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Lasestructuras olfatorias de los armadillos (,‘hacrophractus Vil/asusy Dasypus
hybridus.

RESUMEN

Esta Tesis se divide en: l- El modelo experimental y la importancia de los
armadillos Clzaeíophractus VÍÍÍOSUSy Dasypus hybridus en la investigación
biomédica; 2- Adaptación del armadillo Dasypus hybndus a las condicones de
cautiverio; 3- Estudio de las estructuras nasales de los armadillos
¿haetophraclus Vil/asusy Dasypus hybridus, con especial atención en la
mucosa olfatoria', 4- Estudio neuroanatómico del armadillo Dasypus hybridus.
En la primera parte, se realizó un resumen de la sistemática y taxonomía de
ambos armadillos y se mencionan algunas lineas de investigación biomédica
que han utilizado ambos modelos experimentales. En la segunda parte, se
exponen las tareas realizadas en cuanto a la mantención y reproducción en
cautividad del armadillo Dasypus hybrídus. Latercera parte, consta de una
revisión de los conocimientos actuales sobre la mucosa olfatoria, un estudio
topográfico y macroscópico de las estructruas nasales y un estudio de la mucosa
olfatoria mediante microscopía óptica y microscopía electrónica, incluyendo
estudios histoquímicos e inmunohistoquímicos. Laúltima parte, consta de un
estudio neuroanatómico de la especie Dasypus hybridus. El trabajo consiste en
una revisión sobre los trabajos neuroantómicos realizados en Edentados y en el
análisis de las estructuras cerebrales más importantes de este armadillo con
especial referencias a las estructruras nasales.

Palabras claves: armadillo, cautiverio, cavidad nasal, mucosa olfatoria,
neuroanatomia



The olfactory structures of the armadillos Chaetophractus VÍÍÍOSUSy Dasypus
hybn'dus.

ABSTRACT

Tthís Thesis is divided in: l- The armadilos Chaetophraclus villosusand
Dasypus hybndus as experimental models in biomedícal research; 2- The
maintenance in captivity of the armadillo Dasypus hybridus; 3- Nasa]
structures of the armadillos Chaetophractus villosus and Dasypus hybrídus,
with special reference to olfactory mucosa; 4- Neuroanatomical study of
Dasypus hybridus.
ln the first part an abstract of the systematíc, taxonomy and the most important
features of the biomedical research about Chaetophractus villosusand Dasypus
hybn'dus was mentioned. The second part includes the tasks related with
maintenance and reproduction in captivity of the armadillo Dasypus hybridus.
The third part includes a literature review about the olfactory mucosa, a
topographíc study of the nasal structures and a study of the olfactory mucosa of
both armadillos by optic and transmission electron microscopy, including
histochemical and immunohístochemical analysis. The last part consists in a
literature review about neuroanatomical studies in Edentates and and analysis
of the most salient neuroanatomical features of the South American armadillo
Dasypus hybridus, withe special reference to the nasal structures.

Keywords: armadillo, captivity, nasal cavity, olfactory mucosa, neuroanatomy.
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FUNDAMENTOS DE LA TESIS

En este trabajo se exponen los resultados obtenidos sobre el estudio de las

principales estructuras olfatorias, con especial atención en la mucosa olfatoria de los

armadillosChaetoplzmctusvfllosusyDa.qu hybn'dus.

Losobjetivos de esta Tesis fueron tres a saber:

1- Adaptación de la especie Dagpus hybfidus a las condiciones de cautiverio.

2- Estudiar las características macroscópicas, microscópicas (fotónicas y electónicas),

histoquímicas e inmunohistoquímicas de la mucosa olfatoria junto con algunas

características estructurales de la cavidad nasal en los armadillos Chactophmctus

vil/asusy Da.qu hybfidus.

3- Estudio general de la estructura del encéfalo con el objeto de adquirir un mejor

conocimiento de aquellas partes de la misma relacionadas con las estructuras de la

cavidad nasal.

CONSIDERACIONES Y TAREAS PRELIMINARES

Para llegar a cumplir los mencionados objetivos debimos realizar una serie de

tareas absolutamente necesarias para el correcto desarrollo del trabajo. Por lo tanto,

como primera tarea se realizó una revisión completa de las características más

importantes de ambas especies. Nuestra segunda tarea fue obtener la adaptación y

reproducción de Damas hybfidus en condiciones de cautiverio. El Instituto de

Neurociencia tiene una amplia experiencia en la mantención en cautividad del

armadillo Chaetophmctus Vil/asus.La experiencia anterior indicaba que la adaptación
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de ejemplares de Da.qu hybndus en cautiverio era bastante dificil. En consecuencia

fue necesaria, como primera parte de esta Tesis, acondicionar a estos animales a la vida
de Bioterio.

FUNDAMENTOS QUE JUSTIFICAN NUESTRO INTERES POR LA MUCOSA

OLFATORIA EN LA PRESENTE TESIS.

El creciente interes por los estudios de mucosa olfatoria por parte de distintos

grupos de investigación crece día tras dia. Las razones del mismo residen en una serie

de notabilísimas propiedades de considerable relevancia fisiológica y neurobiológica.

Detalles sobre las mismas son suministrados más adelante. A continuación, a

modo de introducción, pasamos solamente revista a dichas notables propiedades.­

1- Algunas derivan de las características exclusivas de la neurona receptora olfatoria

(NRO):

1.1- las NRO son las únicas neuronas del organismo animal que están en

contacto físico directo con el medio ambiente, constituyendo por lo tanto, una fase

intermedia entre dicho medio y el sistema nervioso central (SNC). Esta importante

propiedad entraña como veremos más adelante un peligro potencial para el sistema

nervioso.

1.2- Las proyecciones de las NRO hacia el SNC, a diferencia de todas las otras

vías sensoriales por las que circula información, arriban directamente a una corteza

filogenéticamente primitiva sin hacer sinapsis con el tálamo. Por lo tanto, están en

condiciones de interactuar directamente entre el medio ambiente y el SNC (Farbman,

1992; Crews y Hunter, 1994).

1.3- las NROse regeneran continuamente a lo largo de toda la vida adulta.

Esto determina que en un momento determinado la población neuronal exhibe



neuronas recién nacidas, neuronas ínmaduras, neuronas diferenciadas y neuronas en

proceso de degeneración. Resulta fácil comprender la enorme importancia de este

hecho, pues implica que en la mucosa olfatoria (MO) residen importantes secretos

relacionados nada menos que con la regeneración neuronal de mamíferos adultos

(Graziadeí y Monti Graziadei, 1979; Costanzo y Graziadei, 1983).

2- Comoconsecuencia de ser la neurona olfatoria la única neurona en contacto directo

con el medio ambiente cabe señalar un hecho de importancia: la NRO es la única

neurona del organismo homeotérmico que está sometida a oscilaciones de

temperatura (Affanni,com. pers.).

3- Otros motivos del interés suscitado por la mucosa olfatoria (MO) derivan de

investigaciones demostrativas de que varios materiales incluyendo metales se trasladan

al bulbo olfatorio luego de la instilación nasal. Estos materiales son posteriormente

transportados en sentido anterógrado y retrógado hacia distintas regiones del SNC

(Crapper McLachlan, 1986; Dahl y Hadley, 1991).

4- Otro motivo de interés por la MO es que aunque muchos materiales instilados

penetran en el SNCdicho transporte no ha podido ser demostrado en todos los animales

estudiados. Esto sugiere que la MO provee de algún modo una barrera protectora del

sistema nervioso denominada barrera nasoencefálica, que se sumaria a la conocida

barrera hematoencefálica (Morgan, 1984).

5- Hayotro importante motivo de interés por la MO. Esteconsiste en el altísimo nivel de

actividad enzimática metabolizante xenobiótica (Hadleyy Dahl, 1982).

6- La MO posee células del sistema inmunitario y ha sido demostrada la presencia de

inmunoglobulínas y citoquinas en las secreciones nasales (Getchell y Getchell, 1991).

7- En el curso del desarrollo embriológico, en la placoda olfatoria se generan células

GnRHérgicas que migran desde allí hacia el hipotálamo (Witkin y Silverman, 1983;

Witkin, 1987).



8- LaMO presenta sitios de ligamiento para melatonína (Affanni et al, 1996).

9- Lasglándulas nasales segregan un tipo de proteínas-odorante ligante (odor bindíng

proteins)- que tiene la función de combinarse con las moléculas odorantes y permitir de

este modo el avance de moléculas hidrofóbicas a través de un medio acuoso hidrofílico

(Pelosi et al, 1982).

10- En la actualidad la MO es utilizada como sitios para la administración de

medicamentos (cefalexina y sulfonamidas) (Lewisy Dahl, 1995).

11- Hay un hecho que merece ser destacado: la MO despliega una importante

interacción con distintas partes del organismo además de hacerlo con el medio ambiente

(Maruniak et al, 1983; Bradbury, 1984). En efecto, la misma es alcanzada desde

distintas fuentes, a saber.

a) Elaire inspirado.

b) Elaire espírado.

c) El líquido cefalorraquídeo

d) Lasangre.

e) Lasecreción de las glándulas perioculanes: lacrimal y glándula de Harder.

12- la falta de MO provoca importantes cambios en el crecimiento del cuerpo y en el

desarrollo de los bulbos olfatorios y del cerebelo (Shafa et al, 1976; Singh y Nathaniel,

1977).

Lasmencionadas propiedades de la MO demuestran claramente que la misma es

un sitio muy activo de importantes fenómenos fisiológicosy neurobiológicos. Esto señala

la considerable importancia de una renovada investigación sobre la misma. Este ha sido

precisamente el motivo que nos indujo a la elaboración de la presente Tesis.



ANALISIS DE LAS PROPIEDADES

1- Lahabilidad de las NROpara detectar e identificar moléculas odorantes ilustra

la primera de sus particulares características: son las únicas neuronas que hacen

contacto físico directo con el medio externo. Este contacto ocurre en las cilias que se

proyectan desde las dendritas de las NRO, específicamente en la capa de mucus que

cubre el epitelio nasal. las NRO envían procesos hacia el SNC. Esta proyección

representa la segunda característica distintiva: las NRO llegan a una corteza primitiva

sin hacer sinapsis con el ta'lamo (Farbman, 1992; Crews y Hunter, 1994). La

información proveniente del epitelio olfatorio, se diferencia de las demás informaciones

sensitivas y sensoriales por ser enviada directamente desde el bulbo:olfatorio hacia la

corteza cerebral olfatoria, sin hacer previamente un relevo talámico. Sin embargo, parte

de la corteza olfatoria, especialmente la corteza 'piriforme se proyecta al tálamo y la

información olfatoria pasa al neocortex, donde presumiblemente ocurra la percepción

consciente de los olores. (Farbman, 1992). Por otro lado, las neuronas olfatorias son las

únicas neuronas que exhiben un continuo recambio y reemplazo a partir de células

precursoras durante la vida adulta (Graziadei y Monti Graziadei, 1979). La evidencia

experimental de la regeneración neuronal fue suministrada por estudios de

autorradiografía con los cuales se rastreo la migración apical de células marcadas con

3H-Timidina a través del epitelio de roedores adultos (Camara y Harding, 1984). La

neurogénesis se incrementa luego de una injuria producida en el epitelio, permitiendo

la rápida reconstitución del epitelio dañado (Graziadei y Monti Graziadei, 1979;

Costanzo y Graziadei, 1983; Carr y Farbman, 1992; Pellier y Astic, 1994; Hoolbrook et

al, 1995; Schowb et 211.,1995). Sin embargo, existe aún mucho por comprender acerca

de la neurogénesis, especialmente acerca de la biología de las células basales y de los

mecanismos regulatorios del mismo (Hoolbrook et al, 1995).

2- Una consecuencia de que la NRO sea la única neurona del organismo en

contacto directo con el medio ambiente hace que la misma esté sometida a fuertes

oscilaciones de temperatura. Estose debe a la llegada del aire inspirado, que en muchas

oportunidades está muy por debajo de la temperatura corporal. A esto se añade la



existencia de mecanismos refrigerantes en la cavidad nasal (Schmidt-Nielsen, 1972;

1990). Es de destacar la posible relación de este hecho con la desaparición de la

neurogénesis en los organismos homeotérmicos o endotérmicos adultos. Cabe, pues

preguntarse si la mencionada conservación neurogenética de la MO guarda alguna

relación con las oscilaciones de temperatura que guardar-¡an una cierta semejanza con

las neuronas de los animales poiquilotérmicos (ectotérmicos) (Affanni, 1997, com.

pers.).

3- Numerosas investigaciones han demostrado que varios materiales incluyendo

metales se trasladan al bulbo olfatorio luego de la instilación nasal. Estosmateriales son

posteriormente transportados en sentido anterógrado y retrógado hacia distintas

regiones del SNC. Al respecto cabe señalar la elaboración de una teoria de transporte

directo transepitelial de sustancias tóxicas inhaladas. El gran atractivo de dicha teoría

deriva precisamente de una característica neumanatómica exclusiva del sistema

olfatorio: la NRO contacta tanto la luz de la cavidad nasal como los bulbos olfatorios

proveyendo así una vía unineuronal por la que distintas sustancias tóxicas pueden

invadir el SNC.

Numerosas sustancias son internalizadas, transportadas y acumuladas en el

sistema olfatorio. Estas sustancias presentan un amplio rango, varían de metales a virus

e incluyen lectinas, colorantes, solventes, inmunoglobulinas, aminoácidos y drogas.

Metales como el aluminio, cadmio, cobalto y oro son internalizados en el epitelio

olfatorio y transportados directamente al cerebro vía axones olfatorios o por el espacio

subaracnoideo o perineural (Jackson et al, 1979). Laevidencia de este transporte hacia

el SNC ha sostenido la hipótesis de que algunos de estos metales pueden ser

etiológicamente significativos en algunos síndromes patológicos. Como por ejemplo, el

aluminio en la enfermedad de Alzheimer (Crapper McLachlan, 1986; Roberts, 1986;

Ferreyra-Moyano y Barragan, 1989). Las lectinas, específicamente la WGA (aglutinina

del germen de trigo), también se transportan desde las NRO hacia el bulbo olfatorio

(Shipley, 1985; ltaya, 1987), y de allí por transporte anterógrado y retrógado a distintas

regiones del SNC (Broadwell y Balin, 1985). Además, se ha reportado el transporte de

varios virus como consecuencia de la inoculación nasal de los mismos. Entre ellos, el

virus herpes, el virus murino coronavirus, el virus de la enfermedad Borna y el virus de



la rabia (Baker, 1995). Colorantes como el amarillo Lucifer, azul de Evans y azul Tripan

penetran en las NRO (Kristensson y Olsson, 1971; Suzuki, 1984). Por otro lado, también

se comprobó que la peroxidasa del rábano picante (HRP) es captada por la neurona

olfatoria y transportada hacia los glomérulos olfatorios (Kauer, 1981; Steward, 1985). Es

menester destacar además, el transporte de: aminoácidos -leucina, alanina, taurina­

(Weiss y Buchner, 1988); drogas como el ácido valproico y la cocaína (Dahl y Hadley,

1991); solventes que incluyen benceno, tolueno y xileno (Ghantous e! al, 1990).

Las sustancias luego de penetrar a las NRO, pueden ser transportadas al SNC

mediante transporte rápido o lento, característico de los sistemas neuronales. A su vez

algunas moléculas sólo arriban al bulbo olfatorio mientras que otras pueden llegar a

otras regiones del SNCmediante transporte transneuronal (Weiss and Buchner, 1988).

Lasconsecuencias de este transporte se hallan generalmente asociadas con desordenes

neurodegenerativos, inclu'yendo las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Ferreyra

Moyano y Barragan, 1989).

También hay un hecho digno de ser destacado. El hipocampo está separado del epitelio

olfatorio por solamente dos sinapsis. Huelga destacar la importancia de esta estructura

en los procesos de aprendizaje y memoria, entre otros. No deja de ser

extraordinariamente llamativo que una estructura tan importante pueda ser alcanzada

tan fácilmente por distintas sustancias tóxicas presentes en el medio ambiente.

4- Elhecho de que el transporte de ciertas sustancias instiladas a la cavidad nasal

no ocurra en todos los animales ha llevado a sugerir la idea de una barrera

nasoencefálica (BNE). El SNC se halla protegido por una barrera hematoencefálíca

(BHE),formada por uniones estrechas entre las células endoteliales de los capilares y

una actividad enzimática en estas células endoteliales (Cutler, 1980). A pesar de las

diferencias entre la BHEy la BNEexisten ciertas características comunes que hacen que

la BHEsirva como modelo para caracterizar a la BNE.Así por ejemplo, en el epitelio

olfatorio hay uniones estrechas entre las NRO y las células de sostén (Graziadei, 1966;

Graziadei y Graziadei, 1979) y existe una alta actividad xenobiótica y metabólica dentro

de las células epiteliales (Dahl y Lewis, 1993). En otros aspectos la BNEdifiere bastante

de la BHE,especialmente en el aspecto que las dendritas de las neuronas receptoras se

hallan en directo contacto con el lumen nasal y el transporte neuronal y la pinocitosis



parecen ser rutas de acceso al SNC más importantes que aquellas provenientes de la

circulación. Por otro lado, el aparato mucocíliar también funcionaría como un

componente de la barrera (Morgan el al, 1984). El concepto de BNE debería ser

tomado en cuenta a la hora de estudiar el transporte de tóxicos ínhalados.

5- A pesar de que la citoarquitectura de la MO es remarcablemente similar en las

diferentes especies, la capacidad y localización del metabolismo xenobiótico puede ser

muy diferente. Desde los primeros reportes que la actividad de la citocromo P-450 en la

mucosa nasal de la rata excede a la actividad en el hígado cuando se normaliza al

contenido de proteínas en el tejido (Hadley y Dahl, 1982), se han realizado numerosos

trabajos sobre la actividad en la mucosa nasal de enzimas xenobióticas (Shapiro, 1970;

Hadley y Dahl, 1982; Asanuma y Nomura, 1991; Asanuma y Nomura, 1993).

El metabolismo xenobíótico cumple múltiples funciones: (1) detoxificación de

xenobióticos inhalados; (2) protección de otros tejidos, tales como cerebro y pulmones,

de tóxicos inhalados; (3) activación de tóxicos inhalados; y (4) modificación de

sustancias odorantes inhaladas, especialmente en el caso de esteroides que funcionan

como estimulo reproductivo (Lewis y Dahl, 1995). Cabe aclarar que las enzimas

xenobíóticas nasales no sólo actúan sobre sustratos inhalados sino también lo hacen

sobre sustratos provenientes de la circulación sistémica (Belinskyct a1, 1990).

6- la presencia de células del sistema inmunitario, inmunoglobulinas,

lactoferrina y lisozima ha sido registrada en la MO de ratas y anfibios (Brandtzaeg,

1974; Getchell y Getchell, 1991). Estose asocia con unas de las funciones de la MO que

es la de ser una barrera para impedir la penetración de agentes patógenos del medio al

interior del organismo, especialmente al SNC y al tracto respiratorio (Getchell y

Getchell, 1991).

7- Durante el desarrollo embriológico, la aparición de fibras y neuronas

inmunorreactivas a GnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas) en el septo nasal

precede a su aparición en otras partes del cerebro (Witkin y Silverman, 1983; Witkin,

1987; Jennes, 1989). Las neuronas GnRhérgicas se diferencian desde la placoda

olfatoria. Siguiendo su diferenciación estas neuronas migran a través del septo nasal y



entran en la región ventral del encéfalo junto con el nervio terminal y el nervio

vomeronasal (Silverman c't al, 1994). Por lo tanto, el origen de las neuronas que

expresan GnRH en la placoda olfatoria nos provee el primer nexo entre los sistemas

reproductivo y olfatorio, una asociación que permanece a lo largo de toda la vida.

8- En nuestro lnstituto se demostró la ausencia de glándula pineal en los

armadillos. La glándula de Harder produce melatonina y lípidos en los cuales dicha

sustancia es altamente soluble. La secreción se vuelca a la cavidad orbitaria y por el

canal nasolacrimal a la cavidad nasal. Se han hallado sitios de ligamiento de melatonina

en la mucosa olfatoria. La melatonina podría tener una función local desconocida

(¿intervención en la regeneración neurona17), y luego llevada al cerebro (Affanni et al,

1996).

9- Laexistencia de proteínas que se unen a los estímulos odorantes se dedujo del

hecho de que el epitelio olfatorio se encuentra bañado en un mucus acuoso y que de

alguna manera debería contener moléculas que transporten las moléculas hidrofóbicas a

un medio hidrofílico. Así, se llegó a purificar la primera proteína que liga moléculas

odorantes (odor bindingpmtem) (OBP)(Pelosiet al, 1982) Seha podido tener una idea

de la función de estas proteínas a partir de la secuencia de sus aminoácidos,

determinada por clonado molecular. Asípudo saberse que la OBPes un miembro de una

pequeña familia de proteínas que actúan como transportadores proteícos de pequeñas

moléculas lipofilicas (Pevsner et al, 1986, 1988).

10- Laadministración de medicamentos por vía nasal presenta ventajas sobre la

administración oral o intravenosa. La absorción sistémica vía cavidad nasal parece ser

un mecanismo mejor que el metabolismo que se encuentra en la administración de

drogas por otras vías, las cuales pasan por la circulación portal del intestino al hígado.

Además, la administración nasal presenta ventajas para los pacientes ya que se evitan los

efectos secundarios que pueden generarse al administrar los medicamentos por vía oral

o intravenosa (lewis y Dahl, 1995). La administración intranasal de drogas específicas

para el SNC -cefalexina y sulfonamida- sugiere que el mecanismo de entrada sería el

mismo por el cual los agentes tóxicos entran al cerebro (Sakane el al, I99la y 1991b).
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11- La MO despliega una importante interacción con distintas partes del

organismo además de hacerlo con el medio ambiente. En efecto, la misma es alcanzada

desde distintas fuentes. En primer lugar interactúa con el aire inspirado y expirado a

través de los movimientos respiratorios.

Por otro lado, la placa cribiforme ha sido considerada como el punto de salida por

el cual el líquido cefalorraquídeo (LCR)llega al sistema linfático cervical superior. Las

prolongaciones del espacio subaracnoideo que rodean a los axones olfatorios contienen

LCR(Bradbury, 1984). La función del flujo del UCR a través de la placa cribiforme es

desconocido, pero podría estar relacionada con el sentido del olfato (Bradbury, 1984).

Bajo ciertas condiciones los estímulos olfatorios pueden ser provocados por

estímulos odorantes que llegan a través de la sangre . Este fenómeno denominado

olfación intravascular u olfación hematogénica fue detectado por- primera vez en

humanos y se utilizó para’ testear la función olfatoria (Maruniak et al, 1983). Se ha

comprobado -por medio de registros electrofisiólogicos- que los estímulos odorantes

pueden estimular o modificar la respuesta de los receptores olfatorios (Maruniak et al,

1983).

Además de las influencias anteriormente mencionadas, la cavidad nasal recibe la

secreción de las glándulas perioculares: lacrimal y glándula de Harder, especialmente a

través del conducto nasolacrimal (Affanni, 1996, com. pers.).

12- la anosmia temprana inducida por denervación olfatoria periférica o por

bulbectomía conduce a una tasa de mortalidad más alta en individuos tratados que en

individuos controles y un decrecimiento en el crecimiento corporal (Shafa et al, 1976;

Singh y Nathaniel, 1977). Por otro lado, también se comprobó que la anosmia temprana

produce un decrecimiento en el crecimiento del cerebro, especialmente del cerebelo y

de los bulbos olfatorios. Esto sugiere la existencia de algún tipo de olfación en el

neonato, lo cual implica que en esa etapa del desarrollo el sistema olfatorio posee un

mínimo requerimiento estructural para sostener una función básica y vital. Laexistencia

de la olfación en etapas tempranas provee de ciertas pistas olfatorias necesarias para el

cuidado y la alimentación del neonato (Shafa ct al, 1980).
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Como corolarío consideramos oportuno citar un texto de P. Graziadei (1974) en

la cual se refiere a la importancia del estudio anatómico y estructural comparado:

’ZZsbien establecido el hecho que en todos los vertebrados la mucosa olfaton'a

muestra basicamente un arreglo simrlar de células receptoras, ce'lulas de sostén y

basa/es, el estudio comparativopodría parecer a primera vistacomo no esencial para la

comprensión de la función del órgano. Esto se deba posrblemente a que no se han

llevado a cabo estudios sistemáticos en diferentes clases de vertebrados. Sin embargo,

información ba'sica se podna obtener de tales investigaciones. Si se postula que el

mecanismo olfaton'opara la transducción de olores es básicamente similar en todos las

vertebrados,por lo tanto solamente aquellas estructuras que son comunes a todas las

especies necesariamente deben ser consideradas como ’esenciales"con respecto a la

funcio'n oltíaton'a. Recrprocamente, peculian'dades especificas podnan podar nuestro

modelo ba'sico, mientras que los caracteres comunes debenan ser entatizados. Un

segundo proposito podnía ser encontrar ciertas especies en las cuales los arreglos

anatómicos sean ma'sfavorablespara estudios experimentales. [a dificultad de registrar

una unica células es bien conocida por los electrofisiólogas,y una especie con grandes

receptorespodna colaborar en estos estudios Nuestro esfuerzo actual para el estudio

comparativo de el órgano olfaton'o reside basicamente en el análisis de los datos

obtenidospor diferente autores usando diferentes técnicasy proporcionando diferentes
rdeas.....

Es dificil, debido a la carencia de muestras representativas de muchas especies

aseverar el valor de cambios diminutos indicados esporádicamente por observaciones

fortuitas. Es aceptable que cambios mayores en la organización de la mucosa olfaton'a

paín'an haber sido ocasronados como consecuencia de cambios ambientales. Otros

cambios ma’ssutiles, tales como la presencia de nu'crovellosidades en los receptores o

diferencias en el arreglo del reticulo endoplasma'tico son ma's dificiles de confirmar.

Debemosrecordar; sin embargo, que aún falta un amplio analisis de la mucosa olfaton'a

en muchas especies de cada una de las clases de vertebrados Esde estos estudios que se

podran obtener datos comparativos significativos’í
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los datos disponibles en la literatura sobre la mucosa olfatoria y la discusión de

algunos problemas aún sin resolver nos indican que el estudio de este órgano a pesar de

ser filogenéticamente primitivo, se halla asociado a estructuras y mecanismos complejos.

Esto queda demostrado en la extraordinaria capacidad de este órgano de percibir y

discriminar olores a umbrales excesivamente bajos. Larevisión de la bibliografía parece

indicar la necesidad del estudio funcional de este órgano, del cual se consideran que la

mayoría de sus caracteres morfológicos son bien conocidos. Un fino estudio

comparativo, proporcionaña datos muy importantes para comprender al fenómeno

olfatorio en integridad (Adaptado de Graziadei, 1974).

Debido a lo expuesto anteriormente nos hemos propuesto estudiar la estructura

del aparato olfatorio en dos especies de armadillos, siendo éste el primer estudio de estas

estructuras en Edentados.

LaTesis esta organimda del siguiente modo:

CAPITULO l. Revisión de las características más importantes de los armadillos

Chaetophraclus Vil/asusy Dasypus hybridus. Importancia en la investigación biomédica.

CAPITULO ll. (Corresponde al objetivo 1) Adaptación a las condiciones de cautiverio

del armadillo Dasmus hybn'dua

CAPITULO lll.(Corresponde al objetivo 2) Estudioestructural de la cavidad nasal de los

armadillo Chaetophraclus Vil/asus y Dagpus hybn'a'us, con especial atención a la

mucosa olfatoria.

CAPITULO IV. (Corresponde al objetivo 3). Estudio neuroanatómico de Dasmus

hybn'dus.
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EL MODELO EXPERIMENTAL

Losarmadillos Dasmus hybridus (Demarest, 1864) y Chactophractus VÍÍÍOSUS

(Demarest, 1804) son mamíferos pertenecientes a la subclase Eutheria, Orden

Xenarthra (idem Edentata), Familia Dasypodidae, Subfamilia Dasypodinae, Tribu

Euphractini (Storrs, 1971; Wetzel, 1985).

l .1 . TAXONOMÍA Y CARACTERIZACION DEL ORDEN XENARTHRA

Elorden Xenarthra es un grupo Neotropical pequeño pero morfológicamente

variado que consiste en 14 géneros y 30 especies (Wetzel, 1985). Sus representantes

vivientes -los armadillos, perezosos y osos hormigueros- son un pequeño grupo
remanente de un acervo fósil altamente variado.

Los xenartros retienen un número de caracteres primitivos y carecen de

características presentes en la mayoría de los mamíferos actuales. Esto ha llevado a

muchos autores a sugerir que los xenartros representan un grupo hermano paralelo

a los otros mamíferos placentarios (Mc. Kenna, 1975; Novacek et al, 1988). Así, los

xenartros exhiben un amplio rango tanto morfológico como ecológico. Pero a pesar

de la gran diversidad de sus modos de vida, existe una buena evidencia de el grupo

Xenarthra es monofilético. Lo dicho anteriormente se basa en un gran número de

modificaciones esqueletales inusuales, que incluyen la fusión del isquio a las

vertebras caudales, la presencia de una espina escapular secundaria, la presencia de

osificaciones dérmicas y la reducción y/o simplificación de la dentición

(Engelmann, 1985; Gaudin y Biewenwer, 1992). También se incluyen en la lista de

modificaciones esqueletales la presencia de vértebras xenartrales (que da nombre al

orden) que incluyen una articulación intervertebral suplementaria (Gaudin y

Biewenwer, 1992).

Wetzel (1985) divide a los xenartros en dos grupos: vermilinguas (osos

hormigueros) por un lado y perezosos y armadillos por otro. Estos últimos, a

diferencia de los vermilinguas, presentan: dentición, lengua sin forma de cilindro
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delgado, cola de largo variable sin pelos salvo cuando es extremadamente corta,

yugal de tamaño normal, pterigoides separado sin formar parte del margen posterior

del paladar.

1.2. CARACTERIZACIÓN DE LA FAMILIA DASYPODIDAE

Los miembros de la familia Dasypodidae son endémicos de la región

neotropical, a excepción de Dasypus novemcinctus que invadió América del Norte

(Reig, 1981). Se extienden desde el sur de Estados Unidos hasta el estrecho de

Magallanes (Wetzel, 1982).

los dasipódídos o armadillos presentan un caparazón dérmico sobre el dorso

del cuerpo y la cabeza; miembros anteriores más cortos que la cabeza más el cuerpo;

cola conspicua y arco zigomático completo (Wetzel, 1985).

Secaracterizan por poseer un' caparazón óseo cubierto por escamas dérmicas.

El caparazón está generalmente dividido en cuatro regiones: escudo cefalico,

escapular, dorsal y pe'lvico. Estos escudos estan compuestos por anillos o bandas

transversas, algunas de ellas móviles. El número de bandas, forma, tamaño y

escultura de las placas es característico de cada especie (Estecondo, 1995). La parte

ventral del cuerpo y la superficie de los miembros están cubiertas por una piel suave

y cubierta de pelos (Walker, 1968).

La nariz puede ser corta o larga dependiendo de la especie, y poseen además

una lengua larga y protrusible. Losmiembros anteriores poseen tres, cuatro o cinco

dedos con garras curvas, y los miembros posteriores presentan cinco dedos que

también poseen garras (Walker, 1968).

Son animales macrosmáticos, con el sentido del olfato muy desarrollado

(Estecondo, 1995). Según Clark (1951), Dasypus novemcinclus localiza su alimento

exclusivamente con el sentido del olfato y de esta forma localiza también sus

enemigos. Con respecto al sentido del gusto, se ha observado que éste es diferente a

otros animales estudiados (Maller y Kare, 1967). En efecto esta especie es
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indiferente a soluciones dulces o saladas preferidas por otros mamíferos y a

soluciones de quinina rechazadas por otros (Casanave, 1989).

Son animales terrícolas, grandes cavadores, de hábitos territoriales y vida

solitaria, excepto durante la época de aparcamiento (Estecondo, 1995).

La familia Dasypodidae presenta ocho géneros vivientes que abarcan veinte

especies que comprenden los animales vulgarmente conocidos como "mulitas",

"pichis", "peludos", "quirquinchos", "matacos" y "tatúes" (Casanave, 1989).

El interés científico en la familia podría deberse a las características únicas

que presentan en su anatomía y fisiología y además, por su posición biogeográfica y

su antigüedad (Wetzel, 1985). Por lo tanto, considerando los aspectos

anatomofisiológicos de los Dasypodidos, han sido considerado de enorme

importancia en investigación biológica y médica como modelos para diversas clases

de investigaciones.

1.3. CARACTERIZACION BIOLÓGICA DE LA ESPECIEDASYPUS HYBRIDUS

El armadillo Dasypus hybfidus, armadillo de siete bandas, es nativo de la

República Argentina. Se lo conoce vulgarmente como "tatú" o "mulitas", debido al

parecido que tiene con una pequeña mula, por la forma de sus orejas y por el trote

con que se desplaza (Cuba Caparo, 1979) (Fig.1.1).

Se distribuyen en el este de Paraguay, sur de Brasil, Uruguay y en Argentina

desde Misiones hasta Rio Negro.

los animales adultos, cuyo peso oscila de 1,600 a 2,000 Kg de peso, miden

aproximadamente 50cm, desde el hocico hasta la punta de la cola.

Estos animales poseen un caparazón que los cubre totalmente y se halla

dividido en cuatro segmentos. Como se ha mencionado anteriormente poseen siete

placas móviles unidas unas a otras por pliegues cutáneos desprovistos de escamas.

Carecen de pelos en la parte superior y es muy escaso en la región ventral (Walker,

1968). El cuerpo de estos armadillos es ancho pero deprimido lateralmente. los

miembros anteriores presentan cuatro dedos, siendo el del medio el más largo,
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mientras que los miembros posteriores presentan cinco dedos (Walker, 1968).

Presentan, ademas, dentición difiodonte (Casanave, 1989).

Lashembras, a diferencia de otras especies de dasipódidos, presentan mamas

abdominales (Casanave, 1989). Las características reproductivas más importantes

están representadas por la posibilidad de presentar poliembrionía e implantación

retardada (Fernández, 1913; Storrs, 1971) (Ver más adelante).

Poseen hábitos nocturnos, aunque también salen de sus nidos durante el día

para alimentarse, tomar sol y bañarse. En condiciones naturales se alimentan

exclusivamente de pequeños artrópodos, especialmente hormigas (Walker, 1968).

Son cavadores muy activos. Emiten sonidos cuando son molestados. Su carne se

emplea para la alimentación humana en zonas rurales (Walker, 1968).

1.3.1. ARMADILLO DASYPUS HYBRIDUS COMO MODELO DE

INVESTIGACIÓN BIOLÓGICA Y MÉDICA.

A la luz de sus características tanto anatómicas como fisiológicas y

considerando especialmente su peculiar tipo de reproducción y la posibilidad de

obtener gemelos homocigotas, estimamos que estos animales constituyen el modelo

ideal para dilucidar y discriminar:

1) El aporte del acervo genético en las características anatomo fisiológicas de un

organismo.

¡1) El papel sobre dicho aporte genético de influencias ambientales, como ser

alteración del ritmo luz-oscuridad, temperatura, diversas clases de estímulos

sensoriales, etc.

¡11) La influencia sobre el acervo genético de diferentes procedimientos

experimentales, como ser administración de drogas, tóxicos, intervenciones

quirúrgicas, ablaciones, etc.

