ejemplares de 5 dias
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de edad, pero no en los estadios previos estudiados, y adquie-
ren un desarrollo notorio a los 8 dias de edad, Sin embargo,
Taniguchi, Taniguchi & Mochizuki (1982b) encontraron dcinos en
las gliandulas de - Jacobson en hamsters a partir de los 14 dias
de gestacidn., Los acinos glandulares ubicados entre el septum
y el epitelio respiratorio, ausentes en el feto de 16 dias de
gestacidn y presentes al nacimiento, sufren gran desarrollo en
tre 0-2 dias de edad. Este hecho estd, probablemente, relacio-
nado con el comienzo de la funcionalidad de las vias respirato
rias,

Kratzing (1971b), en un estudio del desarrollo postnatal
del neuroepitelio, da cuenta que las glandulas del complejo es
tin ausentes en buena parte del drgano, pero las encuentra ha-
cia el extremo caudal del mismo, en la misma ubicacidn en que
se encontraron en nuestros ejemplares, Sin embargo, no mencio-

na si existe una secuencia en la apariciédn,

A los 5 dias de edad comienz# el proceso de osificacidn
del cartilago vomeronasal. A los 21 dias est3d totalmente osi-
ficado. En el hamster, este proceso de osificacidn es mas rapi

do, completdndose a los 10 dias (Taniguchi, Taniguchi y Mochi-

zuki, 1982b).

Los resultados obtenidos sugirieron que en el modelo utili

zado la remocidn del &drgano vomeronasal no afectd los pesos al
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destete, ni la edad de apertura vaginal y aparicidn del primer
estro,

Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Lomas
y Keverne (1982) .en ratones quienes encontraron que dicha remo
cidn producia dos tipos de efectos:

. a corto plazo, impedia el aumento del peso uterino que
se produce por exposicidn a lechos usados por machos,

. a largo plazo, retrasaba la aparicidn del primer estro,

La discrepancia entre resultados podria explicarse a tra-
vés de diferencias de especies. Se sabe que la biologia repro-
ductiva del ratdn hembra esti fuertemente influenciada por
las feromonas tanto en el adulto como en el prepiber, En la
rata, los efectos estimulatorios de los machos sobre la fun-
cidn reproductiva de las hembras son de menor magnitud y mis
limitadas., De hecho, el efecto Bruce no se produce en esta es
pecie,

Los resultados obtenidos en nuestros experimentos también di-
fieren de los obtenidos por Sdnchez Criado (1982) quien obser-
v un retraso en la apertura vaginal y aparicidn del primer es
tro en hembras de rata con desaferentacion vomeronasal desde
los 21 dias de edad, Estas habian sido criadas a partir de esa
fecha en presencia de estimulos provenientes de machos, que
producen en animales intactos y con operacifén simulada un ade-

lanto de la apertura vaginal y del primer estro. Sin embargo,
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dos consideraciones pueden hacerse a estos experimentos:

. Aunque la lesidn electrolitica de los nervios vomeronasa-
les en su ruta intracranial no produzca dano en el bulbo olfa-
torio principal ni en la irrigacién del 4rea, las fibras afe-
rentes del nervio terminal y del &rgano de Masera viajan junto
con los nervios vomeronasales después de atravesar la placa
cribosa del etmoides (Bdjsen-Moller, 1975), Por eso el corte
de los nervios vomeronasales puede dafiar tambi&n otros siste-
mas neurales sensoriales,

Para interyretar los resultados de estos experimentos en
los que los estimulos exteroceptivos utilizados consistian en
colocar jaulas con machos adultos sobre las cajas de las hem-
bras (de modo que las hembras pudieran oler pero no tener con-
tacto fisico con los machos), es necesario tener en cuenta
los experimentos realizados por Johns y col, (1978) quienes
mostraron que en ratas anovulatorias por iluminacidn continua
la ovulacidn se producia sélo cuando &stas tenian contacto di
recto con la fuente del estimulo. Wysocki (1980), en el coba-
yo, mostrd que si existila contacto directo entre la nariz y
la orina marcada con una sustancia fluorescente, la fluores-
cencia aparecia en el drgano vomeronasal: los efectos media-
dos por via vomeronasal parecen requerir contacto directo con
las sustancias estimulantes que por su baja volatilidad no

pueden alcanzar el epitelio olfatorio y solo llegarian al 5r-

gano vomeronasal,
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La informacién obtenida en los estudios morfoldgicos sugi-
rié que la funcidén vomeronasal podia ser mejor estudiada en un
estadio en el cual los receptores presentaran caracteristicas
de madurez, es decir, posteriormente al destete, Esto no exclu-
ye capacidad de recepcidn en estadios inmaduros (Pedersen y col.,
1983; Teicher, Shaywitz y Lumia, 1984), La té&cnica de lesidn
vomeronasal no afecta la nutricidn y, por ende, el peso corporal
que es uno de los factores que influyen sobre la apertura vagi-
nal en otros roedores, como los ratones (Monteiro y Falconer,
1966)., Sin embargo, el 6rgano vomeronasal posee componentes de
los nervios terminal y trigeminal; su remocidn afecta algo mis
que la informacidn aferente al bulbo olfatorio accesorio,

Estudios realizados en los peces proporcionaron bases para
pensar que la mediacidn de respuestas a las feromonas sexuales
podria realizarse por el sistema del nervio terminal m3s que

por el olfatorio. En Carassius auratus,el tracto olfatorio me

dial, que es el haz de fibras que contiene los axones del ner
vio terminal, debe estar intacto para la activacién quimiosen
sorial del cortejo del macho. Las fibras de este nervio termi
nan en los nlcleos supracomisurales, cuyas lesiones alteran
dristicamente este cortejo (citados por Demski y Northcutt,
1983).,

Se encontrd inmunorreactividad similar a LH-RH en cé&lulas
y fibras del nervio terminal de cerebros fetales y adultos de

cobayo (Schwanzel-Fukuda y Silverman, 1980). Estos autores
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observaron neuronas y axones LH-RH positivos en la mucosa nasal
mezclados con fibras de los nervios olfatorios en ganglios a lo
largo de la superficie ventromedial del bulbo olfatorio y telen
céfalo y en grupos relacionados con ramas de la arteria cerebral
anterior en la regidn de los nicleos septales y tubérculo olfa-
torio, No se detectd inmunorreactividad semejante a LH-RH en el
bulbo olfatorio principal y accesorio o en los tractos olfato-
rios lateral o medial, Por lo tanto el sistema del nervio ter-
minal que contiene LH-RH estaria separado de los complejos vo-
meronasal y olfatorio., Dado que este nervio se encuentra en la
mucosa nasal y en regiones del telencé&falo involucradas en 1la
recepcidn y coordinacidén de estimulos que provocan cambios hor-
monales y comportamentales relacionados con funciones reproduc-
tivas, el posible rol de esta estructura en ciertos aspectos de
la reproduccidn debe ser tenido en cuenta. Hasta tanto la con-
tribucidn del sistema del nervio terminal a la quimiorrecep-
cién no esté aclarada, los resultados de las técnicas de desa-
ferentacifén, remocidn, destruccidn del bulbo olfatorio acceso-
rio y principal deben ser interpretados con prudencia,.
Concluyendo, los resultados aqul obtenidos aconsejaron la
eleccidén de otro modelo experimental para el estudio de las
influencias de los estimulos quimicos sobre la regulacidn neu-
roendécrina de la reproduccidn, como se verd en los capitulos

IT y III,
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INTRODUCCION

Papila y conducto nasopalatino

La relacidn entre el conducto nasopalatino, o canalis inci-
sivus, y el drgano vomeronasal se conoce desde el siglo pasado
y ha sido explicada en el capitulo previo. En 1927, Kolmer vol-
vié a llamar la atencidn sobre este conducto, describiendo sus
caracteristicas histolégicas en carnivoros y roedores,

En los roedores el gran desarrollo de los incisivos superio
res determina el crecimiento del paladar primario rostral a los
conductos, Se modifica asi la relacidn entre el drgano y dichos
conductos; éstos se abren en la fosa nasal en la regidn corres-
pondiente al segmento medio posterior del complejo vomeronasal,
Worhmann-Repenning (1980, 1981) mostrd la existencia de una co-
municacidén indirecta entre el drgano y la cavidad oral a través
del sistema conducto nasopalatino-recesos paraseptales ventrales
de las fosas nasales y describid la morfologia de la papila pa-
latina en ratas adultas.

En algunos primates prosimios (como Nycticebus coucang) la

papila palatina estid bien desarrollada con sulci a ambos lados.
El drgano vomeronasal desemboca en el conducto nasopalatino y
é€stos en la parte aboral de los sulci, En primates platirrinos,

como Cebuela pygmae y Callithrix jacchus, el Srgano se abre en

el ducto nasopalatino que, a su vez, desemboca en un sulcus de

la papila palatina,
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Receptores gustativos en el paladar duro

La primera descripcidn sobre la presencia de corplsculos
gustativos en el conducto nasopalatino de la rata se debe a Kol
mer (1927), Los ubicd a lo largo de todo el conducto, pero cre-
y0 que este hallazgo era excepcional, ya que le fue imposible
encontrarlos en otras especies, como lirdn, conejo, ratén y pe-
rros jovenes, Posteriormente, Kaplick (1953) proporciond una des
cripcidn detallada sobre la morfologia de los receptores gustati
vos palatinos en algunos mamiferos, En la rata,los ubicd en los
conductos nasopalatinos, en una franja gustativa ubicada en el
limite entre el paladar duro y el blando, y en el paladar blando,
Otras descripciones sobre la presencia de corplisculos gustativos
en la papila palatina y el conducto se debieron a Worhmann-Re-
penning (1980), quien les atribuyd funcidn probatoria gustativa
para sustancias que ingresan a los recesos paraseptales ventrales,
El estudio cuantitativo indicd la presencia de 66.3 ! 7.4 cor-
pisculos en los 2 conductos y en la ruga adyacente, con una sime-
tria en la distribucidn (Miller y Spangler, 1982),

En los primates, Hofer (1980) encon&rd receptores gustativos
solo en el epitelio lateral de la papila, orientados hacia los

sulci de ésta, raramente en la superficie ventrolateral y nunca

en la superficie palatal de la papila.

Inervacion

La inervacidn de los corplisculos gustativos palatinos de la
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rata ha sido estudiada mediante la denervacidn y la observacidn
de su degeneracidn, La seccidn unilateral de los nervios palati
nos en su curso a través del foramen nasopalatino resultd, des-
pués de 2 semanas, en la supervivencia de 2 + 2 corp@isculos en
un conducto y en el otro de 32.3 + 3,7, La seccidén bilateral de
estos nervios produjo la degeneracidn de la totalidad de 1los
corplisculos gustativos en los conductos, Los experimentos de
seccidn unilateral sugirieron una leve superposicidn de fibras
nerviosas (Miller, 1977), Estudios posteriores de transeccidn
bilateral del nervio petroso superficial mayor (divisidn del
VII par) a través del oido medio, distalmente a 2 mm del gan-
glio geniculado, resultaron en la supervivencia del 2,5% del
total de los corpdsculos de ambos conductos (Miller y Spangler,
1982), Con esta misma técnica degeneraron la totalidad de los
corpGsculos ubicados en la franja gustativa entre el paladar du
ro y el blando, y el 70% de los ubicados en el paladar blando,
En consecuencia, el 85% de los corplsculos palatinos .estarian
inervados por el nervio petroso superficial mayor. Si la le-
sion de este nervio se realizaba entre el canal de Eustaquio y
la placa pterigoidea medial, desaparecian s8lo aproximadamente
el 60Z de los corpldsculos del paladar blando, La seccidn bila-
teral del glosofaringeo a través del foramen lacerado poste-
rior produjo una pérdida del 207% de los corplisculos gustativos
del paladar blando, pero la seccidén conjunta del glosofaringeo

y facial produjo una pérdida de corplsculos similar a la que
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se obtuvo s6lo por seccién del VII par (Cleaton-Jones, 1976),.
Segin los autores del primer estudio, la discrepancia entre am-
bos experimentos se deberia a que la lesidn entre el canal de
Eustaquio y la placa pterigoidea medial no afectd fibras senso
riales del VII par que parten del ganglio geniculado con el pe
troso superficial mayor, pero que se desvian del nervio vidia-
no para alcanzar el paladar siguiendo un aporte vascular y auto
ndémico, La Fig. 14 resume estos resultados mostrando los sitios

de las lesiones y el curso probable de las fibras,

Ultraestructura

Los estudios ultraestructurales se han realizado exclusiva-
mente en los corplsculos gustativos de las papilas fungiformes,
circunvaladas, foliadas de varias especies de mamiferos, y de
humanos,

Los corpilisculos gustativos ubicados en las papilas fungi-
formes han sido los preferidos en estudios morfoldgicos y fisio
l6gicos, ya que estas papilas son facilmente disecables. Experi
mentos electrofisioldgicos mostraron que responden a los 4 sabo
res bisicos. La ultraestructura de estos corplisculos ha sido
estudiada en ratén (Hoffman, 1965), rata (Farbman, 1965a,b;
Farhmann, Hoffman y Schuchardt, 1965; Murray, Murray y Helle-
kant, 1972), hamster (Miller y Chaudry, 1976), monos y humanos
(Arvidson, Cottler-Fox y Friberg, 198la,b; Zahm y Munger, 1983

a,b), La clasificacidn morfoldgica de los distintos tipos celu
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lares se basa en la localizacidn, morfologia y relacidn con
los procesos neviosos,

En la rata y en el hamster pudieron distinguirse cé&lulas: tipo
I (oscuras), tipo II (claras), periféricas o perigemales y ba
sales., Murray (1971) distinguid ademds un tercer tipo celular
(tipo III),.

La funcidn gustativa que requeriria: a) accesibilidad al
estimulo, b) relacién intima con la fibra nerviosa ha sido a-
signada al tipo I (Farbman, 1965b) o al tipo III (Murray,
1971), aunque esta Gltima c&lula no pudo ser encontrada en re
lacién al poro. En cuanto a las caracteristicas del poro, tam
bién existen divergencias entre las distintas descripciones:
en la rata se ha descripto presencia de material amorfo denso
con vesiculas (Farbman, 1965b) o de una sustancia vacuolada
(Murray, 1971). En el hamster se describid la presencia ocasio
nal de un material heterogéneo con particulas electro-densas
y vesiculas,

La relacidén entre las cé&lulas y las fibras nerviosas pue-
de clasificarse:

a) Contacto simple aposicional

b) Relacidn tipo mesaxdn

¢) Con densidad postsindptica en la c&lula del corplisculo. Co
rresponderia a las "sinapsis eferentes" y requeriria, ade-
mds, la presencia de cisternas membranosas préximas a la

membrana celular.
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d) Sin densidad postsindptica y con vesiculas tanto en las cé-
lulas como en la fibra nerviosa.

e) Con especializacidédn de la membrana celular préxima a la fi-
bra nerviosa. En estos puntos existe acumulacidn de vesicu-
las tipo sindptico en la cé&lula. Seria la "sinapsis aferen-

te".

En los primates y humanos, la clasificacidén morfolégica de
las células dependeria de la técnica de fijacidn usada, En es-
tudios donde se utilizd fijacidn con osmio solamente, no se pu
do diferenciar entre distintos tipos celulares en base a for-
ma, densidad citoplasmatica, presencia de organelas o relacidn
a procesos nerviosos (por ejemplo, mono). Sin embargo, en el
caso de los humanos se observaron los distintos tipos de rela-
cidn célula-nervio. Por otra parte, en esta Gltima especie la
fijacidn con glutaraldehido-osmio permitid a otros autores cla
sificar 3 tipos celulares: tipo I (claras), tipo II (oscuras),
tipo III. Estas Gltimas eran muy escasas, no se sabe si llega-
rian al poro y vesiculas préximas a la fibra nerviosa indica-
rian que es la cé&lula transductora (Paran, Mattern y Henkin,
1975).

Durante el desarrollo de los corplisculos gustativos de las
papilas fungiformes de la rata, se pudieron distinguir 5 esta-
dios desde la formacidn de la papila hasta la diferenciacidn
de los distintos tipos celulares y formacidén del poro (Farbman,

1965a)., En el mono, Zahm y Munger (1983) encontraron, en esta-
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dios de gestacidn temprana, c&lulas que llamaron quimiosenso-
riales, con sinapsis aferentes, y que se diferenciarian mis

rapidamente que otras c&lulas con funcidn sustentacular.