Pasaremos a detallar las características más importantes que lo proponen

como un excelente modelo para la investigación biológica y médica



1) Poliembrionía

En el género Dasypus se presenta el fenómeno de poliembríonía

monocigótica, único en los vertebrados.

Eldescubrimiento de la poliembrionía fue realizado por Miguel Fernández en

1915 en una monografía escrita en alemán titulada "Die Entwicklung der Mulita".

En las primeras etapas del desarrollo se observa que, a diferencia de lo que

ocurre en la mayoría de los mamíferos , existe una inversión de las hojuelas

blastodérmicas, es decir, que el endoblasto recubre al ectoblasto.

Suspendida la vesícula de la mucosa uterina por el trofoblasto se forma

dentro del mismo una cavidad: la cavidad trofoblástica. En la cámara ectodérmica

(Fig. 1.2), que se halla completamente cerrada, se inician una serie de notables

sucesos: se adelgaza la pared ectoblástica proximal y distal en tanto se diferencia

una zona anular de largas células cilíndricas. Posteriormente, y esto exclusivamente

en la mulita, esa vesícula hasta ahora única e indivisa, por proliferación de las

células ectoblásticas constituirá tantos sacos ciegos como embriones se diferencien,
esto es de 7 a 12.

Los sacos ciegos crecen hasta formar largos tubos en forma de dedos de

guante, que parten de la vesícula amniótica primaria (Fig. 1.3), la que pasará ahora

a ser cavidad amniótica común, para distinguirla de las cavidades individualizadas

en las digitaciones, que comunicarán naturalmente con aquella.

Cada uno de los embriones se desarrollará individualmente, pero todos

estarán dentro de un gran saco vitelino común que encerrará la totalidad de los
embriones en formación.

Electodermo formará la placa medular embrionaria en que se estructurará la

línea primitiva. Así, puede establecerse la orientación del embrión con la región

cefálica hacia la cavidad amniótica común y la caudal hacia la trofoblástica.

Diferenciada cada vesícula embrionaria hacia la región caudal de cada uno

de los embriones, comenzará a proliferar el mesodermo, que constituirá el pedículo

en contacto con el trofoblasto. A él llega el amnios que recubre a cada embrión

formando una prolongación caudal tubuliforrne que constituye, junto con el

mesodermo, el "pedículo de adhesión" (formación solo conocida en el hombre y en el

mono). Aparece en este momento el alantoides. Así, se va bosquejando un embrión
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con particularidades comunes a todos los mamíferos. los canales ammnióticos se

alargan y se van estrechando durante el crecimiento, apareciendo como cordones

que atan a los embriones a una especie de nudo central representado por la

reducción de la cavidad amniótica común (Fig. 1.4). La evolución de cada embrión

es la misma que para las formas de monoembrionía, con la particularidad de

provenir todos los embriones de un único huevo fecundado. (Biraben, 1951). Esta

característica, especial en la producción de gemelos (Figs. 1.5a y 1.5b), es de gran

importancia para los trabajos sobre histocompatibilidad, inmunidad, trasplantes,

herencia, biología del desarrollo.

2) Presentan médula ósea en las placas dérmicas de las bandas dorsales, las cuales

tienen un ciclo hemopoyético que es afectado por los cambios estacionales.

3) Temperatura corporal baja (32° - 34°C) (Burchfield et al, 1976; Casanave y

Affanni, 1994).

4) Debido a la baja temperatura corporal se los considera un modelo de vital

importancia para el estudio de la lepra humana, ya que serviría como reservorio de

Mycobacterium leprae (que crece y se multiplica mejor a bajas temperaturas)

(Storrs, 1971a; Storrs 1971b;Job et al, 1988; West ct al, 1988; Liu et al, 1989; Job

et 21.,1989; Barret y Naiff, 1990; Job et al, 1990; Barr et al, 1991; Truman el aL,

1991; Dhople, 1991; Dhople ct 31.,1992;Job et al, 1992; Roddeel al, 1992).

5) Sonreservorios de szpanosoma cruzi (Barr et al, 1991).

6) Son susceptibles a la inoculación de microorganismos productores de diversas

enfermedades humanas (fiebre ondulante, tiqu exatemático, triquinosis, tifus

murino y esquistosomiasis) (Malgalhaes y Rocha, 1944; Storrs, 1971a).

7) Losembriones de las hembras preñadas son susceptibles a la teratogénesis por la

acción de la talidomida (Storrs, l97lb).

8) La ovulación puede ser detectada mediante la presencia de lO ng/ml o más de

progesterona en el plasma. Esta cantidad de progesterona es comparable a la hallada
en humanos durante la fase luteínica.

Los niveles de progesterona disminuyen después del parto (Peppler y Stone, 1976;

Peppler y Stone, 1980).

9) Animales pertenecientes al género Dasypus poseen implantación diferida, es

decir, el huevo que se divide para la formación del blastocito no se une de inmediato
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al fundus uterino, sino que se halla en el fluido uterino permaneciendo en estado de

diapausa embriónica (dormición) durante 2-4 meses. Ademas estudios con

experiencias estresantes, durante el período en el cual el blastocito adormecido se

implanta en el útero, han demostrado prolongar el período usual de 2-4 meses de

diapausa embriónica a uno o dos años. Esta estrategia no ha sido reportada

previamente dentro de los mamíferos.(Enders, 1981; Storrs et 31., 1989; Storrs,

1989).

La diovulación de los arrnadillos es rara, sin embargo, es posible que dos huevos

fertilizados sean producidos por cada hembra durante un mismo año, y que uno sea

almacenado durante aproximadamente 15 meses y el otro se desarrolle
normalmente.

Alternativamente, el huevo podría haber sido producido en:años sucesivos,'y

que los últimos sean fertilizados' por el esperma que permanece viable en los tractos

reproductivos de las hembras. Así, la activación tardía del embrión combinada con

la diovulación o la fertilización tardía provee hipótesis de trabajo que pueden ser

utilizadas en el diseño de estudios sobre el almacenamiento in vivo de embriones y

gametas. (Storrs el al, 1988).

lO) Debido al tipo de desarrollo de estos animales, que normalmente involucra la

producción de individuos homocígotas, son aptos para el estudio de factores,

distintos del pool genético, que intervengan en el proceso de diferenciación. Esto se

basa en que animales con complementos genéticos idénticos podrían tener órganos

que difieran en tamaño, cantidad de hormonas, etc., debido a diferencias en el

contenido citoplasmático (Storrs, 197 1a).

ll) Son importantes en estudios de trasplantes debido a que en cada implantación se

producen cuatro individuos derivados de un único zigoto (Anderson y Benirschke,

1962).

12) En los estudios histológicos realizados sobre el sistema inmune de los Dasypus

novemcinctus, se observó que sus órganos linfoideos son semejantes a los de otros

mamíferos. Sin embargo, Cuba Caparo (1976) observó la existencia de un pigmento

pardo amarillento en los macrófagos de los nódulos linfáticos. Chactophractus

Vil/asustambién posee dicha característica.
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13) Durante la vida fetal sus glándulas adrenales son de gran tamaño (Moserag,

1962); sin embargo, no serían un modelo apropiado para el estudio de la unidad

feto-placentaria humana, ya que sus mecanismos endócrinos son aparentemente

simples. Pero podrían ser un excelente modelo para el estudio de los factores tróficos

hipofisísarios del feto, los cuales a su vez controlan la producción de los esteroides

adrenales, tales como los gonadales en el transcurso de la gestación (Nakakura et al,

1985).

14) Poseen una tasa metabólica baja (Burchfield et al, 1976).

15) En estudios varios se ha observado que luego de estímulos eléctricos presentan

una recuperación espontánea de la fibrilación ventricular. En diversos experimentos

se vieron 304 fibrilacíones en un total de 23 armadillos (Dasypus novcmcinctus).

Luego de cada episodio, el corazón se recuperó espontáneamente sin la necesidad de

masajes cardíacos o respiración artificial. (Szabuniewicz, 1970).

16) Son portadores de rickettsias (Amescua, 1978).

17) Se describió la presencia de rabia adquirida naturalmente en un ejemplar de

Dasypus nocemcínctus.

18) Son utilizados para estudios de las diferentes fases del sueño a distintas

temperaturas, aprovechando su carácter de animales homeotermos imperfectos (Van

Twyver y Allison, 1974).

19) Poseengran habilidad para recuperarse de una deuda de oxígeno después de la

anoxia (Scholander et al, 1943).

Cabe aclarar la dificultad que tienen los investigadores en el mantenimiento y

reproducción de algunas especies del género de los Dasypus, ya que se han

encontrado diversos problemas sanitarios relacionados con el proceso de adaptación.

Sin embargo, actualmente se han desarrollado sistemas de jaulas, que minimizan la

ocurrencias de heridas que pudiesen ocurrir en jaulas metálicas (Gilbert y

Giacomettí, 1972; Burchfield et aL,1976), así como también sistemas de

semicautivídad (ver Capitulo ll).
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FIGURA1. 2. Corte longitudiinal de una vesícula
embrionaria muy jóven. di.tr. diplotrofoblasto,
ect: ectodermo, end: endodermo, exczexoceloma,
mes: mesodermo, muc. ut.: mucosa uterina, s.v.:
saco vitelino, tr. cav.: cavidad trofodermal.
(Extraído de Bírabe'n, 1951).

FIGURA1.3. Corte esquemátíco de una vesícula
embrionaria en un estadío más avanzado. c. am.:
cavidad ammiótica común. cn.am.: canal ammiótico,
exc.: exoceloma, pr.st.: línea primitiva,tr. cav..:
cavidad trofodermal, tr. pl.: placa trofodermal.
(Extraído de Birabén, 1951).
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FIGURA1.4. Vesícula embrionaría extendida, lado interno (A=5x)
c.am.: cavidad ammíótíca común, cn. am.: canal ammíótico, h. st: pedículo de adhesión,
s.v.: saco vitelino, tn: trofoderma, V.V.:vasos vítelinos. (Extraído de Fernández, 1913).
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PlGURA1.5a. Embriones de Dasypus hybridus. Obsérvese como se unen a la placenta a
través del cordón umbilical (Fotooriginal).



FIGURA1.5b. Detalle de un embrión de Dasypus hybridus (Fotooriginal)..

FIGURA 1.6. Armadillo Cimetophractus VII/asus.

34



CAP!T(¡La 11

Adaptación a las condiciones de cautiverio de]
armadillo Dasypus 11ybn'dus. Tareas realizadas

referentes a1alojamiento, alimentación,
sanidad, reproducciónymanipulación en
cautividad del armadülo Dasypus 11ybridus



INTRODUCCION

Pasamosa continuación a dar una idea de las enormes dificultades vencidas para

poder disponer de un número apreciable de animales de experimentación mantenidos

en condiciones de semicautividad.

Muchos investigadores se han mostrado renuentes a utilizar la mulita D.

hybn'dus como animal no tradicional en la investigación biológica y médica. Algunas

razones por las cuales no se los ha adoptado como animales de laboratorios no

tradicionales hasta el momento han sido:

- falta de adaptación a las condiciones de bioterio, con un altísimo porcentaje de

mortalidad.

- enfermedades parasitarias.

- susceptibilidad a las infecciones.

- hábitos cavadores inusuales, lo cual dificulta su supervivencia en cautividad.

- dificultades reproductiva: en condiciones de bioterio.

- necesidad de un espacio vital mínimo suficientemente amplio, lo cual requiere

instalaciones especiales.

- dificultad para realizar ensayos de control cotidianos.

En el presente trabajo se detallarán las medidas necesarias, diseñadas y probadas,

para la adecuada mantención de estos animales en el bioterio.

MATERIALESY METODOS

2.1- ORIGEN DE DOSANIMALES

Losanimales fueron obtenidos en diferentes campañas que se han realizado en

Tandil, Cacharí y Bahía Blanca (Pcia. de Bs.As., Argentina).
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Las campañas se organizaron en los meses Septiembre, Diciembre y Febrero,

obteniéndose un mayor número de animales en Diciembre y Febrero.

El traslado de los animales se realizó en cajones de madera, especialmente

construidos para este fin, provistos con paja para mayor comodidad de los animales.

2.2- ALOJAMIENTO EN CAUTIVERIO

Sus características anatómicas inusuales y el particular diseño de sus cuevas,

requirió un cuidado particular a la hora de diseñar el alojamiento.

Lasjaulas estandares para otro tipo de animales no resultaron aptas debido a que

los animales se cortan la nariz, las 'patasy la cola con los barrotes, lo cual a veces origina

posibles infecciones que generalmente terminan con la muerte del animal. Además, los

diferentes ensayos con estas especies demuestran que requieren un espacio mínimo

bastante grande para su normal desarrollo en cautiverio.

La bibliografía cita la experiencia realizada en colonias de Da.qu

novemcinctus. Burchfield et a1. (1976) reportaron el uso de jaulas de polietileno que se

venden para el traslado de animales domésticos. Por otra parte, Gilbert y Giacometti

(1972) propusieron el uso de jaulas hechas con tablas de madera (18' x 4' x 4'). Estas

jaulas se complementan con el arenado del piso, el agregado de viruta, la instalación de

un desagüe, y además la adición de un fardo de heno para que aniden. En cada jaula se

le agrega un cobertizo más pequeño (4' x 2' x 1/ 2') y una caja con arena que sirva como

a'rea de desecho para los animales (Talmage et 21.,1954).

En base a datos preliminares suministrados por el INMPAZ en su colonia de

animales de Azul, hemos adaptado condiciones similares a nuestro bioterio.

Se utilizaron jaulas de grandes dimensiones (2m de ancho por 4m de largo), con

piso de cemento, paredes de mampostería y alambre tejido y techo de este último

material (Fígs. 2.1, 2.2). Estos "cubiles" también cuentan con una zona totalmente

techada (Fig. 2.3). En estas zonas se construyeron cobertizos de cemento

(80x70x100cm) con una entrada trampa de luz para que los animales puedan anidar
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(F13.2.4). Estoscobertizos se llenan con paja y se mantienen totalmente a oscuras a fin

de proporcionar un lugar similar a las cuevas en las cuales viven naturalmente (Fig.2.5).

Cada jaula está equipada con una pileta llena de agua, donde los animales se

pueden bañar y una bandeja con tierra que los animales usan para defecar y orinar (Fig.
2.2).

Loscubiles se barren una vez por semana y se baldean con lavandina cada 15

días. Lapaja de los cobertizos se cambia cada 20 días aproximadamente.

En cada uno de estos "cubiles"se alojan como máximo 4 animales.

2.3- ALIMENTACIÓN EN CAUTIVERIO

La alimentación de los armadillos silvestres consiste aproximadamente en un

75% de insectos, 15% de material animal y 10% de material vegetal (Walker, 1968). En

cautiverio se han probado numerosas dietas. Watson (1964) desarrolló una dieta a base

de carne cruda y leche. También se ha utilizado alimento para perros de uso comercial

(Anderson y Benirshke, 1971), así como también comida para gatos y perros

suplementadas con vitaminas, minerales, huevos, hígado y frutas (Storrs, 1971; Gilbert y

Giacometti, 1972). En el centro de cría de animales de Azul la dieta consiste en leche y

alimento para perros.

En base a nuestra propia experiencia nos hemos decidido por una dieta que

consiste básicamente en: 5003 de alimento para pernos con un alto índice de proteínas

(26%), 250 ml de leche, agua, 1503 de carne picada (las medidas anteriormente

indicadas son para 5 armadillos). Dos veces por semana se le agrega un huevo y

también frutas. A la preparación diaria del alimento se le agrega un suplemento de

vitaminas, aminoácidos y minerales

los animales se alimentan con comida fresca todos los días.
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2.4- SANIDAD EN CAUTIVERIO

Estas especies son muy susceptibles al estres del cautiverio, especialmente si las

condiciones en las cuales se los mantienen no son las adecuadas, lo cual hace que este

factor sea el principal causante de mortandad en una colonia. Además, estos animales

son muy propensos a cortaduras en el hocico, cola y patas, lo cual puede provocar

infecciones. Si esto ocurre, utilizamos habitualmente antibióticos y soluciones

antisépticas y desinfectantes, de uso corriente en Medicina Veterinaria. Es importante

mantener a la colonia aislada de otras especies para impedir posibles contagios de éstas

últimas.

2.5- REPRODUCCIÓN EN CAUTIVERIO

la reproducción es uno de los factores más difíciles de manejar en especies

silvestres mantenidas en condiciones de cautiverio.

La deficiente calidad del alojamiento y la alimentación se evidencian

inmediatamente en patologías reproductivas. Por la misma razón, la obtención de

reproducción en cautiverio es una contraprueba de la eficiencia de las medidas

nutricionales y ambientales implementadas.

En D. mexicanas en Texas y Florida, la ovulación ocurre en el verano, la

implantación del blastocisto en otoño y la parición en Marzo y Abril (Galbreath, 1985).

En cuanto a D. hybzidus hemos observado en las diferentes campañas hembras

preñadas en Septiembre y la presencia de crías en el campo entre Noviembre y

Diciembre.

Según datos obtenidos en el campo, en Marzo comienza la temporada de

aparcamiento y las parejas permanecen juntas hasta Octubre aproximadamente. En

nuestra colonia, hemos aparcado parejas que consideramos las mejores adaptadas a la

vida en cautividad. En el Instituto de Neurociencia hemos obtenido cría durante dos

años consecutivos.
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2.6- ADAPTACIÓN DE LOS EJEMPLARESAL CAUTIVERIO

La evolución de los especímenes traídos del campo se controló principalmente

por observaciones diarias de cada uno de los individuos. Se los pesó una vez por semana

para confeccionar la curva de crecimiento de cada animal durante los dos primeros

meses de su vida en cautividad.

Es importante destacar que para un correcta adaptación a la vida en

cautiverio, es condición primordial el colocar animales ya adaptados junto a los

nuevos ejemplares recién traídos del campo, para que éstos últimos aprendan
fundamentalmente a alimentarse en las nuevas condiciones de vida.

Actualmente en nuestra colonia, fundada hace tres años, contamos con 6 machos

adultos, 2 hembras adultas, 4 machos jóvenes y 1 hembra joven, la mayoría de los cuales

llevan dos o tres años de vida en cautiverio.



FIGURA2.1. Vista externa de los cubiles.

FIGURA2.2. Vista interna de los cubíles
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FIGURA2.5. Vista interna de los cobertízos .
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RESULTADOS

La adaptación de estos animales a las condiciones de cautividad se evaluó

considerando observaciones diarias en cuanto a comportamiento, alimentación y estado

de salud general de los animales. Se observó que los animales realimn sus actividades

diarias en forma absolutamente normal. Estas actividades consiste en alimentarse

correctamente, bañarse, asolearse, etc. lo expresado anteriormente indica una buena

adaptación al cautiverio.

Además se realizaron las curvas de peso de cada animal desde su captura hasta

los cuatro meses después de su ingreso al bioterio. los datos de los pesos se resumen en

las tablas I, ll y lll y las curvas correspondientes se observan en las figuras 2.6, 2.7, 2.8,

2.9.

Analizando las curvas de peso podemos resumir la adaptación de los animales en

cuatro situaciones distintas:

a) Animales adultos recién capturados sufren una caída del peso que culminan

con la muerte del animal.

b) Animales adultos recién capturados sufren inicialmente una caída de peso de

la cual se reponen favorablemente. Estoindica una correcta adaptación.

c) Crías recién capturadas no registran caídas de peso como el caso de animales

adultos y se observa una evolución favorable de su crecimiento en condiciones de

cautiverio.

Tabla 2.1. Pesode D. hybn'dus (primera captura)

96 a3



TABLA2.11.Peso de D. hybn'dus (segunda captura)

99 4710 o’ll

Tabla 2.111.Peso de D. hybn'dus (tercera captura)

916 919 0'12 «14 0’23

11 l
1 IO
141 1

1 1 41

1710 41



45

ÏÉÉÉrfïáï'
¿Ty/k

A v-A/ofi
1600— ¡“5’ /°ias.
1400 —

3 sinó
8 1200 ¿­
:3

1000 —

800 —

600 ­

400 i r
0 50 100 150

Tiempo (dias)

FIGURA2.6. Curvas de pesos de los animales de la primera captura de Dhybfidus.
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FIGURA2.7. Curvas de pesos de los animales de la segunda captura de Dhybzidus.
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FIGURA2.8. Curvas de pesos de los animales de la tercera captura de Dhybn'dus.
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FIGURA2.9. Curvas de pesos de los animales de la tercera captura de ühybndus.
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DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en cuanto a la conservación en cautiverio del

armadillo Dasypus hybndus, se podría concluir que las condiciones adoptadas por

nuestro bioterio son las adecuadas para la correcta mantención de los animales. Esto se

evidencia por las curvas de peso indicativas de un aumento de peso en los animales más

pequeños y una mantención e incluso un aumento de peso en los animales adultos.

Además, a partir de la construcción de los cubíles hemos tenido porcentajes de

mortalidad mínimos.

A partir de estos resultados y de las ventajas que representan los armadillos como

posibles modelos para la investigación biomédica, se podría incluir a la especie D.

hybridus como animales de laboratorios no tradicionales para diversos estudios de

índole biomédica.



CAPITULOIII

Estudio estructura] de la caw'a’aa'nasal de los
armadillos Chaetophmctus VÍÍÍOSLISyDasmus
11ybridus, con espada] atención a la mucosa

olfatorzá.
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INTRODUCCION

Comenzaremos esta parte de la Tesis haciendo una revisión de los conocimientos

actuales sobre la estructura de la cavidad nasal con especial referencia en la mucosa

olfatoria.

GENERALIDADES SOBRE EL SISTEMA OLFATORIO

El sentido del olfato tiene fundamental importancia en la mayoria de las especies

animales. En los vertebrados, interviene en reacciones comportamentales,

especialmente en aquellas asociadas con la alimentación y el cortejo (Dryer y Graziadei,

1994).

A pesar de su organización, aparentemente simple y de la presencia de un único

tipo de célula sensorial, el epitelio olfator'ioes capaz de realizar una fina discriminación

sensorial. Los receptores olfatorios responden a sustancias estimulantes en muy bajas

concentraciones y además, son sensibles a un rango enorme de sustancias odoríferas.

Mediante estudios electrofisiológicos se ha sugerido que la discriminación de los

diversos estímulos olfatorios dependen de la existencia de células olfatorias receptoras

que electrofisiólogicamente responden de diferentes formas y de la distribución espacial

de los receptores (Farbman, 1992).

Lasneuronas olfatorias son especialmente peculiares debido a que son las únicas

neuronas sensoriales primarias cuyo cuerpo celular se halla en contacto con el medio

externo. En los invertebrados es común hallar neuronas en contacto con el medio

externo, razón por la cual se considera al sistema olfatorio como la región

filogenéticamente más antigua del sistema nervioso de los vertebrados. Tanto en

vertebrados como en invertebrados las neuronas sensoriales son bipolares, y poseen una

dendrita corta y una axón más largo.

Por otro lado, las neuronas olfatorias son las únicas neuronas de los mamíferos

que exhiben un continuo recambio y reemplazo a partir de células precursoras durante

la vida adulta (Monti Graziadei y Graziadei, 1979).
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Los axones olfatorios son amielínicos y forman paquetes envueltos por el

citoplasma de una única célula de Schawnn (Fig. 3.1). Esta disposición es similar a la

que se observa en los axones no olfatorios de los estadios embrionarios del sistema

nervioso periférico (Fig. 3.2). El nervio olfatorio es el único nervio del sistema nervioso

periférico que mantiene una relación embrionaria con las células que lo envuelven.

La información proveniente del epitelio olfatorio se diferencia de las demás

informaciones sensitivas y sensoriales por ser enviada directamente desde el bulbo

olfatorio hacia la corteza cerebral olfatoria sin hacer previamente un relevo en el

tálamo. Sin embargo, parte de la corteza olfatoria, especialmente la corteza piriforme se

proyecta al tálamo y desde allí, la información olfatoria pasa al neocortex, donde

presumiblemente ocurra la percepción consciente de los olores. (Farbman, 1992).

Losórganos olfatorios representan mucho más que un simple sistema sensorial,

forman una matriz neurogenética a partir de la cual se derivan otras neuronas que

posteriormente migran dentro del cerebro, utilizando, tal vez, axones olfatorios como

guía (Dryer y Graziadei, 1994). Por último, Dryer y Graziadei (1994) han sugerido que

existe una relación directa entre los órganos olfatorios y el desarrollo cerebral, debido a

una influencia morfogenética o tal vez inductiva de la placoda olfatoria sobre el cerebro.

Por lo tanto, si el epitelio olfatorio no está formado, el telencéfalo no se desarrolla

correctamente, a pesar de que las estructuras del cerebro posterior se estén desarrolladas

en forma normal.

3.1 - SISTEMA OLFATORIO PERIFÉRJCO

La participación del olfato en las diferentes conductas, particularmente en la

alimentación y en la reproducción, ha sido preservada en casi todos los vertebrados.

A excepción de algunos vertebrados -aves, cetáceos y primates- que poseen un

sistema olfatorio reducido, la mayoría de los vertebrados tienen sistemas olfatorios muy

desarrollados. la importancia del sistema del sistema olfatorio puede demostrarse al

analizar la proporción relativa del cerebro dedicado a él. En peces y anfibios, la región

olfatoria del cerebro ocupa aproximadamente un sexto del volumen total, y en algunos
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mamíferos (por ejemplo, zarigueya e insectívoros) ocupa un cuarto de la superficie de la

corteza cerebral (Fig.3.3) (Allison, 1953; Negus, 1958).

El sistema olfatorio posee un interés muy especial para los neuroanatomistas,

dado que conserva una morfología constante a través de todos los vertebrados. En todos

los vertebrados -excepto cetáceos- el bulbo y los demás centros olfatorios son

esencialmente similares en estructura, y forman la única parte del cerebro que no ha

sufrido cambio alguno. Estoha sido tomado como evidencia de que el sentido del olfato

es primitivo estableciéndose muy temprano en la evolución, y que el resto del encéfalo

evolucionó a partir del sistema olfatorio (Allison, 1953).

En los vertebrados no acuáticos el órgano olfatorio se incorpora al sistema

respiratorio. La cavidad nasal forma el extremo más anterior del sistema respiratorio.

Estádividida en tres sectores: un vestíbulo o región de entrada, una región respiratoria y

una región olfatoria. En contraposición, los vertebrados acuáticos poseen órganos

olfatorios que usualmente no estan incorporados al sistema respiratorio. (Negus, 1958).

3.1.1- PECES

En los ciclóstomos (lampreas y mixines) existe una única abertura sobre la boca

que comunica con un par de órganos olfatorios a través del conducto nasal-hipofisiario

(Fig.3.4). En las lampreas el conducto se halla cerrado en la parte posterior. En mixine

el conducto desemboca en la faringe. Parte de la pared plegada de los órganos olfatorios

se halla tapizada por epitelio olfatorio. Estosórganos son los representantes más simples

de los órganos olfatoríos pares presentes en los demás vertebrados (Allison, 1953;

Farbman, 1992). En los elasmobranquios (peces cartilaginosos: tiburones y rayas)

existen dos órganos olfatorios pares localizados en cápsulas nasales cartilaginosas. Se

ubican en la parte ventral del hocico, completamente separados de la boca. Cada órgano

olfatorio presenta una abertura incurrente anterior (narina anterior) y una abertura

excurrente posterior (narina posterior) separadas por un pliegue nasal (Fig. 3.4). la

presión de flujo es obtenida por el movimiento hacia adelante del animal en el agua

(Farbman, 1992).
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En los peces óseos, la morfología externa e interna del órgano olfatorio o roseta es

similar a la de los cartilaginosos, pero se localizan en el lado dorsal de la cabeza (Fig.

3.5). Cada órgano se ubica dentro de una cavidad con dos aberturas, una anterior y una

posterior. Sin embargo, existen algunas variaciones en los teleósteos: algunos órganos

olfatorios presentan una narina anterior que se abre al exterior, mientras que la

posterior desemboca en la faringe. En otros ambas desembocan al exterior (Fig. 3.4)

(Allison, 1953; Farbman, 1992).

En las rosetas el epitelio olfatorio se encuentra en proyecciones cartilaginosas o

lamelas que salen de un eje central. Elepitelio sensorial se halla en el seno y en la mitad

inferior de cada lamela, mientras que, el epitelio no sensorial se ubica en el extremo

superior (Singh, 1994; Byrd y Brunjes, 1995).

3.1.2- ANFIBIOS

los anfibios que conservan las branquias -como el ajolote Ambyastoma sp­

poseen las cavidades nasales divididas en una cámara anterior -respiratoria- y una

posterior -olfatoria-. La mucosa de la cámara olfatoria presenta numerosos pliegues

transversos que se conectan con un pliegue longitudinal, muy similar a lo descripto en

los peces. El epitelio olfatorio se localiza en la base de los pliegues. la cavidad nasal

desemboca en la faringe.

los anfibios adultos que respiran aire, poseen los órganos respiratorios dentro de

las vías respiratorias. Losmovimientos respiratorios permiten el paso del aire dentro de

la cavidad nasal pasando así sobre la superficie de los órganos olfatorios. Dos narinas

permiten la entrada del aire en la cavidad nasal, que se halla tapizada principalmente

por epitelio olfatorio. Luego el aire sale por las coanas hacia la faringe y los pulmones.

Losanfibios poseen una cavidad nasal sencilla que carece de pliegues (Figs. 3.6, 3.7,

3.8), aunque en algunas especies presenta cavidades accesorias.
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3.1.3- REPI‘ILES

la cavidad nasal de los reptiles también se halla dividida en dos compartimientos:

una cámara respiratoria anterior y una camara posterior que posee mucosa olfatoria.

Laestrategia principal para aumentar la superficie de las estructuras olfatorias se

pone de manifiesto por primera vez en los reptiles. Las paredes laterales de la cavidad

nasal se proyectan como extensiones óseas o cartilaginosas -turbinales- que se dirigen

hacia el septo nasal. (Figs.3.9, 3.10). Lasuperficie medial del turbinal, presenta epitelio

olfatorio (Fig. 3.10). De esta forma puede aumentarse la superficie ocupada por el

epitelio olfatorio dentro de la cavidad nasal sin aumentar su volumen (Parbman, 1992).

3.1.4- AVES

La cavidad nasal de las aves es larga y comprimida lateralmente. Posee tres

compartimientos: la camara anterior o vestíbulo, con epitelio estratificado; la camara

media con epitelio respiratorio y una cámara pequeña posterosuperior con epitelio

olfatorio (Allison, 1953; Grasse, 1955; Wenzel, 1987).

3.1.5- MAMÍFEROS

En los mamíferos, la cavidad nasal es relativamente grande. Sus paredes laterales

poseen una compleja serie de extensiones turbinales. Además del vestíbulo -un área

pequeña cerca de las narinas con epitelio estratificado- se pueden distinguir dos

compartimientos principales: la cámara respiratoria situada entIe las narinas y la coana,

y la cámara posterior o superior con epitelio olfatorio (Fig. 3.4) (Allison, 1953; Lewis y

Dahl, 1995). En animales macrosmáticos, los maxiloturbinales que se proyectan en la



53

cámara respiratoria están cubiertos por una mucosa respiratoria muy vascularizada.

Esta superficie, varias veces amplificada, permite que el aire que pasa a través de ella se

caliente, humedezca y filtre. En la cámara posterior olfatoria, los turbinales originados

del etmoides -etmoturbinales-, forman filas laterales y mediales referidas como

endoturbinales y ectoturbinales (Fig.3.11). La mayoría de los turbinales del etmoides se

hallan cubiertos por mucosa olfatoria. Los nasoturbinales (una parte del sistema

nasoturbinal) esta'n bien desarrollados y se extienden a lo largo del techo de la cavidad

nasal en ambas cámaras y solamente su mitad posterior posee epitelio olfatorio (Allison,

1953) (Fig. 3.4).

Por otro lado, en la mayoría de los primates, incluyendo el hombre (mamíferos

microsmáticos), los turbinales superiores y medios poseen arreglos más sencillos -con

tres vueltas o conchas-, y solamente en el aspecto medial del turbina] superior,

encontramos epitelio olfatorio. (Figs.3.4, 3.1 1) (Farbman, 1992).

3.2- ESTRUCTURA DE LAMUCOSA OLFATORIA

Elórgano olfatorio periférico está constituido por una mucosa que consiste en dos

partes fundamentales: un epitelio y una lámina propia de tejido conectivo, separadas por

una delgada membrana basal. Esta mucosa se mantiene húmeda por medio de

secreciones glandulares que forman una capa de mucus que cubren la superficie

externa del epitelio (Fig.3.12).

3.2.1- ESTRUCTURA DEL EPITELIO OLFATORIO

la estructura del epitelio olfatorio es básicamente similar en la mayoría de los

vertebrados. Desde su primera descripción por Schultze (1856), se han reconocido tres

componentes celulares: las células sensoriales, las células de sostén y las células basales.
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La organización celular del epitelio es del tipo pseudoestratificado, con los

núcleos ubicados a diferentes niveles, por lo que parece estar compuesto por varias

capas. Pero en realidad todas las células mantienen contacto con la membrana basal, si

bien no todas ellas alcanzan la superficie luminal (Fawcett, l993a; Griepp y Robbins,

1986).

Wim. Lascélulasde sosténposeenun núcleoovaladoquegeneralmentese
encuentra alineado en una única hilera, formando la capa de núcleos más superficial

del epitelio (Fig. 3.12). La región distal de estas células es de aspecto cilíndrico y

presenta microvellosidades apicales. En cambio, la región proximal o tallo se presenta

como un delgado trozo de citoplasma ubicado entre las células sensoriales para terminar

finalmente en una expansión sobre la membrana basal. Esta expansión puede estar en

contacto con las glándulas de Bowman o con capilares del tejido conectivo subyacente

(Farbman, 1992). Debido a esto, se podría considerar que una de las funciones de las

células de sostén sería la de regular el pasaje de sustancias entre la superficie epitelial y

el conectivo subyacente (Rafols y Getchell, 1983). En mamíferos se cree que estas

células participarían en la regulación de la composición iónica del mucus y además,

intervendrían en funciones de detoxificación, ya que en el reticulo endoplasmático liso

se halló la presencia de la enzima citocromo P-450 (Farbman, 1992). Algunos autores

consideran que dichas células poseen características de células gliales, ya que su

citoplasma envuelve a los receptores de manera semejante a las células de Schwann .de

los nervios olfatorios (Moulton y Breidler, 1967). la presencia de gotas secretorias

rodeadas por membrana en la región distal de las células argumenta la posible función

secretora de estas células (Reese, 1965). Por lo dicho anteriormente, existen evidencias

crecientes que indicarían que las células de sostén, lejos de ser una componente

insignificante en el epitelio olfatorio, constituirían más bien un accesorio esencial para

la célula receptora, con complejas funciones secretoras y nutricias (Moulton y Breidler,

1967).

Células basales. Las células basales son más o menos poliédricas. Descansan sobre la

membrana basal, y en algunos casos envuelven pequeños paquetes de axones (Fig.

3.12). Mediante estudios de microscopía electrónica se han podido describir dos tipos de
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células basales, una ligeramente plana con citoplasma oscuro y otra globosa, con forma

redondeada y citoplasma claro (Kratzing, 1978; Graziadei y Monti Graziadei, 1979;

Vollrath el 21., 1985; Suzuki y Takeda, 1991; Farbman, 1992; Holbrook et a1., 1995).

las células oscuras contienen ribosomas libres y tonofilamentos, presentando

inmunorreactividad a las citoqueratinas (Yamagishi, 1989; Holbrook ct al, 1995). Las

células claras son usualmente más superficiales que las células oscuras y no son

inmunorreactivas a anticuerpos anti-citoqueratinas (Farbman, 1992; Holbrook et a1.,

1995). Las células basales envuelven a los axones de las células sensoriales en los

lugares donde no son protegidas por las células de sostén. Poseen además, estrecho

contacto con las células de Schwann (Moulton y Beidler, 1967; Holbrook ct al, 1995).

Además, ayudan a mantener la integridad del epitelio olfatorio ya que participan en la

recuperación luego de una injuria (Holbrookct al, 1995).

Células sensoriales. La mayor parte del epitelio olfatorio se halla compuesto por

neuronas receptoras bipolares, que ocupan la mayor parte del epitelio olfatorio

(alrededor de los dos tercios inferiores). Estasneuronas tiene un cuerpo celular de forma

fusiforme, cuyo eje longitudinal es perpendicular a la superficie del epitelio. El polo

apical da origen a una dendrita que llega a la superficie y el polo basal origina un axón

(Fig.3.12). Elcentro del cuerpo celular está ocupado por el núcleo, que generalmente es

de forma oval y contiene un nucléolo evidente y cromatina dispuesta en forma de

grumos (Rafolsy Getchell, 1983). la dendrita finaliza en una expansión, denominada

vesícula olfatoria o "knob dendrítico" que se extiende una distancia muy corta sobre la

superficie del epitelio. Esta expansión dendrítica puede incluir cilias o

microvellosidades, y representa la parte de la célula directamente expuesta a los

estímulos olorosos en la cavidad nasal. Los axones se disponen formando pequeñas

ramas o fascículos. Estos emergen del epitelio y se unen con otros constituyendo los

filetes olfatorios, que se proyectarán al bulbo olfatorio (Moulton y Beidler, 1967;

Farbman, 1992).

En la porción apical del epitelio, las células sensoriales están aisladas unas de otras por

el citoplasma de las células de sostén, en otras palabras, la parte distal de las dendritas y

las vesícula olfatorias no se encuentran en contacto entre sí. las células sensoriales y las

de sostén se relacionan apicalmente mediante uniones estrechas, formando una barrera
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epitelial que impide el pasaje de moléculas e iones entre las células en cualquier

dirección (Farbman, 1992).

3.2.2- ESTRUCTURA DE LA LÁMINA PROPIA

Lalámina propia puede tener de dos a tres veces el espesor del epitelio. Contiene

fibras colágenas, fibras elásticas, fibroblastos, macrófagos, mastocitos y leucocitos.

Presenta además vasos sanguíneos de gran tamaño que permite un flujo importante de

sangre a la mucosa (Fig. 3.12). En la lámina propia también se encuentran glándulas

exócrinas (glándulas de Bowman) y terminaciones de los nervios olfatorios, trigémino y

terminal (Bojsen-Moller,1975; Grunditz el al, 1994).

Antes de describir las glándulas de Bowman es útil mencionar la terminología

utilizada en la citología glandular. Losgránulos secretorios serosos son osmiofílicos y

electrón-densos. Presentan material, de tipo proteico, rodeado de membrana y su

secreción generalmente se halla asociada con una delgada capa acuosa de mucus. Las

vesículas secretorias del tipo mucoso presentan material glicosilado claro a los

electrones, rodeado de membrana. la secreción generalmente se asocia con una gruesa

capa de mucus viscoso (Sakai, 1989; Getchell y Getchell, 1992). En general, las

glándulas de Bowman de anfibios, reptiles y aves se describen como serosas; las de

mamíferos no primates presentan componentes serosos y mucosos; mientras que las

glándqu del hombre parecen ser exclusivamente serosas (Frisch, 1967; Shapiro, 1970;

Kratzing, l984a; Kratzing, 1984b; Getchell et al, 1984; Morrison y Moran, 1995). la

secreción se produce en el adenómero y es conducida a través del epitelio por medio de

los ductos hasta la superficie luminal del mismo.

Lamayoría de los vertebrados terrestres poseen la superficie del epitelio olfatorio

continuamente cubierta por secreciones acuosas derivadas de las glándulas de

Bowman, a pesar de que estas glándqu están ausentes en los peces, se considera que

juegan un rol único y esencial en la olfación. Seasume que la capa mucosa puede actuar
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a modo de barrera para la libre difusión de moléculas con hidrosolubilidad limitada

(Moulton y Beidler, 1967).

Hasta aquí se han comentado los aspectos generales de la mucosa olfatoria,

pasaremos a detallar las diferencias que se pueden hallar en las distintas clases de

vertebrados.

3.2.3- ESTRUCTURA DE LAMUCOSA OLFATORIA EN PECES

Elepitelio olfatorio de la mayoría de los teleósteos, a nivel de microscopía óptica,

presenta aparentemente los tres tipos de células característicos: las células de sostén con

procesos apicales, neuronas sensoriales con dendritas apicales y axones basales y células

basales sin procesos aparentes. También cabe destacar la presencia de -células

caliciformes en el epitelio (Singh, 1994).

A nivel de microscopía electrónica y de barrido, el epitelio olfatorio presenta

cinco clases de células: neuronas sensoriales ciliadas, que presentan el característico

abultamiento apical (vesícula olfatoria) en su superficie, neuronas sensoriales con

microvellosidades, células de sostén con microvellosidades, células caliciformes y células

basales (Singh, 1994; Fernandes y Oliveira Ribero, 1995; Singh et al, 1995).

1- Neuronas sensoriales: en algunas especies de teleósteos se ha encontrado otro tipo de

neuronas sensoriales, que poseen un único proceso con forma de varilla (Bannister,

1965; Singh et al, 1995), pero aún no se ha establecido si es o no una neurona sensorial

(Byrd y Brunjes, 1995).

En los elasmobranquios se diferencian dos tipos de neuronas sensoriales, ambas

poseen microvellosidades pero carecen de cilias (Zeiske et al, 1987; Takamai et al,

1994). Las neuronas tipo l son similares las descriptas para otros peces, con núcleo

redondeado, nucléolo prominente, las dendritas presentan los típicos abultamientos

apicales. En cambio las neuronas tipo ll poseen abultamientos dendríticos más grandes

provistos de microvellosidades más cortas y gruesas que las halladas en el tipo l y un

complejo de Golgi más desarrollado acompañado por un conspicuo sistema de reticulo

endoplasmático rugoso del tipo lamelar (Takami ct al, 1994).
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2- Células de sostén: en los teleósteos presentan numerosas vesículas secretorias en sus

procesos apicales, y su citoplasma posee manojos de fibras citoesqueletales (Frabman,

1992). En los elasmobranquios las células de sostén son ciliadas pero no se observan

gránulos secretorios en su superficie (Takami et al, 1994)

3- Células caliciformes: las células caliciformes poseen un núcleo de forma irregular y

un citoplasma con vesículas secretorias grandes y numerosas (Byndy Brunjes, 1995). La

superficie apical presenta microvellosidades o agrupamientos de cilias cortas, esta

superficie varía según el estadio del ciclo secretor (Getchell y Getchell, 1992).

Otro tipo de glándula unicelular ha sido descripta en el epitelio olfatorio del pez

dorado (Breipohl et al, 1973). Lasuperficie apical de estas células forma una protrusión

similar a un globo en la superficie del epitelio. Estas células presentarian escasa

actividad secretoria (Breipohl et al, l 973).

La lámina propia carece de las glándulas de Bowman, típicas en los demás

vertebrados. los axones de las neuronas sensoriales, presentes debajo de la lámina basal,

se unen primero entre sí y luego a otros paquetes que se hallan en el eje central de la

roseta. Estospaquetes emergen de la roseta y forman el nervio olfatorio.

3.2.4- ESTRUCTURA DE LAMUCOSA OLFATORIA EN ANFIBIOS Y REFI'ILES

Como característica general se observó los tres tipos de células mencionadas

anteriormente y una lámina propia con glándulas de Bowman.

En la salamandra adulta (Ambystoma tlgn'num) se ha observado que la mucosa

olfatoria ventral presenta mayor espesor que la mucosa olfatoria dorsal. Lasdiferencias

están dadas por las capas de células sensoriales y además por un mayor desarrollo de la

lámina propia. El epitelio olfatorio consiste de células sensoriales; células de sostén, con

el núcleo ubicado en la región apical del epitelio y células basales con citoplasma claro

(Graziadei y Monti Graziadei, 1976; Getchell e! al, 1984).

Las células sensoriales similares a las ya descriptas, poseen forma fusiforme y el

núcleo se ubica en posición central (Rafolsy Getchell, 1983).
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las células de sostén poseen dos tipos morfológicos diferentes, tipo l y tipo ll. Las

células tipo I presenta forma cilíndrica y en su base el cuerpo celular se constriñe

formando un largo eje. Lascélulas tipo ll son más delgadas y de contorno más irregular

que las tipo l, además el eje basal es más corto y tortuoso y no presenta límites definidos

(Rafolsy Getchell, 1983).

Los ductos de las glándulas de Bowman y la parte apical del cuello del acino

generalmente se hallan dentro del epitelio. Lasuperficie del epitelio está compuesta por

las vesículas olfatorias de las dendritas y expansiones apicales de las células de sostén.

No se observan gránulos secretorios en las células de sostén de la salamandra adulta

(Getchellet al, 1984).

La lámina propia incluye: glándulas de Bowman, nervios olfatorios amielínicos,

células de tejido conectivo -fíbroblastos y mastocitos, células pigmentarias- y en la capa

más profunda de la lámina propia, manojos de fibras nerviosas mielínicas. Losaxones se

hallan asociados a células de Schwann para formar los fascículos olfatorios (Rafols y

Getchell, 1983).

Lascélulas acinares de las glándulas de Bowman son del tipo serosos, poseen un

núcleo basal y gránulos secretorios basófilos apicales. El lumen del acino es pequeño y

ocasionalmente se observan vacuolizaciones apicales. Losductos de las glándqu poseen

núcleos aplanados y elongados (Getchell et al, 1984). La secreción de las glándulas de

Bowman responden directamente a una estimulación del tipo adrenérgico, ya que los

acinos reciben inervación proveniente de neuronas simpáticas (Zielinski et al, 1989). _

La mucosa olfaton'a del ajolote Ambystoma sp está compuesta por un epitelio

pseudoestratificado con los tres tipos celulares típicos y una lámina propia con

glándulas de Bowman. Lascélulas sensoriales poseen procesos dendríticos heterogéneos

con microvellosidades o cilias. las células de sostén generalmente carecen de procesos

en su superficie, sin embargo, se observa la presencia de cortas prolongaciones

digitiformes. Elcitoplasma apical de estas células contiene grandes gránulos secretorios

electrón densos, mitocondrias y filamentos desorganizados. las células del epitelio

olfatorio se unen en la región apical mediante uniones estrechas y desmosomas

(Graziadei y Monti Graziadei, 1976; Eisthen et al, 1994).

La estructura del epitelio sensorial de la lagartija cynops pmhogaster es

pseudoestratificado con los tres tipos de células. las células de sostén se caracterizan por



60'

un núcleo elongado, gránulos secretorios apicales, microvellosidades y protusiones

citoplasmáticas. Lascélulas sensoriales son neuronas bipolares con dendritas que llegan

a la superficie, algunas presentan cilias y otras solamente tienen microvellosidades.

Debajo de las células sensoriales se hallan células basales. la lámina propia presenta

axones amielínicos y algunos mielínicos, glándulas de Bowman con gránulos

prominentes y abundante reticulo endoplasmático liso (Jonesct al, 1994).

Histoquímicamente, las células de sostén presentan glicoconjugados sulfatados,

mientras que en glándulas de Bowman se detectaron únicamente del tipo neutros. Estos

resultados fueron demostrados en salamandras, ranas y lagartijas (Getchell y Getchell,

1977; Getchell et al, 1984; Ferri y Liquori, 1989). las células ductales del epitelio

olfatorio de la rana toro poseen características ultraestructurales muy similares a las

células acinares, presentando además evidencia de secreción merocrina (Getchell y

Getchell, 1992).

3.2.5- ESTRUCTURADE LAMUCOSA OLFATORIA EN MAMÍFEROS

a) MlCROSCOPÍA FOTÓNICA.

Elepitelio olfatorio de los mamíferos conserva la estructura clásica cuando se lo

estudia con microscopía óptica. Se observan los tres tipos de células característicos:

sensoriales receptoras, de sostén y basales, todas ellas descansan sobre una delgada

membrana basal. Subyacente al epitelio se halla la lámina propia que presenta células

de tejido conectivo, glándulas de Bowman con sus ductos y fascículo de los nervios

olfatorios (Graziadei, 1966; Frisch, 1967; Kratzing, 1969; Shantha y Nakajima, 1970;

Graziadei y Monti Graziadei, 1979).

b) HISTOQUÍMICA

las células de sostén presentan en su citoplasma apical glicoconjugados neutros

(Shantha y Nakajima, 1970) y en otros casos se los halla asociados con ácidos (Cuschier'i
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y Banníester, 1974). Además, se ha demostrado la presencia de compuestos lipídicos en

la misma localización (Shantha y Nakajima, 1970; Cuschieri y Banniester, 1974).

la secreción de las glándulas de Bowman ha sido caracterizada en algunas pocas

especies de mamíferos. Se ha detectado la presencia de glicoconjugados ácidos (sin

especificar su naturaleza) y neutros en la oveja (Kratzing, 1969) y en el gato (Moulton y

Beidler, 1967). Por otra parte, en el mono Rhasus y en el conejo se reportó la presencia

de glicoconjugados neutros, pero no se realizaron estudios para la detección de

glicoconjugados ácidos (Zinnín, 1964; Shantha y Nakajima, 1970). En el ratón se ha

detectado la presencia de glicoconjugados ácidos carboxilados y sulfatados (Cuschieri y

Banniester, 1974). También se ha revelado, utilizando lectinas, la existencia de

glicoproteínas que contienen acetilgalactosamina sobre la superficie epitelial,

especialmente cuando el epitelio olfatorio se halla en proceso de formación

(Franceschini el al, 1994):

En general en los mamíferos no primates con glándulas de Bowman de tipo

mucosas predominan los glicoconjugados ácidos, que incluyen a aquellos con residuos

de ácido sialico y sulfatados (Getchell y Getchell, 1992). En humanos, con la utilización

de técnicas histoquímicas y mediante el uso de lectinas se ha podido demostrar que en

los acinos serosos de las glándqu de Bowman predominan los glicoconjugados,

incluyendo sulfomucinas (Menco, l992a; Getchell y Getchell, 1992; Pestean et al,

1995).

c) MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Células Sensoriales

Las células olfatorias receptoras se describen como neuronas bipolares con un

proceso superficial llamado distal y un proceso basal denominado proximal que termina

finalmente en el bulbo olfatorio. Las células son delgadas, elongadas y se extienden en

casi toda la altura del epitelio (Graziadei, 1966; Kratzing, 1969; Graziadei y Monti

Graziadei, 1979). Sus pericaria se hallan en contacto unos con otros (Frisch, 1967). Los
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núcleos son generalmente ovales y se caracterizan por poseer un carioplasma denso en

el cual se puede observar uno o más nucléolos (Kratzíng, 1969). El citoplasma es

bastante escaso, pero en la región supranuclear se puede observar un gran aparato de

Golgi y retículo endoplasmático liso (Graziadei, 1966; Frisch, 1967; Loo, 1977). En el

marsupial Isoaíon macmuzus la densidad citoplasmática varia de clara a oscura. Las

células claras poseen un gran aparato de Golgi,cantidades limitadas de retículo rugoso y

pocas mitocondrias. En cambio, las células oscuras poseen abundante cantidad de

retículo rugoso, numerosas mitocondrias y cuerpos oscuros que probablemente

corresponderían a lisosomas (Kratzing, 1978). La porción dendrítica se extiende desde

el cuerpo celular hasta la superficie luminal del epitelio. Esta dendrita en su extremo

apical se constriñe formando un cuello a partir del cual comenzará a aumentar

nuevamente su diámetro originando una estructura globosa -vesícula olfatoria o knob

dendrítico- con proyecciones hacia la superficie del epitelio. Estos procesos olfatorios

presentan cilias, que varían en largo y número en las distintas especies (Frisch, 1967;

De Lorenzo, 1957; Okano et al, 1967; Ioo. 1977; Kratzing, 1978; Chuah y Zheng,

1992). En el citoplasma de la vesícula olfatoria se encuentran cuerpos basales ciliares,

neurotúbulos, mitocondrias y algunas pocas vesículas (Graziadei, 1965; Graziadei,

1966; Frisch, 1967; Kratzing, 1969; Loo, 1977). En algunos primates, debajo de la

vesícula olfatoria existen complejos de unión entre las membranas celulares laterales de

las células sensoriales y las células de sostén adyacentes ([00, 1977). En el perro los

corpúsculos basales de las cilias presentan dos estructuras accesorias,_los pies basales y

las fibras radiculares. los pies basales son estructuras que se extienden en forma radial a

modo de molinete; las fibras radiculares consisten en manejos de finos filamentos que

presentan apariencia estriada (Okano et al, 1967). El proceso axonal o proximal a

medida que atraviesa la parte basal del epitelio es rodeado en forma incompleta por

procesos de células basales y posteriormente se asocia a otros axones para formar los

filetes olfatorios, rodeados por las células de Schwann (Kratzing, 1966; De Lorenzo,

1967; Vollrath et al, 1985; Holbrooket al, 1995).

En la musaraña, se ha observado otro tipo de célula receptora que posee

solamente microvellosidades. Este tipo de receptor ocurre ocasionalmente. También se

puede observar células sensoriales que carecen de vesículas olfatorias (Loo,1977).
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Células de Sostén

las células de sostén son células epiteliales columnares que se extienden desde la

superficie epitelial hasta la membrana basal. En los mamíferos estas células

aparentemente no cumplirían funciones secretorias. Poseenun núcleo de mayor tamaño

y un nucléolo más pequeño comparado con el de las células sensoriales (loo, 1977).

Estas células pueden tener cílias (De lorenzo, 1957) o no (Frisch, 1967; loo, 1977;

Kratzing, 1978), pero su superficie libre generalmente se caracterizan por presentar

microvellosidades y protrusiones (Getchell y Getchell, 1992). En el hombre las células

de sostén presentan numerosas microvellosidades (Chuan y Zheng, 1992). En la porción

apical del citoplasma se observa gran cantidad de mitocondrias, cuyas-formas varían d'e

redondeadas a ovoides, como asi' también reticulo endoplasmático liso y rugoso (De

lorenzo, 1957; Kratzing, 1978). No se han observado vesículas de secreción en dicha

porción celular (De lorenzo, 1967; Kratzíng, 1969), excepto en el ratón, en el cual se

ha detectado la presencia de algunos granulos secretorios (Frisch, 1967). El citoplasma

basal contiene membranas de reticulo endoplasmático liso, las cuales se asocian con

gránulos de glucógeno (Frisch, 1967). las células de sostén presentan además manojos

de tonofilamentos, unos paralelos a la superficie luminal del epitelio a nivel de las

uniones estrechas que conectan células epiteliales adyacentes y otros, en cambio se

disponen perpendiculares a la superficie (paralelos al eje mayor de la célula) a nivel de

las uniones estrechas en las expansiones basilares (Getchell y Getchell, 1992). Es

bastante frecuente observar que una dendrita receptora aparezca rodeada de citoplasma

de las células de sostén, las cuales rodean a las dendritas en forma similar al mesoaxón

formado por las células de Schwann alrededor de los axones (De lorenzo, 1957). Esta

relación entre la célula receptora y la célula de sostén podría reflejar un parecido

funcional entre las células de sostén y la glia, en cuanto al aislamiento de las células

sensoriales y la posible regulación de la composición iónica extracelular que rodea a las

mismas (Menco, 1992b; Getchell y Getchell, 1992).

Las expansiones basilares de las células de sostén muestran frecuentemente

interdigitacíones con la membrana basal y se conectan a ella por medio de

hemídesmososmas (Getchell y Getchell, 1992).
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Células Basales

Lascélulas basales, en contacto con la membrana basal, forman un estrato basal

irregular e interrumpido en el epitelio olfatorio. El citoplasma presenta finas

pmlongaciones y contiene mitocondrias, retículo endoplasmático liso, gránulos

citoplasmáticos y grandes gránulos densos (De lorenzo, 1957). Estas finas

prolongaciones citoplasmáticas se interdigitan con los axones rodeándolos (Graziadei,

1966; Kratzing, 1969; Kratzing, 1978; Holbrook et al, 1995). Existen tipos

morfológicos de células basales: las células basales oscuras -horizontales- y las células

basales claras -globosas- (Vollrath et al, 1985; Suzuld y Takeda, 1991; Holbrook et al,

1995). Lascélulas basales oscuras, que se hallan en contacto directo con la membrana

basal, son aplanadas, contienen tonofilamentos, gran cantidad de ribosomas libres y

escasa cantidad de mitocondrias y netículo endoplasmáticos rugoso. Las células basales

claras poseen forma globosa, abundante cantidad i de ribosomas y reticulo

endoplasmático liso, carecen de tonofilamentos y se hallan generalmente sobre las

células basales oscuras (Kratzing, 1978; Vollrath et al, 1985; Suzuki y Takeda, 1991;

Holbrooket al, 1995).

la función estas células en la regeneración del epitelio olfatorio es confusa.

Estudios en ratones sugerirían que las células basales globosas y no las células basales

oscuras serían las células madres de las células olfatorias (Suzuki y Takeda, 1991).

Basándose en la expresión de queratinas, los mismos autores han demostrado que las

células basales oscuras se diferencian en células de sostén más que en células olfatorias

(Suzuki y Takeda, 1991). Además, también se ha demostrado que las células basales

claras se pueden diferenciar tanto en células sensoriales como en células basales oscuras

(Vollrath et al, 1985). Por otro lado, se ha demostrado que las células basales oscuras

pueden originar a las células basales claras y jugar un rol importante en la regeneración

del epitelio luego de una injuria (Holbrook et al, 1995).
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Otros Tims Celulares.

Adicionalmente a los tres tipos celulares descriptos anteriormente en la mucosa

olfatoria de los mamíferos, se han hallado otros tipos celulares.

En la mucosa olfatoria del hombre se ha descripto un cuarto tipo celular

denominado célula microviliar. Esta célula poseen forma de botella con un núcleo

redondeado y de gran tamaño. En la parte apical de la célula existe una constricción del

cual se origina un manojo de microvellosidades que se proyecta hacia la capa de mucus

(Morrison y Costanzo, 1992). En el otro extremo se extiende un proceso citoplasmático

-similar a un axón- hacia la membrana basal. El citoplasma de esta célula contiene

mitocondrias, retículo endoplasmático liso, un aparato de Golgi muy desarrollado, gran

cantidad de ribososmas libres y'escasa cantidad de retículo endoplasmático rugoso

(Moran ct al, 1982). Un tipo celular muy similar a lo descripto anteriormente ha sido

descripto en ratas. los autores consideran que se trataría de un tipo de célula de sostén

(Carr eta1., 1991).

Enel marsupial Isoaíon macmums, Kratzing (1978) describió las células pálidas

y las células en cepillo.

las células pálidas son células muy grandes, con citoplasma claro. Presentan numerosas

mitocondrias, vacuOlas de forma irregular, cuerpos multivesiculares, escasos cuerpos

densos y algunos lisosomas. Carecen de cilias, pero en su superficie apical presentan

microvellosidades irregulares, en cuyas bases se pueden observar vesículas de

micropinocitosis. Su superficie basal parece descansar sobre la membrana basal y no se

observa procesos axonales a manera de células sensoriales.

Las células en cepillo aparecen menos frecuentemente en el epitelio. Poseen

microvellosidades no ramificadas que poseen un centro fibrilar que se continúa con el

citoplasma apical. Como las células sensoriales, éstas poseen pericarion alargado, y

procesos proximales y distales. El núcleo es ovalado y grande, de manera tal que no es

posible diferenciarlo del de las células de sostén. El citoplasma posee escaso retículo

rugoso, ribosomas libres, mitocondrias y un complejo de Golgi muy desarrollado. Poseen

complejos de unión con las células de sostén.
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Enel perro también se ha descripto un cuarto tipo celular formando parte del

epitelio olfaton'o. Esta célula presenta un citoplasma traslúcido, con escasa sustancia

reticular y mitocondrias. En el borde apical presenta microvellosidades cortas y dispersas

(Okano el al, 1967).

3.3- ESTRUCTURAS SUBEPITELIALES

a) Nervios Olfatorios

los procesos proximales de las células olfatorias atraviesan la membrana basal,

disminuyen rápidamente su diámetro al extenderse por entre el tejido glandular, y se

agregan para formar los filetes olfatorios. Estos paquetes de axones amielínicos son

rodeados por células de Schwann (Kratzing, 1969; Chuau y Zheng, 1992). A diferencia

de lo observado en otros axones amielínicos, las células de Schwann no envuelven

axones individuales sino que las prolongaciones de citoplasma rodean a grupos de

axones, o sea que la membrana plasmática de la célula de Schwann forma un mesoaxón

para un grupo de fibras (Fig. 3.1)(De Lorenzo, 1957). Además, las células de Schwann

olfatorias carecen de membrana basal y presentan inmunorreactividad positiva a la

proteína glial fibrilar ácida (GFAP),que es considerada un marcador de astrocitos

(Barber y Lindsay, 1982). Estascélulas se originan de precursores que se hallan dentro

del epitelio olfatorio, emigran del mismo y una vez en el conectivo extienden sus

procesos y envuelven a los axones olfatorios (Chuah y Au, 1991).

b) Glándulas de Bowman

Engeneral, las glándulas de Bowman son glándulas exócrinas tubulares simples,

que pueden ser ramificadas o no.(Frisch, 1967; Kratzing, 1969)

Lasglándulas de Bowman del ratón poseen dos tipos diferentes de células. las

primeras poseen un citoplasma vesicular claro y el segundo posee un citoplasma

electrón denso con numerosos gránulos secretorios claros. Estasglándulas no presentan
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una estructura acinar discemible. Ambos tipos de células contribuyen a la formación de

unidades secretorias y ambos tipos celulares comparten el lumen. la parte luminal de

ambos tipos de células presentan microvellosidades. Las células oscuras presentan,

además de losgránulos secretorios, una enorme cantidad de retículo endoplasmático liso

que se disponen en forma de espiral generalmente alrededor de una mitocondria o de

restos de mitocondrias (Frish, 1967).

En la oveja, las células glandulares presentan abundantes mitocondrias y una

cantidad elevada de cuerpos secretorios densos. Elcitoplasma perinuclear se caracteriza

por una elevada concentración de reticulo endoplasmáfico liso y rugoso (Kratzing,

1969).

El mecanismo celular de secreción de las glándulas de Bowman no ha sido

estudiado sistemáticamente a nivel ultraestructural, aunque se ha descripto la presencia

de secreción apócrina en las células mucosas del conejo y del hombre y secreción

merócrina en la rana toro (Getchell y Getchell, 1992). Sin embargo, se requieren más

estudios a nivel ultraestructural que permitan aclaran los mecanismos celulares de la

secreción acinar.

Lascélulas de los ductos de las glándulas de Bowman son aplanadas y elongadas

con el eje mayor paralelo al eje mayor de las otras células del epitelio olfatorio. Estas

células se hallan en contacto directo con las células de sostén, sin interposición de una

membrana basal (Getchell y Getchell, 1992). En la literatura aparecen datos conflictivos

cuando se considera la capacidad secretora de las células ductales de algunos

mamíferos. Los marsupiales aparentemente poseen células ductales no secretoras

(Kratzing, 1978; Kratzing, 1984). Lamisma característica poseen las células ductales de

perros, gatos, conejos, ratas y ratones (Seífert, 1971 en Getchell y Getchell, 1992). Por

otro lado, existe evidencia ultraestructural de la naturaleza secretora en las células

ductales del ratón, perno y conejo (Getchell y Getchell, 1992). Aún no se ha reportado

descripciones de las células ductales de la mucosa olfatoria del hombre, pero existe una

evidencia preliminar realizada por estudios inmunohistoquímicos referida a la secreción

del sistema inmune en la mucosa olfatoria humana (Mellert ct al, 1992).
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3.4- MUCUS OLFATORIO.

La superficie del epitelio olfatorio tanto de vertebrados acuáticos como de

vertebrados terrestres está cubierto por una capa de mucus en el cual las moléculas

odorantes se disuelven antes de llegar a1sitio de estimulación olfatoria -las cilias de las

neuronas sensoriales-. Debido a la influencia del mucus en cuanto a la transducción

sensorial, se ha tratado de determinar las células que lo originan y su composición. Se

han identificado tres orígenes diferentes en las distintas clases de vertebrados: 1- En

peces, las células de caliciformes; 2- En los demás vertebrados, las glándulas de

Bowman; 3- En los anfibios y en el ratón, las células de sostén colaboran junto con las

glándulas de Bowman en la formación del mucus (Frisch, 1967; Getchell y Getchell,

1977; Getchell ct al, 1984).

Estudiosultraestructurales han demostrado la existencia de diferencias regionales

en el mucus que cubre la mucosa olfatoria. Consiste en dos zonas:

1- una externa, denominada filum terminal, que aparece como

una línea densa, en la cual se localizan los receptores olfatorios en las cilias, y

2- una zona interna que cubre los segmentos proximales de las

cilias, las microvellosidades de las células de sostén y la superficie apical del epitelio

(Getchell y Getchell, 1992). Esta última zona posee material del tipo acuoso (Menco-y

Farbman, 1992). a- La zona externa está compuesta por finos filamentos. Se comprobó

la existencia de una marcada similitud entre la zona externa y el material secretorio de

las glándulas de Bowman (Getchell y Getchell, 1992). b- La Zona interna está

compuesta por un material filamentoso de apariencia translúcida. En especies en las

cuales las células de sostén tienen función secretora, esta zona se origina del contenido

de los gránulos secretorios de las células de sostén que se liberan por exocitosis. En

especies en las cuales las células de sostén no tienen función secretora, la cantidad y

composición del mucus podría ser regulado a través de micropinocitosis de las células

de sostén (Getchell y Getchell, 1992).

En anfibios se han utilizado anticuerpos contra glicoconjugados aisladas de las

cilias olfatorias de la rana —antiMab y anti olfactomedina- para examinar su
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distribución en la superficie epitelial. Losautores demostraron que el mucus que cubre

el epitelio olfatorio posee una estructura muy compleja, en la cual se diferencian los dos

estratos anteriormente mencionados, pero además han podido diferenciar varios

subdomínios dentro de cada zona (Menco y Farbman, 1992).

3.5- BIOQUÍMICA DE LAMUCOSA OLFATORIA

La mayoría de los criterios para caracterizar la mucosa olfatoria se basaron en

caracteres de tipo morfológicos, pero recientemente se han realizado importantes

esfuerzos para tratar de determinar similitudes y diferencias entre las neuronas

olfatorias sensoriales y otro tipo de neuronas.

Así, el Dr. Margolis descubrió y caracterizó una proteína única de las neuronas

sensoriales del epitelio olfatorio. Esta proteina se conoce con el nombre del proteína

marcadora olfatoria (OMP), se sintetiza en los receptores nerviosos primarios y se

transportan a lo largo del axón hasta su terminación en los glomérulos olfatorios

(Margolis, 1972; Farbman y Margolis, 1980; Monti Graziadei, 1983; Wensley et al,

1995). La OMP se encuentra en el citoplasma de neuronas sensoriales maduras y se

distribuye a lo largo de toda la célula. Los nervios olfatorios y los glomérulos olfatorios

en los bulbos también son inmunorreactivos para esta proteína (Graziadei el al, 1977).

Las funciones de la OMP aún permanecen desconocidas. Además se han descubierto

otras proteínas que.parecen ser exclusivas de las neuronas del epitelio olfatorio. la

mayoría de ellas son glícolípídos, aislados de membranas de las cilías olfatorias (Chen y

Lancet, 1984; Chen et al, 1986). Estas proteínas podrían ser moléculas del tipo

receptoras (Chen y Lancet, 1984; Chen et al, 1986; Lancet, 1986).

Un dipéptido, carnosina (S-alanil-L-histidina), ha sido hallado en abundancia en

las neuronas olfatorias de varias especies de vertebrados, así como también en las células

de sostén (Margolis, 1974; Burd et al, 1982; Margolis et al, 1983). Este dipéptido se

sintetiza a partir de sus aminoácidos precursores por medio de la enzima carnosina

sintetasa (Burd el al, 1982). Actualmente se discute su posible rol como

neurotransmisor de las neuronas olfatorias.
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Recientemente, la proteína producto del gen 9.5 (PGP 9.5) ha llamado la

atención como un marcador específico neuronal. El PGP 9.5 es una proteína soluble

aislada del cerebro humano, y se la encuentra predominantemente en el citoplasma de

neuronas y de células neuroendócrinas. Lainmunohistoquímica revela que en el epitelio

olfatorio todas las células sensoriales son imnunorreactivas. Dentro de la células

receptoras, el soma y la dendrita son altamente positivas, mientras que el axón en el

epitelio y en la lamina propia presentaban menor intensidad de marca. Ni las células

basales ni las de sostén presentan inmunorreactividad a este anticuerpo. En el bulbo

olfatorio, las células mitrales son altamente positivas, en cambio, las células

periglomerulares y las granulares no lo son (Taniguchi et al, 1993). La PGP9.5 ha sido

hallada tanto en neuronas olfatorias embrionarias como en neuronas adultas, razón que

ha llevado a los autores a considerar que la PGP 9.5 podría estar relacionada con el

desarrollo y mantenimiento de los receptores quimíosensoriales (Johnson et al, 1995).

Por otro lado, en la lámina propia de humanos recién nacidos se observó que las fibras

PGP 9.5 imnunorneactivas presentan morfología y distribución similar a la sustancia P

trigeminal y a la proteína relacionada con el gen de la calcitonina. Esto último podría

sugerir que la PGP 9.5 funcionaría, además, como marcador de fibras trigeminales

nasales (Johnson et al, 1995).Por lo dicho anteriormente sería interesante tratar de

determinar si la PGP 9.5 co-localiza inmunohistrquímh ‘ con marcadores

conocidos de fibras trigeminales.

Debido a que la mucosa olfatoria está en contacto con el medio externo, es de

esperar que ésta presente algún tipo de mecanismo que permita la protección contra la

pérdida de agua y que favorezca el equilibrio de los minerales. Por ello, se estudió la

inmunorreactividad del factor natriurético atrial (ANP) -hormona con propiedades

natriuréticas, diuréticas y vasodilatadoras (Genest y Cantin, 1989)- en la mucosa

olfatoria (Gutkowska y Marcinkiewicz, 1989; Bachar et al, 1995). Se observó que el

ANPse localiza principalmente en algunas células acinares de las glándulas de Bowman

y, además, en algunas células dentro del epitelio olfatorio. Cabe aclarar que los autores

no han podido identificar que tipo de célula dentro del epitelio presenta reacción

positiva. (Gutkowska y Marcinkiewicz, 1989).
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Por otra parte, las neuronas olfatorias contienen moléculas que son comunes a la

mayoría de las neuronas, tales como una enolasa específica, una enzima glícolítica

(Takahashi et al, 1984) y las moléculas de adhesión neuronal (Keyy Akerson, 1990).