La ultraestructura de los corplisculos gustativos de las
papilas foliadas del conejo ha sido estudiada usando seccio-
nes seriadas (Murray, 1967), donde se distinguieron 4 tipos
celulares ademdas de las cé&lulas perigemales: Tipo I (oscuras)
con granulos densos en su parte apical, que probablemente
sean los precursores de la sustancia densa que se encontrd en
la fosita del corplsculo y con microvellosidades. Tipo II
(claras), con citoplasma mas claro por una mayor dispersidn
de las organelas, en particular de las fibrillas, sin granu-
los densos apicales, con vesiculas y microvellosidades grue-
sas e irregulares en la base de la fosita gustativa, Tipo III,
que alcanzan la fosita en forma de clavo, con acilmulos de ve-
siculas "sindpticas'", serian las cé&lulas transductoras. Tipo
IV (basales), similares a las perigemales, no llegarian al po
ro. La relacidn de las células con las fibras nerviosas es
mesaxonal para las células tipo I, "sinapsis aferente' con
las tipo II1, aposicién con las tipo II. La ultraestructura
de las papilas foliadas en el hamster (Miller y Chaudry, 1976)
es similar a la observada en el ratdn; esta similitud alcanza
también a las papilas circunvaladas.

Los corplsculos gustativos de las papilas circunvaladas
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han sido investigados en varias especies (Gray y Watkins,

1965; Farbman, 1967; Murray y Murray, 1969; Uga, 1969), aunque
las c&lulas tipo III se han encontrado en una sola descripcidn,
se han descripto contactos especializados entre célula y fibra,

"tipo sinaptico",

Citoquimica e histoquimica

La sustancia densa de la fosita gustativa ha sido caracte-
rizada como un mucopolisacdrido neutro (Scalzi, 1967) o como
un material Pas positivo, basofilico y diastasa resistente
(Miller y Chaudry, 1976). Sin embargo, otros autores no pudie
ron obtener resultados similares. En los corplsculos gustati-
vos de las papilas fungiformes este material estaria ausente,
En estudios ultraestructurales, el poro y la fosita conten-
drian fosfatasa dcida (Scalzi, 1967) y las microvellosidades
serian ricas en ATPasa (Iwayama, 1968).

En ratones tratados con L-B-3,4-dihidroxifenilalanina o
5-hidroxitriptofano se encontrd con técnicas de fluorescencia
para monoaminas, reaccidn positiva en c@lulas elongadas y ahu
sadas que se extendian desde la lamina basal al poro,

En el conejo se demostrd fluorescencia en los corplsculos
de las papilas foliadas, aunque &sta era débil, Después de ad
ministrar serotonina, S5-hidroxitriptofano & 5,6 dihidroxitrip

tamina, aparecieron cé&lulas fluorescentes en los de las papi-
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las circunvaladas, pero no en los de las fungiformes., En el ca
so de las papilas foliadas, la cé@lula fluorescente era la Tipo
ITI (Nada e Hirata, 1977), siendo la fluorescencia de tipo ama
rillo con emisién mdxima a 520 uym, o sea, "similar a serotoni-
na'", Como esta caracteristica se encontrd en células que tie-
nen contactos especializados indicando polaridad célula-ner-
vio, esta monocamina seria un candidato como transmisor quimico
en el proceso gustativo,

Otras reacciones citoquimicas positivas encontradas fue-
ron: negro de Sudidn, acetilcolinesterasa, ATPasa y fosfatasa
dcida (en algunos tipos celulares y, mds frecuentemente, ha-
cia la parte apical),

La inmunocitoquimica, para sustancia P, mostrd que tanto
las papilas fungiformes como las circunvaladas de la lengua
recibian una rica inervacidén por fibras sustancia P-érgicas,
pero su localizacidn en relacidn a los corplsculos gustativos
era perigemal, La mayoria de estas fibras (en las circunvala-
das) provenia del nervio glosofaringeo, mientras que en las
fungiformes toda la sustancia P tenia origen en el ganglio
trigeminal, La activacidn de estas fibras por las células gus
tativas podria descartarse dado su ubicacidn perigemal, tampo
co tendrian un rol trdfico sobre los corpisculos, Hasta el mo

mento, su relacidn con los corplsculos no es clara (Nagy y

col., 1982).
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Renovacidn de las células en el corplisculo., Degeneracidn y re-

generacidn de los corpiisculos

Estudios realizados con inyecciones de timidina tritiada
permitieron determinar el origen de las c&lulas del corpiscu-
lo, asi como su vida media. Las c@&lulas epiteliales que pene-
traban al corplisculo eran sdlo aquellas que estan inmediata-
mente adyacentes a 8l y moviéndose lentamente hacia el cen-
tro; la velocidad de entrada fue de 1 cé&lula cada 10 horas vy
su vida media, aproximadamente 250 + 50 horas (Beidler y
Smallman, 1965),

En la denervacidn de los corplsculos gustativos de los ma
miferos se produjo degeneracidn de sus c&lulas, extrusidn de
ellas a través del poro (Olmsted, 1921) y descamacidn del cor
pisculo degenerado de la superficie epitelial (Guth, 1971).
La desaparicidén no ocurrid antes de las 24 horas del trata-
miento, Despué&s de la regeneracién de los nervios, los corpls
culos reaparecieron (Guth, 1971), Se ha encontrado también
que un nervio no gustativo podria inducir a la formacidn de
corpisculos gustativos si sus axones se dirigen al tejido a-

propiado (Zalewski, 1981),

Desarrollo postnatal de la funcidn gustativa en la rata

En la rata, los corplisculos gustativos de la lengua co-

mienzan a formarse a los 20 dias de gestacidn. Durante la
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primera semana postnatal se produce la diferenciacidn de las
células en los tipos: perigemales, basales y tipo I. La confi
guracidn caracteristica del adulto se adquiere a los 12 dias
de edad con la aparicién del poro y de las cé&lulas tipo II
(Farbman, 1965a). Sin embargo, utilizando el poro como indice
de maduracidén, se vio que 1 dia despu&s del nacimiento, el 2%
de los corpiisculos de las papilas fungiformes lo poseian, a
los 12 dias estaria presente en el 70% (Mistretta, 1972), En
muchos sistemas sensoriales, la funcidn precede a la madura-
cidn estructural (Gottlieb, 1971), Hill y Almli (1980) regis-
traron la actividad elé&ctrica de la cuerda del timpano (que
inerva los corplisculos gustativos de las papilas fungiformes
y los de la parte anterior de las foliadas) en respuesta a
estimulos quimicos (NaCl, LiCl, NH C1, dcido citrico y sacarpg
sa) aplicados a la superficie de la lengua. Encontraron que
en ratas de 2 y 3 dias de edad este nervio respondia a cada u
no de los estimulos quimicos aplicados., La respuesta era dife
rente (en modo y/o intensidad) para los distintos estimulos.
Este mismo nervio respondia a la estimulacién mecdnica y té&r-
mica de la lengua, que no se modificaba sustancialmente duran
te el desarrollo., Desde los 10 hasta los 40 dias en adelante
se produjo un cambio en la respuesta electrofisioldgica a los
distintos estimulos:

en ratas antes del destete, CINH, era un estimulo mas e-

4

fectivo que el NaCl o de Li, pero este comportamiento se
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invirtid en animales de 20-30 dias.

la respuesta a los dcidos y a la sacarosa disminuyd duran-
te el desarrollo. (Ferrell, Mistretta y Bradley, 1981),

Cuando se mididé la ingesta y otros pardmetros (Hall y Bryan,
1981), como locomocién, movimientos bucales, raspadas de men-
tén o pisoteos, se encontrd que desde los 3 dias de edad las
crias podian discriminar sacarosa de agua, prefiriendo la sa-
carosa a partir de los 6 dias.

La ingesta de quinina disminuyd en comparacién a la de agua a
los 12 y 15 dias de edad, pero los pardmetros de comportamien-
to sugirieron sensibilidad a partir de los 9 dias, Las reaccio
nes de aversidn caracteristicas del adulto no aparecieron antes
de los 12 dias de edad. En crias de 15 dias, la preferencia por
sacarosa y la aversidn a la quinina fue clara, Estas variacio-
nes se produjeron en un periodo de la lactancia donde la suc-
cidn se modifica (Blass, Hall y Teicher, 1979) y probablemen-
te estén relacionadas con el destete fisioldgico.

En otra especie investigada, la oveja, se encontraron cam
bios similares que ocurren pre y postnatalmente en respuesta

a los mismos estimulos utilizados en la rata,

Significado funcional del sistema Papila palatina - conducto

nasopalatino - corplisculos gustativos

Los conductos nasopalatinos serian la via directa de acce-

so de estimulos olorosos al drgano vomeronasal en las especies



en las que el drgano se abre en dichos conductos. La llegada de
los estimulos al drgano se produciria por la inhalacidén a tra-
vés de los conductos, ayudada por la expansidn-contraccidn del
tejido er&ctil vomeronasal (Estes, 1972), El acceso de los es-
timulos podria controlarse regulando la abertura oral de los
conductos nasopalatinos, por ejemplo, a través de la presidn e-
jercida por la lengua sobre la papila palatina podria estrechar
se o cerrarse esta desembocadura oral (Negus, 1958; Schilling,
1970).

En los roedores y lagomorfos, el 6rgano no estia relacionado
directamente con el conducto. Sin embargo, la comunicacidn in-
directa drgano-conducto a través de los recesos paraseptales y
un mecanismo de bomba vascular vomeronasal con control neural
(Meredith y col, 1980, 1982), actuando conjuntamente podrian
permitir el ingreso de mol&culas olorosas al drgano a través
del conducto nasopalatino, Estas mol&culas llegarian al drgano
vomeronasal y al drgano de Masera probablemente por ingestidn o
lamido de los estimulos (Wysocki, Wellington y Beauchamp, 1980),
Los corpisculos gustativos ubicados en el conducto nasopalatino
podrian tener la funcidn de probar las sustancias que ingresan
al mismo (Kolmer, 1927; Hofer, 198U; Worhmann-Repenning, 1980)
y también funcidn gustativa complementaria de la realizada por

los linguales (Miller, 1977),



MATERIALES Y METODOS

Animales

Las caracteristicas de los animales utilizados fueron des-

criptas en la seccidn Materiales y Métodos del capitulo 1.

Microscopia Optica y Electrdnica de Transmisidn

Para microscopla Optica se utilizaron papilas palatinas de
crias de ratas, de ambos sexos, de 0(n=4), 1l(n=2), 3(n=3),
5(n=2), 8(n=3), 21 dias (n=5) y adulto (n=3), y papilas de hem-
bras de 2, 10, 13 y 16 dias de edad,

Este material se disecd desde la base de los incisivos hasta la
segunda ruga palatina, La fijacidén se realizd en Bouin, deshi-
dratd con concentraciones crecientes de alcohol y xilol e in-
cluyd en parafina. Los cortes seriados de 5 a 7 um, coronales
en su mayoria y sagitales en algunos ejemplares, se tifieron con
hematoxilina de Harris-Eosina, Las fotografias se tomaron en un
microscopio Zeiss RS III y las mediciones se realizaron con un
ocular graduado.

En base a los resultados de la microscopia Optica se eligie
ron los periodos 3(n=2), 8(n=2), 21(n=4) y adulto (n=5) de am-
bos sexos para microscopia electrdnica, En cada ejemplar se ob-
servaron varios corplisculos de cada uno de los conductos naso-
palatinos. Como la fijacidn por inmersidén en glutaraldehido al

4% en buffer de Millonig no permitid buena preservacidn del



-98-

material, se siguid el siguiente procedimiento:

1, Anestesia con Nembutal (40 mg/kg peso, i.p.) en los ejempla-
res de 8, 21 dias y adultos, Los animales de 3 dias de edad se
anestesiaron por hipotermia,

2, Perfusidn intracardiaca, con solucidn salina hasta observar
la salida de liquido transparente por la auricula derecha (apro
ximadamente 50 ml de SN fisioldgica en el adulto y 21 dias, 10
ml para 8 y 3 dias).

Luego perfusidén con solucidn de 2% Paraformaldehido: 2% Gluta-
raldehido en buffer cacodilato 0,075M pH 7,2, con 2mM CaClz.

En el adulto se utilizd la misma solucidn fijadora pero en
buffer cacodilato 0.1M, La molaridad del buffer se disminuy?d
para las crias porque cuando se usd 0,13M & 0,1M, se observaron
alteraciones en el material (en particular en mitocondrias y es-
Pacios intercelulares),

3. Extraccidn de la pieza del animal perfundido y postfijacidn
en glutaraldehido al 4% en el mismo buffer hasta completar las
2 horas, Después de esta fijacidén la papila palatina se seccio-
nd sagitalmente, de modo de obtener cada conducto nasopalatino
de 1 ejemplar por separado en 1 taco.

4, Lavados en buffer, Postfijacién en Tetréxido de osmio al 2%
en el mismo buffer y uranilo 2% en agua, Posteriormente, el ma-
terial se deshidratd con concentraciones crecientes de alcoho-
les y 8xido de propilene, para su inclusidn en Epon 812,

Fue necesario realizar en cada taco cortes semifinos seriados a
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fin de localizar los corplisculos; luego se redujo el tamano de
la pieza para realizar el corte fino.

El material se cortd en un micrdtomo LKB Ultrotome III1 y las
secciones se montaron en grillas de 100, 200 mesh, o de un solo
orificio con membranas de Formvar, La tincidn se efectud con

reactivo de Reynolds y uranilo al 5% 6 con el primero solamente,

El material se observéd en un microscopio Jeol 100C,

Microscopia Electrdnica de Barrido

Se utilizaron 5 & mas ratas de ambos sexos en cada periodo.
Estos fueron O, 1, 3, 5, 12, 21 dias y adultos de 3 meses de e-
dad, El material se disecd después de decapitar a los animales de
forma similar a como se procedid para microscopia dptica, La fi-
jacién se realizdé en glutaraldehido al 4% en buffer de Millonig
(pH 7.3, 0,13M, 0.075M) previo lavado con solucidn fisioldgica,
Luego de varios lavados con agua, el material se deshidratd con
concentraciones crecientes de acetona, secd por punto critico y
metalizd con una capa de 200 ; de oro-paladio. Tanto la superfi-
cie oral y la nasal (en contacto con el paladar duro) se monta-

ron en tacos adecuados y observaron en un microscopio Jeol JSM

u-3.

Técnica de lesién del conducto nasopalatino

Se tratd de obtener una obturacidén eficaz y permanente del

conducto nasopalatino para estudiar el rol de esta estructura
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y de los corplisculos gustativos presentes en ella, en la alimen
tacidén, pasaje de feromonas u otros compuestos de la cavidad na
sal a oral o viceversa,

Los experimentos se realizaron con crias de 5-6 dias, de 12 a 13
gr. de peso corporal y de madres no primiparas.

Las crias se anestesiaron por hipotermia, colocdndolas en un re-
cipiente de telgopor con hielo picado, Se aseguraron a una tabla
de diseccidn por medio de cintas adhesivas; la mandibula y la
maxila se separaron atidndolas con un cordel a la tabla. Los con-
ductos nasopalatinos pudieron observarse bajo una lupa de disec-
cidn,

Se probaron varias sustancias como: Hystoacryl (Gador), silico-
nas, celoidina al 2%, 5% en éter, cianocrilatos y cemento dental,
En todos los casos la pelicula formada por estas sustancias habia
desaparecido al dia siguiente, probablemente debido a la humedad
propia de la cavidad bucal, la descamacidén del epitelio oral y
los movimientos efectuados durante la succidn.