El grupo de glicoproteínas de superficie de alto peso molecular, conocidas

colectivamente como moléculas de adhesión neuronal (N-CAMs) se observó

principalmente, en fetos humanos, en los nervios olfatorios de la lámina propia,

mientras que en el epitelio olfatorio se halló en las neuronas sensoriales olfatorias y en

las células basales claras. las células basales oscuras y las células de soporte carecen de

N—CAMs(Chuah y Au, 1992; Crews y Hunter, 1994; Satoh and Takeuchi, 1995; Aoki et

al, 1995).

Yamagishi et al. (1989) examinaron el epitelio olfatorio de fetos humanos y

chanchitos de guinea utilizando antisueros contra algunas proteínas específicas del

sistema nervioso. Se analizó la ‘presencia de proteínas tales como proteínas para

neurofilamentos (NFP),enolasa neuroespecífica (N-SE),proteína S-IOO glia especifica (S­

100), la proteína 8-35 especifica de la células de Purkinje, nestina (Osada et al, 1995),

vimentina (Aoki et al, 1995) y citoqueratinas. Estas inmunotinciones combinadas

hacen posible discriminar todos los elementos celulares en la mucosa olfatoria excepto

las células de sostén. Las dos proteínas neuroespecifica, NFP y NSE, se hallan en las

células sensoriales. La enolasa es una enzima glicolítica específica de neuronas e

interviene en la maduración morfológica y funcional de las mismas. la existencia de

esta proteína estaria indicando que estas células tienen funciones de auténticas

neuronas. No se observó inmunorreactividad a S-IOOen las células de sostén, a pesar de

que estas células eran consideradas un tipo de células gliales (Hirsch y Margolís, 1970).

Pero, se encontró reacción en las glándqu de Bowman, lo que sugeriria que las

glándulas de Bowman podrian derivar de un elemento glial (Yamagishi et al, 1989).

Inmunorreactividad a 8-35 se encontró solamente en algunas células cerca de la

superficie apical del epitelio olfatorio. Estas células serían similares en distribución y

forma a las células microviliares, un cuarto tipo de células que se halla en el epitelio

olfatorio del hombre. La inmunorreactividad a la nestina, una proteína marcadora de

precursores neuronales, se investigó en ratas en desarrollo y se determinó que durante

el desarrollo las neuronas perdían su‘capacidad de expresar nestina. Por lo tanto, se

podria sugerir que las células que expresan nestina podrían funcionar como células
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marcadoras en estudios de neurogénesis y desarrollo de sistemas sensoriales (Osada et

al, 1995).

Recientemente, se ha estudiado la distribución dentro de la mucosa olfatoria de

moléculas que interviene en la actividad reguladora del calcio tales como: calmodulina,

calbindina-D-ZSK, calretinina, neurocalcina y recoverina. Todas estas moléculas han

sido halladas en las células sensoriales del epitelio olfatorio de ratas y ratones (Kishimoto

et al, 1993; Basfianelliet al, 1995).

También se ha tratado de localizar la distribución de los componentes del sistema

inmune en la mucosa olfatoria de ratas y salamandras. Lapresenciade estos compuestos

en la mucosa olfatoria demuestran que ésta se encuentra protegida de invasiones

patogénicas mediante la secreción del sistema inmune, así como también de otras

inmunoglobulinas, lactoferrina, lizosima y glicoproteínas que actuarían como una

primera línea de defensa. (Getche'lly Getchell, 1991).

Las células basales presentan inmunorreactividad a diferentes citoqueratinas

(incluyendo a la vimentina), proteínas que forma los tonofilamentos de células

epiteliales (Aokiet al, 1995; Osada et al, 1995). Por lo tanto se han probado diferentes

tipos de citoqueratinas a fin de intentar una caracterización bioquímica que permita la

discriminación de los tipos de células basales. Las células basales claras carecen de

tonofilamentos, por lo tanto no reaccionan con las citoqueratinas, en cambio las células

basales oscuras presentan tonofilamentos siendo así imnunorreactivas a las

citoqueratinas 14 y 5/6. las células basales claras se caracterizan, además, por

presentar incorporación de bromo de deoxiuridina (BrdU), que actúa como un

marcador específico de división celular (Zupanc y Horschke, 1995). Por otro lado, la

citoqueratina 18 (humana) funciona como marcador específico de las células de sostén

(Schowb et al, 1995). Este último marcador tiñe, además, los ductos y los acinos de las

glándulas de Bowman (Holbrook et al, 1995). Se han utiliudo anticuerpos

anticitoqueratinas monoclonales para caracterizar los distintos tipos celulares en rana,

las células basales oscuras -y no las claras- y las células de sostén presentaron

inmunomarca al ser tratadas con el anticuerpo MA902 (Suzuld y Takeda, 1991).

Además, se halló inmunomarca al teñir con proteína glial fibrilar ácida (GFAP),la

misma se localiza sobre la membrana basal, en asociación con las células de Schwann
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que rodean los axones (Barber y Lindsay, 1982; Chuah y Zheng, 1991) y con las células

basales oscuras (Holbrook et al, 1995).

En sapos, por otro lado, se han utilizado métodos inmunohistoquímicos para

comprobar que el mucus que se halla sobre el epitelio olfatorio es una matriz

extracelular altamente especializada. Para este estudio se han utilizado dos anticuerpos:

uno es una anticuerpo monoclonal denominado Mab, que reacciona contra una

glicoproteína, gp 9.5, aislada de cilias olfatorias de sapo; y el otro también es un

anticuerpo monoclonal, olfactomedina, aislado de una preparación de cilias de sapo.

Estosanticuerpos se unen a moléculas especificas dentro del mucus, permitiendo así la

división en varios dominios morfológicamente diferenciables. Estas proteínas se unen

también a losgranulos secretor'iosde las células de sostén (Menco y Farbman, 1992).

3.6- lNERVAClÓN DE LAMUCOSA OLFATORIA

La inervacíón de la mucosa olfator'ía ha sido escasamente estudiada. Sin

embargo, las fibras nerviosas fueron descriptas originariamente en estudios anatómicos

y posteriormente han sido caracterizados inmunnhistnquí ‘ Por otro lado,

estudios ultraestructurales han demostrado la presencia de terminales adrenérgicas,

colinérgicas y peptidérgicas. .

En la lámina propia se ha detectado la presencia de fibras nerviosas distintas a las

originadas en las neuronas olfatorias. A pesar de que la inervación extrínseca de la

mucosa olfatoria es pobremente entendida, se sabe que los músculos lisos, la secreción

exócrina y otras funciones epiteliales en la nariz son reguladas por fibras nerviosas

simpáticas, parasimpáticas y sensoriales; y que estas fibras nerviosas se hallan rodeando

los vasos sanguíneos y los acinos de las glándulas de Bowman y dentro y debajo de la

superficie del epitelio olfatorio (Ecclesy Wilson, 1973; Zielinski et al, 1989; lacroix ct

al, 1990; Grunditz e! al, 1994). Estudiosprevios indicaron que las fibras simpáticas de

la mucosa nasal derivan del ganglio cervical superior y que la estimulación eléctrica de

las fibras simpáticas reducen el flujo sanguíneo nasal y la secreción nasal (Malm, 1973).

Lasfibras parasimpáticas tendrían su origen del ganglio esfenopalatino (Ecclesy Wilson,
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1973). Finalmente las fibras sensoriales no viscerales parecerían originarse del ganglio

trigémino (V par). El sistema trigeminal nasal responde únicamente a estímulos

irritantes (Doty, 1995). Las fibras trigeminales han sido identificadas por presentar

inmunorreactividad a los anticuerpos contra CGRPy sustancia P (Finger et al, 1990;

Grunditz et al, 1994). El nervio terminal también ha sido considerado como un nervio

sensorial que inerva la mucosa olfatoria (Bojsen-Moller, 1975; Witkin y Silverman,

1983). En la mayoría de los vertebrados el nervio terminal forma un plexo ganglionar

en el lado medial de los bulbos olfatorios y dentro de la cavidad nasal. Las fibras del

nervio terminal se distinguen de otras fibras por presentar reacción positiva a la

acetilcolinesterasa (Bojsen-Moller, 1975) y por ser inmunorreactiva a la hormona

liberadora de la hormona luteínizante (LHRH)(Witkin y Silverman, 1983).

se ha podido demostrar que la lámina propiaInmunnhictnqnímii I

contiene dos tipos de elementos neurales, que derivan de las células olfatorias

sensoriales y de los ganglios trigéminos. Se encontró la enzima enolasa (NSE)tanto en

los nervios olfatorios como en el trigémino. Por otra parte, la proteína presente en los

neurofilamentos (NPF)no está presente en los axones de las neuronas sensoriales y en

los filetes olfatorios, por lo tanto sería un marcador específico para los nervios

trigéminos de la lámina propia. Además, nervios olfatorios envueltos en células de

Schwann reaccionan con la proteína S-IOO. Por los tanto, realizando inmunotinciones

combinadas de los tres anticuerpos mencionados anteriormente es posible determinar la

distribución de los nervios olfatorios y trigéminos (Yamagishi ct al, 1989).

Para estudiar la inervación extrínseca de la mucosa olfatoria se han utilizado

otros métodos inmunohistoquímicos. La distribución del péptido relacionado con el gen

de la calcítonina (CGRP)en la cavidad nasal, revela la disposición diferencial de las

fibras CGRPen ciertas áreas que estarían directamente expuestas a la inhalación del

aire, inervando a los senos venosos y produciendo de este modo vasodilatación (Lee et

al, 1994). Se ha demostrado que las fibras nerviosas que contiene CGRPy sustancia P

derivan del ganglio trigeminal (Grunditz et al, 1994) y que estas fibras terminan dentro

del epitelio en contacto directo con las neuronas olfatorias. Cabe preguntarse si existe

alguna relación entre los elementos trigeminales y las neuronas olfatorias que pueda

afectar las respuestas fisiológicas.
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Por otro lado, las fibras que presentan inmunorreactividad al péptido intestinal

vasoactivo (VIP)y al neuropéptido Y, se orígínarían en el ganglio esfenopalatino y ótico

(Grunditz et al, 1994).

Lainmunorreactividad a hormona liberadora de la hormona luteínizante (LHRl-D

se halló principalmente a lo largo del nervio terminal, en los bulbos olfatorios

principales y en los bulbos olfatorios accesorios. También, se encontraron fibras en la

mucosa olfatoria y especialmente en la mucosa del órgano vomeronasal. Lo dicho pone

de manifiesto la posibilidad de que las neuronas y fibras LHRHsean parte del substrato

anatómico para integrar las señales olfatorias en una conducta reproductiva (Witkin y

Silverman, 1983).

El primer trabajo ultraestructural para identificar y caracterizar las fibras

nerviosas extrínsecas en la mucosa olfatoria fue realizado por Graziadei y Gagne (1973)

(en Getchell y Getchell, 1992). Ellosobservaron que dentro de los paquetes olfatorios en

la lámina propia de sapos, había por lo menos dos tipos de fibras que no conformaban

los criterios que caracterizan a las fibras como axones olfatorios primarios, estos criterios

incluyen: diámetro uniforme de 0.2 mm, ausencia de mielina, escasos neurofilamentos y

el agrupamiento en paquetes de fibras rodeados por una única célula de Schwann (De

lorenzo, 1957). En los estudios de Graziadei y Gagne (1973), un grupo de fibras no

olfatorías, algunas mielinimdas y otras no, tenian diámetros de 1 a 10 mm y contenían

gran abundancia de neurofilamentos, pocas mitocondrias y vesículas irregulares. Cada

fibra, de las cuales aproximadamente dos eran mieliniz

adas y casi una docena eran amielínicas, se hallaban dentro de una única célula de

Schwann. Las fibras mielínicas perdían la mielina cuando se ramificaban en fibras más

pequeñas, y entraban en el epitelio olfatorio. Una vez dentro del epitelio estas fibras se

observan con algunas mitocondrias y grupos de pequeñas vesículas claras. El segundo

grupo de fibras eran no mielínicas, con diámetro que variaba entre 0.5 y 0.9 mm,

contenían pocos filamentos, pocas mitocondrías y característicamente poseían una

población de vesículas de centro denso. Estos autores sugirieron que las fibras que

pierden la mielina y contiene vesículas claras se originan dentro del sistema cerebro

espinal, en cambio las fibras que poseen vesículas con centro denso se originan del

sistema simpático. Zielinskí et al. (1989) localizó y caracterizó las fibras y terminales

nerviosas en la mucosa olfatoria de la salamandra. Terminales nerviosas conteniendo
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vesículas de centro denso pequeñas (o vesículas granulares pequeñas) y unas pocas

vesículas de centro denso grandes (o vesículas granulares grandes) fueron halladas en la

periferia de los acinos de las glándulas de Bowman, alrededor de los vasos sanguíneos y

cerca de los melanocítos y fibroblastos. Estas terminales se localizan en la proximidad de

los capilares entre el epitelio y la lámina propia y fueron identificadas como terminales

simpáticas postganglionares con vesículas adrenérgicas que contienen

neurotransmisores de tipo catecolaminérgicos. Otros tipos de terminales nerviosas

contienen vesículas claras pequeñas y algunas pocas vesículas densas grandes que se

ubican entre las células acinares de las glándulas de Bowman. Estas terminales no

poseen membrana basal entre ellas y las células acinares. Fueron identificadas como

terminales nerviosas de axones parasimpáticos postganglionares con vesículas

colinérgicas que contienen acetilcolina (Fig.3.13).

Aún quedan muchos temas por resolver en lo referente a la inervación extrínseca

de la mucosa olfatoria. De lo descripto anteriormente se desprende que las fibras

trigeminales y el sistema autónomo y posiblemente el nervio terminal jueguen un papel

importante en la regulación de la actividad vasomotora y secretora. Nuevos

experimentos se requerirán para tratar de aclarar: 1- la variedad de neurotransmisores

y neuromoduladores, 2- determinar, sobre las bases de características estructurales, los

orígenes de fibras extrínsecas para poder especificar las estructuras blanco, 3- definir

patrones espaciales de células que reciben múltiples inervaciones de nervios extrínsecos

con diferentes neurotransmisores. De esta forma se podría dilucidar como diversas

señales neurales se integrarían para regular los procesos celulares complejos que

intervienen en el mecanismo de la olfación.
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FIGURA3.1. Representación esquemática de la relación de los axones olfatoríos *
con las células de Schwann. Varios nervios comparten un único mesoaxón,que está
formado por la membrana de la célula de Schwann, cuyo núcleo se ubica en la
región inferior (N). (Extraído de Lorenzo, 1957).

FIGURA3.2. Fotomícrografia que muestra la relación de los axones en desarrollo con
las célula de Schwann. (Exraído de Peters et al, 1991).
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de las proyecciones desde e] bulbo (rayado). (Extraído de Farbman, 1992).

78



79

Homo sapnens

Maxnlloturb. Olf. bulb
Vembule Nasoturb. Ethmoturb.

'Vomeromul‘ l " ..
organ Hard ".59"..­

palate Choana

‘ szus cuniculus

Olf. sae. Spanal card Post. (¡hamber
l Nosml

onl av“, mary“ Ant. Chamber Vomeronasal Concha
. org-¡nPezromyzon fluviau‘üs Choana

Nuo-hypophysul La . . s' cera VlfldlS
canal o": su. Spmal cord

Ant. nostnl

.... Chordadors.
e ü

á suaífiak _Gm _*J«;)

Post. nosmlOral cavity Nasopharyngeal canal

Myxme glutinosa Acipenser szurio

Ant. nostril

( Post. nostril

Scyllíum canícula

FIGURA3.4. Esquemas que ilustran la disposición de la cavidad nasal y su relación
con la cavidad oral y la faringe en una serie de vertebrados (Extraído de Allison,‘
I 95 3).



80

l"
W; q

I ’ 4 ‘ _ I
_'\-_ 0‘ .1 . . í. . .A . _u . N°3“É?c

i 9. . ‘ ‘

Y: 4

_, la .3'v y; W 'í',.
l .n'-;I J I 1-4 , :9. f.' . '.“‘.;i Ï“
'\ 'Í' ;I'...‘

’ a

. ..<

. .‘,, .r‘ ,\
"s:rïéüïiv-‘ïi'15:

FIGURA Micrografla de scanning mostrando la región sensorialde un pez
óseo. (extraldo de Farbman, 1992).
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FIGURA3.6. Micrografía de la sección frontal de la cavidad nasal de la rana.
Laeminencia ventrla y la región dorsal presentan mucosa olfatoria (Extraído
de Farbman, 1992).

FIGURA 3.7. Cortes transversal de la cavidad nasal de Bufo w'ridjls'.A. A nivel
de el orificio de las coanas. Can L.Canal lacrímal, Ch coana, GI. Glándulas, EO.
Eminencia olfatoria (Extraído de Grassé, 1955).
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FIGURA3.8 Corte longitudinal de la cavidad nasal de Rana temporada. C.
Cavidad inferior, CP. Cavídad principal, CL.Canal lacrímal, EpB.Epiteliobucal,
GB.Glándulas de Bowman, GlNínt.glándulas nasales internas, GlNlat. Glándulas
nasales laterales (Extraído de Grassé, 1955). ­

FIGURA3.9. Corte sagital de la cabeza de Lacerta viridis. Cor. Cometes, CpP.
Cavidad principal, L.Olf. lóbulo olfatoio, N.O. nervio óptico, 0.]. órgano de Jacobson,
Tel. Telencéfalo, V. Vestíbulo (Extraído de Grassé, 1955).

FIGURA3.10. Esquema de una sección frontal de la cabeza de un reptil
Se muestran las cavidades nasales y los turbinales (T). (Extraído de
Farbman, 1992).
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FIGURA3.11. En la izquierda se representa la sección frontal de la cavidad nasal de un
conejo, donde se muestran los ectoturbinales (A, B,C) y los endoturbinales (I, II, lIl, IV).
En la derecha se representa la sección frontal de la cavidad nasal del hombre, mostrando
los turbinales superior (S), medio (M) e inferior (I). En ambos casos en línea gruesa se
representa el epitelio olfatorio (Extraído de Farbman, 1992).
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Figure 2.1. Diagrammatic illustration of the olfactory mucous membrane. The
cpithelium and lamina propria are shown. Thc long cilia on the surface are
matted in a layer of mucus on the epithelial surface and lic parallcl to the surface.
Within the lamina propria are Bowman‘s glands (BG), bundles of olfactory
ncrve processes (N), and blood vessels. both small arteries (A) and veins (V).
Ducts from Bowmnn's glands open onto the surface. For clarity, the numbers
of olfactory ncrvc bundles and the cell bodies from which they originate are
understated in this diagram. Compare with Figure 2.2A.

FIGURA3.12. Esquema de la mucosa olfatoria (Extraído de Farbman, 1992).
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,uu. ¡Modified from Zielinski et aL, 198mb; original drawing by
William Loccllol.)

FIGURA3.13. Inervacíón de la mucosa olfatoria (Extraído de Getchell y
Getchell, 1992).
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MATERIALESY METODOS

3.1- ANIMALESUTILIZADOS

Para el presente estudio se utilizaron ejemplares machos y hembras de

Chaetophractus VillosusyDasxvus hybn'dus sexualmente maduros.

Losejemplares de C. Vil/asusfueron capturados en las localidades Bahía Blanca y

Cacharí y mantenidos en cautiverio en el Bioterio Central de la FCEyN (UBA). Fueron

alimentados con comida balanceada para perros y agua ad-Ilbitum (lódice, 1986).

Losejemplares de D. llybn'dus fueron capturados en la localidad de Cacharí y

mantenidos como se explicó en el Capitulo II.

3.2- ESTUDIOS DE MICROSCOPIA OPTICA

Se utilizaron 20 ejemplares adultos (11) machos y (8) hembras de

Clzaetophmctus VÜÍOSUSy 7 ejemplares adultos (4) hembras y (3) machos de Dasypus

hybfidus la anestesia utilizada fue clorhidrato de Ketamina (40mg/ Kg,i.m.) y tiopental

sódico (60 mg/ Kg i.p.). Bajo anestesia se expuso el corazón y se inyectanon

intracardíacamente 0,5 ml de heparina 5000 U.I. (anticoagulante) y 0,5 ml de

nitroprusiato de sodio al 2,4 % (vasodilatador). Los animales fueron perfundidos via

aorta con 2 l de solución fisiológica (0,9% de ClNa) seguida de fijador.

De acuerdo a la técnica a seguir los fijadores utilizados fueron el líquido de Bouin

y el formol al 10%. En los casos donde sólo era necesario un estudio de las características

histológicas de una porción de la mucosa olfatoria, luego de la fijación se realizó un

abordaje a la cavidad nasal, previa remoción del escudo cefálico. En la cavidad nasal se

tomaron con sumo cuidado porciones de los etmoturbínales. Con el fin de seleccionar

para el estudio la misma región en los diferentes animales, las muestras se obtuvieron,

en primer lugar, de los etmoturbínales dorsales localizados por delante de la placa
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cribosa. En segundo lugar, se removieron los bulbos olfatorios con la placa cribosa

asociada y se tomaron muestras de los etmoturbinales localizados por debajo de estas

estructuras. En algunos casos, etmoturbinales de la región dorsal fueron disecados en

fresco y fijados por inmersión en los mismos fijadores.

Losestudios de la cavidad nasal completa fueron realizados en animales fijados

por perfusión.

Debido a la presencia de estructuras óseas en los turbinales que dificuan la

obtención de secciones histológicas de los turbinales y de la nariz entera, se realizó

previamente una decalcificación. Luego de numerosas pruebas de ensayo y error con

diferentes métodos de decalcificación, la que nos dio mejor resultado fue la técnica del

ácido fórmico y del citrato de sodio (Luna, 1968). la misma consiste en sumergir la

pieza en una solución 50:50 de citrato de sodio al 20% y ácido fórmico al 50%. La

permanencia de las piezas en esta solución depende del tamaño de las mismas. Los

turbinales permanecieron 1 hora en el líquido decaJcificador, la cavidad nasal entera de

Dasypus hybn'dus durante dos semanas en la solución y la de Chaetophmctus Vil/asus,1

mes. Luego, las muestras se lavaron rápidamente en agua destilada y se las pasa a una

solución saturada de alumbre de potasio, durante 1 día (Romeis, 1936). Finalmente se

realiza un pasaje por una solución de glicerina con ácido acético al 1%durante dos días

a 4°C (López, com. pers.). Después de la decalcificación el tejido se procesa de la forma

convencional.

3.2.1 - ANATOMÍA TOPOGRÁFICA E HISTOLOGÍA.

1) Se realizaron seriados transversales (15 um) de las cavidades nasales enteras

incluidas en parafina.

2) También se realizaron secciones de material incluido en parafina (5 um) y secciones

obtenidas por crióstato de material congelado de etmoturbinales previamente disecados.

Para los cortes de congelación luego de la fijación con formo] Baker, las piezas fueron

lavadas toda la noche en agua corriente. Luego se las colocó a 4°C en buffer fosfato

salino a pH 7,4 con el agregado de sacarosa al 20% como críoprotector. Se realizaron
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cortes entre 5 y 7 pm con el crióstato los que se adhiriemn al portaobjetos mediante la

técnica de Pappas (1971).

Lostejidos fueron teñidos con:

a) 'Hematoxilina de Harris y eosina alcohólica 1%en alcohol 70%.

b) Tricrómico de Masson modificado'.

c) Coloración de Mallory (Azan) Heidenhain.

d) Técnica de Rubens-Dubal 1para la detección de fibras elásticas.

e) Técnica de Gomori, para la determinación de fibras reticulares (Pearse, 1985)

f) Técnica de Holmes (Ramón y Cajal y De Castro, 1972) para la detección de procesos

neuronales.

3.2.2- ESTUDIOSHISTOQUÍMICOS

3.2.2.1- MUCOSUSTANCIAS

Mucosustancias es un término colectivo que incluye macromoléculas compuestas

principalmente por carbohidratos.

Las mucosustancias pueden ser clasificadas en: 1) glicanos y 2) glicoconjugados

(GC).

l) Los glicanos a su vez incluyen: a) mlisacáridos (grandes agregados de

monosacáridos) y b) glicosaminglicanos (por ejemplo: ácido siálico, queratan sulfato,

sulfato de ácido híalurónico, dermatán sulfato, etc.).

2) los glicoconjugados incluyen: a) proteglicanos (largas cadenas de polisacáridos,

unidas covalentementea un pequeñocentro proteico),b) Was (proteínas

unidas covalentemente a cadenas de oligosacáridos) y c) glicolípidos (lípidos unidos a

cadenas de hidratos de carbono).

‘ Modificación de la Cátedra de Histología Animal. FCEyN.UBA.
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A estas moléculas anteriormente mencionadas, cuya caracterización estructural

frecuentemente ofrece una alta complejidad, se le introducen modificaciones tales como

sulfatación y adición de grupos carboxilos que contribuyen aún más a aumentar su

grado de organización (Danguy ct a1, 1994).

los métodos histoquímicos para la determinación de GC dependen inicialmente

de su contenido de azúcares con hidroxilos vecinos y de su contenido ácido. Asi, los GC

que contiene exclusivamente hexosas con hidroxilos vecinos se visualizan

selectivamente por el método del ácido periódico-Schiff (PAS). Adicionalmente, los

ésteres sulfatados fuertemente ácidos y los grupos carboinos de los ácidos siálicos y

urónicos en los GC, menos ácidos, se unen a una gran variedad de colorantes catiónicos

que no reaccionan con los aminoácidos dicarboxílicos de las proteínas o los ácidos

nucleicos. Estos agentes básicos incluyen comúnmente al azul alcian (AB), azur A,'

fucsina aldehída y las diaminas férricas (Spicer y Schulte, 1992).

a) El PASrepresenta una de las técnicas más utilizadas en la histoquímica de los

carbohidratos. Este método oxidativo depende del clivaje de los grupos glicoles por la

acción del ácido periódico (HIO4). El ácido periódico oxida los grupos 1,2 glicoles

convirtiéndolos en aldehídos, los cuales reaccionan con el reactivo de Schiff, dando

como resultado un dialdehído inestable e incolono que luego se transforma en un

compuesto coloreado (magenta) por la restauración de los grupos cromógenos. Este

método da positivo con estructuras que contienen hexosas neutras. El término hexosas

neutras es utilizados para residuos de monosacáridos que no poseen ésteres sulfatos,

ácidos carboxílicos o grupos funcionales que contengan nitrógeno (Danguy e! al,

1994). Losproteoglicanos (que contienen glicosaminoglicanos) no son visualizados por

el método del PASutilizado usualmente (Spicer y Schulte, 1992).

Por lo tanto la positividad del PAS se debe a la presencia de glicoproteínas

(neutras o con residuos de ácido siálico) y glucógeno (Pearse, 1985). Además, esta

técnica permite detectar, fibras reticulares y glicoproteínas de la membrana basal y

algunos glicolípidos (cerebtósidos y gangliósidos) (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Para poner en evidencia la presencia de glucógeno el método más utilizado

consiste en tratar previamente al tejido con la enzima diastasa. Esta enzima

despolimeriza al glucógeno en azúcares pequeños, que son lavados con agua luego de
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aplicar la diastasa. La posterior disminución de la reacción PASpositiva luego de este

tratamiento, indica claramente la presencia de glucógeno (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Por otra parte, se puede utilizar la técnica del PAS, para la detección de

glicosaminoglicanos como son los residuos de ácido siálico, requiriéndose para ello la

utilización de condiciones que oxiden completamente los residuos de ácido siálico sin

alcanzar a oxidar los dioles de las hexosas vecinas. Voltz y col. (1987) demostraron que

utilizando concentraciones diluidas de ácido periódico (0.4 mM) se produce la

oxidación selectiva (PA‘S)para los residuos de ácido siálico. Bajoestas condiciones no se

observa tinción de los azúcares neutros. Laoxidación suave con ácido periódico produce

aldehídos selectivamente en los residuos de ácido siálico. la única parte potencialmente

periodato-reactiva del ácido siálico unido en posición C2,es la cadena (C7,Cs, C9) unida

al Ce, que lleva tres grupos hidroxilos adyacentes. La cadena lateral reacciona con el

periodato mucho más rápidamente que los glicanos de las hexosas. Por lo tanto, usando

una solución diluida de acido periódico, es posible oxidar solamente los residuos de

ácido siálico , y el aldehído resultante puede ser visualizado con el reactivo de Schiff

(Danguy et al, 1994). En algunas glicoproteínas ácidas, los Ce, C7,C3de los residuos de

ácido siálico pueden estar acetilados (Pearse, 1985) y por lo tanto pueden no ser

reactivos ni a la técnica de PASni a la técnica de Voltz y col. (1987). La saponificación

con KOHproduce desacetilación y por lo tanto, la reacción con PASvuelve a dar positiva

(Pearse, 1985). Por lo tanto un aumento en la reacción estaría indicando la presencia de

ácido siálico acetilado. Para poder reconocer la presencia de ácidos siálicos totales es

necesaria la saponificación y posterior oxidación selectiva.

Para reconocer la presencia de azúcares neutros en un tejido, se requiere: a) la

saponificación con KOH (para eliminar los acetilos de los residuos 1,2 glicoles y de los

residuos de ácido siálico), b) Oxidación selectiva (Voltz et al, 1987) para oxidar los

residuos de ácido siálico, c) reducción de los grupos aldehídos a alcoholes con

borohidruro de sodio, d) realización de la técnica de PAS.De esta forma reaccionan sólo

los residuos 1,2 glicoles de los azúcares neutros, ya los grupos reactivos de los residuos

de ácido siálico fueron transformados en alcoholes y por lo tanto no son PASreactivos.

Existen además otros procedimientos químicos que pueden ser aplicados para el

estudios de los hidratos de carbono. Estos procedimientos se basan en bloquear los

grupos reactivos e impedir su visualización histoquímica. El tratamiento de las secciones
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de tejido con acético anhidro disuelto en piridina anhidra convierte los grupos

hidmxilos reactivos en grupos ésteres acetilos (esterificación), también puede ocurrir la

acetilación de los grupos aminos utilizando este método. Al aplicar la técnica de PAS,los

carbohidratos PASreactivos no estarán disponibles para que las reacción ocurra. Por

otra parte, la hidrólisis de los ésteres acetilos puede realizarse mediante la saponificacíón

con KOH,lo cual revierte de este modo la reacción de esterificación (Pearse, 1985),

b) Lastécnica que utilizan colorantes catiónicos permiten visualizar la presencia

de glicoconjugados ácidos y glicosaminoglicanos en un tejido. Los dos colorantes más

utilizados son el azur A y el azul alcian (AB). Los glicoconjugados aniónícos pueden

presentar ésteres sulfato, con o sin la presencia de carboxilos, y ésteres carboxilos que no

poseen residuos polisulfatados (Danguy et 211.,1994). La identificación de ambos

componentes se lleva a cabo sobre la base de una mayor acidez de los grupos sulfatados

respecto a los grupos carboxilados.

El Azur A, presenta el fenómeno que se denomina metacromasia. Esto es, que al

reaccionar con algunas sustancias aniónicas cambia su color azul original a rojo o

púrpura (Bancroft y Stevens, 1990). El efecto metacromático se produce cuando los

iones del colorante, se encuentran en proximidad. Estogeneralmente ocurre cuando los

centros aniónícos de las mucosustancias están en proximidad espacial (Danguy et al,

1994). Lareacción es importante en la histoquimica de los hidratos de carbono debido a

que solamente ciertos compuestos como glicoconjugados ácidos (especialmente algunos

proteoglicanos) tiene la propiedad de reaccionar con colorantes metacromáticos.

El azul alciano (AB) (una ftalocianina soluble en agua que debe su color azul a

un núcleo de cobre) usado a pH controlados permite clasificar a las sustancias de

acuerdo a su acidez (Spícer y Schulte, 1992). ElAB utilizado a pH 2.5-3 identifica tanto.

ésteres sulfatos como ésteres carboxilos, ya que a ese pH, tanto los grupos sulfatos como

carboxilos disocian su protón. A pH l-O.5, la tinción es selectiva para macromoléculas

con grupos sulfatos, ya que sólo estos últimos quedan ionizados. La excesiva acidez no

permiten que los grupos carboxilos liberen su protón, lo que produce una disminución

de la afinidad del colorante por estos grupos (Spícer y Shultz, 1992). Los grupos

carboxilos pueden ser bloqueados mediante una reacción suave con ácido clorhídrico y

metanol a 37°C (metilación suave), por lo tanto la posterior tinción con AB a pH 2.5

mostrará solo los grupos sulfatados, ya que los grupos carboxilos han sido bloqueados
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por la metilación previa (Bancroft y Stevens, 1990). Este método bloquea, además, los

GC sulfatados de los tejidos conectivos. Por lo tanto, permite diferenciar solamente entre

mucinas carboxiladas y sulfatadas de origen epitelial (Bancroft y Stevens, 1990). La

metilación fuerte a 60°C, bloquea la basofilia tanto de los GC carboxilados como

sulfatados. La posterior saponificación restaura la basofilia de los GC carboxilados. la

reacción diferencial se basa en que la metilación hidroliza los grupos sulfatados, pero no

los carboxilados; que forman grupos metil-ésteres. Estos grupos se hidrolizan con la

saponificación lo cual permite la restauración de la basofilia (Bancroft y Stevens, 1990).

La utilización de ABy amarillo alcian (AY)permite diferenciar glicoconjugados

ácidos carboxilados y sulfatados en un mismo preparado mediante la utilización de

colores contrastantes. Este método involucra inicialmente la tinción con AB a pH 0.5,

seguida posteriormente por AYa pH 2.5. De esta manera se obtiene: GC carboxilados y

sulfatados, amarillos; GC sulfatados, azul; mezcla de ambos, verde (Ravetto, 1964, en

Cook, 1990). i

La orceína y el AB también han sido utilizados para la determinación de

glicoconjugados sulfatados y carboxilados (Singh y Gordon, 1989). Este método tiñe los

GC sulfatados de marrón y los GC carboxilados en azul. La orceína y el AB reaccionan

con los grupos sulfatos de CG epiteliales y residuos de ácido sulfónico resultantes de la

oxidación de grupos sulfuros (S-S o S-H) en el núcleo proteico de las glicoproteínas

(Singh y Gordon, 1989). .

la fucsina aldehída-AB es otra tinción adicional que permite diferenciar GC

carboxilados y sulfatados en una misma preparación. la fucsina aldehída presenta gran

afinidad por las entidades que presentan grupos sulfatos, tiñéndolos de color púrpura.

Laposterior tinción con ABtiñe los GC carboxilados de azul (Bancroft y Stevens, 1990).

c) La técnica de PASjunto con el AB (Mowry, 1956 en: Cook, 1990) permite

diferenciar la presencia de glicoconjugados ácidos y neutros en un mismo preparado

(Cook, 1990). La técnica consiste en una primera tinción con ABpH 2.5 seguida por la

tinción con PAS.El AB colorea los glicoconjugados ácidos, incluso los glicoconjugados

ácidos que puedan reaccionar con el PAS.Por lo tanto, la posterior tinción con PASsolo

revelará los glicoconjugados neutros (Cook, 1990). Por lo tanto, los GC ácidos y
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glicosaminoglicanos se tiñen de color azul, los GC neutros de color magenta y una

mezcla de ambas sustancias se observará en diferentes gradaciones del púrpura.

3.2.2.2- LIPIDOS

Loslípidos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con la característica

de su solubilidad en solventes organicos (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Actualmente los lípidos pueden ser clasificados en:

a) Triglicéridos (aceites y grasas)

b) Glicerofosfatos (ácidos fosfatídicos, fosfatidil ésteres, inositol).

c) Estingolípidos (esfingomielinas, cerebrósidos y gangliósidos)

d) Ceras (ceras verdaderas, ésteres de vitamina A y D3). (Sheenan y Hrapchak, 1980).