Posteriormente se probd con un electrodo de tungsteno cons-
truido al efecto, introduci@ndolo en los conductos y aplicando
una corriente de 4mA durante 12 segundos que produce una lesidn
de dicho conducto., Los animales se colocaron bajo una lampara
para recuperarse y tomar temperatura normal antes de volverlos
a la jaula con la madre. Las crias lesionadas se recuperaron ra-
pidamente y no mostraron trastornos durante la lactancia, La mor

talidad fue muy baja, alrededor del 5%, A los 15 dias de edad se
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realizd la autopsia y el examen en fresco del drea lesionada
observandose el aplanamiento de la papila, La abertura oral de
los conductos no era visible,

A los 21 dias de edad, los animales lesionados y controles se
pesaron en una balanza Sartorius con sensibilidad de 0.5 gr y se
procesaron para microscopia electrénica de barrido, Otros ejem-
plares se siguieron para determinar la fecha de aparicidn de 1la
apertura vaginal y se pesaron ese dia.

La obturacidn del conducto nasopalatino, producida de acuerdo a
la técnica descripta persiste a lo largo de toda la vida, En
cambio no hemos tenido &xito para obtener una obturacidn del con
ducto cuando la lesidn electrolitica se realizd en animales adul
tos. Es posible en los animales adultos canular directamente los

ductos con una fina cidnula de polietileno (PLRivero, PE-50), y

obturarlos formando un botdn que ocluye su abertura oral.
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RESULTADOS

L, Conducto Nasopalatino. Papila palatina

La papila palatina es una prominencia ventral triangular
ubicada en el paladar duro inmediatamente rostral a la prime
ra ruga del paladar, A ambos lados se abren los orificios o-
rales de los conductos nasopalatinos.,

El conducto nasopalatino conecta la cavidad oral con 1la
nasal penetrando el paladar duro a través de los foridmenes
nasopalatinos,

No se encontraron diferencias sexuales en cuanto a las
caracteristicas morfoldgicas de la papila y del conducto en

ninguno de los estadios.

Microscopia Optica

16 dias de gestacidn

En el feto de 16 dias de gestacidén, la papila palatina
es una formacidén aplanada (en seccifdn coronal) que forma la
pared medial de ambos conductos nasopalatinos, es decir, la
préxima al tabique nasal (Fig. 3B), Estd constituida por un
epitelio estratificado de tipo escamoso y un conectivo sub-
yacente donde se observan algunos vasos sanguineos. El epi-
telio no muestra pliegues de su capa germinativa basal. El

epitelio que recubre la pared medial del conducto nasopala-
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tino es similar al de la superficie oral de la papila (Fig.
3B). No se encuentran corpisculos gustativos en ninguna de
las dos regiones epiteliales, F1 ancho mdximo de la papila pa
latina es de aproximadamente 330 um; la longitud del conducto
es de 220 uym, La pared lateral de este (ltimo estid tapizada
por un epitelio del mismo tipo que la medial y no presenta
ningdn tipo de especializaciones, como los que se verian en
los periodos siguientes, El conducto nasopalatino es permea-
ble ya en la vida fetal, es decir, que existe conexidén entre
la cavidad oral y la fosa nasal atravesando los fordmenes na
sopalatinos ubicados en el paladar duro. No se encuentra car

tilago en la parte central de la papila palatina,

Postnatal 0 (recié&n nacido)

Las caracteristicas histoldgicas de la papila palatina
son similares a las que se observan en el feto de 16 dias de
gestacidn, pero el epitelio muestra algunas indentaciones
suaves hacia la lamina propia (Fig, 15A). En la parte central
de la ldmina propia, encontramos una porcidn central elonga-
da de cartilago hialino, Las indentaciones se observan en el
epitelio de la superficie oral de la papila palatina, pero
no en el de la pared medial del conducto., El ancho maximo de
la papila es de aproximadamente 589 um y la longitud del con
ducto nasopalatino es de aproximadamente 483 um,

Podemos observar una diferenciacidn digitiforme de la pa
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red lateral del conducto nasopalatino, en su extremo oral, que
llamaremos lengueta (Fig. 15A). No se encuentran corplsculos

gustativos (Fig, 15A).

Postnatal 1

Es similar al estadio previo, pero la porcidn de cartila-
go hialino se ha modificado tomando forma claviforme, con el
extremo ensanchado hacia la cavidad oral. El pericondrio la
rodea. El diidmetro maximo de la papila es de 607 um, aproxi-
madamente, y la longitud del conducto , de 552 um, Existi
rian diferencias entre el espesor del epitelio oral de la pa
pila palatina (2,97 pum), conducto nasopalatino pared medial
(3.8 um) y conducto nasopalatino pared lateral en la zona de
la desembocadura oral del conducto (2.30 um). En la lamina
propia pueden observarse haces de fibras nerviosas. No se en

cuentran corplsculos gustativos,

Postnatal 2

Histoldgicamente, no existen diferencias entre este pe-
riodo y el previo, pero el epitelio oral de la papila comien
za a mostrar indentaciones hacia la lamina propia de su capa
basal (rete pegs) (Fig. 15B). E1l didmetro m3ximo de la papi-
la es de aproximadamente 648 um, No se encuentran corpliscu-
los gustativos., Se diferencia la lengueta separidndose del
resto del epitelio oral por medio de un surco profundo. La
longitud del conducto nasopalatino seria de aproximadamente

600 um,
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Postnatal 3

El diametro madaximo de la papila palatina es de 641 um
aproximadamente v la longitud del conducto, de 621 uym, Co-
mienza a observarse que la zona central oral de la papila
palatina se hace prominente. Aparecen corpiisculos gustativos
en la papila palatina préximo al Angulo que forman la pared
medial del conducto y la superficie oral de la papila (Fig.

19B).

Postnatal 5-8

(Fig, 15C-D). Se incrementan las indentaciones del epitelio
estratificado hacia la lamina propia en la superficie oral
de la papila palatina (rete pegs). Es posible observar en
alguna de ellas, c&lulas en mitosis. E1 epitelio del conduc-
to nasopalatino no muestra rete pegs, El didmetro maximo de
la papila es de aproximadamente 760 um a los 5 dias (Fig.,

15C).

Se observan corpilisculos gustativos en la desembocadura vy

en las porciones mds orales de los conductos (Fig. 19C).

Postnatal 10-13-16-21

El didmetro mdximo de la papila palatina es de 761 um

(10 dias, Fig. 15E), 826 um (13 dfas); 935 um (16 y 21 dias),
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El conducto nasopalatino que tiene una longitud de 660 um a
los 10 dias (Fig. 15E), alcanza aproximadamente 956 um al des-
tete (Fig. 15F). El epitelio oral de la papila palatina presen
ta numerosos rete pegs. La queratinizacidén es bien evidente,
tanto en la pared oral de la papila como en la pared medial vy
lateral del conducto nasopalatino. La lengleta estid bien dife
renciada y encontramos corpiisculos tanto en la abertura como

en el interior del conducto.

Adul to .

La papila posee un didmetro mdximo de 1,24 mm, es bien
prominente en la parte media de su superficie oral (Fig., 16).
La matriz del cartilago se tifne intensamente con la eosina,.
Aparecen cuerpos de tejido adiposo que no se encontraban pre-

sentes en las crias,

Ubicacidn del conducto nasopalatino en relacidn a la apertura

rostral del 6rgano vomeronasal

Como puede observarse en el corte sagital de la cabeza de
una rata adulta (Fig. 17 A,B), existe una comunicacidn indi-
recta entre el 6rgano vomeronasal y la cavidad oral a través
del conducto nasopalatino, Esta comunicacidn indirecta se re-
aliza a través de dos recesos longitudinales angostos ubicados

a lo largo de la base del septum nasal (recesos paraseptales)
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ventralmente al complejo vomeronasal, El 8rgano de Jacobson

tiene su abertura rostral en estos recesos que estan tapizados
por un epitelio estratificado, La abertura nasal de los conduc
tos nasopalatinos estd en relacidn a estos recesos. En el adul
to, la abertura nasal del conducto nasopalatino estd ubicada a
proximadamente a 3,1-3.2 mm de la abertura del Srgano vomerona
sal, Se encuentra a 658 um a los 16 dias de gestacidn, a 1,3 mm
en el recién nacido, a 1.2 mm a los 2 dias de edad y a los 5

dias de edad a 1.2 mm del poro del Srgano.

Microscopia Electrdénica de Barrido

No existe dimorfismo sexual en la morfologia externa de la
papila palatina.

En el recién nacido (Fig. 18A) puede observarse una forma
cidén triangular, separada del resto del epitelio del paladar,
por dos surcos que se relinen rostralmente para formar el vér-
tice del tridngulo., La papila palatina es aplanada, pero mues-
tra una regidn central sobreelevada, A ambos lados de esta re-
gidn y prdoximos a la base del tridngulo se encuentran los ori-
ficios de los conductos nasopalatinos, facilmente distingui-
bles como dos aberturas curvas, Lateralmente a ellos se en-
cuentra una banda separada del resto del epitelio palatino por
un surco angosto, Esta corresponde a la lenglieta que se obser-
va en las secciones coronales como una diferenciacidn de la pa

red lateral del conducto nasopalatino, La longitud de la for-
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macidn triangular en sentido rostrocaudal es de aproximadamen-
te 880 um,

En la cria de un dia se observa un mayor crecimiento dorsoveg
tral de la porcidén prominente de la papila palatina,

A los 5 dias de edad (Fig, 18C), la longitud del 3rea triangu
lar es de 900 um aproximadamente. Los surcos laterales se han
profundizado a partir de los 3 dias de edad (Fig. 18B), La
porcidn central de la papila es mucho mids prominente a los 5
que a los 3 dias de edad. Este crecimiento ha desplazado late
ralmente a los orificios de los conductos nasopalatinos, que
no son visibles como en el reci&n nacido, sino que parecen
surcos estrechos. La lengueta, que es una banda regular al na
cimiento, toma una forma irregular. En la formacidn triangu-
lar podemos distinguir 2 regiones: una rostral m3s aplanada vy,
a partir de la porcidn media, una caudal m3s prominente en sen
tido dorsoventral, La diferencia entre esta porcidén rostral y
la caudal se acentda a los 10 y 12 dias bajo la forma de un
surco transversal que las separa nitidamente (Fig, 18D). A los
10 dias la longitud rostrocaudal del area triangular es de a-
proximadamente 1.3 mm y la pieza rostral es de contorno liso,.
A los 12 dias, la pieza rostral tiene su superficie muy ple-
gada (Fig, 18D)., A partir de este periodo, debido al crecimien
to dorsoventral de la papila que determina su convexidad, no
es posible obtener medidas lineales rostrocaudales, El creci-

miento dorsoventral del drea caudal del tridngulo, sobre todo
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en la parte central de la papila palatina, ocasiona el despla-
zamiento lateral de los orificios de los conductos nasopalati-
nos y Su enmascaramiento,

A los 2] dias de-edad (Fig. 18E), el limite entre el drea ros
tral y caudal de la papila no es muy claro. La papila presen-
ta el aspecto del adulto, aunque en estos Gltimos seria mi3s

prominente (Fig. 18F).

2, Corplsculos gustativos en la Papila Palatina y Conducto Na-

sopalatino

Microscopia Optica

Los corpldsculos gustativos se ubican en la pared medial
del conducto nasopalatino, nunca en la lateral. Tambi&n los
encontramos sobre la superficie oral de la papila palatina
proxima a la desembocadura de los conductos pero no en la par
te central de la misma, Estos corpiisculos en la papila palati

na y el conducto nasopalatino son de aparicidn postnatal,

Postnatal O

Tanto en los machos como en las hembras se observa una es
tructura esférica de un didmetro aproximado de 25 um, fuera
del conducto nasopalatino, en el angulo que forman la papila
palatina y la desembocadura oral del conducto. Se observa un

solo tipo de ndcleos, algo elongados. Esta estructura es bila
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teral, También se observan algunas figuras mitdticas en las ca
pas basales del epitelio de la pared medial del conducto naso-

palatino y de su desembocadura oral,

Postnatal 1

La estructura redondeada y con nilcleos oscuros alcanza un
didmetro aproximado de 33 um (Figs., 19A, 20A). Es posible ob-
servar areas modificadas del epitelio de la pared medial del
conducto, Estas modificaciones se refieren a aclimulos de nd-
cleos celulares en zonas epiteliales menos tefiidas, en nimero

de 2 6 3, que se diferencian muy fidcilmente del epitelio cir-

cundante,

Postnatal 2

Es similar al estadio previo., Se observan algunas c@élulas

elongadas orientadas transversalmente al epitelio,

Postnatal 3

Se encuentran por primera vez corplsculos gustativos (lon
gitud aproximada 43 um), en la porcidn prdoxima a la desembo-
cadura del conducto nasopalatino frente a la lengueta de la
pared lateral (Fig., 19B). Estos corplsculos no alcanzan la sy
perficie epitelial, Es posible reconocer 2 tipos de nidcleos:
claros ovales y elongados oscuros (Fig, 20B), Se observan en

el epitelio medial del conducto figuras mitdticas y zonas mo-
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dificadas que podrian ser corpisculos en formacidn,

Postnatal 5

Las caracteristicas son semejantes al estadio previo. Los
corpisculos ubicados en la superficie oral de la papila pala-
tina (longitud aproximada 57 um) estd3n m3s desarrollados que

los del conductos nasopalatino., Ambos carecen de poro externo.

Postnatal 8

Aparece el poro externo (Fig, 20C), de forma circular, en
los corpisculos gustativos que estdn ubicados fuera del con-
ducto, pero &ste no se observa en los del conducto nasopalati
no (Fig. 19C), que en este estadio estdn prdximos a la super-

ficie del epitelio,

Postnatal 10

Los corpisculos gustativos ubicados en la desembocadura
del conducto nasopalatino, sobre la superficie oral de la pa-
pila (Fig. 19D), tienen una longitud aproximada de 63 um y un
didmetro mdximo de 59 um, Estdn claramente delimitados del e-
pitelio circundante por células fusiformes, tienen forma de
pera y poseen poro externo (Fig. 20D). Los ndcleos, de dos ti
pos: ovales y elongados, se ubican en la porcidn mediobasal
del corpisculo, aunque es posible encontrar algunos en la par

te apical, Esta regidon es principalmente citoplasmiatica. La
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longitud y las caracteristicas citoldgicas de los corpfisculos
gustativos ubicados en el conducto es similar a los que estin

afuera, pero los primeros carecen todavia de poro externo,

Postnatal 13, 16 y 21

A los 13 dias de edad (Figs. 19E, 20E) aparece el poro ex
terno en los corplisculos gustativos ubicados en el interior
del conducto nasopalatino, Las caracteristicas citoldgicas son
similares a las descriptas para los ejemplares de 10 dias de e
dad. La longitud es de aproximadamente 66 um y el didmetro de
58 um (Figs., 19E, 20E). En secciones longitudinales de una pa-
pila palatina de un ejemplar de 21 dias se han encontrado 19
corpsculos gustativos en un conducto. En esas mismas seccio-
nes, los nGcleos celulares tienen una ubicacidn mds central
que las porciones citoplasmidticas, Los corplisculos estdn rode-

ados por 2 capas de células perigemales,

Adulto

No se observan diferencias citoldgicas en relacidén al des-
tete (Fig. 20F).

En ninguno de los periodos estudiados se observa dimorfis
mo sexual ni en la secuencia de aparicidn ni en las caracte-
risticas citoldgicas de los corpdsculos gustativos de la papi-

la y conducto nasopalatino,
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Microscopia Electrdnica de Transmisidn

Los periodos para el estudio de las caracteristicas ultra-
estructurales de los corplisculos gustativos del conducto naso-
palatino se eligieron en base a los resultados de la microsco-
pia optica, es decir, a partir de los 3 dias de vida, cuando
aparecen en el conducto estructuras reconocibles como esbozos

de corpfisculos gustativos,

Postnatal 3

En todos los ejemplares estudiados y en todos los corpis
culos observados éste se ubicd en la base del epitelio estra-
tificado sin alcanzar la totalidad del espesor del mismo., No
se encontrd poro.

Aunque pueden distinguirse dos tipos celulares, el predo-
minio de uno, la c@lula oscura, es bien claro. El otro tipo:
las c&lulas claras, no presentan la totalidad de las caracte-

risticas que se observan en estas c&lulas en los adultos,

. Células oscuras: constituyen la mayoria de las c@&lulas,
Estian ancladas a la lamina basal por hemidesmosomas bien no-
torios (Fig. 21).

El nicleo de las células oscuras es elongado con densos
acGmulos de cromatina periférica, Alrededor del néicleo, a mo-
do de corona, encontramos haces de citofilamentos. El cito-

plasma granular de estas c&lulas contiene ribosomas libres,
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gridnulos probablemente de glucdgeno, algunas cisternas del re-
ticulo granular, aparato de Golgi, mitocondrias con matriz den
sa y algunos lisosomas (Fig., 22),

En la proximidad de la lamina basal (Fig, 21) encontramos
algunas vesiculas muy pequefias, cuerpos densos de un tamafno
mayor, mitocondrias y numerosos haces de citofilamentos, Tam-
bien se observan vesiculas pequefias préximas a las fibras ner
viosas,

En el tejido conectivo prdximo a la lamina basal pueden
verse numerosas fibras nerviosas y entre &stas, una célula
con citoplasma muy vacuolado a expensas de numerosas cisternas
del reticulo endoplismico granular, agranular y aparato de Gol
gi (Fig. 21). Si bien el citoplasma de esta c&lula no rodea to
talmente a las fibras nerviosas, €stas se ubican en indentacig

nes del mismo,

. Células claras: es el otro tipo celular presente; son
muy escasas (Fig. 22). Poseen un nlicleo ovalado con la cromati
na periférica formando una banda mi3s delgada que la que se ob-
serva en las celulas oscuras., Alrededor del ndcleo se observan
filamentos muy delicados., El citoplasma es menos denso que el
de las cé@lulas oscuras, sumamente vacuolado, con cisternas di-
latadas del reticulo endopliasmico granular y aparato de Golgi,
Aparecen tambié&n algunas vesiculas con centro denso.

Se observan prolongaciones digitiformes de ambos tipos ce-
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lulares para interconexidn y, ocasionalmente, algin desmosoma.

. Fibras nerviosas: Existen numerosas fibras nerviosas, a-
grupadas, ubicadas entre las c@lulas y prdéximas a la lamina ba

sal en el interior del corpisculo,

Postnatal 8

El corpfisculo no tiene poro, y no ocupa todo el espesor
del epitelio. En este periodo podemos distinguir claramente 3

tipos celulares:

. Células claras: son escasas y presentan caracteristicas
similares a las del periodo previo. Encontramos uniones de ti
po desmosdémico con las c&lulas oscuras, pero con las fibras
nerviosas su relacidn es de simple vecindad aposicional (Fig,

234).,

. Células oscuras: similares a las descriptas para ejempla

res de 3 dias de edad (Fig. 23A).

. Células perigemales: se ubican lateralmente en la peri-
feria del corpdsculo, son fusiformes (Fig, 23C). El nidcleo es
muy elongado. El citoplasma perinuclear estd reducido a una
delgada banda y tiene una densidad mayor que el de las cé&lulas
oscuras, Se encuentran tambi&n haces de citofilamentos. Estéan
relacionadas con las células vecinas por prolongaciones digi-

tiformes,

. Fibras nerviosas: son de didmetro variable con contenido
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de vesiculas claras, vesiculas con centro denso, mitocondrias,
Su relacidn con la célula oscura es de tipo mesaxonal (Fig,
23A), es decir, estd rodeada totalmente por las prolongaciones
de @stas y es muy frecuente ver a las fibras inmersas en el ci
toplasma de estas células., En otros casos, cuando esta rela-
cidn esta en vias de formacién, pueden verse las prolongacio-
nes de las células rodeando a las fibras (Fig., 23B),

La relacidn de las fibras con las células claras es de ti-
po aposicional (Fig, 23A). No se encontraron imdgenes "tipo
sindpticas", aunque pueden encontrarse en la célula vesiculas
claras y con centro denso, de tamafio variado, préximas a la

fibra nerviosa.

Postnatal 21

El corplisculo se distingue claramente del epitelio circun-
dante como una estructura oval-piriforme que se extiende des-
de la lamina basal hasta el lumen del conducto. Las cé&lulas
perigemales lo rodean desde la base hasta el apex., La densi-
dad citoplasmdtica y el gran contenido de filamentos sirven Pa
ra diferenciar las c@&lulas del corplGsculo de las del epitelio

que lo rodea. En este estadio encontramos poro,

. Células oscuras (Fig. 24A): Las caracteristicas del ni-
cleo y el contenido citoplasmatico es similar al descripto en
el estadio previo. La relacidn entre esta célula y la fibra

nerviosa es de tipo mesaxonal (Fig, 24B) y las fibras estan
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rodeadas o incluidas por el citoplasma celular. Las cé&lulas oS
curas llegan hasta el poro del corpisculo (Fig. 25B); en esta
zona, como en la apical (Fig. 25A), se vinculan con las cé&lu-
las claras a través de intrincadas interdigitaciones (Figs.
25A,B) y desmosomas, La porcidn apical de la cé&lula contiene
numerosas vesiculas claras, de tamafio y forma variables (ova-
les, esféricas) y termina en microvellosidades cortas., Encon-

tramos grdnulos lipidicos en el citoplasma prdximo al nidcleo,.

. Células claras (Fig. 24A): Describiremos sb6lo la parte
apical (Fig, 25A), ya que el resto de las caracteristicas son
similares a las observadas en el ejemplar de 8 dias, En esta
regidn encontramos vesiculas claras en menor niimero que en

las céilulas oscuras y algunos cuerpos densos,

. C8luias perigemales.

. Fibras nerviosas: podemos distinguir 2 tipos: intrage-
males (Fig, 24B), ubicadas en el interior del corpiisculo, y
perigemales, entre las c&lulas perigemales y los otros tipos
celuiares, Las perigemales son muy grandes (Fig. 26A) con nu-
merosas mitocondrias,

Las intragemales ya fueron aescriptas, En las cé@luias os-
curas se encontraron vesiculas con coutenido poco denso en la
proximidad de las fibras nerviosas (Fig. 26B). En la fibra ob
servamos vesiculas claras, con centro denso (escasas) y mito-

condrias,
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. Poro: Llamamos poro al orificio externo del corpisculo,
que comunics a las cé@lulas con el exterior, Sigue luego un cor
to conducto, la fosita gustativa que estd formada por las célu
las del corpiisculo. Es similar al de las papilas fungiformes
de la lengua del hamster, ya que carece de sustancia extracelu
lar electro-densa, y las microvellosidades cortas de las cé&lu-
las no sobrepasan el poro, es decir no se proyectan mis alli
del borde libre del epitelio (Fig. 25B). Aparentemente, si
bien ambos tipos celulares alcanzan la porcidén apical del cor-
pisculo (Fig, 25A), s6lo las c&lulas oscuras llegan a la fosi-
ta gustativa, Las fibras nerviosas se encuentran a corta dis-
tancia de la fosita., Alrededor del drea del poro, el epitelio
posee una capa de queratina; debajo de &sta, c@lulas con cito
plasma fibrilar estidn conectadas por cadenas de desmosomas y

no existen espacios intercelulares,

Adulto

Las caracteristicas del poro de los corplisculos gustativos
son similares a los del estadio previo.

En la base del corpisculo encontramos una cé&lula cuyo ni-
cleo tiene las caracteristicas del grupo c&lulas oscuras, pero
su citoplasma tiene una densidad menor y contiene vesiculas, a
parato de Golgi y cisternas del reticulo granular paralelas en
la base de la célula, No se observd relacidén con las fibras

nerviosas. Podria ser clasificada como cé&lula basal (Fig. 27B).
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Los contactos de adherencia son poco frecuentes y se esta-
blecen entre fibras nerviosas y las c&lulas oscuras que la ro-
dean. Se caracterizan por engrosamientos semejantes entre las
membranas que se.enfrentan y vesiculas claras en la c&lula, u-
nas mds pequenas y otras de mayor tamafo, En la fibra también
se encuentran vesiculas, En el drea del contacto de adherencia
el espacio entre c&lula y fibra contiene un material denso
(Fig. 27A). La morfologia no permite concluir si existe trans-

m1sién de la informacidu de la c¢8lula a la fibra.

3. Lesidn del Conducto Nasopalatino

Las figuras 18E y 28A,B permiten comparar la morfologia de
la papila palatina y del conducto nasopalatino a los 21 dias
de edad en un animal normal y en animales lesionados. Puede ob
servarse el achatamiento de la papila y la desaparicidn de 1la
comunicacidn oral de los conductos nasopalatinos,

En un ejemplar de 21 dias de edad (Fig. 28B) después de 1la
fijacién se removid el epitelio oral de la papila palatina de-
jando expuesta la limina propia. La lesidn determind la desapa
ricidn del conducto (probablemente por tejido de cicatrizacidn)
en todo su recorrido hacia el foramen nasopalatino dei paladar
duro., Esta lesidn efectuada a los 5 dias de edad determina la
pérdida de la conexidn boca-fosa nasal, a través del conducto
nasopalatino en todo el trayecto del mismo, Los fordmenes naso-

palatinos en el paladar duro permanecen ‘inalterados.
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Las caracteristicas observadas en los animales lesionados al
destete persisten también en los adultos,

Se realizaron experimentos de lesidén del conducto nasopala-

y I1I,

tino cuyos resultados pueden observarse en las tablas II/ La le-
sidén es permanente y no afecta el crecimiento y la alimentacidn
de las crias, ya que en ambhos sexos no existen diferencias en-
tre controles y lesionados en el peso al destete, Tampoco se a-
fectaria el peso a la fecha de la apertura vaginal, Este hecho
es importante ya que se ha demostrado en el caso de los ratones
que el peso corporal es uno de los factores que influencian la

apertura vaginal (Monteiro y Falconer, 1966),
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Tabla IT : Lesidn Electrolitica del Conducto Nasopalatino y

Peso Corporal a los 21 dias de Edad (destete)

Peso al Destete (gramos)

d

Control 33.94 + 2,12 (n=11) (*)

27.22 + 2,62 (n=7) +

Lesidn 29,41 + 2,05 (n=15) (*)

24,19 + 1,95 (n=14)+

(*) t= 1.502, n.s.

+ t= 0,91, nq.s.

Tabla III : Lesidn Electrolitica del Conducto Nasopalatino y

Edad en dias, a la que se produce la apertura vaginal y peso

corporal a dicha edad.

Peso corporal a la Edad de a-
pertura vaginal (gramos)

Edad de apertura va-
ginal (Edad en dias)

Control 115.76 + 4.76 (n=3) +

43.66 + 1,33 * (n=3)

Lesidn 110,72 + 4,4 (n=4) +

46.75 + 1.37 * (n=4)

+ t= 0,7679, n.s.

* t= 1,5616, n,s.
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DISCUSION

Los resultados de las técnicas de microscopia dptica y e-
lectrdnica de barrido muestran:
. Crecimiento de la papila palatina en sus 3 dimensiones: ros
trocaudal, transversal y dorsoventral. Como resultado de este
crecimiento, los orificios de los conductos nasopalatinos que
eran bien visibles al nacimiento se desplazan lateralmente y
enmascaran,
. Crecimiento en direccidn oro-nasal de los conductos nasopala
tinos y diferenciacidn de la lengueta de la pared lateral, La
morfologia de la lengueta sugiere una posible accidn valvular
en forma pasiva al adosarse a la pared medial ocluyendo la en
trada del conducto, Otra forma de oclusién podria ejercerse
mediante la accidn de la punta de la lengua presionando sobre
la porcidn prominente de la papila, Esta, al ensancharse, pro
duciria aposicién de las paredes lateral y medial del ducto,
. Existe un incremento en la superficie epitelial de la cara
oral de la papila. Sin embargo, los corplisculos gustativos no
se ubican en esta drea, sino que lo hacen en el tercio ini-
cial oral del conducto.
. Los corplisculos gustativos son de aparicidn postnatal, exis-
te una diferenciacidn mis precoz, si se tiene en cuenta la a-
paricién del poro como criterio funcional, en los que estdn u-

bicados fuera del conducto (8 dias) que los ubicados dentro
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del mismo (13 dias). La disposicidén de los corplisculos se con-
serva en el adulto y constituye una diferencia con las obser-

vaciones de Kolmer (1927) que los ubica a lo largo de todo el

conducto, Tampoco es un hallazgo excepcional, ya que los hemos
encontrado en todos ejemplares estudiados y con un proceso de

desarrollo, Su presencia ha sido confirmada también por otros

autores (Miller, 1977),

La microscopia electrdnica de transmisidn mostrd un proce-
so de desarrollo desde los 3 dias hasta los 21 dias, Farbman
(1965a), describid el desarrollo postnatal de los corplsculos
de las papilas fungiformes dividiéndolos en 5 estadios, En un
intento de clasificar la evolucidn observada podriamos ubicar
a los corplisculos en las crias de 3 dias perteneciendo al es-
tadio 3 de Farbman por las siguientes razones: ausencia de
poro, masiva invasidon del epitelio por fibras nerviosas agru-
padas en haces, predominio de un solo tipo celular: la cé&lula
oscura, ausencia de relaciones mesaxonal o "tipo sinaptica"”
entre fibra y célula, presencia de vesiculas con contenido po-
co denso y algunas de tipo espinoso en el citoplasma de la cé&-
lula préxima a la fibra, En relacidn a estas vesiculas, no son
tan numerosas como las ha visto Farbman.

El corpﬁsculo de 8 dias de edad puede ubicarse en el esta-
dio 4 de Farbman por: ausencia de poro, relacidn entre las cé-
lulas oscuras de tipo mesaxonal y mesaxonales en formacidn, el

corplisculo se extiende casi a todo lo largo del epitelio, c&lu-
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las oscuras estan bien diferenciadas. En nuestros ejemplares
las diferencias radican en: ausencia de microvellosidades,
presencia de escasas cé&lulas claras, pero bien diferencia-
bles, no se pudieron reconocer cé&lulas basales,
El corpilisculo de 21 dias de edad presenta las caracteristicas
del estadio 5 de Farbman, En los corpiisculos de las papilas
fungiformes esta configuracidn se alcanza a los 12 dias de e-
dad, Si se toma el poro como indice de maduracidén, no todos
los corpiisculos maduran al mismo tiempo, 2% de los corpliscu-
los poseen poro en las crias de 1 dia (Mistretta, 1972) y es-
to podria ser la causa de las respuestas observadas frente a
distintos estimulos en la cuerda del timpano antes de que se
alcance la maduracidn morfoldgica. Sin embargo, en nuestro ca
so y considerando s6lo los corpilisculos del conducto (ya que
los mads exteriores tienen maduracidn md&s precoz) la madura-
cidn progresaria en forma paralela en todos los corpidsculos.
No se encontrd poro en ninguno de ellos a los 3 y 8 dias, tan-
to con microscopia 6ptica como con electrdnica de transmisidn,
El poro de estos corpiisculos es similar al descripto en
las papilas fungiformes del hamster en el sentido de la ausen-
cia de sustancia densa en la fosita gustativa, corroborado por
la ausencia de gridnulos densos en la parte apical de las cé&lu-
las, En las papilas fungiformes de la rata se encontrd que el
poro presentaba un material amorfo denso y se le adjudicd ori-

gen extracelular (queratina, debris celular) ya que no encon-
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traron granulos densos secretorios intracelulares. Ambos difie
ren de los receptores gustativos de las papilas circunvaladas
y foliadas.