Para la correcta determinación de los lípidos lo importante es no exponer los

tejidos a solventes tales como, xilol, alcoholes, cloroformo. Como estas sustancias se

utilizan en forma corriente durante el procesamiento histológico de la mayoría de los

lípidos no son preservados en este procedimiento. Por lo tanto, para tal fin se deben

utilizar secciones obtenidas por congelación en las cuales se realicen tinciones con

colorantes como el Sudan y el sulfato de azul de Nilo.

3.2.2.3- Proteínas

Para la detección de proteínas se utilizan métodos para determinar las

secreciones de naturaleza proteica en su conjunto. Por lo tanto conviene utilizar métodos

que demuestren los grupos aminos distribuidos en todas las proteínas. Para ello, se

utilizó la técnica de Ninhydrina-Schiff que es una reacción basada en la desaminación

oxidativa con liberación de aldehídos y la posterior reacción con el reactivo de Schiff

(Martoja y Martoja Píerson, 1970).
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Otra técnica utilizada es la tinción con mercurio-azul de bmmofenol. Este

colorante presenta dicromatismo, a elevadas concentraciones de colorante la

transmitancia vira desde el azul al rojo (Pearse, 1985). Así, las proteínas tisulares se

tiñen de color azul claro o grisáceo. las regiones tisulares que presentan una elevada

concentración de proteínas presentan una coloración roja (Pearse, 1985).

Para el estudio de la histoquímica de la mucosa olfatoria se realizaron la

siguientes técnicas: l,qqG /
l) PAS(ácido periódico-Schiff) (De McMan us en Pearse, 198f5) Aw

2) ABpH 0.5 y pH 2.5 (Cook,-19905.3m 4nea "TM ' ‘ í

3) Técnica combinada de PAS-AB(Mowry, 1956,en:' Cook/1990.):

4) Tecnicacombinadade ABy AY(Ravetto,1964¿(1:1999€. I

5) Diastasa-PAS (Sheehan y Hrapchak, 1980). ‘

6) Oxidación selectiva con ácido periódico (PA‘S)(Volz, 1987).

7) Saponificación (KOH/PAS) (Volz, 1987).

8) Reducción con borohidruro seguida de saponificación (PA'S/Bh/ KOH/ PAS) (Volz,

198 7).

9) Saponificación-oxidación-reducción con borohidruro (KOH/ PA‘S/Bh/ PAS) (Volz,

198 7).

lO) Orceína de Shikata (Singh y Gorton, 1989).

11) Azur A (Cook,1985). ‘lw f h “el”

12) Fucsina aldehída-AB (Bancroft Stelens'g1990).

13)Metilaciónsuave(37°C)/AB bStevens,1990).

14) Metilación fuerte (60°C)/ AB(Bancroft y ¿tevens, 1990). f A
15) Técnica de Sudan Black en propilenglicol (Sheehan y Hrapchak, 1980)‘. V55“" i/

16) Técnica de Azul de Nilo (Sheehan y Hrapchak, 1980).- “r ‘ l

17) Técnica de Ninhydrina-Schiff (Sheehan y Hrapchak, 1930).)5 ¿«---«- " ‘l

18) Técnica de Mercurio-Azul de bromofenol (Pearse, 1985). l i i
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3.2.3- TÉCNICAS HISTOQUÍMICAS MEDIANTE LAUTILIZACIÓN DE LECI'INAS

los métodos anteriormente mencionados permiten diferenciar las principales

categorías de mucosustancias y proveer las bases fundamentales para su clasificación.

Sin embargo, estos métodos nos otorgan una información limitada acerca de la

estructura detallada de los carbohidratos. La introducción de proteínas que se unen a los

carbohidratos -lectinas- ha introducido nuevos avances en la hístoquímica de los

hidratos de carbono.

Las lectinas son proteínas de origen no inmune -animales o vegetales-, cuya

importancia fundamental reside en su afinidad por azúcares terminales o algunos

azúcares internos, por diferentes uniones de estos azúcares o por algunos oligosacáridos

que forman carbohidratos más complejos (Spicer y Schulte, 1992). la unión de una

molécula de lectina a una determinada mucosustancia no involucra la formación de

uniones covalentes. Lanaturaleza de la unión es similar ala que ocurre en el caso de la

unión de un antígeno a un anticuerpo (Danguy et al, 1994). las lectinas se utilizan

para identificar no sólo diferentes residuos de azúcares, sino también, en algunos casos

permite reconocer su posición relativa dentro de la cadena. Además, mediante el uso de

lectinas que presenten especificidades ya sean diferentes o que se superpongan, es

posible identificar el origen celular de tipos específicos de glicoconjugados (Foster et al,

1991).

Las glicoproteínas (GP) representan las mucosustancias más frecuentes y

diversas, aún comparados con los glicosaminoglicanos (GAGs). Las GP constituyen los

componentes que frecuentemente son visualizados por la hístoquímica de las lectinas.

Frecuentemente, los GAGs, a excepción del queratán sulfato, no se marcan con las

lectinas en secciones de parafina. Altemativamente, también se cree que las lectinas

podrian diferenciar algunos glicolípidos (Spicer y Schulte, 1992).

Las GP se pueden clasificar en dos categorías considerando la unión de los

oligosacáridos a la cadena peptidica principal: O- y N-glicosil unidos. los oligosacaridos

0- unidos tienen residuos de N-acetilgalactosaminil unidos a los oxígenos de los grupos

hidroinOS de la serina y la treonina. Las uniones N-glicosil poseen uniones N­

glucosaminil unidos al nitrógeno de la amida asparragina. Ambos tipos de GP difieren
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en su función biológica (Foster et al, 1991; Spicer y Schulte, 1992). las GP halladas en

células mucosas son principalmente del tipo O-unidas y hacia este tipo de GP están

dirigidas la mayoría de las lectinas (Fosteret al, 1991).

Para la detección de lectinas se han adaptado métodos que han dado resultados

satisfactorios en las técnicas inmunohistoquímica. Por lo tanto, de acuerdo a la elección

del marcador, éste puede ser fluorescente, como por ejemplo rodamina o fluoresceína

(HTC), o una enzima, como la peroxidasa del rábano picante (HRP) (Danguy et al,

1994).

La histoquímica mediante el uso de lectinas puede ser llevada a cabo tanto en

secciones de parafina como en secciones de crióstato. En ambos métodos, se han

utilizado una amplia gama de fijadores, aunque se han obtenido resultados satisfactorios

con formo], soluciones alcohólicas, acetona y Carnoy (Foster et al, 1991; Spicer y

Schulte, 1992).

PROCESAMIENTO DE LASMUESTRAS

Para el estudio de la histoquímica de la mucosa olfatoria mediante el uso de

lectinas se utilizaron las secciones de parafina (6 um) obtenidas para las técnicas

clásicas. La utilización de los fíjadores Bouin o formol 10% no mostraron diferencias

significativas en la tinción.

TÉCNICA UTILIZADA

El siguiente protocolo se ha diseñado para el análisis de lectinas con marcadores

fluorescentes de acuerdo a una modificación de Fostery col. (1991).

1) Loscortes se desparafinan completamente con dos cambios de 40 minutos en xilol y

luego se hídratan correctamente.

2) Lavadoen buffer fosfato salino (PBS)-TritónX-IOO (0.2%) durante lO min.



95

3) [ncubación con suero normal de caballo (Vectastain Kit; Vector Laboratories,

Burlingame) o con leche descremada al 5% en PBSdurante 45 minutos. El objetivo de

este paso es bloquear el pegado inespecífico de los anticuerpos utilizados.
4) Lavado en PBS-Tritón X-IOO (0.2%) durante IO min.

5) Incubación con las lectinas marcadas con FITCdurante 1 hora.

6) Dos lavados con PBSde 5 minutos cada uno.

7) Montaje en glicerina.

8) Observación bajo microscopio de fluorescencia REICHERTPOLIVAR2, para lo cual se

utilizó un filtro BI, que transmite la luz entre 450 nm y 495 nm.

TABLA3.]. Lectinas utilizadas

LECI'INA CONCENTRACION RESIDUO DE HIDRATO DE

CARBONO AL CUAL SE UNE

Pisatum sativum (PSA) 1:50 Centro fucosilado de

azúcares N-glicosidil unidosl

Tfiticwn quaIe (WGA) 1:50 (GlcNAc61,4)n>NeuAc'vZ

Ame/1129¡Droga-a (PNA) 1:50 GalíSI ,3Gal NACterminal2

Glycine maximus (Soybean) 1:40 GaJNAc2

(SBA)

GlcNac: N-acetilglucosamina', NeuAc: ácido neumaminico (ác do sia-Bco); GalNAc: N­

acetilgalactosamina (‘ Adaptado de Danguy et al, 1994; 2 Adaptado de Foster et al, 1991 y

Spicer y Schulte, 1992).
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1) Si las secciones se obtuvieron a partir de muestras incluidas en parafina, los cortes se

desparafinan completamente con dos cambios de 40 minutos en xilol. En el caso de los

cortes obtenidos por congelación, se comienza directamente por el paso 2).

2) Lavado en PES-Triton X-lOO (0.2%) durante 10 min.

3) Incubación con H202 al 0.5% durante 30 min. El objetivo de este paso es el bloqueo

de las peroxidasas endógenas

4) Lavadoen PBS-TritónX-100% durante IO min.

5) Incubación en leche descremada al 5% en PBSdurante 60 min. la leche descremada

puede ser reemplazada por suero normal de caballo (Vectastain Kit;Vector Laboratories,

Burlingame) durante 30 min. Elobjetivo de este paso es bloquear el pegado inespecífico

de los anticuerpos utilizados.

6) lavado en PES-TritonX-IOO (0.2%) durante 10 min.

7) Incubación en camara húmeda con el anticuerpo específico durante toda la noche a

4°C.

8) Incubación con el anticuerpo específico durante 60 min a 37°C.

9) lavado en PBS-TritónX-IOO (0.2%) durante 10 mín.

lO) Incubación durante 60 min con leche descremada al 5% en PBSen PBSo con suero

normal de caballo durante 30 min. Esta incubación se realiza para bloquear el pegado

inespecífico del segundo anticuerpo.

11) Lavado en PBS-Tritón X-lOO (0.2%) durante 10 min.

12) Incubación con el segundo anticuerpo biotinilado durante 60 min (Vectastain Kit;

Vector Laboratories, Burlingame).

13) lavado en PBS-TrítónX-IOO (0.2%) durante lO min.

14) Incubación de las secciones con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC)

durante 30 min. (Vectastain Kit;Vector Laboratories, Burlingame).

15) lavado en PBS-TritónX-IOO (0.2%) durante IO min.

16) Reveladocon el agregado de 3-3’-diaminobencidina (Sigma) 0.03% en Tris salino

0.05M (pH 7.4), con H202 0.04%. Se observa bajo microscopio la aparición de reacción

positiva (se observa como precipitado de color marrón oscuro)

17) La reacción se detiene pasando las secciones a PBS.

18) Deshidratar los cortes en alcoholes, aclaración con xilol y montaje en bálsamo

sintético.
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3.3- TECNICASINMUNOHISTOQUÍMICAS

3.3.1- OBTENCION DE LASSECCIONES

Para las técnicas inmunohístoquímicas se utilizaron ejemplares machos y

hembras de C VÍÍÍOSUSy D. hfizidus. Los animales fueron perfundidos (como se

describió anteriormente) con liquido fijador de Bouin o con formol al 10%, dependiendo

del anticuerpo a ser utilimdo (Tabla 3.“). Lasmuestras a procesar fueron obtenidas de

los etmoturbinales dorsales.

Al momento de procesar las muestras existen dos aspectos generalmente no

compatibles: la correcta preservación de los antígenos y el mantenimiento de la

morfología. las técnicas de procesamiento del tejido que son aptas para los estudios

morfológicos generalmente no permiten la correcta preservación del antígeno. Así, el

uso de fijadores usualmente utilizados en las técnicas histológicas convencionales,

tienden a la desaparición total o parcial de la inmunorreactividad. Por otro lado, las

inclusiones en parafina son aptas para la detección de algunos determinados tipos de

antígenos. En cambio las secciones cortadas en crióstato son las más indicadas para la

detección de antígenos más sensibles a la temperatura y a los diferentes pasos

implicados en la inclusión. Por lo tanto, se obtuvieron secciones de parafina o secciones

obtenidas en crióstato de acuerdo al tipo de anticuerpo a utilizar (ver Tabla 3.ll). En el

caso del material incluido en parafina, el tiempo de inclusión en estufa se redujo a 40

minutos, lo que disminuye la posible desaparición o disminución de la

inmunorreactivídad.

TECNICA UTILIZADA

Seutilizó la técnica inmunohistoquímica de Hsu (1993) y Paz y col. (1993).



LaTabla 3.Il muestra los anticuerpos utilizados en el presente estudio.

TABLA3.ll. Anticuerpos utilizados
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Ánticuer'poso Desarrollado Dilución Tipo Secciones Fijador Origen
Antisueros en

Anti-CMPl Cabra 1:200 Policlonal Parafina Bouin Cedido por el

Dr. Margolis

Anti-PGP9,5l Conejo 12100 Policlonal Parafina Bouin Ultmlone
Limited

Anti-LP343 Ratón 12100 Monoclonal Congelación For-mol Novocastra

10% Lab.

Anti‘ NF-ZOO4 Ratón 12100 Monoclonal Congelación Formol Novocastra

10% Lab.

Anti-NF-l 605 Ratón l :100 Monoclonal Congelación Formol Novocastra

1096 Lab.

Anti'les Ratón 1:100 Monoclonal Congelación Bouin Novocastra
Lab.

Anti-VIE" Conejo 12100 Policlonal Congelación Bouin Amer'sham

International

plc.

Anti-Cl'K183 Ratón 11200 Monoclonal Congelación Bouin SIC-MA ‘

Chemical Co.

Anti-KSS- Ratón 1: 15 Monoclonal Congelación Bouin Progen

pan9 Heidelberg

Anti-PCNA'O Ratón 1:30 Monoclonal Par-afina. Bouin Enzo

Tratamiento Diagnosticos

con

microondas

Anti-GAP43” Ratón 1:30 Monoclonal Parafina Bouin Oncogene

Science

1 Anti OMP. anticuerpo especifico para la marcación de neuronas olfatorias, desarrollado por el Dr.

Margolis.
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2 Anti PGP9.5: anticuerpo se une a una proteína neuro-específica aislada del cerebro humano, y que se

halla principalmente en el citoplasma de neuronas y células neuroendócrinas.

3 Anti citoqueratina 5, 6 y 18: estos anticuerpos muestran reactividad con tejidos epiteliales, ya sean

glandulares, simples o estratificados.

4 Anti neurofilamentos de 200 kD: estos anticuerpos muestran reactividad en procesos neuronales del

sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico.

5 Anti neurofilamentos de 160 kD: estos anticuerpos muestran reactividad con procesos neuronales del

sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico.

6 Anti vimentina: este anticuerpo reconoce un tipo de filamentos intermedios -la vimentina- que se

expresa en la mayoría de las células de origen mesenquimático, incluyendo fibroblastos, células

endoteliales, células musculares, células sanguíneas y melanocitos.

7Anti péptido intestinal vasoactivo: este antísuero ha sido evaluado fundamentalmente en su habilidad

para inmunomarcar células ganglionares de las capas superficiales y profundas del intestino delgado

como principales controles.

8 Anti citoqueratina 18: Este anticuerpo muestra una inmunorreactividad específica contra la

citoqueratina formada por el péptido 18 y reacciona específicamente con una amplia variedad de

epitelios simples (por ejemplo: Intestino delgado, conductos biliares, epitelios glandulares y secreción

apocrina de glándulas sudoriparas).

9 Anti KSS-pan: Este anticuerpo reconoce un grupo amplio de citoqueratinas principalmente la 1 y 8.

Marca todos los epitelios, inclusive aquellos derivados de neoplasmas.

1°Anti antígeno de proliferación celular. Identifica células en todas las fases activas de su ciclo Celular.

H Anti proteína asociada al crecimiento: Este anticuerpo identifica la proteína involucrada en el

crecimiento de las neuritas y en la sinaptogénesis.

CONTROLES

En todos los casos se utilizaron dos tipos de controles:

1- la omisión del primer anticuerpo y,

2- la omisión del segundo anticuerpo. En ambos casos fueron

reemplazados por PBS.
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3.4- ESTUDIOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.4.1 - MICROSCOPÍA ELECTRÓNICADE TRANSMISIÓN (MET)

Para la MET, se utilizaron 5 ejemplares hembras de C. w'llosus y 3 ejemplares

machos de D. hybn'dus. Bajo anestesia se instiló el fijador a través de la cavidad nasal.

Posteriormente pequeñas muestras de mucosa olfatoria de los etmoturbinales dorsales

fueron disecadas y fijadas rápidamente por inmersión en glutaraldehído 2% en buffer

cacodilato 0.1M (pH: 7.2) durante 5 horas a 4° C. Luegode la obtención de muestras de

mucosa olfatoria para fijarlas por inmersión, los animales fueron perfundidos vía aorta

con 1 litro de solución fisiológica modificada (0.8% de ClNa, 0.8% de sacarosa y 0.4% de

glucosa, seguida por 1 litro de fijador (glutaraldheído 2%, parafonnaldehido 2% en

buffer cacodilato 0.1M a pH 7.4). En ambos casos, las piezas luego fueron transferidas al

buffer cacodilato pH 7.4 con el agregado de 0.2M de sacarosa, donde permanecieron

durante toda la noche. Luego de tres lavados de 5 minutos en el mismo buffer, fueron

postfíjadas durante 1 hora en 1% 0504en el mismo buffer. Posteriormente, se lavanon de

la misma forma que el paso anterior; se deshidratan con etanol a concentraciones

crecientes, se aclaran con acetona y se infiltran con araldita. Secciones semifinas fueron

obtenidas con un ultramicrotomo Sorvall Porter-Blum MTZ-B. Posteriormente, las

secciones fueron teñidas con azul de toluidina-bórax (Bancroft y Stevens, 1990; Bozzola

y Russell, 1992). secciones ultrafinas fueron obtenidas con el mismo ultramicrotomo

con navaja de diamante. Las secciones se montaron en grillas de 200 mesh y fueron

teñidas con acetato de uranilo (1% en etanol a1 70%) y con citrato de Plomo de Reynolds.

las secciones fueron analimdas en un ME Siemens ELMISKOPl de la Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales UBAo mediante un ME Zeizz M-109 Turbo de la Facultad

de Ciencias Médicas (LANAISMlE-UBA-CONICEI')ambos operando a 80 kV.
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RESULTADOS

3. ESTUDIO SOBRE LAS ESTRUCTURAS NASALES DE LOS ARMADILLOS ­

CHAFTOPHRACTUS VÍLLOSUS Y DAS YPUSH YBRIDUS­

En esta primera parte del trabajo se describirá anatomo e histológicamente la

cavidad nasal de ambos armadillos con especial atención en los estudios de la mucosa

olfatoria.

La descripción que sigue a continuación está restringida a las características

morfológicas que son más parecidas en ambas especies. Esta es la razón por la cual las

describo conjuntamente. Los caracteres diferenciales serán señalados donde

corresponda.

3.1. CAVlDAD NASAL

La cavidad nasal ocupa el macizo facial con una dirección longitudinal. Se

extiende desde el extremo anterior del hocico hasta el etmoides -qUe la separa del

cerebro- y la coana -que la comunica con la nasofaringe- (Fig 3.14, 3.15). Se divide en

dos fosas nasales por medio de una tabique denominado septo nasal (Fig 3.14A). Sin

embargo, esta división es incompleta, la cavidad nasal se halla completamente dividida

en una cavidad izquierda y derecha solamente en su tercio rostral (Fíg. 3.14A).

Caudalmente, ambas están en continuidad a través de el extremo ventral del septo nasal

(Fig. 3.14A).

Debido a su forma rectangular, la cavidad nasal presenta dos extremos -anterior

y posterior- y cuatro lados -dorsal, medial o interno, lateral o externo y ventral.
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Extremos:

a) El extremo anterior o rostral se comunica con el exterior a través de las

narinas. Estas aberturas se hallan limitadas por una porción cartilaginosa en forma de

anillo incompleto. Este anillo cartilaginoso es una prolongación rostral de los extremos

libres del hueso nasal y del premaxilar. Ambas narinas se hallan separadas por la

porción membranosa del septo nasal (el que se discutirá más adelante).

b) El extremo posterior se halla subdividida en dos cavidades -dorsal y ventral­

por la lámina basal de la papiracea (subdivisión del etmoides) unida a la cresta

esfenoetmoidal del palatino y del vomer (Fig. 3.14€ y 3.158). La cavidad_do_rsa.lestá

ocupada por el laberinto etmoidal, formado por los turbinales del etmoides y separada

de la cavidad craneana por la lámina cribosa del etmoides (Fig 3.14€ y 3.158). la

cavidad ventral forma el conducto naso-faríngeo, que se abre a la coana (Fig. 3.14C y

3.1 5B).

Lados:

Ellado dorsal o techo está formado principalmente por los huesos nasales y por la

porción rostral de los frontales (Fig.3.17A). Con forma de canal se pone en contacto con

el meato dorsal (Fig. 3.188, C y D)

El lado medial o interno está formado por un tabique medial el septo nasal que

separa, como dijimos anteriormente, ambas fosas nasales. Elsepto nasal se divide en tres

regiones anatómicas: un septo membranoso, un septo cartilaginoso y el septo óseo. El

septo membranoso, es la porción más anterior que separa a ambas narinas. Se compone

externamente de epitelio estratificado e internamente de tejido conectivo. El septo

cartilaginoso se sitúa posterior al septo membranoso. Se encuentra tapizado por una

mucosa respiratoria glandular (Fig. 3.188). El septo óseo se halla inmediatamente

posterior al septo cartilaginoso y se sitúa en la mayor parte de la cavidad nasal. La parte

ósea está formada por el vómer en posición ventral y la lámina perpendicular del

etmoides en posición dorsal. En su parte anterior está recubierta por epitelio respiratorio

cuya lámina propia carece de glándulas (Fig. 3.18€). En su parte media, la porción

inferior se halla tapizada por epitelio respiratorio y la porción superior presenta mucosa



103

olfatoria (Fig. 3.180). En su parte posterior, a nivel del laberinto etrnoidal se halla

tapimdo en su mayor parte por epitelio olfatorio (Fig.3.18E y F).

El tejido conectivo de la mucosa que rodea al septo óseo presenta una gran
cantidad de paquetes vasculo-nerviosos.

lado lateral o externo: lateralmente la cavidad nasal, se halla limitada

principalmente por el hueso maxilar y se completa en el extremo anterior por cl

premaxilar y en el extremo caudal por el frontal (Fig.3.17A).

lado ventral El lado ventral o piso de la cavidad nasal se forma por los huesos

premaxilares -en la región anterior-, maxilares -medialmente- y palatinos -en la región

posterior- (Fig. 3.1 7A).

3.1.1. ANATOMÍA E HISTOLOGÍA INTERNADE LASroms NASALES

Como mencionamos anteriormente, las fosas nasales se comunican con el

exterior a través de las narinas, estos orificios se hallan tapizados por piel con glándulas

sudoríparas y sebáceas. Los orificios desembocan dentro de la cavidad nasal en una

región denominada vestíbulo. Por su ubicación el vestíbulo representa la porción más

anterior de la cavidad nasal, presentando como límite posterior el comienzo de los

cometes o turbinales rostrales (Fig.3.14€). Elvestíbulo se halla tapizado por un epitelio

estratificado con capa córnea, en el corion pueden observarse algunas glándulas

sudoríparas. En Chaetophractus Vil/asusla cara laterointerna del vestíbulo presenta una

estructura muy llamativa que a modo de evaginación oblitera parcialmente el lumen

vestibular (Figura 3.18A, 3.21). Estaestructura se halla tapizada por numerosas espinas

que se proyectan hacia las narinas. Mediante el análisis histológico puede observarse

que las espinas son proyecciones de la epidermis fuertemente queratinizadas. Las

espinas se localizan en la cara lateral y ventral de la estructura, también se las puede

observar en la cara lateral y ventral del vestíbulo (Fig. 3.18, 3.21). Un cilindro

cartilaginoso recorre el eje longitudinal de la estructura para continuarse con el eje óseo
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del maxiloturbinal, el que se origina en continuidad con la estructura. En Dasmus

hflrndus una estructura similar a la anterior oblitera parcialmente el lumen del

vestíbulo, sin embargo, se diferencia de la de C. Vil/asusya que carece por completo de

procesos espinosos.

En la región posterior del vestíbulo el epitelio estratificado pasa gradualmente de

estratificado a pseudoestratificado ciliado también denominado -epitelio respiratorio-.

A partir del vestíbulo la pared lateral de las fosas nasales es irregular y

anfractuosa debido a la saliencia de los turbinales (cometes o conchas nasales) que

delimitan depresiones longitudinales llamadas meatos. Estecomplejo sistema de cometes

nasales, proveen una enorme superficie cubierta por diferentes mucosas.

Existen dos grupos de cometes: 1- los cometes rostrales y 2- los cometes
caudales.

1- Loscometes rostrales, también denominados cometes nasales son finas láminas óseas

enruladas sobre sí mismas. Existen dos grupos de cometes nasales: a) dorsal y b) ventral.

a) El comete nasal dorsal -o nasoturbinal- es el más largo y más simple.

Representa una evaginación ósea del hueso nasal (Fig. 3.18€). En su extremo posterior

se adhiere a la lámina papirácea del etmoides (Fig.3.14A) por lo que algunos autores la

consideran como el primer endoturbinal. En su extremo anterior finaliza en una

prolongación fibrocartilaginosa asociada al anillo cartilaginoso del vestíbulo. Analizando

el recorrido del comete nasal dorsal observaremos que rostralmente invade el lumen

nasal por medio de dos pliegues simples (Fig. 3.18€) que delimitan los meatos dorsal y

medial, ambos tapizados por mucosa respiratoria con presencia de glándqu nasales

únicamente en la pared en contacto con el meato medial (Fig.3.18€). Posteriormente se

pone en contacto con el seno maxilofrontal, presentando mucosa olfatoria en su porción

dorsal (Fig. 3.180). A nivel del hueso frontal rodea medialmente el laberinto etmoidal

presentando su pared exclusivamente mucosa olfatoria (Fig.3.18E).

b) El comete nasal ventral -o maxiloturbinal- es más grueso y corto que su

homólogo dorsal. Representa una evaginación ósea del maxilar. Estecomete presenta un

doble enrollamíento, dorsal y ventral, que ocupa gran parte de la cavidad nasal. Se halla

recubierto por un epitelio típicamente respiratorio y una lámina propia glandular (Figs.

3.188, C y D). Dorsalmente limita con el meato medial y ventralmente con el meato
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ventral. Nace como una prolongación de la estructura llamativa vestibular y finaliza

poco antes del comienzo del conducto nasofaríngeo (Figs.3.14 y 3.15).

2- Los cometes caudales, formados por los turbinales del etmoides, forman lo que se

denomina "laberinto etmoidal" (Figs. 18E, Fy G). En ambas especies el laberinto etmoidal

se halla sumamente desarrollado, invadiendo incluso la cara lateral de los bulbos

olfatorios. Los turbinales del etmoides -etmoturbinales- son finas lamelas óseas que se

enrollan sobre si mismas. Estas láminas se insertan por su extremo caudal o base a la

lámina cribosa del etmoides y por su borde ventral sobre la cara interna de la lámina

papirácea (Fig. 3.16). El borde medial y la extremidad rostral son libres. De estas

láminas principales parten lamelas secundarias y terciarias, fonnando lamelas cada vez

más pequeñas delimitando espacios anfractuosos que forman el lumen del laberinto

etmoidal. Entre los etmoturbinales se pueden diferenciar dos tipos: los ectoturbinales y

los endoturbinales. Losectoturbinales se sitúan lateralmente y no es posible observarlos

en una corte sagital de la cavidad nasal. los endoturbinales avanzan medialmente y son

visibles en cortes sagitales. Estos últimos están más desarrollados que los ectoturbinales.

la cantidad de endoturbinales varía en las diferentes especies, en C Vil/asus

encontramos 7 endoturbinales y en D. hybn'a'us 8. Losetmoturbinales están tapizados

por mucosa olfatoria (Figs. 3.19, 3.20). Del laberinto etmoidal parte un turbina] ­

denominado comete medio- muy desarrollado. Esteavanza rostralmente y se ubica entre

el comete nasal dorsal y el ventral (Figs. 18D y E). En su extremo anterior sólo su cara

dorsal se halla tapizada por mucosa olfatoria (Fig. 18D), posteriormente esta rodeado

completamente por mucosa olfatoria (Fíg. 18 E).

Meatos:

Los turbinales delimitan espacios denominados meatos nasales. Existen cuatro

meatos: el dorsal, el medio y el ventral. El meato dorsal se halla entre el hueso nasal, que

forma el techo de la cavidad nasal, y el comete nasal dorsal (Figs.3.14€, 3.188, C, D). El

meato medio en la región anterior se sitúa entre los cometes nasales dorsal y ventral

(Figs. 3.14, 18 B,C, D). En la región posterior se bifurca en una región superior -que se
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localiza entre el comete dorsal y el comete medio- y en una inferior que se ubica por

debajo del comete medio y se dirige hacia el laberinto etmoidal (Fig. 3.14€). El meato

ventral discurre por debajo del comete ventral y se dirige posteriormente hacia el

conducto nasofaríngeo (Figs.3.14€ y 3.18 B,C, D). Por la cara medial los tres meatos se

comunican entre sí por un espacio que se ubica entre los cometes y el septo nasal, el

meato común (Figs. 18B, C,‘D). Este discurre desde la abertura rostral hacia la abertura

caudal de la cavidad nasal en el laberinto etmoidal.

Senos paranasales:

Lossenos paranasales son cavidades anfractuosas anexas a las fosas nasales. En

estos annadillos se ha observado un único seno que denominamos seno maxilofrontal.

Alcanza su mayor desarrollo a nivel del sexto al octavo molar ubicándose dentro de los

huesos frontal y palatino (Figs.3.18E, F),de esta cavidad parten dos prolongaciones una

dorsal que discurre rostralmente dentro del hueso maxilar (Fig. 3.18D) y una ventral

que discurre caudalmente dentro del palatino (Fig. 3.180. Se halla completamente

tapizado por un epitelio pseudoestratificado ciliado no sensorial, con una lámina propia

con abundantes glándulas nasales (Figs. 3.19, 3.20). En ambas especies este seno

presenta una única abertura que desemboca a nivel del meato medial entre el cuarto y

quinto molar.
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Endoturblnales
el nasal Lámina cribosa

Prolongación rostral

del etomides
Comete dorsal Meato dorsal Comete medio

Meatomediy

Narina Vestíbulo Comete ventral Laberinto etmoidal
Organo
vestibular Meato ventral ' Lámina basal Conducto

del etmoides nasofaríngeo
Apófisís palafina' '

3. 1 delmaxilar

FIGURA 3.14A. Preparado sagital de la cabeza del armadillo Clzaetoplzractus VÍÍÍOSLIS.El *
señala la región donde comienza el conducto nasofaríngeo. Desde la flecha (> ) hacia adelante
el septo nasal es incompleto (1.8x).

B. Preparado sagítal luego de la remoción del septo nasal. Referencias en la figura 3.1C.
C. Referencias correspondientes a la figura anterior.





Lámina críbosa Prolongación rosttal del nasal
del etmoides Comete dorsal

Meato dorsal
Endoturbinales

Comete medio Meato medio

Coana ' ' Narínn

Conducto Lámina basal Meato ventral Organo
nasofaríngeo del etmoídes vestlbular

'Apófísíspalafina
del maxilar

3. 15B

FIGURA3.15A. Preparado sagítal de la cabeza del armadillo 035mm hfindus, luego de la.
remoción del septo nasal. El * señala la región donde comienza el conducto nasofaríngeo.
Referencias en la figura 3.2B (2x).

B. Referencias correspondientes a la figura anterior.

FIGURA3.16. Detalle de la cavidad nasal de Dasypus hybndus, que muestra la conexión entre
los endoturbinales y la lámina papírácea del etmoides (flecha) (2x).



FIGURA3.17A. Esquemasdel cráneo de ¿fiaetophraaus villasus Vistasdorsal (l) y ventral (2).
B.Esquema sagítal de la caben del armadillo, en la cual se indican el nivel de los cortes
de la figura 5A a 5G.
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20 mm

Figs. 1-2. Chaetaphractusvil/(25m. Cráneo: l.dorsal; 2. vcnlrul. (ac. agujero condílar;ai,agujeroincisívo;aíor,
agujero infraorbilarío; amg, agujero magno: ao, agurejo Oval;ara, agujero rasgado anterior; arm, agurejo rasgado
medio; arp, agujero rasgado posterior; bo, basioccipílal; bs, basiesfenoides; bt, bula timpánica; cn. cresta nuca];
co, cóndil‘odel occipilal; f, frontal; Llacrimal; ma. meato auditivo exlemo; mx. maxilar; n, nasal; nr. narial; ole,
orificio de la trompa de Euslaquio; p. parielal; pa, palatino; pmx. premaxilar; pzt, proceso cigomático del
temporal: so; supraoccipilal: t. temporal; y. yugal- (Extraído dc Squarcm e: (¡/.. ¡993)
3.17A

3.17B



FIGURA 3.18A-G. Esquemas de cortes transversales seriados de la cavidad nasal de los
amadillos. (A) estructura vestibular, (nt) nasoturbinal, (mt) maxiloturbinal, (N) hueso nasal,
(PM) hueso premaxilar, (SN) septo nasal, (L) conducto naso-lacrimal, (SMF) seno
maxilofrontal, (M) hueso maxilar, (e) endoturbinal, (NF) conducto nasofaríngeo, (PA) hueso
palatino, (F) hueso frontal, (p) placa cribosa del etmoides, (BO) bulbo olfatorio, (1) meato
dorsal, (2) meato medio, (3) meato ventral, (4) meato común.
Referencias: Cartilago

Hueso
Epitelio sensorial
Epitelio no sensorial
Láminapropia glandular
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FIGURA3.19. Corte transversal de la cavidad nasal del amadillo Chaetophmctus n71asus(9x).
Se detallan los distintos tipos de mucosas presentes en la misma. l. Mucosa olfatoría (lOOOx).
2. Mucosa del seno maxilofrontal (lOOOx).C. Mucosa con epitelio respiratorio. (S) septo nasal,
(f) hueso frontal, (p) paJatíno, (NF) conducto nasofaríngeo, (SMF) seno maxilofmntal, (e)
endoharbinales. Tricrómico de Masson (lOOOx).





FIGURA 3.20. Corte transversal de la cavidad nasal del armadillo 045377113hybn'dus (9x). Se
detallan los distintos tipos de mucosas presentes en la misma. 1. Mucosa olfatria (lOOOx). 2.
Mucosa del seno maxilofmntal (lOOOx).3. Mucosa respiratoria con lámina propia glandular
(lOOOx). 4. Mucosa con epitelio respiratorio (lOOOx). 5. Transición entre el epitelio
respiratorio y el epitelio olfatorio. (SMF)seno maxilofrontal, (m) maxilar, (4M) cuarto molar,
(S)septo nasal, (e) endoturbinales. Tricnómicode Mallory (Ann) Heidenhain (lOOOx).
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FIGURA3.21A. Preparado del vestíbulo del armadillo Chaetophmclus villasus, en el cual se
aprecia la estructura vestibular (a), (m) maxiloturbinal, (n) nasoturbinal (7x).