La similitud estructural entre estos 2 tipos de corpiiscu-
los (papilas fungiformes y conducto nasopalatino) podria de-
berse a su inervacidn dado que el petroso superficial mayor vy
la cuerda del timpano son ramas del nervio facial (VII par).
Del mismo modo, la semejanza entre los corplisculos de las pa-
pilas foliadas y circunvaladas se deberia a que ambos tipos
son inervados por el glosofaringeo (IX par),

Si bien los estudios puramente morfoldgicos no bastan para
dilucidar cu3dl es la c@lula trasductora, sugieren que esta fun
cidén podria ser realizada por las c&lulas oscuras ya que se-
rian las Gnicas en alcanzar la fosita gustativa, y poseen vesi
culas ccncentradas tipo sindptico en regiones donde existen
contactos de adhesidn célula-fibra,

Se ha descripto una aposicidn funcional entre, los corplis-
culos gustativos del conducto nasopalatiné y de las papilas
fungiformes; otra entre las papilas foliadas y la franja gus-
tativa del paladar y, entre las papilas circunvaladas y la
parte media de esta franja. Esta disposicidn formaria un tor-
niquete sensorial que el alimento ingerido debe atravesar au-
mentando la capacidad de recepcidn de los estimulos (Miller,
1977), La aposicién funcional entre los corpiisculos del con-

ducto y los de la punta de la lengua podria también servir Pa
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ra introducir al primero sustancias lamidas y analizar conjun-
tamente los estimulos quimicos. Podria pensarse también que,
al igual que los corpiisculos de la epiglotis los nasopalatinos
tendrian un rol en reflejos protectivos de las vias aéreas, y
estarian relacionados con la proteccidn del acceso a las fosas
nasales de sustancias provenientes de la cavidad bucal, Esta
hipotesis se apoya en la morfologia de la pared lateral del
conducto con un repliegue que podria actuar como v&lvula (WBrh
mann-Reppenning, 1980)., Sin embargo, si analizamos el desarro-
llo postnatal del sistema papila-conducto-corplsculos, en los
primeros dias de vida la abertura del conducto es bien notoria
y el repliegue valvular no esti desarrollado, Las crias en la
vida temprana carecerian de esta proteccidn,

Los corpilisculos gustativos presentan madurez morfoldgica
a los 21 dias, si bien de acuerdo con las evidencias fisioldgi
cas detalladas en la introduccién de este capitulo es posible
tener respuesta a estimulos quimicos antes de la maduracidn,
Esto requeriria la presencia de un poro, A partir de los 11-13
dias seria factible que este sistema respondiera a estimulos
quimicos, Durante la tercera semana de vida, la lactancia se
modifica y entonces los corplsculos estarian preparados a res-
ponder a estimulos provenientes de una ingesta mids variada. Es
te sistema seria complementario de los otros receptores gusta-
tivos orales, dado que las lesiones del conducto no afectan la

alimentacidn en las crias si nos basamos en el peso al destete,
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Otra posibilidad serfia que el sistema actuase como via pa-
ra el pasaje de estimulos feromonales al Srgano vomeronasal y
organo de Masera (Wysocki, Wellington y Beauchamp, 1980). En
este caso, el conducto seria una via de pasaje selectiva, los
corpisculos sensarian a los estimulos y, si estos no son apro-
piados, el repliegue valvular obturaria el conducto, Esta fun-
cién seria posible a partir de los 13 dfas, ya que la lengleta
estd diferenciada, los corpisculos poseen un poro y la papila
es prominente.

La técnica de lesidn desarrollada no afecta la nutricién
evidenciada por los pesos al destete y peso a la apertura va-
ginal ni la fecha de la apertura vaginal, pero podria afectar
otros pardmetros no investigados aqui, como la aparicidn de
la pubertad, los ciclos estrales o el comportamiento reprodugc
tivo, En animales donde el 6rgano vomeronasal se abre en el
conducto nasopalatino, el bloqueo de los conductos por caute-
rizacidén y sutura no permitid el ingreso de una sustancia mar
cada (Ladewig y Hart, 1980), pero no redujo la actividad del
flehmen en respuesta a orina de hembras en distintos periodos
reproductivos y a hembras receptivas (Ladewig, Price y Hart,

1980).
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CAPITULO III

LOS ESTIMULOS OLOROSOS Y LA REGULACION

NEUROENDOCRINA DE LA REPRODUCCION,
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INTRODUCCION

El modelo experimental de la rata en iluminacidn permanente

1, Ciclos Estrales

La exposicidn a la iluminacidn permanente produce en la ra
ta una cornificacidn vaginal prolongada., Esta respuesta a la
falta de alternancia luz-oscuridad (L:0) se produce en aproxi-
madamente un 50% de las ratas expuestas (Browman, 1937), Otros
estimulos aplicados en forma intermitente (por ejemplo, ruido)
pueden o no alterar los ciclos estrales,

La rapidez con que se desarrolla el estado de cornifica-
cidn vaginal persistente en iluminacidn permanente aumenta con
la edad, Asi, ratas jovenes pueden tardar 20-40 dias en mos-
trar el primer episodio de cornificacidén vaginal. En ratas de
6-8 meses de edad puede aparecer dentro de los diez dias de ex
posicifén (Everett, 1964),

La sensibilidad al efecto de la iluminacidén permanente pa-
ra producir estro persistente (EPLL) puede variar con la cepa
debido, probablemente, a diferencias genéticas o al tipo de
régimen de iluminacidn previo con que son criadas, Algunas ce-
pas (DA; Charles River, Crl CD (SD) (BR) desarrollan estro
espontdneo a muy temprana edad, alrededor de los 6-7 meses. En
el caso de la cepa DA, la manifestacidn espontidnea temprana

del estro persistente estd unida a una tendencia para respon-
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der en forma rdpida a la iluminacidn permanente, La cruza entre
esta cepa y otra "mormal" (en cuanto a la manifestacidn del es-
tro persistente espontaneo) produjo en la descendencia una mo-
dificacidn de la'respuesta de los ciclos estrales a la ilumina-
cidn permanente y de la edad de aparicién del estro persistente
espontdneo, Ambos fendmenos estaban bajo control de un factor
hereditario (Everett, 1972),

La historia previa en cuanto a iluminacidn es un factor im-
portante a considerar cuando se planean experimentos de este ti
po. Dos cepas pueden reaccionar en forma diferente a distintas
combinaciones de L:0 y a la iluminacidn permanente de acuerdo
al régimen de iluminacién en el cual se criaron (Hoffmann, 1972),
La iluminacidén permanente adelanta la edad de apertura vaginal
(Fiske, 1941), Sin embargo, si las madres son criadas y expues-
tas durante la prefiez a la iluminacidn permanente, las crias en
esas mismas condiciones presentan pubertad, ciclos estrales,
ovulacidn espontidnea y elevacifén en la concentracidn plasmdtica
de estrdgenos previa a la de hormona luteinizante (LH) que no
difiere de las controles en L:0 = 14:10, Esto sugirif que la
liberacidn de LH estaria bajo control de fotoperiodo y que en
ausencia de &ste otras sefiales exdgenas como temperatura, mane
jo, ruidos (Weber y Adler, 1978) podrian ser usadas por las ra
tas para mantener la periodicidad en su descarga (Hagino y col,,
1983), E1 efecto de la iluminacién permanente sobre la periodi-

cidad en la liberacidn de las gonadotrofinas seria mds deletéreo
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que el de la oscuridad continu; (00), porque en este dltimo ca-
so los ciclos estrales normales se mantienen, En numerosas espe-
cies, otros ritmos bioldgicos son tambi&n md3s alterados por la
iluminacién permanente que por la oscuridad continua,

En relacidn a las primeras etapas de la exposicidén a la ilumina
cidn permanente (l-4 ciclos) se modifica la relacidén temporal
entre la citologla vaginal, ovulacidén y otros eventos del ci-
clo estral (Lawton y Schwartz, 1967; McCormack y Sridaran,
1978; Campell y Schwartz, 1980).

Al aumentar la intensidad de la iluminacidn permanente se
produce un incremento en el porcentaje de ratas que desarrollan
cornificacidn vaginal,.en el niimero de dias de estadio cornifi
cado y un descenso del peso ovdrico. Las retinopatias se produ
cen 85lo a intensidades de luz muy altas (Lambert, 1975)., Sin
embargo, si ratas albinas expuestas a varias semanas de ilumi-
nacidn permanente intensa vuelven a colocarse en regimenes con
periodicidad L:0 reasumen ciclos estrales normales, aunque sus
retinas no se recuperen (Brown-Grant, 1974),

El EPLL puede coexistir con retinas danadas, pero animales
cegados por enucleacidn bilateral orbital presentan ciclos es-
trales regulares en iluminacidén permanente (Browman, 1937;
Hoffmann, 1967), Surge entonces la pregunta de cudl es la via
neural involucrada. Se ha sugerido un rol al haz prosencefdli-
co medial (Wurtman y col,, 1967) en el control de la funcién

gonadal por la luz, Tambi&n se han descripto fibras nerviosas
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que relacionan la retina con el nficleo supraquiasmidtico del hi-
potdlamo (Moore y Lenn, 1972; Hendrickson y col.,, 1972; Moore,

1973),

2, Perfil hormonal de las ratas en EPLL

La descripcidn de este perfil puede dividirse en dos eta-
pas determinadas por el advenimiento de las técnicas de radio-

inmunoensayo,
Bioensayo

Estas técnicas sirvieron para tener una idea aproximada de
cuiles eran las descargas hormonales que se modificaban en este
modelo experimental.

Ya en 1937, Browman sugirid que la cornificacién vaginal
prolongada podria ser el resultado de la liberacidén de "oestrin"
(estrona) por los ovarios.

Posteriormente, Fiske (1941) encontrd que el contenido pituita-
rio de hormona foliculo-estimulante (FSH) disminuye con el tiem
po transcurrido en iluminacidén permanente, mientras que el de
hormona luteinizante (LH) es mds bajo que en los animales en
alternancia L:0,

Lawton y Schwartz (1967) caracterizaron el EPLL en dos fases:
hasta 60 dias en iluminacidn permanente, con ovulacidn esporadi-
ca y alto contenido de LH pituitaria.

61-120 dias en iluminacidén permanente, con cornificacidn crdnica
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y bajo contenido de LH pituitaria. También encontraron que la
concentracidn sérica de LH era elevada y no dependia de la dura
cidén a la exbosicién a la iluminacidn permanente,

Debemos tener en cuenta al analizar los resultados de estas tés
nicas (deplecién del dcido ascdérbico ovdrico, aumento del peso
de las vesiculas seminales de machos inmaduros) 1la baja sensi-
bilidad de las mismas., El contenido hormonal de la glandula pi
tuitaria, al medir la hormona presente al tiempo de extraccidn,

puede no ser indice real de su actividad,

Radioinmunoensayo para gonadotrofinas hipofisarias
Hormona luteinizante (LH)

Durante el primer ciclo en iluminacidén permanente disminuye
el porcentaje de ratas que presentan un ascenso de LH sérica
comparable al que se produce en condiciones de altermnancia
L:0 en la tarde del proestro (Daane y Parlow, 1971; Campbell
y Schwartz, 1980), Este ascenso es menor que el de las ratas
controles en L:0 (Takeo, 1984; Campbell y Schwartz, 1980), En
los ciclos sucesivos disminuye ain mids dicho porcentaje y el
tamafio de los picos hormonales, La aparicidén de estos Gltimos
se retrasa en cada ciclo,

Los valores de LH sé&rica en ratas EPLL desde las 20-200
de exposicidn a iluminacidén permanente son superiores a los
determinados en el estro de ratas en L:0=14:10, pero mucho mas

bajos que los de la tarde y noche temprana del proestro, Se en
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contrd tambi&n una disminucidén en dichos valores entre los 24
y 90 dias de permanencia en iluminacidn permanente (Daane y
Parlow, 1971; Naftolin, Brown-Grant y Corker, 1972; Brown-
Grant, Davidson y Greig, 1973), La medicidén de LH plasmdtica
durante 2-7 dias de estro consecutivo arrojd valores semejan-
tes a los de la mafnana del proestro en alternancia L:0 (Takeo,
1984),

Si ratas ovariectomizadas son colocadas en iluminacidn per
manente, persiste la descarga pulsatil de LH, tal como se ob-
serva en los animales en periodicidad L:0. La administracidén
de estrdgenos por medio de cipsulas de Silastic produjo una
caida en la concentracidn plasmidtica de esta gonadotrofina, Es
decir que el feed-back negativo de los estrdgenos sobre LH no

se afecta por iluminacidn permanente (Watts y Fink, 1981),

Hormona foliculo estimulante (FSH)

La descarga ciclica de esta hormona es alterada por la ilu-
minacidn permanente de un modo similar a lo que ocurre con la
LH, Durante los primeros 5 ciclos, el pico caracteristico del
proestro de ratas en alternancia L:0 estd retrasado, La altura
del mismo disminuye (Takeo, 1984)., En ratas EPLL entre 20-200
dias de exposicidn a iluminacidén permanente, los valores de
FSH sérica son superiores a los del diestro normal, pero infe-
riores a los de la primera parte del estro (Daane y Parlow,

1971; Brown-Grant, Davidson y Greig, 1973), No se encontrd di-
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ferencia en los valores de FSH sérica durante 2 a 7 dfas de es
tro consecutivo, Estos fueron inferiores a los basales del ci-

clo normal (Takeo, 1984),

Prolaetina (PRL)

Los valores de PRL sérica en ratas en iluminacidn permanen-
te son bajos, inferiores a los de la tarde del proestro, Exis-
ten elevaciones irregulares durante el dia, sin periodo dominan
te (Bethea y Neill, 1979; Koiter et al,, 1982), Otros autores
dan cuenta de valores plasmiaticos elevados de PRL, que aumentan
en funcidn del tiempo de exposicidn a la iluminacifén permanente
y disminuyen con la castracién (Vaticon y col,, 1980), La falta
de valores de referencia en este (ltimo estudio, como sucede du
rante el ciclo normal o la lactancia, no permite la comparacidn,

Las diferencias podrian deberse a condiciones propias del ensa-

yo.

Estradiol (E)

Las técnicas de radioinmunoensayo mostraron que durante los
primeros ciclos en iluminacidn permanente, la elevacidén de los
niveles de estradiol plasmatico se produce antes del pico de
LH. La relacidn temporal entre el valor midximo y el descenso
de la concentracidn sérica del esteroide y el pico de la gonado

trof ina estid alterada, (Campbell y Schwartz 1980, Takeo, 1984),
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La exposicidn prolongada a iluminacidn permanente ocasiona
que los niveles circulantes de estradiol se mantengan eleva-
dos. Durante 2 a 7 dias de estro consecutivo &stos son compara
bles a los del mediodia del proestro del ciclo normal (Takeo,

1984),

Progesterona (p)

Durante los primeros 5 ciclos en iluminacibén permanente,
el pico de progesterona se retrasa con respecto al ciclo pre-
vio. El nivel mdximo de esta hormona ocurrid generalmente des
pués del pico de LH, Durante el estro persistente (2 a 7 dias)
los valores de progesterona fueron comparables a los basales
del ciclo normal (Takeo, 1984), Se encontrd variabilidad en-
tre animales en cuanto a la sincronizacidén en la aparicidn de
dicho pico, y éste puede/%%arecer en algunos, (Campbell &

Schwartz, 1980),

3, Ovulacién inducida en ratas en estro persistente por ilumi-

nacidén permanente (EPLL)

En 1943, Dempsey y Searles observaron formacidén de cuerpos
ldteos en ratas anovulatorias por iluminacidn permanente, que
habian recibido estimulos copulatorios de machos, Fue la pri-
mera evidencia de ovulacidn refleja en este modelo experimen-

tal,
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El 90% de las ratas EPLL entre 55-65 dias de exposicidn se
rian receptivas sexualmente (Brown-Grant, Davidson y Greig,
1973; Davidson, Smith y Bowers, 1973), Sin embargo, otros auto
res trabajando con estas mismas ratas pero con 2 a 4 meses en
iluminacién permanente, encontraron variabilidad en su recepti
vidad (Johns, Feder y Komisaruk, 1980),

En este modelo se produciria ovulacidén en respuesta a esti
mulos sexuales (cdpula, montes, intromisidn), sensoriales (ol-
fatorios, tdctiles, visuales), stress, inyeccidn de progestero
na o gonadotrofina coridnica. En todos los casos, el nimero de
ovocitos es menor que el ovulado por ratas en alternancia L:0,
La denervacidn pineal no afecta el comienzo de la cornifica-
cidn vaginal, la receptividad sexual ni la ovulacidn después
de la cdpula (Brown-Grant y Ostberg, 1974). La adrenalectomia
reduce considerablemente la ovulacidn por estimulos olorosos,
pero no afecta la receptividad sexual ni la ovulacidn por c6-
pula o intromisiones (Brown-Grant, Davidson y Greig, 1973;
Johns, Feder y Komisaruk, 1980). Este efecto podria explicarse
a través del conocimiento de que el stress aumenta la libera-
cién de ACTH, que produce salida al torrente sanguineo de pro-
gesterona o alguno de sus metabolitos de la glandula adrenal
(Lawton, 1972), Algunos estimulos no coitales no requeririan
de la progesterona adrenal ya que si bien la adrenalectomia
disminuye a la mitad la proporcidn de ratas que ovulan frente

a estimulos olorosos (25%), no hay ovulacidn en ratas controles
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adrenalectomizadas,

Todos los estimulos sexuales no son igualmente efectivos para
producir ovulacién., Casi todas las ratas EPLL ovulan por cdpu
la o intromisidn, La ovulacidn por montes, estimulos olorosos,
stress o inyeccidn de progesterona se produce aproximadamente
en la mitad de los animales investigados, Los estimulos coita-
les ocasionan una liberacidn radpida de LH, FSH y PRL, Produci-

da la cépula, la LH aumenta a los 10 minutos y alcanza un "

pla
teau" a los 60', para luego decrecer, Algo similar ocurre con
FSH, pero el aumento no es muy superior a los valores basales,
La PRL aumenta 10' después de la cdpula y permanece elevada
por lo menos hasta los 60' (Brown-Grant, Davidson y Greig,
1973; Davidson, Smith y Bowers, 1973),.

La recepcibn de los estimulos olorosos para producir ovula

¢cidn ha sido adjudicada al 6rgano vomeronasal (Johns y col.,

1978),
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MATERIALES Y METODOS

1, Modelo experimental de la rata en estro persistente por

iluminacidén permanente (EPLL)

a, Infraestructura

Las ratas fueron alojadas en un cuarto aislado de 1,50 m
X 2 my de una altura de 2,60 m dgntro del bioterio general,
Su circuito de iluminacidén estaba separado del correspondien-
te al resto del bioterio, que posee un control automatico de
encendido y apagado de las luces, La sala de luz permanente
estaba conectada a un generador de emergencia que garantizaba
que en caso de producirse una falta en el suministro de ener-
gia eléctrica, é&ste se reanudaba dentro de los 5 minutos de
producida la interrupcidén. El acceso a la sala se realiza a
través de una dGnica puerta y el extractor ubicado a 1,70 m del
piso estaba equipado con una trampa de luz para evitar todo ti
po de filtraciones luminicas del exterior,

Las jaulas se colocaron en un rack mdvil equipado con tu-
bos fluorescentes de 40 W ubicados a 10 cm del techo de la jau
la, Estos tubos proporcionan la iluminacidn adecuada sin ele-
var consistentemente la temperatura del recinto. La ventila-
cidn se realizb por medio del extractor auxiliado con un turbo
ventilador. Las jaulas se construyeron con delgadas varillas

de alambre que permiten la iluminacidn uniforme en el interior
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de las mismas, La alimentacidén fue "ad libitum" (Cargill-ACA)
y se usd aserrin como lecho. Se colocaron 10 ratas por jaula,

Los ciclos estrales y los experimentos se realizaron den-
tro del recinto de luz permanente y en una sala habilitada al

efecto,

b, Animales

Para el estudio del modelo se usaron 100 ratas Holtzman
de 2 meses de edad criadas en LO=14:10, Durante esta primera
etapa se tomaron muestras del contenido vaginal durante 3 ci-
clos consecutivos utilizidndose s5lo aquellas ratas que presen-
taban ciclos estrales con una duracidn de 4 dias, 5 dias o
mixtos (es decir, con ciclos de 4 y 5 dias alternados). Las ra
tas se trasladaron a la sala de iluminacién permanente en la
mafiana del diestro I del 4°ciclo y se continud tomdndoles mueg
tras del contenido vaginal hasta su matanza,

En una segunda etapa se utilizd otro lote de 100 ratas de
2 meses de edad y se colocaron en dicha sala sin toma previa
de los ciclos estrales, En este caso, durante los 15 dias pre-
vios a la realizacidn de los experimentos, se tomaron muestras
del contenido vaginal,

Cada rata se individualizd mediante marcas en las orejas,
La sala de iluminacidn permanente poseia, constantemente, una

jaula con 2 machos adultos.
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c., Determinacidn de los ciclos estrales

La toma del contenido vaginal se realizd diariamente a la
misma hora (9 a 11 hs) con goteros individuales cargados con
solucidn fisioldgica, La observacidn de los extendidos se rea-

1i26 en fresco bajo microscopio, Los extendidos se clasifica-

ron de la siguiente forma:

Proestro (Pr): Células ovaladas o circulares, grandes
(24 ym) con un nidcleo central,

Estro (Es): Células alargadas con forma de escama, anuclea
das (32 um),

Diestro I (DI): Presencia de c&lulas redondas pequenas
(7 um) (leucocitos). En este estadio por lo general coexisten
con algunas escamas aisladas y con células ovales nucleadas.

Diestro II (DII): Presencia exclusiva de leucocitos.

La presencia de leucocitos en todas las fases del ciclo es
tral sugiere alguna infeccidn del tracto genital., Es frecuente
que en un mismo extendido puedan coexistir 2 o mAs tipos celu-
lares, (por ejemplo, en el proestro puede haber algunas anucle
adas) por eso es necesario tener en cuenta la proporcidn de ca
da tipo celular al realizar la clasificaci®dn,

En los ciclos de 4 dias la secuencia de extendidos es Pr, Es,
DI, DI1; en la de 5 dias es de Pr, Es, DI, DII, DII o Pr, Es.
Es, DI, DII,

En las ratas con ciclo mixto coexisten estos 2 tipos alternada-
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d, AutoEsias

Se realizaron diversas autopsias exploratorias en las ra-
tas EPLL anestesiadas con eter, obteni&ndose muestras de ova-
rio, oviducto, Gtero, corazén, timo, bazo, higado, riiién y
glindulas adrenal, hipofisaria, submaxilar, pineal y tiroidea.

Los d6rganos fueron pesados de a pares en el caso de los bi
laterales en una balanza Mettler PC 180 con sensibilidad de
1l mg. La hipdfisis y la pineal se pesaron en una balanza Roller-
Smith con sensibilidad de 0,01 mg, Los controles utilizados
fueron ratas mantenidas en L:0=14:10 y en el estadio estro del
ciclo vaginal,

Después de pesados, el tracto genital y la hipéfisis, se fija-
ron con Bouin y se realizd la técnica de rutina de inclusién
en parafina, Los cortes semiseriados de 5 um se tifieron con he

matoxilina-eosina.

e, Bidsqueda de ovocitos

Los oviductos, separados del ovario y del dtero, se coloca
ron en cidpsulas de Petri sobre una gota de solucidn fisioldgi-
ca, Bajo una lupa de diseccidn se localizdé la abertura infundi
bular del oviducto y se introdujo una aguja de 28 gauge,

A través de ésta se inyectd 0.1 cm3 de hialuronidasa testicu-
lar (Sigma), 450 UI/ml en buffer fosfato pH 7.2, 0.1 M, Esta

solucidn se requiere en el caso de la rata para despegar a los
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ovocitos de la pared del oviducto, ya que si el lavado se rea-
liza Gnicamente con solucidén salina €stos no pueden ser remov i
dos de la regidn ampolla-istmo. El examen bajo lupa de esta re
gidn permite una.evaluacidén a priori de la ocurrencia de la o-
vulacidén, La porcién de la trompa estd dilatada y aparece mas
transparente en las ratas que han ovulado, Los ovocitos apare-
cen rodeados de las células del cGmulo en la solucién de lava-
do y después de 5' se han separado de las mismas y pueden con-
tarse facilmente, El lavado debe realizarse por inyeccidn a
través del infundibulo y no a través del dtero porque las ca-
racteristicas morfolégicas de la unidn Gtero-tubal en la rata
son tales que impiden el reflujo de liquido desde el Gtero al

oviducto.

f. Estimulos olorosos utilizados

Lecho usado:

Se utilizé el lecho (aserrin) usado durante una semana
por 10 machos adultos mezclados con el lecho usado durante el
mismo tiempo proveniente de una jaula de apareo que contenla
7 hembras y 2 machos., Ambos lechos fueron removidos de las
jaulas de origen 10 minutos antes de comenzar el experimento
y mezclados inmediatamente antes de ser colocado en las bande
jas de las ratas a investigar, Estos contenian orina de ma-

chos, y de hembras y heces. Las ratas EPLL utilizadas tuvieron
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contacto directo con el lecho durante 30 minutos,

Orina:

Se recogid orina de 30 machos adultos en un recipiente de
vidrio presionando suavemente sobre el abdomen, Esta recolec-
cidn se efectud 1 hora antes de su utilizacidn, El material
se guardd a 4°C y antes de aplicarlo se lo dejdé tomar tempera
tura ambiente (0,03 cm3 ¢/15 minutos en el surco oronasal),
Transcurrido el tiempo de estimulacidn se cambid el lecho por

uno limpio.

Radioinmunoensayo, Gonadotrofinas hipofisarias y prolactina

(R1A)

Las ratas EPLL se decapitaron y se recogid sangre del
tronco en tubos de centrifuga con la ayuda de embudos adecua
dos. Luego de dejar coagular la sangre a temperatura ambien-
te, aproximadamente 2 horas, se centrifugaron los tubos y se
separd el suero, Este se conservd a -20°C hasta el momento
de realizar el ensayo,

En todos los sueros se midid hormona luteinizante (LH)
foliculoestimulante (FSH) y Prolactina (PRL) por RIA de do-
ble anticuerpo., Cada muestra se valoré por duplicado, utili-
zando una curva que construyd con la hormona standard RP-1

para FSH y LH y RP-3 para PRL provista por el NIAMDD, NIH,.
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RESULTADOS

Ciclos estrales

La primera respuesta de las ratas a la iluminacidn permanen
te consistid en un alargamiento del ciclo estral, ya sea aumen-
tando el nidmero de dias en estro o diestro. El andlisis de con-
tingencia (Tabla IV) indica que existe una relacidn (P<0,05) en
tre el tipo de ciclo previamente presentado en L:0 = 14:10 y la
respuesta de los animales a la iluminacidn permanente para pro-
ducir cornificacifén vaginal persistente, constante o continuar
con ciclos estrales. Las ratas con ciclo previo de 4 dias serian
miAs sensibles al efecto de la iluminacidn permanente para pro-
ducir estro persistente y constante que las con ciclo de 5 dias
y éstas dltimas mds susceptibles que los animales con ciclo mix
to, Se encontrd que después de 120 dias bajo este régimen de
iluminacidén permanente, el 49,.287% del total de ratas utilizadas
habian presentado por lo menos un ciclo con 8 & mds dias de es-
tro consecutivo,

Si los animales en L:0 = 14:10 se colocan en iluminacién
permanente sin discriminar entre los tipos de ciclos previa-
mente citados y otras combinaciones posibles, el rendimiento
en ratas con 8 % mas dias de estro consecutivo es menor, apro-
ximadamente 40%.

El primer ciclo con 4 & mids dias de estro consecutivo se
produjo aproximadamente un mes después de instalarlas bajo ilu

minacidn permanente, Posteriormente podian presentarse 2 tipos
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de comportamiento en relacidén al ciclo estral,

. Varios dias de estro consecutivo seguidos por 2 5 3 dias
de diestro, repitiéndose nuevamente el periodo de estro,

. Presentandp el estro, las ratas no mostraron mids extendi
dos tipo diestro o proestro (Estro constante),

Las causas de este comportamiento diferencial no pudieron

dilucidarse,

Autopsias, Caracteristicas morfoldgicas del tracto genital

A los 45 dias de permanencia en iluminacidén permanente se
autopsiaron ratas con:

a) 4 dias de estro consecutivo; b) 14 dias de estro consecuti
vo; ¢) 8 dias de estro consecutivo, pero inyectadas a las 16
horas con 100 UI de gonadotrofina coridnica humana (hCG); d)
con extendido tipo estro, habiendo pasado el dia previo por
proestro (L:0=14:10),

En la autopsia exploratoria se determinaron los pesos de
todos los drganos, como se detalla en la seccidn de Materia-
les y Métodos, lavaron los oviductos para determinar ovula-
cidén y se fijd el tracto genital para microscopia &ptica,

Se encontrd que el peso de ambos ovarios disminuye en las
ratas EPLL (aprox, 51 mg grupo a; 39 mg en el 2) en relacidn
a los controles (67 mg grupo d). Esta disminucidn estaria re-
lacionada con el niimero de dias de estro consecutivo,

El examen en fresco de los ovarios de las ratas EPLL, du-
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rante las numerosas autopsias realizadas, mostrd que &stos te-
nian: color blanquecino, grandes foliculos cargados de liquido
y los cuerpos hemorrdgicos estaban ausentes., No se encontraron
ovocitos en los oviductos,

La bursa ovarica estaba extremadamente dilatada por la presen-
cia de liquido, en algunos casos se ha recogido hasta 1 ml,

En las ratas que ciclan normalmente, el dia del estro el
ovario presenta pequenos puntos sanguinolentos (cuerpos hemo~
rradgicos) indicando aquellos foliculos que han ovulado la no-
che anterior. El nimero total de ovocitos varia entre 10 y 12
(ambas trompas).

La exposicién a la iluminacidén permanente produce un incrg
mento en el peso uterino (aprox., 600 mg) en relacidn al de a-
nimales en alternancia L:0=14:10 (500 mg). Se produce ademas
una modificacidn del epitelio de este drgano que es de tipo
estratificado escamoso en las ratas EPLL. En los animales nor-
males éste es columnar simple,

Las secciones histoldgicas de los ovarios en los distintos
grupos autopsiados mostraron las siguientes caracteristicas:

a) 4 dias consecutivos de cornificacién vaginal: escasos foli-

culos quisticos y numerosos foliculos en distintos periodos de
crecimiento, Cuerpos liiteos de distinto tamafio; los mds gran-

des indicarian una ovulacidn reciente (Fig. 29D).

b) 14 & mas dfias consecutivos de cornificacidén vaginal: grandes
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foliculos quisticos, ausencia de cuerpos liiteos recientes, Es-
caso tejido luteal y foliculos en distintas etapas de creci-
miento (con epitelio simple, con epitelio estratificado, con

cavidad folicular) (Fig. 29A).

c) 8 6 mds dias de estro consecutivo inyectadas con 100 UI de

hCG: Persisten los grandes foliculos (Fig. 29C). Pocos

cuerpos ldteos recientes, Esto estarfa relacionado con el he-
cho de que el nimero de ovocitos ovulados (5-7 ovocitos/x 2

oviductos) es menor que en las ratas en L:0=14:10,.

d) Estro, L:0=14:10: Cuerpos liteos tecié&n formados con infil

trado de sangre, numerosos foliculos en crecimiento y raramen

te foliculos con gran cavidad folicular (Fig. 29B),

En la determinacidn de los valores plasmidticos de las hor-
monas hipofisarias y en los experimentos de ovulacidén induci-
da se utilizaron ratas con 8 & mds dias de estro consecutivo
ya que:

. los ovarios presentaban caracteristicas similares a los de
los animales con 14 5 mas dias de estro consecutivo,

. se produjo ovulacidn por inyeccidn de gonadotrofina coriéni
ca humana,

. hablian sido utilizados previamente por otros autores en es-

tudios sobre ovulacidén inducida (Brown-Grant, Davidson y

Greig, 1973; Johns y col.,, 1978),
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Valores plasmiaticos de prolactina (PRL), hormona luteinizante

(LH) y foliculo estimulante (FSH) en las ratas EPLL

Para la comparacidn entre los valores plasmaticos de es-
tas hormonas en las ratas EPLL y los animales controles se e-
ligieron los periodos del ciclo estral donde se producen las
descargas relacionadas con la ovulacidén (tarde del proestro)
y donde dichos valores séricos son basales (tarde del dies-
tro 1), No se encontraron diferencias significativas en los
niveles hormonales de LH y FSH de las ratas EPLL a la manana
y a la tarde, En el caso de la prolactina los valores obteni-
dos por la tarde son superiores a los de-la manana (Tabla Va),
Para la comparacidn entre ciclo normal y estro persistente se
utilizaron los valores de las tomas a las 16,30 hs,
La tabla Vb muestra que para:
LH: las ratas EPLL poseen valores similares a los basales del
diestro,.
FSH: sus valores son superiores a los basales y similares a
los de la tarde del proestro, Los niveles midximos de esta go-
nadotrofina se producen durante la noche de dicho estadio,
PRL: las ratas EPLL muestran valores elevados de esta hormona,
similares a los de la tarde del proestro, cuando se produce la
madxima descarga.
Se encontrd variabilidad en los valores de la PRL entre indi-
viduos (Fig. 30). Este hecho estid de acuerdo con las observa-

ciones de Koiter y col,, 1982, quienes encontraron en estas
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ratas picos diarios en la PRL plasmidtica, La disparidad entre
valores se deberia a asincronia en las descargas individuales
por falta de una sefial temporal exdgena. Los valores del ci-
clo normal son comparables a los previamente obtenidos en el
Instituto de Neurobiologia (Chiocchio, Chafuen y Tramezzani,
1980).