B. Corte sagital de la región vestibular (a). (n) cartílago del nasohubinal. Tricrómico de
Masson (5.3x).

C. Corte transversal de la región vestibular. (a) estructura vestibular, (e) espinas, (c)
cartílago. H-E (8.5x).
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3.2. MICROSCOPIA OPTICA

3.2.1. CARACTERIZACIÓN HISTOLOGICA DE LA MUCOSA OLFATORIA DE

CIMHOPHRACIUS VILLOSUS

La mucosa olfatoria está constituida por dos componentes: un epitelio olfatorio y

la lámina propia o corión subyacente. Debajo de la lámina propia se encuentra el eje

óseo del turbina] (Fig.3.22).

1- Em. Elepitelio, a nivel de microscopía óptica (MO), se compone de tres tipos de

células: a) células de sostén, b) células receptoras o sensitivas y c) células basales. La

disposición de estas células da la apariencia de un epitelio del tipo pseudoestratificado,

debido a la disposición de las capas de núcleos (Figs. 3.22. 3.23). El epitelio mide 77,9

i' 17,6 um de altura, hallándose un mínimo de 53 pm y un máximo de 115,4 um.

a) las células de sostén se hallan en la parte apical del epitelio. Presentan núcleos de

forma oval y citoplasma fuertemente basófilo. El núcleo es claro, no presenta la

cromatína dispuesta en grumos y no se observan nucléolos (Fig. 3.23A). En los cortes

semifinos se pueden dierenciar dos tipos de células de sostén. El tipo I, presenta el

citoplasma claro y el núcleo eucromático (Fig. 3.25). El tipo ll presenta tanto el

citoplasma como el núcleo muy tenidos. En ambos casos se pueden diferenciar los

procesos citoplasmáticos que aparentemente llegan a la membrana basal (Fig. 3.25). En

la superficie apical del epitelio se hallan protrusiones, aparentemente de estas células,

tanto libres en el lumen como así también unidos al epitelio por un pedicelo (Figs.

3.238, 3.248). Estasestructuras podría tratarse de secreciones del tipo apocrina.

b) Las células sensoriales, forman la capa media del epitelio constituida

aproximadamente por 5 a 8 capas de células (Figs. 3.24A, 3.25). Presentan un núcleo

claro muy grande con un falso nucléolo central muy conspicuo. Estascélulas, neuronas

bipolares, tienen una prolongación apical, la dendrita (Figs. 3.23C,. 3.248) que se
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prologa hacia la superficie del epitelio y allí forma una proyección que invade el lumen

formando las vesículas olfatorias, observadas también por las técnicas

inmunohistoquímicas (Fig. 3.36B). En los cortes semifinos las neuronas presentan un

citoplasma que varía desde ligeramente a intensamente basófilo (Figs.3.248, 3.25). En

el borde apical también se distinguen las vesículas olfatorias ciliadas (Fig. 3.248). El
axón no se observa a MO.

b) Las células basales se encuentran confinadas a la parte del epitelio que se halla en

contacto con la membrana basal. Estas células se presentan en dos formas: planas ­

oscuras- o globosas -claras-. Las células planas tienen el citoplasma más oscuro y el

núcleo se tiñe intensamente con la cromatina dispuesta en grumos periféricos. las

células globosas tiene citoplasma claro y el núcleo escasamente teñido con eucromatina

dispersa. (Figs. 3.248, 3.25). Además, atravesando el epitelio pueden observarse los

ductos de las glándulas de Bowman que se hallan en la lámina propia. Estosductos están

formados por 3 ó 4 células aplanadas con escaso citoplasma rodeando un lumen
estrecho.

la superficie externa del epitelio presenta una capa de mucus cuyas

características histoquímicas se analizarán posteriormente.

2- Lámina propia. La lámina propia posee un grosor de 3 ó 4 veces el del epitelio. Está

formada por escasa cantidad de fibras colágenas y reticulares (Fig. 3.22). Presenta,

además, escasos elementos del tejido conectivo, grandes senos venosos y enormes

paquetes de nervios amielinicos, que en su gran mayoria corresponden a los nervios

olfatorios (Fig. 3.22).

Las glándulas de Bowman constituyen los elementos más abundantes en la

lámina propia (Figs.3.22 y 3.23). Estasglándulas exocrinas son del tipo tubuloacinares

simples ramificadas. los adenómeros están formados por células piramidales con

grandes núcleos esféricos basales intensamente teñidos y cromatina en grumos

periféricos. Además de este tipo celular es frecuente hallar células con forma muy

variada ya que se las observa cilíndricas o con forma de clava (Figs. 3.26A, B, C). Por

otro lado, a pesar que en algunos casos se diferencia perfectamente la forma acinar,

algunas de las células que forman los adenómeros no son continuas a nivel basal, lo cual
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dificulta enormemente delimitar algunos adenómeros. El citoplasma de estas células

presenta gránulos secretorios que pueden ser basófilos o acídófilos. Así, se puede hallar

adenómeros integramente basófilos, otros totalmente acidófilos y algunos mixtos (Fig.

3:23A). El lumen acínar en general es estrecho e irregular, cual dificulta su observación
al MO.

En las secciones semifinas se observa que los adenómeros están formados por dos

tipos de células acinares. Las tipo l, son células con apariencia mucosa, se observan

gránulos claros y confluyentes en todo el citoplasma (Figs. 3.26A, B). Pero a diferencia

de las tipicas mucosas el núcleo es esférico (Fig.3.26A). Lascélulas tipo ll -de apariencia

serosa- presentan el citoplasma perinuclear basal generalmente basófilo y en el apical se

distinguen gránulos oscuros y discretos (Fígs. 3.26B, C). El núcleo generalmente es

esférico (Fíg.3.26€).

los acinos pueden estar compuestos solamente por un único tipo de células o

pueden hallarse ambos tipos celulares en un mismo acino (Figs. 3.268, C). También es

frecuente encontrar células acinares que no presentan ninguno de los tipos de gránulos

descriptos anteriormente. Células con núcleos planos, similares a mioepiteliales son

observadas rodeando la superficie externa del acino (Fig. 3.26€). Los adenómeros se

hallan rodeados de escasas fibras colágenas y reticulares.

3.2.2. CARACTERIZACIÓN HISTOLOGICA DE LA MUCOSA OLFATORIA DE DASW’US

HYBRIDUS

La mucosa olfatoria está constituida, fundamentalmente, por dos partes: un

epitelio y el conectivo subyacente o lámina propia, debajo de la lámina propia se

encuentra la varilla ósea, que forma el eje de cada turbinal (Fig.3.27).

l) ¿aim En una sección histológicael epitelio olfatorio presenta una altura de

75,38 i 6,2 um, con un mínimo de 68,6 um y un máximo de 90,48 pm. Está formado,

a nivel de microscopía óptica, por varias capas de núcleos ubicados a diferentes alturas,

lo cual aparentemente estaría indicando que se trataría de un epitelio

pseudoestratificado. En el epitelio se diferencian claramente tres tipos de células: a) las
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células de sostén o sustentaculares, b) las células sensoriales o neuronas olfatorias y c)

las células basales (Fig. 3.27).

a) Lascélulas de sostén se hallan en la parte apical del epitelio en contacto con la

superficie. Estas células presentan citoplasma basófilo y núcleos de forma oval y

elongados, tipicos de células cilíndricas. El núcleo se tiñe más intensamente que el

núcleo de las neuronas y la cromatina se dispone en pequeños grumos. En algunas

células se puede observar el nucléolo (Fig. 3.288). En los cortes semifinos se diferencian

un único tipo de células de sostén. Presenta el citoplasma basófilo y el núcleo se tiñe

menos intensamente que los núcleo de las neuronas (Figs. 3.29A, B). En el borde apical

del epitelio se pueden observar algunas vesículas olfatorias y un ribete en cepillo muy

alto (microvellosidades) (Figs. 3.29A, B).

b) Lascélulas sensoriales o receptoras forman la capa media de células dentro del

epitelio. Esta capa, generalmente, está formada por 5 ó 6 capas de neuronas. En los

cortes semifinos se pueden observar que las vesículas olfatorias presentan cilias (Fig.

3.29). Poseen, además, un gran núcleo central con uno o dos falsos nucléolos pequeños

y cromatina dispuesta en pequeños grumos periféricos (Figs.3.288, 3.29).

c) Lascélulas basales se hallan en la parte basal del epitelio, descansando sobre la

membrana basal. Pueden presentar dos formas: ligeramente aplanádas (u oscuras) o

globosas (o claras). Las células basales globosas presentan un citoplasma escasamente

teñido y un núcleo claro (Fig. 3.298). Lascélulas basales aplanadas tienen el citoplasma

y el núcleo más intensamente teñido (Fig.3.298).

Adicionalmente, puede observarse los ductos y los cuellos de las glándulas de

Bowman que atraviesan el epitelio, para alcanzar la superficie. El conducto de las

glándulas de Bowman se encuentra generalmente formado por 3 ó 4 células, con

núcleos planos muy teñidos y escaso citoplasma formando el conducto (Fig. 3.288).

También, en la parte basal del epitelio se pueden encontrar algunas células glandulares

que forman el cuello de las glándulas, haciendo protrusión en el epitelio (Fig.3.28A, B).

Lasuperficie del epitelio se encuentra recubierta por una capa de mucus, cuyas

características histoquímicas analizaremos más adelante.

2) Lámina propia. La lámina propia subyacente al epitelio posee un espesor que

puede ser de dos a tres veces el del epitelio olfatorio. Contiene escasas fibras colágenas y
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reticulares y escasos componentes celulares del tejido conectivo como fibrocitos y

algunos elementos sanguíneos. Además, presenta grandes senos venosos de paredes muy

delgadas y una enorme cantidad de paquetes nerviosos en su gran mayoría del tipo

amielinico, que probablemente correspondan a los nervios olfatoríos. Escaracterística la

presencia de núcleo de células de Schwann dentro de los paquetes nerviosos. Estos

paquetes nerviosos se hallan rodeados por fibras colágenas y fibras reticulares (Fig.

3.28€). También pueden observarse, especialmente en el septo nasal, paquetes de

axones mielínicos que corresponderían a la inervacíón proveniente del nervio

trigémino.

Uno de los componentes más importantes de la lámina propia está constituido

por una gran cantidad de glándulas de Bowman. Las glándulas de Bowman son

glándqu exocrinas, tubuloacinares simples ramificadas (Fig.3.28A). Estosadenómeros

presentan una disposición complicada. Según la sección del corte, pueden observarse

redondeados, tubulares, o como masas celulares de forma irregular (Fig. 3.28A). El

lumen acinar, en general es estrecho, lo cual hace difícil su observación al MO. Sin

embargo, algunos acinos presentan un lumen distinguible de contorno generalmente

irregular.

Losadenómeros están formados por una capa de células glandulares en contacto

con el lumen, por debajo de esta capa pueden observarse células similares a las

mioepiteliales.

Las células glandulares tienen formas muy variadas pueden ¡ser piramidales o

cilíndricas, sin embargo algunas presentan formas de clavas con un extremo angosto en

contacto con el lumen, otras son cilíndricas pero el eje mayor es paralelo al lumen

glandular (Figs. 3.30A, B). Una característica muy llamativa de la mayoría de los

adenómeros es que sus células no son continuas a nivel basal, lo que determina que la

base del acino presente contornos irregulares (Figs. 3.3OA, B, C). Existen dos tipos

celulares, los que sólo pueden distinguirse en las secciones semifinas. El tipo l son

células de apariencia mucosa: son células que presentan numerosas vacuolas claras en

la porción apical de la célula -raras veces las vacuolas rodean el núcleo-, en las cuales

las vacuolas -aparentemente- han perdido parte de sus límites, anastomosándose unas

con otras (Figs.3.30A, B,C, D). Lasformas celulares son muy variadas. Se diferencian de

las típicas mucosas de otras glándulas ya que el núcleo es esférico. Lascélulas tipo ll son
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células de apariencia serosa, presentan numerosas vacuolas pero a diferencia de las tipo

I se las observa oscuras, no anastomósicas. La forma celular es piramidal o cilíndrica,

siempre de menor tamaño que las tipo l. los núcleos generalmente son redondeados

aunque también pueden ser irregulares u ovales (Figs.3.30A, B,C, D).

los adenómeros generalmente son mixtos, presentando ambos tipos celulares. Las

secreciones que son producidas en las células que forman los adenómeros se descargan,

aparentemente en la superficie del epitelio olfatorio a través de conductos que

atraviesan el mismo. los acinos glandulares se hallan rodeados de fibras reticulares y

escasas fibras colágenas.

los ductos de las glándulas de Bowman, como se mencionó anteriormente, se

hallan formados por 3 ó 4 células con núcleo plano y escaso citoplasma (Fígs. 3.288,

3.29A_).En la mayoría de los casos puede observarse material secretorio dentro del

lumen de los conductos. (Fig.3.288)



FIGURA 3.22. Mucosa olfatoria del armadillo Chactophactus villas'zls.Se diferencia el
epitelio (E) y la lámina propia. (N) nervio olfatorio, (G) glándulas de Bowman, (V) seno
venoso, (H) turbina] óseo. Tricrómico de Masson (400K).
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FIGURA 3.23A. Mucosa olfatoría del armadillo Chactophma‘us VÍÍÍOS'US.Obsérvese los
diferentes tipos celulares: células de sostén (s), neuronas olfatorias (n), células basales (b). Se
distinguen la distintas afinidad tintoríal de las células acinares de las glándulas de Bowman (g).
Tricrómico de Mallory (Azan) Heidenhain (400x). l

B.Detalle de la región apical del epitelio, donde se aprecian las pmtrusiones apicales
(b). Tricrómico de Masson (IOOOX).
C. Detalle de las neuronas olfatorias en algunas de las cuales se han marcado las
dendrítas apicales (flecha) (>). Técnica de Holmes (lOOOx)





FIGURA 3.24A. Mucosa olfatoria del armadillo Chaetophmctus wllosus (E) epitelio, (G)
glándulas de Bowman, (N) nervio olfatorio. Azul de toluidina (2502:)

B. Detalle de la región apical del epitelio olfatorio de Chaetophmctus VÜÍQS'HS,en el cual
se observan las pmtrusiones apicales de las células de sostén ("). (s) células de sostén, (o) células
de sostén oscuras, (b) células basales claras, (n) neuronas, (d) dendríta apical, (v) vesícula
olfatoria, (flecha) célula de sostén oscura, (v) vesícula olfatoria . Azul de toluídina (1000x).

FIGURA3.25. Epitelio olfatorio de Chactophractm Villasw con los distintos tipos celulares:
células de sostén claras (s), células de sostén oscuras (flecha), neuronas (n), células basales
oscuras (o), células basales claras (b). (G) glándulas de Bowman, (N) nervios olfatoríos. Azul de
toluidina (1000x).
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FIGURA3.26A. Acinos de las glándulas de Bowman con numerosas células de apariencia
mucosa (l) y escasas células tipo senosas (2). (E) epitelio, (N) nervio olfatorio, (a) arteria
pequeña, (c) capilar. Azul de toluidina (lOOOx).

B. Células del tipo mucosas con gránulos claros y confluyentes (I) y células del tipo
sevosascon gránulos oscuros y discretos (2). (E) epitelio, (N) nervio olfatorio. Azul de toluidina
(IOOOX).

C. Acinos de las glándulas de Bowman de Chaetophradus vil/asus con células
glandulares de apariencia mucosa (l) y células tipo serosas (2). (E) epitelio, (o) célula basal
oscura, (N) nervio olfatorio, (flecha) núcleo plano basal. Azul de toluidina (lOOOx).
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FIGURA3.27. Mucosa olfatoria de Damas hybridus Se diferencia el epitelio (E) y la lámina
pmpia. (G) glándulas de Bowman, (N) nervio olfatorio, (S) senos venosos, (H) turbina] óseo, (D)
ductos de las glándulas de Bowman. Tricnómicode Mallory (Ann) Heidenhain (250x).
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FIGURA3.28A. Aspectogeneral de la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus Se aprecia el epitelio
olfatorio (E) y la lámina propia con abundantes glándulas de Bowman túbuloalveolates (G). En el
centro del preparado se observa una glándula cuyo lumen se continua en el ducto (D) que
atraviesa el epitelio. (s) seno venoso, (H) turbina] óseo, (flecha) transición entre el epitelio olfatorio
y el respiratorio. Tricrómico de Mallory (Azan) Heidenhain (250K).

B. Detalle del epitelio olfatorio en el cual se observa células de sostén (s), células basales
oscuras (o) y neuronas (n). El epitelio está atravesados por un conducto (D) de la glándula de
Bowman (G), el cual está formado por células ductales (d). (b) falso nucleólo. En la base de los
ductos se ven células glandulares que forman los cuellos de las glándulas (k). (S) seno venoso,
(flecha) falso nucléolo. Tricrómico de Mallory (Azan) Heidenhain (lOOOx).

C. Detalle de un nervio olfatorio amieli’nico.Se observan las células de Schwann (s) y escasa
fibras colágenas rodeando al paquete nervioso (>) (lOOOx).
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FIGURA3.29A. Sección semifina de la mucosa olfatoria de Da.qu hybn'dus En el epitelio se
observan las células de sostén (s), neuronas (n), células basales claras (b) y células basales oscuras
(o) y los ductos de las glándulas de Bowman (d). En la lámina propia se aprecian las glándulas de
Bowman (G). (‘) célula basal en mitosis. Azul de toluidim (400x).

B. Detalle del epitelio olfatorio para distinguir los tipos celulares. En el borde apical del
epitelio se observa un ríbete en cepillo muy alto (núcnovellosidades) y las vesículas olfatoria
(flecha). Azul de toluidina (lOOOx).





FIGURA3.30. A., B, C, D. Lasglándulas de Bowman (G) de Dasmus hybfidus presentan formas
muy variadas. Pueden ser piramidales o cílindrica (A,B,C,D).Otras tienen forma de clava (") (A) o
cílíndricas con el eje mayor paralelo al lumen (flecha) (B). (n) mucus, (v) vénula. Azul de toluidinn
(IOOOX).
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3.3. ESTUDIOS HISTOQUÍMICOS

3.3.1. ESTUDIOS HISTOQUÍMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE

CIMETOPHRACÏUS VILLOSUS

3.3.1 .1. GLICOCONJUGADOS

a) HISTOQUÍMICA CLÁSICA

Lascélulas de sostén poseen GC neutros en la zona apical, donde se observa una

reacción fuertemente PAS+. Resultados similares a los anteriores se han registrado en la

zona basal del epitelio olfatorio y en la mayoría de los acinos de las glánd'ulas de

Bowman, lo cual indica la presencia de GC neutros tanto en las células basales como en

la membrana basal (Fíg. 3.31A) y en la mayoría de las células acinares. los datos

obtenidos con la reacción del PAS no descartan la presencia de GC ácidos. Estos

probablemente sean debidos a los residuos de ácido sia'lico presentes en los GC, lo cual

se comprobó con la utilímción de la técnica de la oxidación selectiva de Volz y col.

(1987). Este método no sólo reveló la presencia de ácido siálico, sino que además se

pudo inferir que presentaban sustituyentes acetilados en sus cadenas laterales.

Por otra parte, las glándulas de Bowman presentan GC ácidos carboxilados y

sulfatados, debido a que se obtiene reacción positiva con AB 2.5 y 0.5 (Fíg. 3.318). La

presencia de GC ácidos sulfatados y carboxilados se comprobó, además, utilizando la

técnica del AB/AY y de la orceína/AB, que permite apreciar la presencia de células

glandulares con GC sulfatados, algunas con GC carboxilados exclusivamente y otras con

ambos tipos de GC (Fig. 3.31C). En todos los casos se observaron células glandulares que

no presentan reacción alguna. La presencia de GC ácidos sulfatados y carboxilados

también se observó en el mucus que reviste la superficie del epitelio olfatorio y en los

ductos de las glándulas de Bowman.

Lacombinación AB/PASpermitió diferenciar GC neutros y ácidos en una misma

preparación. (Figs. 3.31D, E). la región basa] del epitelio presenta GC neutros
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exclusivamente. Las glándulas de Bowman poseen células glandulares que contienen

solamente GC ácidos, células glandulares con GC neutros exclusivamente y células

glandulares con ambos tipos de GC (Fig.3.31E). los ductos de las glándulas de Bowman

presentan GC ácidos y neutros (Fig. 3.31 D).

La capa de mucus que se halla tapizando la superficie luminal del epitelio

presenta una marcada división en dos regiones: una externa o superficial y una interna

o profunda. Lacapa superficial reacciona positivamente a] AB (a ambos pH estudiados),

y por lo tanto presenta GC ácidos carboxilados y sulfatados. Lacapa profunda presenta

reacción PAS+,indicativa de la presencia de glicoconjugados neutros.

Los resultados de las técnicas histoquímicas del Chaetophractus Vil/asus se

encuentran en la tabla 3.lll

b) HISTOQUÍMICA MEDIANTE EL USO DE LECI'INAS

El epitelio olfatorio presenta reacción con la lectina PNA, especialmente en las

vesículas olfatorias y en el citoplasma supranuclear de las neuronas (Fig. 3.33E). La

secreción que reviste el epitelio olfatorio muestra tinción con la lectina WGA (Figs.

3.33C, D), lo cual implica la presencia de N-acetilgalactosamina terminal y en menor

proporción ácido siálico. la secreción no presenta reacción con SBAni con PSA.Cabe

aclarar que los ductos de las glándulas de Bowman que atraviesan el epitelio presentan

reacción positiva con SBA.

Las glándulas de Bowman de la lámina propia presenta reacción positiva con

PSA, WGA, PNA y SBA. Lo cual se debería a la presencia de N-glicosidil con centros

fucosilados, N-acetílglucosamina, ácido siálico, galactosamina y N-acetilgalactosamina

terminal y además, de residuos de N-acetílgalactosamina (Figs. 3.33A, B,C, D, E, F).

los resultados de las técnicas histoquímicas utilizando lectínas del

Chaetoplzractus villasusse encuentran en la tabla 3.IV
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Tabla 3.111.Estudios histoquímicos de la mucosa olfatoria de
Chaetoplzractus Vil/asus.

TECNICA

- ++ +++
+++ - +++ ++
+++ - +++ ++

+AB/AY +AB/AY ++AB, +++AB/
++AY AY

+++AB/
AY

+++PAS ++AB ++AB
++PAS ++PAS

+++PAS

+++
++

+++

+++

++Orc/A +Orc./A
B

+ Orc.
+AB
++
++

60°C
+++: ++: + -: se

presenta reacción. ‘ Acidos siálícos sustituidos en C7y C9.2Acidos siálícos totales. 3Acidos
síálicos no sustituidos en C7y C9. 4Azúcares neutros.
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Tabla 3.IV. Estudios histoquímicos utilizando lectinas, de la mucosa olfatoria del
Chactophractus Vil/asus.

LECI'INAS EPITELIO SECRECION GL. DE BOWMAN

PSA - - ++

WGA - ++ ++

PNA + vesículas olfatorias

+ citoplasma.

supranuclear de las

neuronas

SBA - ++

3.3.1.2. LÍPIDOS

Lastécnicas de Sudan Black en propilenglícol y Azul de Nilo han dado resultados

positivos en la región apical, algunos gránulos en la región basal del epitelio y en

algunas células glandulares de la lámina propia (Fig.3.32).

3.3.1.3. PROTEÍNAS

Lastécnicas de Ninhydrina-Schiff y de Azul de bromofenol demostraron reacción

positiva en la parte apical del epitelio y en escasas células acinares.
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3.3.2- ESTUDIOS HISTOQUÍMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE DASYPUS

Hl’BRÍDUS

a) GLlCOCONJUGADOS

Los criterios histoquímicos en cuanto al análisis de los resultados fueron los

mismos que los expuestos para el caso de Chaetophmctus VÍÍÍOSUS,y por lo tanto, nos

limitaremos a resumir los datos más importantes hallado en el armadillo Dasxvus

hybn'dus.

Losresultados histoquímicos revelan que las células de sostén poseen GC neutros,

debido a la presencia de una zona fuertemente PAS positiva en la parte apical del

epitelio (Figs. 3.34A, B). En la zona basal del epitelio olfatorio se observa una reacción

fuertemente PASpositiva (Fig. 3.34A, D), lo cual indica la presencia de GC neutros en

esa región del epitelio. En los ductos de las glándulas de Bowman que atraviesan el

epitelio olfatorio se detecta la presencia de GC neutIos y GC ácidos tanto carboxilados

como sulfatados, utilizando la técnica de AB2.5 y 0.5 (Fig.3.34A).

En cuanto a los elementos de la lámina propia, las glándulas de Bowman

presentan gran cantidad de GC neutros y ácidos tanto carboxilados como sulfatados,

debido a que se obtiene reacción positiva tanto con PAS(Fig. 3.34A, B), como con AB2.5

y 0.5 (Fig. 3.34€), AB/PAS(Fig. 3.34E) y orceína/AB. Se observan células glandulares

que contienen solamente GCácidos, otras con GC neutms exclusivamente y algunas con

ambos tipos de GC. la presencia de GC ácidos sulfatados y carboxilados se comprobó

utilizando la técnica de AB/AY,donde también se observan células glandulares con GC

ácidos sulfatados, otras con GC carboxilados exclusivamente y en la gran mayoría de los

acinos hallamos ambos tipos de GC (Fig. 3.34D). En todos los casos cuando se utilizaron

técnicas para diferentes GC se observa que algunas células glandulares no presentan

reacción alguna. Losductos de las glándulas de Bowman presentan una mayor cantidad

de GC ácidos en comparación con los neutros (Fig. 3.348). La metilación (a 37° y a 60°)

confirman los resultados expuestos anteriormente.
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Las diferentes técnicas combinadas de peroxidación selectiva confirmaron la

presencia de GC con residuos de ácidos siálico en la parte apical de las células de sostén

y en la capa interna del mucus. Por otro lado, en las glándulas de Bowman la positividad

de la técnica KOH/PA*S junto con la ausencia de tinción de el método

PA‘S/Bh/ KOH/PASen las células glandulares permitieron revelar la existencia de ácido

siálico, especialmente aquellos que no poseen sustituyentes acetilados en sus cadenas

laterales.

La capa de mucus que se halla tapizando la superficie luminal del epitelio

presenta una marcada división en dos regiones: una externa o superficial y una interna

o profunda. La capa superficial presenta una fuerte reacción AB+ (a ambos pH

estudiados), lo cual indica la presencia de GC ácidos carboxilados y sulfatados. la capa

profunda presenta reacción PAS+,indicativa de la presencia de glicoconjugados neutros

y débilmente ácidos.

los resultados de las técnicas histoquímicas de Dastus hybtídus se encuentran
en la tabla 3.V i

b) ESTUDIOS HISTOQUÍMICOS MEDIANTE ELUSO DE LECI'INAS

El epitelio olfatorio presenta reacción en el borde apical con la lectina WGA,_lo

cual indica la presencia de N-acetilglucosamina y ácido siálico en el extremo apical de

las células de sostén (Fig. 3.35A). La lectina PNAda reacción positiva en el citoplasma

perinuclear de las neuronas olfatorias y en algunos knobs dendríticos apicales (Fig.

3.35G). Además, se observa marca en algunos axones de los nervios olfatorios que se

encuentran en la lámina propia (Fig.3.35A).

La secreción que reviste el epitelio olfatorio muestra tinción sólo con la lectina

WGA, lo cual implica la presencia de glicoconjugados que presentan N­

acetilgalactosamina (Fig. 3.35A). Lasecreción no presenta reacción con PSA,BSAy PNA.

Las glándulas de Bowman de la lámina propia presenta reacción positiva con

WGA y SBA(Fig. 3.34A, B, C, D). Lo cual indica la presencia de N-acetilgalactosamina,

N-acetilglucosamina y ácido siálico.
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Tabla 3.V. Estudios hístoquímícos de la mucosa olfatoría de Dasypus hybn'dus.

LAMINA
TECNICA

Ductos

++
++ ++
++ ++

+AB, ++AB/A
+AY Y

++AB/A
Y

+AB ++AB
++PAS +PAS

+++PAS
/
++
++
+

+++ ++

++Orc/A ++Orc./
B AB

+ Orc.
+AB

A ++
++

37°C

60 °C
+++; ++; + -: No se

observa reacción.l Acidos siálícos sustituidos en C7y C9. 2Acidos siálicos totales. 3 Acidos
siálicos no sustituidos en C7y C9. 4Azúcares neutros.
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Tabla 3.Vl. Estudios histoquímicos utilizando lectinas, de la mucosa olfatoria de
Dasypus hybn'dus.

LECI‘INAS EPITELIO SECRECION GL. DE BOWMAN

PSA - - ­

WGA + en células de ++ ++

sostén

+ Citoplasma

supranuclear de

neuronas.

PNA + en knobs

_ olfatoriosl

SBA - - ++

1También se observó reacción positiva en algunos axones de los paquetes de nervios olfatorios.

3.3.2.2. LÍPlDOS

Se ha detectado la presencia de lípidos utilime las técnicas de Sulfatode Azul

de Nilo y Sudan Black en propilenglicol. Se halló una intensa tinción en el borde apical

del epitelio y en las células glandulares. También se observaron gránulos en la región

basal del epitelio.

3.3.2.3. PROTEÍNAS

Las técnicas de azul de bvomofenol y la de Ninhydrina-Schiff, han detectado la

presencia de proteinas en la parte apical del epitelio y en algunas células glandulares.



FIGURA3.31. Detección de glicoconjugados en el armadillo Chactophmctw ¡ql/asus.
A. Detección de glicoconjugados neutros. Reacción PASpositiva en la porción apical

del epitelio, en la región basal del epitelio y en algunas glándulas de Bowman. (') células que
no presentan reacción PASpositiva (400x).

B. Detección de glicoconjugados y glicosaminoglicanos ácidos sulfatados. Reacción AB
0.5 positiva en el bonde apical del epitelio, en las glándulas de Bowman y en los ductos de las
glándulas. AB-Hematoxilina (lOOOx).

C. Detección de glicoconjugados y glicosaminoglicanos ácidos sulfatados y
carboxilados. las glándulas de Bowman y los ductos que atraviesan el epitelio presentan
reacción AB/AYpositiva. AB/AY-Hematoxilina (100010.

D. Detección de glicoconjugados ácidos y neutnos utilizando la técnica combina de
PASy AB pH 2.5. Las glándulas de Bowman presentan reacción PAS/AB positiva. La parte
basal del epitelio presenta reacción PASpositiva. la secreción que cubre el epitelio presenta
una región PASpositiva inferior y una región ABsuperior (flecha) (400K).

E. Detalle de una acino de una glándulas de Bowman en el cual se observan células
PASpositivas, células PAS/ABpositivas y células que no presentan reacción. AB/PAS(lOOOx).

FIGURA 3.32. Detección de lípidos mediante la técnica de Sudan en pnopilenglicol. El
citoplasma apical de las células de sostén (s) presenta una importante reacción positiva
(250x).
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FIGURA3.33. Identificación de glicopnoteínas mediante el uso de lectinas.
A. SBAtiñe las glándulas de Bowman de la lámina propia del armadillo Chaetophmdus
w'llasus (E) epitelio (250K).
B. la lectina SBAmarca las glándulas de Bowman (G) en la lámina propia (LP)y los ductos

de las mismas que atraviesan el epitelio (E) (400x).
C. WGAmarca la secreción que recubre el epitelio (e), las glándulas de Bowman (G) y
los ductos (flecha).
D. Detalle de la secreción que recubre el epitelio (e). (lOOOx).
E. la lectina PNAtiñe las vesículas olfatorias de las neumonas (flecha) en el epitelio (e) y
algunas glándulas de Bowman en la lámina propia (lp) (250x).
F. PSAtiñe las células acinares de las glándulas de Bowman (G). El epitelio (E) no
presenta reacción positiva (400x).





FIGURA3.34. Detección de glicoconjugados en el armadillo Dasmus hytm'dua
A. Detección de glicoconjugados neutros. Reacción PASpositiva en la porción apical de las

células de sostén (s), en la región basal del epitelio y en algunas glándulas de Bowman. Elducto (D)
que atraviesa el epitelio también presenta reacción PASpositiva. (N) nervio olfatorio (400x).

B. Detalle de las glándulas de Bowman en el cual se observa que la mayoría de las células
glandulares presentan reacción PASpositiva. (g) células acinares que no muestran reacción, (E)
epitelio. PAS-Hematoxilina ( l OOOx)

C. Detección de glicoconjugados y glicosarrúnoglicanos ácidos sulfatados. Reacción AB 0.5
positiva en la secreción que recubre el epitelio y en las glándulas de Bowman. (N) nervio. AB­
Hematoxilina (400x).

D. Detección de glicoconjugados y glicosaminoglicanos ácidos sulfatados y carboxilados. Las
glándulas de Bowman presentan reacción AYy AB/AYpositiva. AB/AY-Hematoxilina (lOOOx).

E. Detección de glicoconjugados ácidos y neutros utilizando la técnica combina de PASy AB
pH 2.5. El borde apical de las células de sostén (s) y la región basal del epitelio (b) presenta
reacción PAS positiva. Las glándulas de Bowman (G) presentan reacción PAS/AB positiva. La
secreción que cubre’el epitelio presenta una región levemente (E) epitelio. PASpositiva inferior y
una región ABsuperior (flecha) (400K).
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FIGURA3.35. Identificación de glicoproteínas mediante el uso de lectinas en la mucosa olfatoria de
Dasmushybndus

A. WGA tiñe la secreción que recubre el epitelio (E), las glándulas de Bowman (G) y los
ductos de las mismas (flechas) (400K).

B. Detalle de una glándula de Bowman (G)en el cual se observan algunas células acinares
marcadas y otras que presentan marca (1). (E)epitelio (lOOOx).

C. la lectina SBAmarca únicamente células acinares de las glándulas de Bowman (G). (E)
epitelio (400x).

D. Detalle de un acino glandular en el cual se aprecia las diferentes intimidades de tinción
con WGA (lOOOx).

E. PNAmarca únicamente las vesículas olfatorias de las neuronas (>). También se observa
alguna marca en el citoplasma apical de las mismas. (E)epitelio (lOOOx).
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3.4. ESTUDIOSINMUNOHISTOQUÍMICOS

Para completar la caracterización morfológica e hístoquímica se consideró

necesaria una caracterización a nivel bioquímico, de manera tal que nos permitiese

analizar algunos de los componentes más importantes tanto de las neuronas olfatorias,

así como también de las otras células que componen tanto el epitelio olfatorio como los

constituyentes de la lámina propia subyacentes.

3.4.1. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE

CI-MLTOfliRAC'ÍUS VILLOSUS.

El anticuerpo OMP reacciona con la proteína o con una proteína similar que se

halla únicamente en el citoplasma de las neuronas receptoras olfatorias (Figs.3.36A, B).

Con el anticuerpo anti OMP, se observó inmunorreactividad en las células sensoriales

del epitelio olfatorio. Se diferencia el soma y las dendritas intensamente teñidos. Elaxón

se inmunomarca menos intensamente y se lo observa sólo ocasionalmente (Fig. 3.368).

También se diferencian los ¡mobs dendríticos que hacen protrusión hacia el lumen. No

se observa ínmunorreacfividad de los otros tipos celulares dentro del epitelio. En la

lámina propia se observó inmunomarcación en todos los paquetes nerviosos, y no se

distinguió marcación en ninguna otra estructura de la lámina propia (Pig.3.36A).