En ese mismo grafico puede observarse la disminucidn de
los valores de PRL plasmatica después de la ovulacidn provoca
da por inyeccidén de hCG (Grupo I2). Las diferencias en los va
lores de PRL sérica entre las ratas EPLL y las del grupo I,
no son significativas debido a la variabilidad en los valores
individuales de esta hormona en el primer grupo,

En relacidn a la LH los valores son bajos en las ratas
EPLL, aumentan 6 horas después de la inyeccion de hCG (grupo
I1) vy se mantienen elevados al dia siguiente. Estos valores
elevados no se deberian a LH end6gena sino a reactividad cru-
zada de hCG durante el radiounmunoensayo, Las diferencias en-
tre los 3 grupos no son significativas, Los valores de FSH no

muestran cambios en los 3 grupos,.
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Ovulacidon inducida por estimulos olorosos

Las caracteristicas del estimulo aplicado se han explicado
en la seccidn de Materiales y M&todos. Se utilizaron ratas con
10 6 mds dias de estro consecutivo que habian permanecido en
luz permanente durante 120-150 dias, En cada caso se autopsia-

ron ratas L:0=14:10 en estro para control.

1. Lecho usado

El dia previo a su utilizacién los animales se traslada-
ron a jaulas individuales con lecho limpio. El experimento
congistid en remover el lecho del dia anterior y colocar el
"lecho estimulo" durante 30 minutos a las 13 horas en un gru-
po y a las 16 horas en el otro.

Durante la exposicidn los animales efectuaron movimien-
tos rapidos del hocico y lo frotaron con las patas delante-
ras, Transcurrido el tiempo de estimulacidn, el lecho se cam-
bid por uno limpio. Después de 19 a 22 horas de realizado es-
te procedimiento, se autopsiaron las ratas y buscaron ovoci-
tos mediante la técnica descripta. Los ovarios mostraron gran
des foliculos, sin cuerpos hemorrd3gicos. No se encontraron o-

vocitos (Tabla V1),

2, Orina

Las condiciones experimentales fueron las mismas que en
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el punto 1, pero el estimulo consistid en 2 aplicaciones de
0.03 cm3> en el surco oronasal cada 15 minutos, comenzando a
las 13,00 horas. Transcurrido el tiempo de estimulacidn se re-
movid el lecho para asegurarse que &ste no contuviera resi-
duos de orina, El contacto con el estimulo produjo reacciones
de movimientos rdpidos con el hocico. No se encontraron ovoci-
tos (Tabla VI),.

Tanto en el caso 1 como en el 2, el dia del sacrificio el

extendido vaginal fue tipo estro,

3. Inyeccidn de gonadotrofina coridnica humana (hCG)

Se utilizaron animales con las mismas caracteristicas que
en el caso 1 y 2 en cuanto a dias de estro consecutivo y en
iluminacidn permanente para inyectarlos con 100 UI de hCG a
las 16 horas., Se autopsiaron 19-22 horas después de la inyec-
cidén; 8/9 ratas ovularon demostrando que los ovarios pueden
responder a la hormona y que no existe atresia folicular im-
portante aunque el nimero ovulado es algo inferior (5-7/x2

trompas) a los controles L:0=14:10 (Tabla VI),.

Ovulacidn inducida por contacto prolongado con machos-Cdpula

Las ratas utilizadas habfan permanecido en iluminacién
permanente entre 150-250 dias., Se utilizaron machos probados

mantenidos en L:0=14:10,
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Las hembras fueron colocadas en las jaulas ocupadas por
los machos, ya sea:
A) 1 hembra con 2 machos por 30 minutos, a las 16 horas. n=3,
B) 7 hembras con-2 machos desde las 22 horas hasta las 9 ho-

ras del dia siguiente, n=25,

A) Se realiz® en condiciones de luz permanente, observdndose
el comportamiento de los machos y hembras, Los primeros lamie-
ron el drea genital de las hembras, se aproximaron al dorso
intentando montarlas. La respuesta al intento de monte fue un

rechazo que se manifestd por un alejamiento de la hembra,

B) Se 1llevd a cabo en luz permanente (n=1l4) o en oscuridad
desde 22-6 h (n=11). En este Gltimo caso se encontraron esper
matozoides en 1 sola hembra. Cuando el experimento se realizd
en oscuridad, transcurrido el tiempo las hembras se colocaron
nuevamente en luz permanente,

Después de 24-26 h de separarlas de los machos, se realizd la
autopsia con examen de los ovarios, No se encontraron ovoci-
tos en ninguna de las hembras (Exp. AyB; Tabla VII). El exten
dido estaba formado por c&lulas cornificadas. Como control se
utilizaron ratas en L:0=14:10, en estro. La inyeccidén de hCG
en ratas EPLL con las mismas caracteristicas que las utiliza-

das en estos experimentos produjo ovulacidn (positivo 3/3).
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persistente y ci-

Ciclos anteriores

4 5 Mixto X2
Estro constante 17/31 3/10 5/28 P<0,025
Estro persistente 3/31 2/10 4/28 P<0,05
(no incluye estro
constante)
No presentaron 11/31 5/10 19/28

Estro persistente

0O constante
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Tabla Va: Niveles hormonales en el suero de las ratas en estro

persistente por iluminacidn permanente (EPLL); (media + error

standard) ,

Niveles hormonales (ng/ml)

Radioinmunoensayo de doble anticuerpo,

LH FSH PRL
EPLL
10 h 97.8+11.8 (8) 165.5+ 2,7 (9) 44,6+ 8.5 (7) *
16.30 h 84,1+ 7.4 (11) 177 #12,5 (6)} 179,6+56.2 (10)

* p<0,03, "U" test.

El nimero de animales utilizados figura entre paréntesis.
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Tabla Vb: Comparacidn entre los niveles hormonales de las ra-
tas EPLL a 'las 16,30 y de ratas con ciclo estral de 4 dias
mantenidas en L:0=14:10 (media * error standard). Radioinmuno

ensayo de doble énticuerpo.

Niveles hormonales (ng/ml)

LH FSH PRL
rk

EPLL 16,.,30h 84.11 7.4 (11)%% 1771 12,5 (6)*% 179.6:56.2(10%
Ciclo Normal
Proestro

16,30nh 257.9i33.3 (8 )*=% 184.2119.2 (9) 291.6:34.1(10)
Diestro 1

16,30h 59.1t 6,5 (18) 98.3: 5.,1(10)p=* 30.2: 3.3(6)%*

El ndmero de animales figura entre paréntesis.,
Andlisis de la varianza y test de Newmann-Keuls,

** p <0,01; * p<O0,05
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. Tabla VI: Ovulacidn inducida en ratas en estro persistente por

iluminacidn permanente (EPLL) frente a estimulos olorosos.

N°de ovocitos

(x 2 oviductos)

EPLL + contacto con lecho usado

(n=11) -

EPLL + contacto con orina de

machos (n=3) -

EPLL + 100 UI

. Control 5-7 (ovulacidn 8/9

. de hCG (n=9) animales)

L:0=14:10

(Estro) 7-10
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* Tabla VII: Ovulacidn inducida en las hembras en estro persis-
tente por iluminacidén permanente (EPLL) por contacto prolonga

do-cdpula con machos,

N°de Ovocitos Presencia de

(x 2 oviductos) espermatozoides

EPLL + contacto 1 hora - -~

(n=3)

EPLL + contacto prolongado - -

en luz permanente (n=14)

EPLL + contacto prolongado - 1/11
. en oscuridad desde 20h-6hs

(n=11)

L:0=14:10 10

(estro)

Control

EPLL+100 UI de 5-7 (ovulacidn

hCG (n=3) 3/3 ratas)
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DISCUSIOQON

El an3alisis del modelo de la rata en estro persistente por
iluminacidn permanente (EPLL) mostrd que nuestros resultados

concuerdan con los obtenidos por otros autores en cuanto a:

. Porcentaje de ratas que responden a la luz permanente con
cornificacién vaginal persistente.

. Caracteristicas morfoldgicas del tracto genital,

. Niveles hormonales de gonadotrofinas hipofisarias y prolac-
tina,

. Ovulacidn por inyeccidn de gonadotrofina coridnica humana vy

nimero de ovocitos ovulados.

Las diferencias radican en:

1., Atraccidn y receptividad sexual:

En las ratas EPLL se ha descripto un aumento en la recep-
tividad sexual y en la atraccidn al macho, E1 90%Z de las ra-
tas expuestas a la luz permanente durante 55-65 copulaban den
tro de los 30' de exposicidn al macho y los coeficientes de
lordosis eran altos (Brown-Grant, Davidson y Greig, 1973).
Hardy (1970) encontrd tambi&n un aumento en la receptividad
sexual, al incrementarse el tiempo de permanencia en ilumina-
cidn continua, En este Gltimo caso, debe tenerse en cuenta el
posible efecto de la experiencia sexual previa.

Por otra parte, Johns, Feder y Komisaruk (1980), trabajan
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do con ratas que habian permanecido 2-4 meses en luz permanen-
te, encontraron variabilidad entre las mismas en cuanto a su
receptividad al macho,

Nuestros experimentos realizados con ratas mantenidas 4-6 me-
ses en luz permanente mostraron que estas ratas EPLL no son
receptivas a los machos. Esto se manifiesta por un comporta-
miento de rechazo (alejamiento) a los intentos de monte reali

zados por el macho.

2., Ausencia de ovulacidn inducida por estimulos sensoriales:

Se encontraron espermatozoides en 1/28 ratas probadas. Po
demos estudiar entonces si se produce ovulacidn por estimulos
sensoriales generales (olorosos, tadctiles, visuales). Si bien
se ha probado que la exposicidn a altas intensidades de luz
permanente produce retinopatias, estudios de comportamiento
sugirieron que la funcidn visual persistiria en esas retinas
dafiadas (Anderson y O'Steen, 1972; Bennett, Dyer y Dunn,1973),
En los experimentos realizados con estimulos de lechos usados
y orina, tendriamos s8lo el estimulo olfatorio. No se detectd
ovulacidn ni en la rata que copuld ni en las expuestas a los
estimulos no coitales, Esta se produjo, no obstante, por inyec-
cidn de hCG, con un nimero de ovocitos menor que en ratas con-
troles en L:0=14:10,

Las discrepancias encontradas en cuanto a receptividad
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sexual y ovulacidn inducida por estimulos sensoriales podria
deberse a diferencias de cepa, Esto parece poco probable ya
que la ovulacidn inducida por estimulos coitales tambi&n se
produce en ratas . pigmentadas, o bien a los efectos de una per-
manencia mds prolongada en luz permanente, Si este fuera el

caso, podriamos distinguir 2 perlodos:

0-4 meses: los efectos deletéreos de la luz permanente sobre
el eje hipotdlamo-hipofisogonadal no estarian totalmente esta
blecidos., Las hembras serian receptivas y los estimulos coi-
tales y no coitales producirian descargas de gonadotrofinas y
ovulacidn, Existe una ovulacién espontdnea ya que un 15% de
las ratas EPLL ovulan afin cuando se encuentran aisladas en su
propia jaula (Johns, Feder y Komisaruk, 1980), En relacién a
los animales expuestos a estimulos olorosos (50%Z ovulan), 1la

proporcidn se reduce a la mitad por adrenalectomia,

4 meses o mids de luz permanente: los ovarios pueden responder

a las hormonas, pero los estimulos sensoriales no son efecti-

vos para producir ovulacién. Se ha producido un cambio en la

receptividad al macho,
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CONCLUSIONES

Se ha descripto un proceso de maduracidn postnatal del &r-
gano vomeronasal de modo que el complejo vomeronasal presenta,
en ejemplares de 21 dias de edad (destete) las caracteristicas
morfoldgicas que se encuentran en los animales adultos. Este
proceso de maduracifén no excluye la posibilidad de funcidn vo-
meronasal durante el mismo; la caracteristica de los estimulos
y/o la modalidad de recepcidn podrian variar mientras el drgano
estd en desarrollo, De esta forma la informacidn sensorial po-
dria ser recibida y transmitida a los centros superiores en es

tas primeras etapas de la vida,.

Durante las primeras semanas de la vida se modifica el sis-
tema conducto nasopalatino-papila palatina, Los corplisculos
gustativos podrian probar sustancias quimicas desde los 13 dias
de edad en adelante, momento en el cual aparece el poro gusta-

tivo., Al destete (21 dias) todo el sistema estd bien desarrolla-

do.

Como consecuencia de los cambios observados en ambas estruc-
turas en el transcurso de las 3 primeras semanas de vida pode-
mos suponer que ambos sistemas actuarian en:

1. Forma integrada: drgano vomeronasal-conducto nasopalatino-

papila palatina, El conducto nasopalatino regularia la
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entrada de estimulos tanto al 8rgano vomeronasal como al drga-
no de Masera, a través de la accidn combinada del repliegue val
vular y de los corpilisculos gustativos. Los corplisculos gustati-
vos probarian 1as;sustancias antes de su entrada al conducto,
si &stas no fueran apropiadas, el repliegue valvular en forma
activa o pasiva ocluiria la entrada de los mismos desde la bo-
ca a las fosas nasales, Los conductos nasopalatinos no son la 4
nica via de acceso al S6rgano, ya que tambi&n pueden penetrar es
timulos a través de las fosas nasales,

El feto se encuentra en un medio apropiado para su crecimiento,
Se sabe que éstos efectlan movimientos de deglucidn y tragan
grandes cantidades de l1iquido uterino, En esta etapa no existe
la proteccidn del repliegue valvular ni presencia de corpis-
culos gustativos en la papila palatina, La abertura oral de los
conductos es amplia. Si la funcidn vomeronasal en esta etapa
consiste en muestrear las caracteristicas del liquido uterino,
la via oronasal es altamente permeable, permitiendo el acceso
de estimulos quimicos a los receptores vomeronasales,

2, Forma independiente. En este caso, el drgano vomeronasal
recibiria los estimulos por la via nasal exclusivamente, El
sistema papila palatina-conducto nasopalatino tendria una fun-
cidn gustativa complementaria, a través de su participacidn en
la integracidn de un torniquete quimiosensorial como ya se ha
descripto, A favor de esta funcidn, estaria el hecho de que las

lesiones que provocan la oclusidn del conducto no afectan la
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nutricidn y el. desarrollo de las crias en lactancia, Los cor-
pisculos gustativos podrian ser funcionales desde los 13 dias
de eddd, periodo a partir del cual la lactancia se modifica,
y permitirian al animal responder a los requerimientos de una
ingesta mids completa, El conducto permeable seria la via de

acceso al 6rgano s6lo durante la vida fetal,

En relacidén al modelo elegido para el estudio de la parti
cipacifén vomeronasal en la regulacidn neuroenddcrina de la re
produccidén, existirian 2 fases, Durante la fase estudiada,
cuando la ovulacidn espontdnea ya no se produce, los estimu-
los sensoriales no coadyuvarian para desencadenar la ovula-
cidén, El estimulo utilizado no fue caracterizado quimicamente,
pero es de tipo natural, fisioldgico. Incluye un componente fe
romonal y podria también tener uno que utilice la via trigemi-
nal, Nuestros resultados indican que, transcurridos 4 meses en

iluminacién continua, los estimulos olfatorios no producen ovu

lacidn, Durante la fase previa la participacidn adrenal en la

ovulacidn refleja es muy importante,

D]

—
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Figura 1: Esquema de la fosa nasal de la rata donde se

observan los sistemas sensoriales alli ubicados.