Por otro lado, se utilizó un anticuerpo (PGP 9.5) que funcionaría como un

marcador neuronal específico. El PGP9.5 se distribuyó de forma similar al OMP, esto es,

en las neuronas del epitelio olfatorio. Se observa también, las dendritas, dirigiéndose

hacia la superficie apical, y los knobs haciendo protrusión hacia el lumen (Fig. 3.378).

También se observó inmunomarca en los nervios que se encuentran en la lámina propia

(Fig. 3.37A).

Para analizar la presencia de neurofilamentos en las neuronas olfatorias hemos

utilizado anticuerpos anti-neurofilarnentos. No se obtuvo marca con los anticuerpos

contra neurofilarnentos de 160 y ZOOkDen ninguna célula del epitelio.
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Por otro lado, dado el carácter epitelial de los componentes de la mucosa

olfatoria, hemos estudiado la presencia de diferentes filamentos intermedios, utilizando

anticuerpos que reaccionan con diferentes citoqueratinas.

los anticuerpos anti cítoqueratina 5, 6 y 18 (NCL-34)y anti vimentina han dado

resultados positivos en las células basales oscuras del epitelio en ambos casos (Fíg. 3.38).

Lascélulas, de apariencia aplanadas, se observaron como una única hilera en la base del

epitelio.

Otros anticuerpos que también indican la presencia de citoqueratinas, presentan

una distribución diferente de la reactividad a la obtenida con los anticuerpos

mencionados anteriormente. los anticuerpos anti-Cl'Kl8 y anti-KSS-pan

inmunomarcaron algunas glándulas de Bowman de la lámina propia (Pigs.3.40, 3.41).

Ninguno de los dos anticuerpos presentó reacción en el epitelio. La inmunomarca con

anti-C1108 se ubicó principalmente en la parte basal de las células acinares. En cambio,

la marca con KSB-panse distribuyó en toda la célula acinar.

Para analizar la inervación de la mucosa olfatoria, se utilizó el anticuerpo anti­

VIP.Estepresentó inmunomarcación en el borde apical del epitelio olfatorio (Fig.),por lo

tanto la marca se podría ubicar tanto en las cilias de las neuronas como en el mucus que

rodea las cilías. En la lámina propia se observó, además, inmunomarcación en las

paredes de los vasos sanguíneos.

las células basales claras se marcaron con el anticuerpo PCNA - que marca

células en proliferación o en división- indicando así la posible actividad regenerativa de

estas células (Figs.3.43A, 3.438).

Por otro lado, la inmunoreactividad para GAP43 se distribuyó en algunas

neuronas olfatorias y en algunos filetes olfatorios en la lámina propia, probablemente en

aquellos que estén en algún grado de maduración y crecimiento (Fig.3.44A, B).

Losresultados anteriores se resumen en la Tabla 3.Vll
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Tabla 3.Vll: Resultados inmuohistoquímicos de la mucosa olfatoria del
Chaerophractus VÍÍÍOSUS.

++

: : en

glándulas de Bowman; : Sólo en neuronas de diferenciación. CS:Células de sostén; NO:
Neuronas olfatorias; CBO: Célula basal oscura; CBC:Célula basal clara; BA:Borde
apical; AO: Axones olfatorios; GB:Glándulas de Bowman; TC: Tejido conectivo.

3.4.2. ESTUDIOS INMUNOHISTOQUÍMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE

DASYT’USHYBRIDUS

Al igual que para el caso de Chaetophractus ¡Ii/105wse utilizaron anticuerpos

para caracterizar los componentes de la mucosa olfatoria

Con el anticuerpo específico para la marcación de neuronas olfatorias (OMP) se

obtuvo una reacción positiva en las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio. Dentro

de las células receptoras, los somas y las dendritas se observan fuertemente

inmunomarcadas. los axones se observa menos intensamente tenidos y sólo se los

reconoce ocasionalmente (Fígs. 3.45A, B). las neuronas se observan con el citoplasma
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oscuro, el núcleo claro y las dendritas proyectándose hacia la superficie del epitelio para

finalizar en las vesículas olfatorias que hacen protrusión en el lumen. (Fig.3.45). No se

observó reactividad ni en las células de sostén ni en las células basales. En la lámina

propia se diferenció imunoreactividad en los nervios olfatorios subyacentes (Fig. 3.45A).

Con el anticuerpo PGP9.5, se obtuvo una marca muy similar a la observada con

el OMP. Seobserva inmunorreactividad en las neuronas sensoriales del epitelio olfatorio

y en los paquetes nerviosos de la lámina propia (Fig. 3.46A). Lasneuronas presentan el

soma y la dendrita intensamente teñidos (Fig.3.468).

No se han obtenido resultados positivos con los anticuerpos contra

neurofilamentos de 160 y ZOOkD.

El VlP muestra una fuerte reacción positiva en el borde apical del epitelio

olfatorio. la microscopía ópticano nos permite resolver si la inmunomarca pertenece a

las cilias de las neuronas olfatorias o al mucus que rodea a las cilias (Fig. 3.46€).

También se observó inmunomarcación en los vasos sanguíneos de la lamina propia.

El anticuerpo CI'K18 demostró que aparentemente se estaría expresando una

proteína similar a la citoqueratina 18 en la región apical de las células de sostén. Por

otro lado, no se ha obtenido reacción positiva al utilizar el anticuerpo LP34, que

identifica las citoqueratinas 5, 6 y 18.

Losdatos mencionados anteriormente se resumen en la Tabla 3.Vlll.

Tabla 3.Vlll : Resultados inmuohistoquímicos de la mucosa olfatoria de
Dasypus hybn'dus.

I : en : vasos

sanguíneos de la lámina propia. CS:Células de sostén; NO: Neuronas olfatorias; CBO:
Célula basal oscura; CBC:Célula basal clara; BA:Borde apical; AO: Axones olfatonos; GB:
Glándulas deBowman; TC: Tejido conectivo.



FIGURA 3.36A. Inmunon‘eactividad a OMP en la mucosa olfatoria de Chactophmdus
VII/asusEn el epitelio (E) se observa reacción en las neuronas, en la lámina propia en los
nervios olfatorios (N) (250x).

B. Detalle del epitelio (E)para ver la marca en el citoplasma de las neuronas. También
se distinguen las dendritas apicales y las vesículas olfatorias (b). (LP)lámina propia. (IOOOx).

FIGURA3.37A. Inmunorreactividad a PGP 9.5 en la mucosa olfatoria de Chaetophmaus
VÍÍÍQS’US.I-Iayintensa reacción en las neuronas en el epitelio (E) y en los nervios olfatorios (N)
en la lámina propia (25020.

B. Intensa inmunorreacción positiva a PGP 9.5 se observa en el citoplasma de las
neuronas. Se observa, además, reacción en las dendritas apicales de las neuronas receptoras
(b). (LP) lámina propia. (IOOOx).

FIGURA3.38. Inmunorneactividad a LP34. Lascélulas basales oscuras (flecha) del epitelio (E)
presenta reacción positiva. No se ve reacción en la lámina propia (LP).(400x).

FIGURA3.39. Inmunorreactividad a vimentina. Lascélulas basales oscuras (b) del epitelio (E)
presenta reacción positiva (400x).



144



FIGURA3.40. Inmunorreactividad a citoqueratinas 5,6, y 18 (PKSS-pan). No se observa marca en
el epitelio (E). En la lámina propia (LP) hay reacción positiva en las glándulas de Bowman (G)
(400K).

FIGURA3.41. lnmunon‘eactividad a citoqueratína 18 (CI'K18). No se observa marca en el epitelio
(E).En la lámina propia (LP)hay reacción positiva en las glándulas de Bowman (G) (400x).

FIGURA3.42. lnmunorreactividad a VIP en la mucosa olfatoria de Chaetopluactw VII/asst Se
observa reacción en el borde apical del epitelio (E). La lámina propia (LP) no presenta reacción
(400x).

FIGURA3.43A. lnmunoneactividad a PCNA.la reacción se observa en las células basales claras
del epitelio (E).En la lámina propia (LP)no se observa reacción (400x).

B. Detalle de las células basales inmunoveactivas a PCNA (flecha) (IOOOx).

FIGURA3.44A. lnmunoneactividad a GAP43. [a reacción se observa en algunas neuronas en el
epitelio (E).En la lámina propia (LP)la reacción se observa en los paquetes nerviosos (400K).

B. Detalle de las neuronas inmunoreactívas a PCNA (N). En el borde apical se observan
algunas vesículas olfatorias (flecha) (lOOOx).
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FIGURA3.45A. Inmunorreactividad a OMP en la mucosa olfatoria de Dasypus hybridus. En el
epitelio (E) se observa reacción en las neuronas, en la lámina propia en los nervios olfatorios (N)
(250K).

B. Detalle del epitelio (E) para ver la marca en el citoplasma de las neuronas. También se
distinguen las dendritas apicales y las vesículas olfatorias (flecha) (lOOOx).

FIGURA3.46A. lnmunomeactividad a PGP 9.5 en la mucosa olfatoria de 03.97115hybndus Hay
intensa reacción en las neuronas en el epitelio (E) y en los nervios olfatorios (N) en la lámina
propia (250x).

B. Intensa inmunorreacción positiva a PGP9.5 se observa en el citoplasma de las neuronas.
Se observa, además, reacción en las dendritas apicales de las neuronas receptoras. (E) epitelio, (LP)
lámina propia. (lOOOx).

C. Inmunorreactividad a VIP en la mucosa olfatoria de Dasnms hybn'dus Se observa
reacción en el borde apical del epitelio (E). Lala'mina propia (LP)no presenta reacción (250x).
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3.5- MICROSCOPIA ELECTRONICA

3.5.1- ESTUDIOS CON MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE LA MUCOSA

OLFATORIADE CMTOPHMC‘TUS VILLOSUS.

Los estudios de microscopía electrónica comprueban claramente el carácter

pseudoestratificado del epitelio olfatorio. Las distintas poblaciones celulares mediante

diferentes procesos, toman contacto con la membrana basal. Pueden distinguirse, al

igual que con MO, tres tipos celulares: a) células de sostén, b) células neuronales y c)

células basales (Figs. 3.47, 3.48). Losdos tipos celulares principales, las neuronas y las

de sostén son fácilmente distinguibles en la región apical debido a las especializaciones

de sus ápices, y también por las diferencias de electrón densidad y organelas

citoplasmátícas. La homogénea distribución de los tipos celulares sólo es interrumpida

en algunas zonas por el recorrido de los conductos secretorios de las glándulas de

Bowman.

El borde libre está formado principalmente por las microvellosidades y las

protrusiones de las células de sostén pero, también incluyen las proyecciones

redondeadas de las vesículas olfatorias con sus cilias. (Fig.3.49A).

a) CELULAS DE SOSTEN

las células de sostén son células columnares que se extienden desde la superficie

del epitelio hasta la membrana basal. la superficie celular presenta largas

microvellosidades, cortadas transversal o longitudinalmente (Figs. 3.47, 3.51). No se

observó un gran desarrollo del glicocáliz ni un esqueleto microfibrilar. Entre las

microvellosidades se pueden observar enormes protrusiones que sobresalen hacia la

cavidad nasal (Figs. 3.49A, B). Estas protrusiones en general son pedunculadas y se las

puede ver tanto unidas a un pedjcelo a la célula como también sueltas en el lumen, por
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lo cual parecerían secretarse a la capa mucosa que reviste el epitelio olfatorio (Figs.

3.50A, B). El contenido de estas protrusiones presenta gran cantidad de reticulo

endoplasmático liso muy desarrollado (Figs.3.498). Ladisposición de estos elementos es

muy llamativa presentando en los bordes y a veces en el interior de la protrusión

numerosos apilamientos de túbulos paralelos similares a las cisternas de un aparato de

Golgi, entre las cisternas paralelas, el reticulo endoplasmático liso forma un complejo

sistema en el cual las cisternas aparecen cortadas transversalmente, oblicuamente o

longitudinalmente sin un orden aparente, constituyendo una red densa que invade el

centro de la protrusión (Fig.3.49B).

la mayor parte del citoplasma se halla en la región supra y perinuclear. El

citoplasma supranuclear es más electrón denso que el de las neuronas y el de las células

basales claras, pero mas claro que las células basales oscuras vecinas. Presentan gran

cantidad de mitocondrias‘y reticulo endoplasmático liso y rugoso así como también

algunos cuerpos multivesiculares y manojos de tonofilamentos (Fig. 3.51). No se han

observado granulos secretorios en el citoplasma apical. Los procesos que se extienden

desde la zona infranuclear hasta la zona basal del epitelio presentan un citoplasma claro

a los electrones, mitocondrias, retículo endoplasmático liso y algunas vesículas (Figs.

3.47, 3.51). En la región donde se hallan los cuerpos neuronales, el citoplasma presenta

la forma de procesos que se insinúan entre los cuerpos neuronales y llegan hasta la

membrana basal (Fig.3.52).

El núcleo, ubicado en el tercio superior del epitelio, posee forma ovoíde,

orientado perpendicular a la membrana basal, con cromatina periférica dispuesta en

acumulos y escasos grumos heterocromatínicos distribuidos en todo el núcleo (Fig.

3.51). No es frecuente la presencia de nucléolos.

En el límite entre las células de sostén y las dendritas e inmediatamente por

debajo de la superficie libre, se revela un complejo de unión constituido por zona/a

occ/udens y ama/a adlzemns (Fig. 3.54A). No se ha observado la presencia de

desmosomas en esta zona. Sin embargo algunos desmosomas unen las células de sostén

con las células basales oscuras y las células basales claras (Fig. 3.58).

Además del tipo celular descripto anteriormente es común hallar otro tipo, o tal

vez otro estadio del tipo celular anterior. Este tipo celular se halla en mucho menor

proporción y se lo diferencia por presentar un citoplasma muy electrón denso con gran
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cantidad de mitocondrias. Lasmitocondrias pueden presentar hasta dos membranas (Fig.

3.52). Elnúcleo es muy electrón denso (Fig. 3.51). Losprocesos citoplasmáticos de estas

células se observan entre las demás células que componen el epitelio olfatorio con

citoplasma muy electrón denso, con gran cantidad de mitocondrias, autofagososmas,

lisosomas y zonas con aparente edematización del citoplasma o zonas que pudieron

haber estado ocupadas por lípidos (Fig. 3.52). Todas características de células en

picnosis.

b) NEURONAS OLFATORIAS

Elpericarión de las neuronas olfatorias se ubica generalmente en el tercio medio

del epitelio olfatorío aunque en algunos casos se observan cuerpos neuronales muy

cerca de la membrana basal (Figs.3.48, 3.58). Así, como regla general las neuronas se

ubican entre las células de sostén y las células basales. Pero existen excepciones a esta

regla ya que se pueden observar, aún a microscopía fotónica, neuronas sobre la capa de

células de sostén y también neuronas maduras aún entre células basales inmaduras.

Presentan la típica forma de una neurona bipolar. Por lo tanto, es más delgada en sus

porciones proximal y distal y alcanza su ancho máximo a nivel del núcleo (Fig.3.53).

Elcitoplasma perinuclear es escaso y presenta gran cantidad de ribosomas libres

y asociados a reticulo endoplasmático. Mitocondrias tubulares se ubican tanto

longitudinales como transversales a1eje mayor de la célula. En la región supranuclear se

observa el aparato de Golgi asociado a numerosas vesículas y a cuerpos multivesiculares.

También es frecuente la presencia de reticulo endoplasmático rugoso, ribosomas libres,

pequeñas vesículas, gránulos de lipofucsina, neurot'ilamentos y cuerpos multivesiculares

(Fig. 3.53). La región infranuclear presenta menos organelas que la porción

supranuclear. Sólo se observan mitocondrias tubulares, ribosomas libres y cisternas de

reticulo endoplasmático rugoso (Fig.3.53).

El pericarión de las neuronas pueden estar en contacto directo con otras

neuronas o estar separado por los procesos citoplasmáticos de las células de sostén (Fig.
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3.48, 3.58). En todos los casos, la relación entre los procesos es por simple aposición de

¡membranas plasmáticas. ‘

El núcleo tiene forma esférica, con cromatina periférica dispuesta en grumos. En

Chacíophraclus Vil/asus es característica la presencia de un enorme grumo de

heterocromatina central muy conspicuo (falso nucléolo), que en los cortes de

microscopía fotónica se confunde con el nucléolo. El nucléolo se halla asociado a este

grumo cromatínico central (Fig.3.53).

En el extremo distal, la dendrita olfatoria, se extiende desde el cuerpo de la

neurona hasta la superficie libre del epitelio. En sus comienzos a nivel del citoplasma

supranuclear presenta un citoplasma poco denso a los electrones en el cual se

distinguen numerosos microtúbulos que discurren paralelos al eje principal de la célula,

algunas mitocondrias tubulares y una gran cantidad de pequeñas vesículas. (Fig.3.54A).

Cerca del extremo libre se observa la presencia de una gran cantidad de vesículas de

centro claro entre paquetes de microtúbulos (Fig.3.54A). Elextremo libre de la dendrita

se dilata formando lo que se denomina vesícula olfatoria o knob dendrítico. Las

dendritas se unen a las células de sostén adyacentes por medio de complejos de unión

formados por: zona/a xcludensy zona/a ari/¡elena (Fíg.3.54A). De la vesícula olfatoria

parten las cilias olfatorias, pero no se observan microvellosidades (Fig. 3.54A). Estas

cilias protruyen en ángulos agudos, casi paralelo al eje principal del knob (Fig. 3.54A).

Laestructura interna de la cilia presenta un aspecto similar a las cilias móviles de otros

órganos. En cortes transversales se observa el típico axonema, constituido por dos

microtúbulos centrales y nueve dobletes periféricos (Fig.3.54B). En la base de cada cilio

hay un corpúsculo basal, que en corte transversal presenta nueve tripletes dispuestos

característicamente en forma de molino (Fig. 3.54A). En algunos corpúsculos basales

existe una estructura accesoria, los pedículos basales (Fig. 3.548). Estos son

prolongaciones densas que se originan a partir de los tripletes extendiéndose

radiaimente aproximadamente a 90° del eje longitudinal del cuerpo basal, lo cual le

otorga una apariencia de rueda de carro (Fig. 3.548). Otra estructura característica

asociada a los cuerpos basales son las raicillas ciliares (Fig. 3.54A). Estas aparecen como

un manojo estriado de finos filamentos paralelos adheridos, que se extienden por debajo

de los cuerpos basales.
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Además de las estructuras que acompañan a las cilias no se distinguen muchas

organelas en las vesículas olfatorias, a excepción de microtúbulos, pequeñas vesículas y

raramente mitocondrias (Fig.3.51).

En el extremo basal, el cuerpo neuronal se estrecha para formar el axón. Dicho

proceso es muy difícil de observar entre las células de sostén. En algunas ocasiones

numerosos axones se relacionan con las células basales antes de atravesar la membrana

basal. los axones presentan mitocondrias y microtúbulos que corren longitudinalmente

a lo largo de la fibra nerviosa. El axón se dirige hacia la membrana basal para luego

unirse a axones de células vecinas y forma los filetes olfatorios amielínicos (Fig._3.608).

C) CELULAS BASALES

Lascélulas basales se localizan en el tercio inferior del epitelio sobre o cerca de la

membrana basal. Se diferencian dos tipos de células basales: las células basales globosas

o claras y las células basales planas u oscuras, también denominadas células basales

propiamente dichas (Fig.3.55).

CÉLULAS BASALESCLARAS o GLOBOSAS.

Se ubican generalmente sobre la capa de células basales oscuras. Tienen un

aspecto redondeado, el citoplasma es claro a los electrones y presenta escasa cantidad de

organelas. Solamente se observan algunas mitocondrias y numerosos ribosomas libres

pero carece de filamentos intermedios. El núcleo generalmente es esférico, muy

eucromático aunque puede presentar algunas indentaciones. Ia heterocromatina

finamente granulada puede formar algunos grumos (Fíg.3.58A, B).
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CÉLULAS BASALESOSCURAS o PLANAS

Se ubican sobre la membrana basal del epitelio, relacionandose con esta por

medio de desmosomas (Fig.3.568). Elcitoplasma es fuertemente electrón denso (supera

en electrón densidad a los otros tipos celulares que componen el epitelio). Presenta

numerosas organelas como ser: mitocondrias, retículo endoplasmático rugoso, pequeñas

vacuolas, aparato de Golgi pequeño, cuerpos multivesiculares y una gran cantidad de

filamentos intermedios (Figs. 3.56, 3.57). El núcleo, de forma ovoíde, puede presentar

indentaciones y la cromatina se dispone en forma de grumos gruesos que se distribuyen

a lo largo del mismo (Fig.3.56). Escomún la presencia de nucléolo

Un rasgo característico de esta célula es que el citoplasma forma finos procesos

que se interdigitan con el citoplasma de los procesos de las células de sostén (Fig. 3.55).

Estas interdigitaciones no se observan cuando el contacto se da con las células basales

claras (Fig. 3.55). Es frecuente observar axones de las neuronas olfatorias en íntimo

contacto con el citoplasma de estas células (Fig. 3.56A). En la región en contacto con la

membrana basal es común observar la presencia de numerosas vesículas de pinocitosis

(Fig. 3.57).

d) DUCI‘OS DE SECRECIÓN DE LASGLÁNDULAS DE BOWMAN

Lascélulas que forman los ductos de las glándulas de Bowman son aplanadas. Se

sitúan paralelas a las demás células que forman el epitelio. Presentan el citoplasma más

electrón denso que las células de sostén adyacentes. La superficie luminal presenta

microvellosidades. En el citoplasma puede observarse las típicas organelas: mitocondrias,

aparato de Golgi, retículo endoplasmático liso y rugoso. También hemos observado la

presencia de gránulos de secreción que en su interior tiene un material homogéneo

finamente granulado (Fig. 3.59), similar a los gránulos de secreción de las células

glandulares tipo I.
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e) LAMINA PROPIA

lncluimos dentro de la lámina propia los paquetes nerviosos, las glándulas de

Bowman y vasos sanguíneos.

NERVIOS OLFATORIOS

los procesos proximales de las neuronas olfatorias se reúnen para formar lo's

paquetes de nervios olfatorios amielínicos en la lámina propia. la estructura de estos

nervios olfatorios y las características citológicas de las células de Schwann que los

envuelven difieren de las que podemos encontrar en otros nervios amielínicos

periféricos. las células de Schwann recuerdan a astrocitos. Presentan el citoplasma

relativamente claro a los electrones y presentan gran cantidad de mitocondrias (Fig.

3.60A). Laforma del núcleo varía de esférica a arriñonada. El caríoplasma es claro a los

electrones -rico en eucromatina- y es frecuente hallar grumos de heterocromatina

asociada a la membrana nuclear (Fig. 3.6OA). Las células de Schwann envían procesos

citoplasma'ticosque envuelven a grupos de axones, lo cual permite el contacto entre los

axones -de forma similar a lo que ocurre durante las etapas del desarrollo de los nervios

(Peters et al, 1991). Los axones presentan un diámetro pequeño y el citoplasma

contiene microtúbulos y mitocondrias. Rodeando a todo el paquete nervioso hemos

hallado una delgada membrana basal y escasas fibras colágenas inmersas en una densa

matriz extracelular (Fig. 3.60A, B).
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GLANDULAS DE BOWMAN

El sistema de glándulas es confuso a nivel de ME, el escaso tejido conectivo no

delimita correctamente al sistema glandular lo cual hace difícil la diferenciación entre

los adenómeros. Aparentemente los acinos presentan dos tipos de células glandulares.

Estospueden estar formados por un único tipo celular o por ambos tipos celulares (Fíg.

3.26).

las células glandulares tipo I, son las más abundantes, presentan una apariencia

mucosa caracter-¡nda por la presencia de una gran cantidad de gránulos de secreción

rodeados de membrana que contienen un material claro a los electrones, finamente

granulado. Estas células, en general son cilíndricas presentando un enorme núcleo

esférico basal, con abundante eucromatina y escasa heterocromatina en grumos

periféricos (Fig. 3.61). Ocasionalmente se observa un nucléolo. El borde apical de la

célula glandular presenta microvellosidades cortas. las células se relacionan

apicalmente por complejos de unión formados por zona/a wcludens y zona/a ¿(#1618175

(Fig. 3.62A). No se observan desmosomas en estos complejos de unión. El citoplasma es

electrón denso y presenta dos estadios aparentemente diferentes del ciclo secretor. El

primer estadio, presenta gran cantidad de cisternas de retículo endoplasmán'co liso,

mítocondrias y gránulos de secreción grandes (Fig. 3.623). El segundo estadio presenta

el citoplasma repleto de pequeñas vacuolas y menos cantidad de retículo liso que el

primer estadio (Fig. 3.62€). Las vacuolas se halla íntimamente relacionadas con

cisternas de retículo endoplasmático liso (Fig. 3.62€). En la región supranuclear se

observa el aparato de Golgi, en general en estrecho contacto con vesículas de secreción

pequeñas. Estasvesículas pequeñas aparentemente se fusionan a los gránulos secretorios

más grandes que finalmente invaden todo el citoplasma celular (Fig. 3.62€). Los

gránulos de secreción, como se indicó anteriormente, contienen un material claro,

finamente granular y se hallan distribuidos en toda la célula glandular (Figs. 3.61,

3.62A, B). Estos gránulos presentan un tamaño variable y coalescen entre sí,

especialmente en la región apical de la célula, donde van a ser liberados (Fig.3.620). La

descarga de los gránulos al lumen, aparentemente ocurriría por medio del tipo de

secreción merocrina compuesta. Este tipo de secreción consta de varias etapas: una
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primera fusión o coalescencia de las vesículas secretorias entre sí, y una segunda etapa

donde sólo las vesículas apicales en contacto con la membrana plasmática se fusionan a

ella, por lo que se libera el producto de secreción de varias vesículas por un único punto

de fusión (Fig.3.620).

En algunas células glandulares se ha observado, en el borde apical, grandes

evaginaciones circulares que presentan en su interior un gran desarrollo de reticulo

endoplasmático liso (Fíg. 3.62A). Estas estructuras son muy similares a las protrusiones

de las células de sostén halladas en la región apical del epitelio (Fig.3.49). Estas

evaginaciones se expanden hasta formar una estructura similar a un globo que

permanece adherida al citoplasma apical por medio de un pedicelo corto (Fig. 3.62A).

No hemos observado vesículas de secreción en su interior. Debido a su ultraestructura

podríamos inferir que se trata de un tipo de secreción apocrina de diferentes

características y secreción que la merocrina.

Las células glandulares tipo ll son de apariencia serosa. Se caracterizan por la

presencia de gránulos fuertemente electrón densos. son células cilíndricas altas

(Fig.3.63). Presentan un núcleo basal que puede ser redondo o presentar indentaciones.

Generalmente presentan eucromatina dispersa en todo el núcleo y heterocromatina

asociada con la membrana nuclear. Elborde apical de las células tiene gran cantidad de

microvellosidades cortas y se relacionan con otras células glandulares por los típicos

complejos de unión formados por zona/a ¿rc/adams, zona/a adherens y desmosomas

(Fig. 3.64B). En la región supranuclear es común observar el aparato de Golgi (Rig.

3.64A). El citoplasma es más claro que las tipo l. Presenta algunas mitocondrias y una

enorme cantidad de retículo endoplasmático rugoso distribuido en toda la célula,

presentando en la zona infranuclear una forma de espiral característica (Fig.3.64A). Los

gránulos, de forma esférica, se distribuyen en el citoplasma supranuclear. Presentan

diferente densidad a los electrones, que va desde moderada a fuertemente electrón densa

(la electrón densidad no se relaciona con el tamaño de los gránulos) (Fig. 3.64A). No se

observó la secreción de estos gránulos.

En el caso de cortes transversales de este tipo celular, el lumen es pequeño (Fig.

3.63). En cambio, los acinos formados por varios tipos celulares presentan un lumen

más amplio, en los cuales es común observar secreción (Fig.3.26).
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Es frecuente observar en algunos acínos un tercer tipo celular. Este último tipo

celular, tal vez, podría considerarse como un estadio no funcional, un estadio pre­

secretorio o post-secretorío de las células que presentan gránulos oscuros. Estas células

presentan forma cilíndrica (Fig. 3.65). El núcleo es redondo con eucromatina dispersa

en todo el carioplasma y heterocromatína asociada a la membrana nuclear. El

citoplasma es más claro a los electrones que las células tipo mucosas. El citoplasma

supranuclear presenta algunas mitocondrias y retículo endoplasmático rugoso (Fig.

3.66). Es rara la presencia de gránulos, pero si se los observa, éstos presentan tamaño

pequeño. En cambio, la porción infranuclear presenta una gran cantidad de retículo

endoplasmático rugoso que se dispone llamafivamente en forma de espiral (similar a las

tipo II) (Fig. 3.66). El borde apical posee escasas microvellosidades cortas y entre las

células es común observar los complejos de unión formados por zona/a occ/adens,

zona/a acületens y desmosomas (Fíg.3.65).

Al MO hemos descripto la posible presencia de células mioepiteliales. Sin

embargo, el análisis de los adenómeros a nivel ultraestructural no ha revelado la

presencia de las mismas. En algunas ocasiones células planas con descripción similar a

que las típicas células mioepiteliales fueron observadas en relación con los adenómeros.

Estascélulas carecen de filamentos o vesículas pinocíticas -características de las células

mioepiteliales-. En su citoplasma se observa retículo endoplasmático liso, mitocondrias y

algunos gránulos de secreción (Fig.3.63, 3.64). lo que indicaría que se tratan de células

de reposición.

3.5.2- ESTUDIOS CON MICROSCOPÍA ELECTRÓNICADE LA MUCOSA OLFATORIA DE

Daswus IUIbn'dus

los estudios de ME comprobaron el carácter pseudoestratificado del epitelio

olfatorio. Seobservan las tres poblaciones celulares que se diferencian a nivel de MO (a)

células de sostén, b) neuronas y c) células basales, pero se observan, además, los

procesos celulares que toman contacto con la membrana basal. Los grupos celulares

característicos pueden observarse interrumpidos por la presencia de conductos de las
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glándulas de Bowman. En el borde apical se distinguen microvellosidades, protrusiones

y las vesículas olfatorias con cilias (Fig. 3.67).

a) CELULAS DE SOSTEN

Las células de sostén son células altas, columnares que se extienden desde la

superficie hasta la membrana basal del epitelio. La mayor cantidad de citoplasma y el

núcleo se hallan formando la llamada capa de células de sostén (Fig. 3.67). Procesos

laminares o prolongaciones basales se extienden entre las neuronas y llegan a la

membrana basal (Fig.3.71).

La mayoría de las células presentan en su superficie libre sólo microvellosidades

largas (Fig. 3.67, 3.68A). No se observó glicoca’liz desarrollado ni endoesqueleto

microfibrilar. Entre estas microvellosidades también se observan pequeñas

invaginaciones pinocíticas recubiertas (Fig. 3.683). Otras células presentan, además de

microvellosidades, protrusiones que invaden el lumen de la cavidad nasal. En el interior

de estas protrusiones se observa gran cantidad de reticulo endoplasmático liso, algunas

mitoncondrias y pequeñas vesículas.

En las células que poseen sólo microvellosidades, es común hallar barras

terminales constituidas por paquetes de filamentos intermedios que corren paralelos a la

superficie celular a nivel de las zónulas wcludens (Fig. 3.64A). La presencia de estos

filamentos cerca de la superficie crea una zona libre de organelas, en la cual se hallan

algunas vesículas pequeñas.

Larelación entre estas células y las dendritas apicales de las neuronas y enn'e dos

células de sostén está dada por complejos de unión. Estosestán compuestos por zona/a

occ/adams y zona/a adherens (Fig.3.7OB).No se observan desmosomas.

El núcleo, de formal oval, se ubica perpendicular a la membrana basal del

epitelio. Se caracteriza por tener una elevada concentración de eucromatina y algunos

grumos grandes de heterocromatína asociados con la membrana nuclear (Fig.3.67).

El citoplasma perinuclear presenta gran cantidad de mitocondrias tubulares,

retículo endoplasmático rugoso, paquetes de filamentos intermedios, reticulo
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endoplasmático liso -sin una ordenación aparente- y algunos cuerpos multivesiculares

(Fig.3.68€). Elcitoplasma supranuclear presenta una ordenación muy particular de las

cisternas de reticulo rugoso. Las cisternas se ubican paralelas entre sí, a su vez el

conjunto de cisternas se dispone en forma paralela al eje principal de la célula,

inmediatamente por encima del núcleo (Fig. 3.67). Losprocesos citoplasmáticos que se

dirigen hacia la membrana basal presentan mitocondrias, paquetes de filamentos

intermedios, gránulos de lipofucsina y espacios claros que podrían estar ocupados por

lípidos extraídos durante el procesamiento de la muestras (Fig.3.71).

La relación, tanto con otras células de sostén como con las neuronas, se produce

por simple aposición de membrana (Fig. 3.69) (a excepción de la zona apical, como se

explicó anteriormente).

b) NEURONAS OLFATORIAS

Las neuronas olfatorias presentan la típica forma fusifonne de las neuronas

bipolares. El pericarion se ubica en el tercio medial del epitelio, aunque es frecuente

hallar cuerpos neuronales cerca de la membrana basal. El citoplasma supranuclear

presenta reticulo endoplasmático rugoso, mitocondrias, granulos de lipofucsina, aparato

de Golgi y cuerpos multivesiculares (Fig. 3.69). El núcleo es de forma esférica y

generalmente presenta uno o dos grandes grumos de heterocmmatína en el centro del

mismo (Fig.3.69). El nucléolo puede estar asociado a un grumo heterocromatínico (Fíg.

3.69), Elcitoplasma infranuclear presenta cisternas de retículo endoplasmático rugoso,

ribosomas libres y mitocondrias (Fig.3.69).

La dendrita apical presenta gran cantidad de microtúbulos, mitocondrias y

pequeñas vesículas (Fig.3.7OB).En su extremo distal se constriñe para formar un cuello

delgado antes de incrementar su diámetro para formar una estructura redondeada ­

vesícula olfatoria o knob dendrítico- que se proyecta sobre el epitelio (Fig. 3.7OA). En

este nivel se pueden observar complejos de unión entre las neuronas olfatorias y las

células de sostén, los que están constituidos por zona/a occ/udem y zona/a adhemns,

pero no se observan desmosomas (Fig. 3.7OB). La vesícula olfatoria presenta
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mitocondrias tubulares, pequeñas vesículas y neurofilamentos que se orientan en forma

paralela al eje principal de la célula (Fíg. 3.708). En la zona de constricción observamos

una llamativa concentración de mitocondrias tubulares dispuestas en posición

longitudinal al eje principal de la dendrita (Fig. 3.7OA). la vesícula olfatoria presenta

cilias, que se extienden en varias direcciones y se entremezclan con las

microvellosidades de las células de sostén (Fig. 3.7OA). Estas cilias de la región apical

protruyen en ángulos agudos y en la región del cuello lo hacen ángulos rectos.

Presentan la típica estructura de 9 + 2. En la base de cada cilia se observa un corpúsculo

basal, pero no se observó la presencia de raicillas ciliares (Fig. 3.7OA).