Abreviaturas: ba, bulbo olfatorio accesorio; bo, bulbo ol
fatorio principal; co, coana; eo, epitelio olfatorio; er,
epitelio respiratorio; nvn, nervio vomeronasal; tr, rama

del nervio terminal; vt, ganglio vestibular,
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Figura 2: A, Esquema de las fosas nasales de un anfibio
anuro, donde puede observarse la ubicacidn del neuroepi-
telio del drgano de Jacobson (adaptado de Gaupp, 1904),
B. Esquema de la fosa nasal de un ofidio. El drgano de
Jacobson se comunica sdlo con la cavidad oral (adaptado

de Pirlot, 1976).

Abreviaturas: bo, bulbo olfatorio; caa, cartilago alar;
cin, cavidad inferior; cm, cavidad medial; coj, cartila-
go del S6rgano de Jacobson; cp, cavidad principal; doj,
ducto del S6rgano de Jacobson; f, fosa nasal; 1, lumen;
le, lengua; ne, neuroepitelio; ni, narina interna; no,
nervio olfatorio; ns, septum nasal; nvn, nervio vomero-
nasal; oj, 6rgano de Jacobson; Rec, med, receso mediano;

vo, vomer,
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Figura 3: Microfotografias del complejo vomeronasal de

un feto de 16 dias de gestatidn,

A: comunicacidn del drgano vomeronasal con la fosa nasal,
B: comunicacidn oro-nasal a través del conducto nasopala
tino,

C: 6rgano vomeronasal donde se observan el neuroepitelio
y el epitelio seudoestratificado,

D: segmento medio del drgano (caudal a B), Las gléqdulas
estdn ausentes en el complejo vomeronasal y a los lados
del septum nasal,

Barra en A, B, D = 286 um; en C = 45 um,

Abreviaturas: cr, comunicacidn del S6rgano vomeronasal con
la fosa nasal; cv, cartilago vomeronasal; f, fosa nasal;
1, lumen; le, lengua; ne,\neuroepitelio vomeronasal; ns,
septum nasal; pp, papila palatina; ps, epitelio seudoestra

tificado; ov, drgano vomeronasal,
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Figura 4: A: Microfotografia del complejo vomeronasal en
una cria de 5 dias de edad. Barra = 215 um,
B, C, D : Neuroepitelio de crias de 5, 0 y 21 dias de e-

dad, respectivamente, Barra = 19.5 um,.

Abreviaturas: f, fosa nasal; 1, lumen; ne, neuroepitelio

vomeronasal; ns, septum nasal; ps, epitelio seudoestrati-

ficado; r, célula receptora; s, célula sustentacular,
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Figura 5: Microfotografias del segmento medio del comple
jo vomeronasal, Las glandulas vomeronasales estin ausen-
tes al nacimiento (A) y a los 2 dias de edad (B), Apare-
cen a los 5 dias (C) y su desarrollo es mayor a los 8 (D),

Barra en A = 179 um; B y C = 286 ym; D = 223 um,

Abreviaturas: cv, cartilago vomeronasal; f, fosa nasal;
gs, gldndulas prdximas al septum nasal; gv, glidndulas vo-
meronasales; ns, septum nasal; nvn, nervio vomeronasal;

or, cavidad oral; ov, drgano vomeronasal,
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Figura 6: Microfotografias del epitelio seudoestratifi-
cado del drgano vomeronasal, A: O dfia; B: 5 dias; C: 21

dias de edad, Barra = 19,5 um,

Abreviaturas: c, célula clara; d, célula oscura; 1, lumen,
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Figura 7: Porcidn pr6xima al lumen del neuroepitelio vo-

meronasal de un feto de 20 dias de gestacidn, Microsco-

pia electrdnica de transmisidon, Barra = 0,5 um,

Abreviaturas: ci, cilio; 1, lumen; r, cé&lula receptora;

Sy

c8lula sustentacular,
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Figura 8: Microfotografia electrdnica de transmisidn,
Porcidn central del epitelio seudoestratificado del or
gano vomeronasal de una cria recién nacida, Barra = 1

um,

Abreviaturas: c, c@&lula clara; d, célula oscura; 1, 1lu-

men,
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Figura 9: Microscopia electrdnica de transmisidn del neu-
roepitelio vomeronasal,., Se observa un incremento en las
microvellosidades entre el nacimiento (A) y los 21 dias
de edad (B). Barra en A y B = 1 um,

Presencia de cilios en las c&lulas receptoras al nacimien
to (C) y en las sustentaculares hasta los 12 dias de edad.
Barra en C = 0,5 um; en D = 1 um,

Abreviaturas: ci, cilio; 1, lumen; m, microvellosidades;
P, proyeccidn; r, c&lula receptora; s, célula sustentacu-

lar,
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Figura 10: A: c€lula clara del epitelio seudoestratifi-
cado del 6rgano vomeronasal de una cria de 5 dias de e=
dad, Barra = 1 um,

B: epitelio seudoestratificado a los 21 dias de edad.

Barra = 1,25 um,

Abreviaturas : ¢, célula clara; ci, cilio; d, cé&lula os

curaj; 1, lumen,
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Figura 11: A: Neuroepitelio vomeronasal a los 5 dias de
edad, Porcidn préxima al lumen donde se observan una cé-
lula receptora con numerosos centriolos en el bulbo den-
dritico y otra donde los centrfiolos migraron a la regidn
posterior al cuello de la dendrita. Barra = 1 um,

B: Neuroepitelio al nacimiento, Cé€lulas sustentaculares
prdéximas a un capilar intraepitelial, Puede observarse
la disposicién en cisternas paralelas del reticulo endo-
plasmico granular y algunos cuerpos densos en su proxi-

midad, Barra = 1 um,

Abreviaturas: cd, cuerpo denso; ce, centriolo; cip, ca-
pilar infraepitelial; eg, reticulo endopldasmico granular;
1, lumen% m, microvellosidades; r, célula receptora; s,
célula sustentatular; sn, ncleo de c&lula sustentacular;

-
v, vesicula,
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Figura 12: Neuroepitelio vomeronasal, Esquema que muestra
las principales modificaciones que ocurren en el mismo

desde el nacimiento (A) hasta los 21 dias de edad (B),

Abreviaturas: a, axén; b, c&lula basal; ci, cilio; m, mi-
crovellosidades; r, célula receptora; s, c&lula sustenta-

cular; v, vesicula; w, reticulo endopldsmico agranular,
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Figura 13: Microscopia electrdnica de transmisidn, Neu-
roepitelio vomeronasal de una cria de 21 dias de edad.
A: nlcleos de c@lulas sustentaculares, Barra = 4 ynp,

B: c&lula basal, Barra = 1 um,

C: citoplasma perinuclear de una c&lula receptora donde
se observa el desarrollo del reticulo endopldsmico agra-
nular., Barra = 1 um,

D: prolongacidn ax8nica de las c&lulas receptoras, Barra

= 0.5 um,

Abreviaturas: a, axdn; bn, niicleo de c&lula basal; rn, ni-
cleo de célula receptora; sn, niicleo de célula sustentacu-

lar; w, reticulo endopldsmico agranular,
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Figura 14: Esquema sobre el origen y curso probable de
las fibras responsables de la inervacidén de los recepto-

res gustativos palatinos en la rata,

Abreviaturas: dnp, conducto nasopalatino; gep, ganglio
esfenopalatino; gg, ganglio geniculado; gn, ganglio nodo-
so; nfs, nicleo de fasciculo solitario; pb, paladar blan-
do; ppm, nervio petroso profundo mayor; psm, nervio pe-
troso superficial mayor; ts, franja gustativa entre el pa
ladar duro y el blando; vi, nervio vidiano; vpsp, via anas
tomdtica con el plexo simpatico perivascular; VII, IX y

X, pares craneanos.
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Figura 15: Microfotografias de secciones coronales de 1la
papila palatina, A = 0 dia, B = 2 dias, C = 5 dias, D =
8 dias, E = 10 dias y F = 21 dias de edad,

Barras en A-F = 250 um,

Abreviaturas: dnp, conducto nasopalatino; lt, lengueta;

or, cavidad oral; pp, papila palatina,
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Figura 16: Microfotografia de una seccidn coronal de la
papila palatina de una rata de 3 meses de edad. Barra =

200 um.

Abreviaturas: dnp, conducto nasopalatino; lt, lengueta;

or, cavidad oral; pp, papila palatina,

a o,
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Figura 17: Microfotografias de secciones sagitales de la

fosa nasal de una rata adulta, Puede observarse la comu-
- - ., 3 - N -

nicacidn indirecta conducto nasopalatino-receso parasep-

tal, abertura del &drgano vomeronasal, Barra = 1 um,

Abreviaturas: dnp, conducto nasopalatino; f, fosa nasal;

1, lumen; res, receso paraseptal; ov, drgano vomeronasal,
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Figura 18: Microscopla electrdnica de barrido. Desarro-
llo postnatal de la papila palatina donde se observa el
crecimiento dorsoventral de la misma y el enmascaramien-
to de la desembocadura oral del conducto nasopalatino des
de el nacimiento (A) hasta los 21 dias de edad (E), A-E,
0, 3, 5, 12 y 21 dias, respectivamente, Barra = 100 um,

F: papila palatina de un adulto de 3 meses, Barra = 208

um.

Abreviaturas: at, anterior; dnp, conducto nasopalatino;
PP, Papila palatina; pt, posterior; sl, sulcus entre la

parte rostral y caudal de la papila palatina,
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Figura 19: Microfotografias donde se observa la ubicacidn
de los corplisculos gustativos en la papila palatina y con
ducto nasopalatino desde el 1° (A) hasta los 21 dias de
edad (F), A-F: 1, 3, 8, 10, 13 y 21 dias de edad, respec-
tivamente,

Barra en A = 50 ym, Barras en B-F = 50 um,

Abreviaturas: ao, abertura oral del conducto nasopalatino;
cg, corpldsculo gustativo; dnp, conducto nasopalatino; 1la,

pared lateral del conducto nasopalatino; lt, lengueta; me,
pared medial del conducto nasopalatino; pp, papila palati-

na.
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Figura 20: Microfotografias de los corplGsculos gustati-

vos de la papila y conducto nasopalatino., A-F = 1, 3, 8,
10, 13 y 21 dias de edad, respectivamente, La flecha in-

dica el poro externo del corpisculo, Barra = 20 um,

Abreviatura: cg, corpisculo gustativo.
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Figura 21: Microfotografia electrdnica de transmisidn,

Porcidén basal de un corpisculo gustativo de una cria de

3 dias de edad., Barra = 1 um,

Abreviaturas: c¢d, cuerpo denso; ct, citofilamentos; dg,
célula oscura del corpisculo gustativo; fn, fibra nervio-

sa; 1b, lamina basal; v, vesicula,
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Figura 22: Microscopia electrdnica de transmisidn. Por-
¢idén mediobasal de un corplsculo gustativo de una cria
de 3 dias de edad donde pueden observarse las células

claras y las oscuras, Barra = 1 um,

Abreviaturas: cd, cuerpo denso; cl, cé&lula clara del cor
pisculo gustativo; ct, citofilamentos; dg, c&lula oscu-

ra del corpiisculo gustativo; fn, fibra nerviosa,
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Figura 23: Microscopia electrdnica de transmisidn. Cor-
pisculo gustativo a los 8 dias de edad. A: porcidn medipo
basal del corpiisculo, donde se observa una célula clara.
La relacidn de &sta con la fibra nerviosa es de tipo apo
sicidén, mientras que la cé&lula oscura establece contac-
tos "tipo mesaxonales" con la fibra, Barra = 1.4 um,

B: porcién basal de un corplisculo donde se observa la pe
netracidn de numerosas fibras nerviosas al mismo, Barra
= 1 um,

C: célula perigemal, Barra = 2 um,

Abreviaturas: cl, célula clara del corplisculo gustativo;
dg, célula oscura del corplsculo gustativo; fn, fibra

nerviosa; lb, ldmina basal; pg, célula perigemal,
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Figura 24: Microscopia electrdnica de transmisidn. Cor-
plisculo gustativo a los 21 dias de edad. A: cé&lulas cla-
ras y células oscuras, Barra = 0,5 um,

B: relacidn entre las fibras nerviosas y los dos tipos ce

lulares, Barra = 0,5 um,

Abreviaturas: cl, c@&lula clara del corplisculo gustativo;
ct, citofilamentos; dg, c€lula oscura del corplisculo gus-

tativo; fn, fibra nerviosa, -
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Figura 25: Microscopia electrdnica de transmisidn., Corpils
culo gustativo a los 21 dias de edad. A: porcidn apical,
Las cé&lulas claras y las oscuras estidn relacionadas entre
s por interdigitaciones y desmosomas. Barra = 0,6 um,

B: poro externo del corplisculo gustativo. Se observan cé-

lulas oscuras con microvellosidades cortas, Barra = 1 um,

Abreviaturas: cl, c&lula clara del corpilisculo gustativo;
cd, cuerpo denso; dg, célula oscura del corpilsculo; dnp,
conducto nasopalatino; fg, fosita gustativa; fn, fibra

nerviosa; m, microvellosidades; po, poro externo; v, ve-

sicula,

u,

|
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Figura 26: Microscopia electrdnica de transmisidn., Cor-
pisculo gustativo a los 21 dias de edad. A: fibra nervio-
sa perigemal, Barra = 0,5 um,

B: cé&lula oscura. Agrupacidn de vesiculas en la célula
(flecha), pr6xima a una fibra nerviosa,

Barra = 0,5 um.

Abreviaturas: cg, corpisculo gustativo; dg, c&lula oscu-
ra del corpldsculo gustativo; fn, fibra nerviosa; fp, fi-

bra nerviosa perigemal; v, vesicula,
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Figura 27: Microscopla electrdonica de transmisidn, Cor-
plisculo gustativo de un adulto. A: contacto de adherencia
entre una c&lula oscura y una fibra nerviosa, Las flechas
indican la zona del contacto. Las vesiculas se acumulan

en las proximidades de dicha zona, El1 espacio intercelular
presenta un material denso, Barra = 0,5 um¢

B: célula basal, Barra = 1 uym,

Abreviaturas: bg, c&lula basal del corpdsculo; dg, célula
oscura del corpisculo; fn, fibra nerviosa; lb, lamina ba-

sal; v, vesicula,
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FiEura 28: Microscopia electrdnica de barrido, Lesidn e-
lectrolitica del conducto nasopalatino efectuada a los 5
dias de edad. Los animales se sacrificaron a los 21 dias,
A: lesidn unilateral, Se observa el aplanamiento de 1la pa
pila palatina y la desaparicidén de la comunicacidn oral
del conducto lesionado (flecha).

Comparar con Figura 18E, Barra = 100 um,

B: Lesidn bilateral, Se ha removido el epitelio palatino.
La lesidn y el cierre de los conductos se extiende a 1la
ldmina propia, Las flechas indican la ubicacién aproxima-
da que tendrian los conductos en un animal control, Ba-

rra = 208 um,

Abreviaturas: at, anterior; 1d, lesidn del conducto naso-

palatino; pt, posterior,
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Figura 29: Microfotografias del ovario de la rata, A: ani
mal con 14 dias de cornificacidn vaginal consecutiva por
exposicidén a la iluminacidn permanente, Se observan gran-
des foliculos y ausencia de cuerpos liiteos recientes,

B: animal en estadjo "estro"

del ciclo vaginal normal en
LO = 14:10 donde pueden verse cuerpos liiteos recientes y
foliculos en distintas etapas de crecimiento,

C: Idem A, pero inyectado con gonadotrofina coridnica hu-
mana,

Persisten los grandes foliculos, péro pueden verse algunos
cuerpes liiteos recié&n formados,

D : animal con 4 dias de estro consecutiveo, por ilumina-

cion permanente,

Barra A-D = 286 um,.

Abreviaturas: fo, foliculo ovdrico tipo quistico; foc, fo-

liculo ovarico en crecimiento; lur, cuerpo liteo reciente,
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Figura 30: Radioinmunoensayo para hormona luteinizante
(LH), foliculo estimulante (FSH) y prolactina,

C.L.P.: ratas en estro persistente por iluminacidn conti-
nua (8 6 mds dias consecutivos).

Il: 6 horas después de la inyeccidn de 100 UI de gonado-
trofina coridnica humana.

12: 18 horas después de inyeccidn de 100 UI de gonddotro

fina coridnica humana. Los animales habian ovulado,
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