El extremo proximal de la neurona olfatoria se constriñe para formar el axón,

cuyo citoplasma presenta microtúbulos y mitocondrias.

c) CELULAS BASALES

las células basales se ubican sobre o cerca de la membrana basal del epitelio. Se

diferencian dos tipos celulares: las células basales claras o globosas y las células basales

planas u oscuras (Figs.3.71, 3.72A).

CELU LAS BASALES CLARAS

Se ubican sobre la capa de células basales oscuras. Presentan un aspecto

ligeramente redondeado. El citoplasma posee escasas organelas. Entre ellas hallamos

gran cantidad de ribosomas libres y mitocondrias. Elnúcleo es muy eucromático, pero es

frecuente hallar algunos grumos heterocromatínicos dispersos en el carioplasma (Fig.

3.71).
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CELULAS BASALESOSCURAS

Son células aplanadas ubicadas sobre la membrana basal del epitelio olfatorio. El

núcleo tiene forma oval, y su eje principal se ubica paralelo a la membrana basal.

Presenta heterocromatina distribuida en todo el carioplasma y algunos grumos de

heterocromatina ubicados tanto en la periferia como en el interior del núcleo. Es

frecuente la presencia de nucléolo (Fig. 3.72A). El citoplasma presenta mítocondrias,

cuerpos multivesiculares, retículo endoplasmático liso y un aparato de Golgi no muy

desarrollado. Además, es común observar la presencia de paquetes de filamentos

intermedios y al menos un centríolo por célula (Fíg. 3.72B). Estas células se relacionan

generalmente con los axones olfatorios.

DUCTOS DE LASGLÁNDULAS DE BOWMAN

Las glándqu de Bowman descargan su secreción por medio de ductos que

atraviesan el epitelio olfatorio. Estosductos están limitados por células ductales, que son

elongadas en sentido perpendicular a la membrana basal. Estas células presentan un

citoplasma más electrón denso que el de las células de sostén, y en su superficie luminal

poseen microvellosidades cortas (Fig.3.73A). En la zona de contacto entre estas células y

las de sostén se observan desmosomas (Fig. 3.738). Elcitoplasma tiene gran cantidad de

mítocondrias, retículo endoplasmático liso, aparato de Golgi cuerpos multivesiculares y

algunos granulos de secreción. Estos gránulos contienen un material finamente

puntillado, muy similar al hallado en las células glandulares tipo l (Fig. 3.73A). Estos

gránulos coalescen entre sí, lo cual podría estar indicando un tipo de secreción

merocrina compuesta, tal como ocurre con las células acinares. Cabe señalar que en este

caso no hemos observado la descarga de estos gránulos al lumen. En el interior del

conducto se observa un material de apariencia similar al contenido de los granulos (Figs.

3.73A, B).
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d) LAMINA PROPIA

La lámina propia contiene paquetes nerviosos, las glándulas de Bowman y los
vasos sanguíneos.

NERVIOS OLFATORIOS

los axones de las neuronas olfatorias atraviesan la membrana basal y llegan a la

lámina propia para formar, junto con las células de Schwann, los paquetes de nervios

olfatorios. De la misma forma que lo hemos descripto para Chactoplzmclw VII/asuslas

células de Schwann envían procesos citoplasmáticos que rodean a grupos de axones,

que permanecen en contacto entre sí (Fíg. 3.74A, B). El resto de los caracteres

ultraestructurales son similares a los descriptos en Chaetophmctus Vil/05715.

GLANDULAS DE BOWMAN

En Dasmus hybn'dus las glándulas de Bowman presentan un sistema glandular

muy heterogéneo debido a que las células glandulares presentan formas muy variadas y

a que estas células no delimitan en forma regular al adenómero, como se observó en el

estudio de las secciones semifinas. Aparentemente se diferencian dos tipos de

poblaciones de células glandulares. El primero se caracteriza por la presencia de

granulos claros -apariencia mucosa- y el segundo por su contenido de gránulos

electrón densos -apariencía serosa (Fig.3.75).

los acinos pueden presentar un único tipo celular o ser mixtos. los adenómeros

en los cuales se observan sólo células tipo l y los mixtos presentan un lumen amplio

(Fig. 3.76). En cambio, los adenómeros en los cuales se observan solamente células tipo

Il el lumen es estrecho (Fig. 3.82).
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Las células de apariencia mucosa o tipo l, como se describió en las secciones

semifinas presentan formas muy variadas y se caracterizan por la presencia de enormes

gránulos de secreción rodeados de membrana que contienen un material heterogéneo

que puede variar de finamente puntillado a un puntillado grueso (Figs3.76, 3.77). Estas

células tienen un núcleo esférico basal -aunque también es común que presente

indentaciones-, con abundante eucromatina y heterocromatína periferica (Figs. 3.76,

3.78). Generalmente se observa el nucléolo. El borde apical posee microvellosidades

cortas y un complejo de unión formado por zonula xcludens y zona/a adherens (Fig.

3.77). El citoplasma presenta un gran desarrollo del retículo endoplasmático liso,

abundantes gránulos de lipofucsina, mitocondrias y un aparato de Golgi muy

desarrollado, generalmente relacionado con vesículas de secreción pequeñas (Fig. 3.78,

3.80). Losgránulos secretorios grandes -que raramente se distribuyen basales al núcleo­

coalescen entre sí. La descarga de este material secretorio ocun'iría aparentemente a

través del mecanismo de secreción merocrino compuesto (Fig. 3.79) (como se explicó

para C vil/asus). El material que contiene estos gránulos invade el lumen del

adenómero. No se han observado las protrusiones del tipo apocrina que se observaron

en C. vil/asus. Rodeando a este tipo de adenómero se encuentran células mioepiteliales

(Fig.3.81A). Estascélulas presentan forma alargada. Se caracterizan por la presencia de

áreas de citoplasma repletas de miofilamentos, que se disponen en forma paralela al eje

mayor de la célula. El citoplasma contiene, además, retículo endoplasmatico liso,

mitocondrias, aparato de Golgi y a veces puede observarse la presencia de un centríolo

(Fig. 3.81 B). No se observaron vesículas de pinocitosis.

Lascélulas de apariencia serosa o tipo ll presenta gránulos electrón densos (Fig.

3.82). Estascélulas tienen forma piramidal y núcleo esférico -aunque puede presentar

indentaciones-. la cromatina puede, en algunos casos, presentar grumos de

heterocromatina o simplemente la eucromatina se distribuye homogéneamente en todo

el núcleo (Fig. 3.83). lateralmente se observan espacios intercelulares con

microvellosidades (Fig. 3.83). La región apical presenta escasas microvellosidades cortas

(Figs. 3.82, 3.83). En la superficie luminal observamos los típicos complejos de unión

formados por zona/a occ/udens, zona/a adlzerensy desmosomas (Fig.3.83).

El citoplasma contiene una enorme cantidad de cisternas de retículo

endoplasmático rugoso -ordenadas en forma paralela-, mitocondrias y cisternas del
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aparato Golgi. Característicamente el citoplasma apical presenta una enorme cantidad

de gránulos no anastomosados con material homogéneo intensamente electrón densos

(Fig.3.83). Estosgránulos presentan diferencias en cuanto a la densidad a los electrones,

pero estas variaciones de densidad a los electrones no se relacionan con el tamaño de los

gránulos. No se observó la secreción de los mismos.

Lasuperficie externa de los adenómeros presenta una delgada membrana basal y

por debajo una escasa cantidad de fibras colágenas, que separan a1 adenómero de los

otros componentes de la lámina propia (Fig.3.83).

Al MO hemos descripto la posible presencia de células mioepiteliales. Sin

embargo, el análisis de los adenómeros a nivel ultraestructural no ha revelado la

presencia de las mismas. En algunas ocasiones células planas con descripción similar a

que las típicas células mioepiteliales fueron observadas en relación con los adenómeros.

Estas células carecen de filamentos o vesículas pinocíticas -características de las células

mioepiteliales­

. En su citoplasma se observa retículo endoplasmático liso, mitocondrias y algunos

gránulos de secreción. Loque indicaría que se tratan de células de reposición.



FIGURA3.47. Fotomicrografía electrónica que muestra la región apical del epitelio
olfatorio de Chaetophractus V'ÍÍÍOSUS.Las células forman un epitelio
pseudoestratificado. El borde apical en contacto con la cavidad nasal presenta
microvellosidades y vesículas olfatorias (k). Se diferencian las células de sostén
claras (CS) intercaladas con algunas células de sostén oscuras (CSO). Estas últimas
presentan procesos de citoplasma electrón denso (‘), que se aprecian entre las
neuronas olfatorias (N). Los procesos proximales de las neuronas -dendritas (D)­
presentan un citoplasma claro con gran cantidad de mitocondrias (2.700x).

FIGURA3.48. Fotomicrografla electrónica que muestra la región basal del epitelio
olfatorio. de Chaetophractus Villosus .Las neuronas olfatorias (N) presentan un
enorme núcleo (n) esférico con un grumo herocromatínico (h) asociado al nucleólo
(u). Los procesos de las células de sostén clara (CS) -con citoplasma claro y gran
cantidad de mitocondrias- se intercalan con algunos procesos citoplasmáticos de las
células de sostén oscuras (*). Las células basales claras o globosas (Cb) - con
citoplasma claro a los electrones- se encuentran sobre las células basales oscuras o
planas (CO). Estas células presentan el citoplasma más denso a los electrones,
núcleo con grumos heterocromatínicos e interdigitaciones con la membrana basal
de los procesos de las células basales claras (CS). La lámina propia presenta
paquetes de nervios amielínicos (A),células de Schwann (SW)y células glandulares
de las glándulas de Bowman (G). (3.360x).

FIGURA3.49
A. Fotomicrografía electrónica de la región apical del epitelio olfatorio de

Chaetophractus vil/asus. Las vesículas olfatorias (KO) se intercalan entre las
protrusiones apicales (P) de las células de sostén (CS). El borde apical de las células
de sostén presentan enormes protrusiones (P) entre las microvellosidades (m) (N)
cavidad nasal. (5.800x).

B. Detalle de la protrusión del tipo apocrina de las células de sostén. En su
interior se observa una enorme cantidad de retículo liso formando una trama (REL).
También se observan algunas mitocondrias en. su interior (mit).(m)
microvellosidades. (l 5. IOOx).





FIGURA3.50
A. Fotomicrografía electrónica de las protrusiones apocrinas sueltas en la

cavidad nasal de Chaetophractus Villosus.En su interior se observa gran cantidad
de reticulo endoplasmático liso (rel) y mitocondrias (m). (6700x)

B. Fotomicrografía electrónica de una prostrusión apocrina unida a la célula
de sostén por in pedicelo (D). En su interior presenta gran cantidad de reticulo
endoplasmático liso (rel). (4000x).

FIGURA 3.51. Fotomicrografía electrónica de la capa de células de sostén de
Chaetophractus Villosus. Las células de sostén claras (CS) tienen un núcleo
eucromático (nu) con escasos grumos heterocromatínicos. Los procesos
citoplasmáticos de estas células (CS) presentan gran cantidad. de reticulo
endoplasmático liso (rel) y mitocondrías (m). Las células de sostén oscuras (CSO)
poseen un núcleo (n) más denso a los electrones que el tipo celular anterior y el
citoplasma -también denso a los electrones- presenta gran cantidad de
mitocondrias (m). Entre las células de sostén pueden observarse algunas neuronas
(N), cuyos procesos proximales -dendritas (D)- se ubica entre el citoplasma apical
de las células de sostén. Lasdendritas (D) presentan gran cantidad de micnotúbulos
(mt), mitocondrias (m) y cuerpos multivesiculares (mb). El núcleo de las neuronas
es eucroma'tico y puede presentar un gran grumo heterocromatínico central.
(5.100x).

FIGURA3.52. Fotomicrografía electrónica del citoplasma de los procesos basales de
las células basales oscuras. En los cuales se observa gran cantidad de mitocondrias
(M). Es frecuente observar, además, mitocondrias con doble membrana (>). Estos
procesos también contienen autofagosomas (A) y lisososmas (L). El citoplasma, en
general muy electrón denso, presenta zonas m;as claras (‘) de aparente
edematización celular o el lugar que pudo haber sido ocupado por lípidos, los
cuales se perdieron durante el tratamineto de las muestras. (26.300x).
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FIGURA 3.53. Fotomicrografía electrónica de las neuronas olfatorias de
Chaetophractus villasus. El núcleo (N) presenta carioplasma claro a los electrones.
En la mayoría de las neuronas se observa un enorme grumo heterocromatínico
central (h), al cual se encuentra asociado el nucleólo (nu). El citoplasma
supranuclear presenta gran cantidad de retículo endoplasmático rugoso (rer),
retículo endoplasmático liso (rel), mitocondrias (mit), aparato de Golgi (g), cuerpos
multivesiculares (mb). En la región apical de la célula se diferencia una dendrita
apical (D). El citoplasma infranuclear presenta mitocondrias (mit), reticulo
endoplasmático rugoso (rer) y ribosomas libres (r). Entre las neuronas es común
observar proceso citoplasmáticos de células de sostén (CS) con gran cantidad de
retículo endoplasmático liso (rel) y mitocondrias (mit). (9.700x).

FIGURA 3.54.
A. Fotomicrografía electrónica de una vesícula olfatoria ciliada de

Chactophractus Vil/asus . Las vesículas olfatorias se hallan inmersas entre las
microvellosidades (mv). En el extremo libre se observa la presencia de una gran
cantidad de vesículas (v) entre paquetes de microtúbulos (m). En la base de cada
cilia se encuentra un corpúsculo basal (b) y raicillas ciliares (b). (17.250x).

B. Fotomicrografía electrónica de un corte transversal de una vesícula
olfatoria. En el corte transversal se observa el típico axonema, constituido por dos
microtúbulos centrales y nueve dobletes periféricos (1) En la base de cada cilia se
observa un corpúsculo basal que en corte transversal presenta nueve tripletes
dispuestos en forma de molino (2), debido a la presencia de pedículos basales (b).
También se observa la relación con las células de sostén a través de zónula
occ/adams(1) y zónula adherens (2) (42.00020.





FIGURA3.55. Fotomicrografía electrónica de la región basal del epitelio olfatorio
de Chactophradus VÍÍÍOSUS.La célula basal clara o globosa (CB) presenta el núcleo
muy eucroma'tico y el citoplasma claro a los electrones. La célula basal oscura
(CBO) presenta el citoplasma muy electrón denso y el núcleo con grumos
heterocromatínicos periféricos. El citoplasma de esta célula forma finos procesos (b)
que se interdigitan con los procesos basales de las células de sostén claras (CS). No
se observan interdigítacíones cuando las células basales oscuras (CBO) se
relacionan con las células basales claras (CB). Es frecuente observar axones de las
neuronas olfatorias en íntimo contacto con las células basales oscuras (8.800x).

FIGURA 3.56..
A. Fotomícrografía electrónica que muestra la asociación entre el citoplasma

de la células basal oscura con los axones olfatorios (A) y las interdigítaciones
citoplasmáticas con los procesos de las células de sostén (CS). Las células basales
oscuras presentan un núcleo (nu) con grumos cromatínicos periféricos. En su
citoplasma se hallan gran cantidad de filamentos intermedios (f) y mitocondrias
(m). Estascélulas se relacionan con la membrana basal (mb). (13.000x).

B. Fotomicrografia electrónica que muestra la relación de la célula basal
oscura (CBO)con la membrana basal (MB)a través de desmosomas (b). (15.000x).

FIGURA3.57. Fotomicrografía electrónica de una célula basal oscura -plana- de
Chaetophractus VÍÍÍOSUS.El núcleo (nu) presenta grumos heterocromatínicos. El
citoplasma contiene gran cantidad de filamentos intermedios (f), mitocondrias (m),
aparato de Golgi (g), cuerpos multivesículares (mb). El citoplasma se interdigita al
realcionarse con las células de sostén (CS) (>) (8.800x). El detalle inferior derecho
muestra la membrana plasmática; en contacto con la membrana (mb), con
numerosas vesículas de pinocitosis (>) (14.400x).
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FIGURA 3.58.
A. Fotomicrografía electrónica que muestra la región basal del epitelio

olfatorío de la mucosa olfatoria de Chaetophractus vil/asus. Las células basales
claras (CS) presentan el núcleo eucromático (N) y el citoplasma presenta
numerosos ribosomas (r) y mitocondrias (m). También se observan células basales
claras en mitosis (l y 2). En relación con las células basales claras se observan
células basales oscuras (CBO), neuronas (NE) y procesos basales de células de
sostén (CS). (5.000x)

B. Fotomicrografía electrónica de una célula basal clara -globosa- de
Chactophractus VillosusPresenta un aspecto redondeado y núcleo eucromático
(nu). El citoplasma presenta escasa organelas sólo algunas mitocondrias (mit) y
numerosos ribosomas libre (r). No presenta interdigitaciones citoplasmátícas al
relacionarse con los procesos basales de las células de sostén (CS). (8.500x).
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FIGURA 3.59. Fotomicrografía electrónica de una porción del ducto de las
glándulas de Bowman. En la superficie lateral de la célula hay numerosas
microvellosídades cortas (mv) en contacto con el lumen del conducto (L). El
citoplasma de la célula ductal (CD) presenta reticulo endoplasmático liso (rel,
retículo endoplasmático rugoso (rer), mitocondrias (m) y filamentos intermedios
(f). Lateralmente se encuetran células de sostén (CS). (13.600x)

FIGURA3.60
A. Fotomicrografía electrónica de la célula de Schwann (SW) que rodea a los

axones olfatorios (A). Presenta el citoplasma claro a los electrones con escasas
organelas, algunas mitocondrias (m) y un aparato de Golgi (g). El núcleo es
bastante eucroma'tico (nu) y es frecuente hallar grumos heterocromáticos asociados
a la membrana nuclear. Losaxones olfatorios (A) se hallan en grupos divididos por
procesos citoplasmáticos de las células de Schwann (s). (G) glándulas de Bowman
(6.700x).

B. Fotomicrografi'a electrónica de un nervio olfatorio en el cual se observan
los axones olfatorios (A) en estrecho contacto entre sí. En su interior se diferencian
mitocondrias (m) y microtúbulos (b). Rodeando al grupo de axones se observa el
citoplasma de la célula de Schwann (S) (30700x).
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FIGURA3.61 Fotomicrografía electrónica de una región de un acino con células
tipo mucosas (Tipo I) de Chaetophradus Villasus Se observan las células cilindricas
acinares con núcleo basal esférico claro a los electrones (nu). En el citoplasma se
observan numerosos gránulos tipo mucosos (G) . En la región apical en contacto
con el lumen (L)se puede observar la enorme protrusión apocrina (P) (3.600x).

FIGURA 3.62
A. Fotomicrografia electrónica de la región apical de una célula glandular

tipo I. En contacto con el lumen (L) - además de microvellosidades (mv)- se observa
una protrusión apocrina, en cuyo interior se observan gran cantidad de cisternas
de reticulo endoplasmático liso (REL). El citoplasma apical también presenta
numerosas cisternas de reticulo endoplasmát'ico liso (REL)y gránulos secretorios
(G). Laflecha (>) indica la presencia de complejos de unión apicales. (6.000x).

B. Fotomicrografía electrónica que muestra dos estadios aparentes del ciclo
secretorio de las células tipo l(A y B). En la célula A entre los gránulos de secreción
(g) se observa una gran cantidad cisternas de reticulo endoplasmático liso (REL)y
mitocondrias (M). La célula B presenta el citoplasma repleto de pequeñas vacuolas
(V). (15.800x)

C. Detalle del citoplasma de una celula glandular tipo l, que presenta gran
cantidad de vacuolas (v) que se relacionan con el reticulo endoplasma’tico liso (>).
Luego, estas vacuolas pequeñas se fusionan a las vacuolas mas grandes (*). (M)
mitocondrias. (26.300x).

D. Fotomicrografia electrónica de la zona en contacto con el lumen (L) de
las células glandulares tipo I, en la cual se señala (b) la zona del aparente vuelco de
la secreción por el mecanismo de secreción merocrino compuesto. (REL)cisternas
de reticulo endoplasmático liso dilatadas, (G) granulos de secreción, (M)
mitocondrias. (7.000x).





FIGURA3.63 Fotomicrografía electrónica de un acino con células glandulares del
tipo serosas (Tipo II) de Chaetophractus Villosus.Las células acinares presentan un
núcleo basal (N) con numerosos gránulos de secreción electrón densos (g). El
lumen (L)es estrecho y presenta una abundante cantidad de microvellosidades (m).
En la región basal del adenómero se observa una célula plana, cuyo citoplasma
presenta características similares a las células acinares (2)

FIGURA 3.64.
A. Fotomicrografia electrónica de una célula glandular del tipo serosa. El

núcleo (N), situado en la región basal- presenta grumos heterocromatínicos
periféricos. El citoplasma en su región apical presenta gránulos de diferente
densidad a los electrones (G). Posee, además, mítocondrias (M), retículo
endoplasmático liso (REL),aparato de Golgi (g). En la región basolateral se aprecia
el retículo endoplasmático rugoso (RER), que dispone en forma de espiral.
(3.GSOX).

B. Detalle de la región apical de las células acinares. El lumen (L) se
encuentra invadido por numerosas microvellosidades (v). En el borde apical de las
células se aprecian los complejos de unión formados por: zónula occ/udens (1),
zónula adherens (2), desmosomas (3). (8.000x).
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FIGURA3.65. Fotomicvografía electrónica de una región de un acino en el cual se
observan las células con escasosgránulos de secreción (Tipo lll) de Chaetophractus
VÍÍÍOSUS.El núcleo (nu) se encuentra en la región basal. La región apical que se
encuentra en contacto con el lumen (L) presenta escasa microvellosidades. En la
región apical se observan los complejos de unión (>). En la región basal se aprecia
el reticulo endoplasmátíco liso (re) que adopta forma de espiral. Rodeando al acino
se observa una delgada membrana basal y fibras colágenas (C). (3.380x).

FIGURA3.66. Fotomicrografía electrónica de una célula acinar del tipo Ill. El
citoplasma presenta mitocondrias (m), escasosgránulos de secreción pequeños (g),
complejo de Golgi (G). Es característica la disposición en espiral del retículo
endoplasmático rugoso (RE)en la región basal. (nu) núcleo. (6.000x).
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FIGURA3.67. Fotomicrografía electrónica de la región apical del epitelio olfatorio
de Dasmus hybn'dus . La superficie apical presenta una gran cantidad de
microvellosidades (MV), entre las cuales se observan las vesículas olfatorias de las
neuronas (k). El citoplasma apical de las células de sostén (CS) presenta una gran
cantidad de reticulo endoplasmático liso (rel) y mitocondrias (n). En la región
supranuclear se encuentra una gran cantidad de reticulo endoplasmático rugoso
(re), ubicado en forma paralela al eje mayor de la célula. Entre las células de sostén
es común observar las dendritas (D) de las neuronas olfatorias, las cuales presentan
un citoplasma claro con una gran cantidad de mitocondrias tubulares 0 '

FIGURA 3.68.
A. Fotomicrografía electrónica del borde apical de la célula de sostén. El

borde apical presenta un gran número de microvellosidades (MV), entre las cuales
se observan algunas vesículas ",pinocíticas(h). Inmediatamente por debajo del borde
apical se encuentra una zona que presenta una gran cantidad de tonofilamentos,
formando la barra terminal (bt). Por debajo de la barra terminal se observan gran
cantidad de mitocondrias (M) y cisternas de reticulo endoplasmático liso (RE).
(7.600x). El recuadro inferior muestra un detalle de las vesículas pinocíticas (>)
que se encuentran entre las microvellosidades (22200x).

B. Fotomicrografía electrónica de un detalle del citoplasma apical de una
célula de sostén donde se observan gran cantidad de mitocondrias tubulares (m) y
cuerpos multivesicularcs (mb). (32.300x).
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FIGURA 3.69. Fotomicrografía electrónica de neuronas olfatorias de Day/pus
hybridus. El núcleo (N) presenta un carioplasma claro a los electrones Es común
observar un enorme grumo heterocromatínico (h) asociado al nucleólo (nu). El
citoplasma supranuclear presenta gran cantidad de mitocondrias tubulares (m),
¡etículo endoplasma’tico liso (RL), retículo endoplasmático rugoso (RE), cuerpos
multivesiculares (mb) y gránulos de lipofucsina (If). El citoplasma infranuclear
presenta mitocondrias y gran cantidad de reticulo endoplasmático rugosos.
(13.600x).

FIGURA 3.70.
A. Fotomicrografía electrónica de una vesícula olfatoria (k) en la cual se

observan una gran número de cilias (c). En su interior hay una enorme cantidad de
mitocondrias (m) y algunas vesículas (v). (MV) microvellosidades, (>) zona de
unión a las células olfatorias (CS), (b) corpúsculo basal (22.500x).

B. Fotomicrografía electrónica que muestra un detalle de la zona de unión
entre una neurona olfatoria (N) y una célula de sostén (CS). La zona de unión está
formada por zónula occ/udens (1) y zónula adherens (2). En la neurona (N) se
observan mitocondrias (m), neurofilamentos (mt) y algunas vesículas (v). En la
célula de sostén (CS) se observa una gran cantidad de reticulo endoplasmático liso
(rl). (74.500x).
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FIGURA3.71. Fotomicrografía electrónica de una célula basal clara -globosa- de
Dasypus hybrldus. El núcleo es muy eucromático (N) y presenta escasos grumos
heterocromáticos. Elcitoplasma presenta escasa organelas, sólo se observan algunas
mitocondrias (m) y gran cantidad de ribosomas libres (R). En la región basal es
común observar procesos citoplasmáticos de las células de sostén (CS) en"los cuales
se observa gran cantidad de gránulos de lipofucsina (lf) y espacios que pudieron
haber estado ocupados por lípidos (d) (8.300x).

FIGURA3.72.
A. Fotomicrografía electrónica de una célula basal oscura -plana- de

Dasmus hybridus. El núcleo (N) tiene forma aplanada y es frecuente observar
grumos heterocromatínicos y un nucleólo central (nu). El citoplasma es denso a los
electrones y presenta gran cantidad de filamentos intermedios (>). En la
superficie nasal se observan interdigitaciones del citoplasma con la membrana
basal (b). (12.800x).

B. Fotomicrografía electrónica que muestra una región de una célula basal
oscura en cuyo citoplasma se observa la presencia de centríolo (>). (F) filamentos
intermedios. (8.700x)





FIGURA3.73.
A. Fotomicrografía electrónica una región del conducto de la glándula de

Bowman de Dasypus hybn'dus. La superficie luminal (L) presenta gran cantidad de
microvellosidades (mv). La célula del conducto (CD) presenta un núcleo electrón
denso. El citoplasma presenta una gran cantidad de mitocondrias tubulares (m),
gránulos de secreción (g) y retículo endoplasmático liso (rel). (N) neurona.
(13.00020.

B. Fotomicrografía de un detalle del citoplasma de la ce'lula ductal. En el
cual se observan gránulos de secreción (g), cisternas de retículo endoplasmático
liso (RE),pequeñas vacuolas (v), mitocondrias (m) y cuerpos multivesiculares (mb).
Estas células se unen a las células de sostén (CS) por medio de desmosomas (>). (L)
lumen, (MV) microvellosidades. (28.900x).

FIGURA3.74. A. Fotomicrografía electrónica de una nervio olfatorio de Dasmus
hybridus, en el cual se observa el núcleo eucromático de una célula de Schwann
(SW). El citoplasma presente escasas organelas y eventualmente presenta un
centríolo (>). La célula de Schawnn se encuentra rodeando a grupos de axones
amielínicos olfatorios (AX). Rodeando al nervio olfatorio se observa una delgada
membrana basal y escasa fibras colágenas (Col). (m) mitocondrias . (16.100x).

B. Detalle de los axones olfatorios amielínicos, en cuyo interior se aprecian
microtúbulos (D). (122.800x).
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FIGURA 3.75. Fotomicrografía electrónica de una región acínar formado por
células acinares que presentan gránulos de secreción tipo mucosos (Tipo I) (2) y
por células acinares que presentan gránulos de secreción tipo serosos (Tipo II) (l)
(L) lumen. (7.000x).

FIGURA3.76. Fotomícrografía electrónica de una célula acinar tipo I. Estas células
presenta un enorme núcleo basal (N) y el citoplasma se encuentra invadido por
una enorme cantidad de gránulos tipo mucosos (g). Entre las organelas se
encuentran: mitocondrias (M), cisternas de retículo endoplasmático liso (RE),
pequenas vacuolas (v) y aparato de Golgí (G). La > señala la posición de los
complejos de unión. (6.000x).
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FIGURA3.77. Fotomicrografía electrónica de un acino tipo I. Las células acinares
presentan un enorme núcleo basal (N). El citoplasma presenta una gran cantidad
de gránulos de secreción (3). La superficie luminal (L) presenta microvellosidades
(mv) (6.400x).
A.B.C.Detalle de los diferentes tipos de gránulos de secreción (20.000x).

FIGURA3.78. Fotomicrografía electrónica de una célula acinar tipo I. Esta célula
presenta un núcleo basal esférico (N) y en el citoplasma apical una gran cantidad
de gránulos tipo mucosos (g). Seencuentran además gran cantidad de mitocondrias
(m) y reticulo endoplasmático liso (RE).(5.600x).

FIGURA3.79. Fotomicrografía electrónica de la zona en contacto con el lumen (L)
de las células glandulares tipo I, en la cual se señala (>) la zona del aparente vuelco
de la secreción por el mecanismo de secreción merocrino compuesto. (RE)cisternas
de retículo endoplasmático liso dilatadas, (G) gránulos de secreción, (m)
mitocondrías. (7.000x).

FIGURA3.80. Fotomicrografía electrónica de una región citoplasmática de una
célula acinar tipo I, en la cual se detalla las cisternas de reticulo liso dilatadas (RE)y
el complejo de Golgi (G) en asociación con vacuolas (v). (423.000x).





FIGURA 3.81.
A.Fotomicrograf1'aelectrónica de la región basal de un acino tipo l de

Dasypus hybndus. las células mioepiteliales (CM) yacen en la base de los
adenómeros, por encima de la membrana basal. (Ax) axones olfatorios, (30
gránulos de secreción, (G) aparato de Golgi. (9.600x)

B. Detalle de una región citoplasmática de la célula mioepitelial (CM) en la
cual se observa un centríolo (>) y el aparato de Golgi (G). (RE) retículo
endoplasma’ticoliso, (mb) membrana basal (25.500x).

FIGURA3.82. Fotomícrografía electrónica de un acino formado por células tipo
serosas (Tipo ll). El lumen (L) es estrecho y presenta escasa microvellosidades (>).
La superficie apical presenta zónula occ/udens (1) y desmosomas (2). Las células
glandulares presentan el citoplasma invadido por numerosos gránulos electrón
densos (g) (9.000x).
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FIGURA3.83. Fotomicrografía electrónica de una célula acinar tipo II. Estas células
presentan un enorme núcleo basal (NU). La superficie luminal (L) presenta escasas
microvellosídades (mv) y complejos de unión (>). El citoplasma basolateral
presenta una enorme cantidad de retículo endoplasmático rugoso (RE) que se
organiza en forma de espiral . Rodeando al acíno se encuentra una delgada
membrana basal y fibras colágenas (Col). La superficie lateral presenta espacios
intercelulares (*). (10.400x).
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DISCUSION

Hemos caracterizado macro y microscópicamente las estructuras de la cavidad

nasal C. Vil/asusy D. [urbn'dus con especial referencia a la mucosa olfatoria, usando

métodos histológicos de microscopía óptica y electrónica, histoquimicos e

inmunohistoquímicos.

CAVIDAD NASALY MUCOSA OLFATORIA. ANATOMIA E HISTOLOGIA

La cavidad nasal de los armadillos presentan características similares a las

halladas en animales macrosmáticos (Grassé, 1955). Sin embargo, son muy escasos los

trabajos en los cuales se realizan un análisis detallado de la cavidad nasal. Losarmadillos

presentan un gran desarrollo de los etmoturbinales y por lo tanto una enorme superficie

cubierta con mucosa olfatoria, lo cual facilita la realización de experimentos

bioquímicos, químicos y fisiológicos. Hay un hecho llamativo de estos animales que

merece destacarse las fosas no están completamente separadas. Este hecho deberá

tenerse en cuenta para la interpretación de ciertos experimentos fisiológicos o

experimentos referentes a los efectos de la oclusión unilateral de narinas para averiguar

las concecuencias de tal procedimiento sobre los fenómenos de regeneración neuronal

olfatoria y apoptosis. En los armadillos hemos hallado -en lugar de los cuatro grupos

senos paranasales característicos (conchal, frontal, maxilar y esfenoidal)- un único seno,

que se extiende en gran parte de la cavidad nasal y que hemos denominado seno

maxilofrontal. Estos senos presentan una lámina propia con numerosas glándulas,

característica que difiere de lo hallado en el koala en el cual los senos presentan una

mucosa aglandular (Kratzing, 1984). El gran desarrollo glandular en los senos podría

intervenir en mantener la humedad de la cavidad nasal una vez liberada su secreción

(Bojsen-Moller, 1964)
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La organización de la mucosa olfatoria de C. Vil/asus y D. hybn'dus poseen

características histológicas similares a las encontradas en otros grupos de mamíferos.

Estoes, presentan en el epitelio olfatorio los tres tipos celulares: de sostén, sensoriales y

basales (Graziadei, 1966; Frisch, 1967; Okano, 1967; Kratzing, 1969; Shantha y

Nakajima, 1970; Graziadei y Monti Graziadei, 1976; loo, 1977; Kratzing, 1978;

Kratzing, 1984; Wenzel, 1987; Morrison y Costanzo, 1992; Getchell et al, 1984; Jones

et al, 1994). la lámina propia posee caracteristicas histológicas similares a las halladas

en otros grupos de vertebrados (Frisch, 1967; Shantha y Nakajima, 1970; Getchell ct al,

1984; Kratzing, 1984; Jones ct al, 1994), a excepción de los peces cuyo rasgo

fundamental es la ausencia total de glándulas de Bowman en la lámina propia y la

presencia de células caliciformes en el epitelio olfatorio (Takami et al, 1994; Fernandes

y Ribeiro, 1995; Byrd y Brunjes, 1995). Sin embargo, la superficie apical del epitelio

presentan protrusiones apocrinas muy desarrolladas en Chaetophmctus VÍÍÍOSUS.Por

otra parte, son muy poco frecuentes los trabajos en los cuales se decribe la

citoarquitectura de las glándulas de Bowman. la presencia.de glándulas túbulo acinares

ramificadas como las que hemos hallado han sido descripta solamente en las células

glandulares oscuras del ratón (Frisch, 1967). Esta citoarquitectura y la escasa cantidad

de tejido conectivo entre los acinos dificulta enormemente discernir la forma de los

adenómeros.

ESTUDIOS HISTOQUIMICOS EN LA MUCOSA OLFATORIA DE CWOHLIRACIUS

VÏLLOSUS YDAS YPUSHYBRIDUS

El epitelio de los armadillos estudiados presenta GC neutros tanto en su porción

apical como en su parte basal, incluyendo a la membrana basal, en cambio no se ha

observado la presencia de GC ácidos en el mismo.

Las glándulas de Bowman producen GC neutros y ácidos sulfatados y

carboxilados, aunque se observa otro tipo de células glandulares que no se tiñen con

ninguna de las técnicas utilizadas para la detección de GC. También se ha observado la

presencia de ácido siálico tanto en el mucus como en las glándulas de Bowman.
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Nuestros resultados difieren de los hallados en anfibios. En la salamandra, las

células de sostén del epitelio olfatorio producen GC neutros aunque en el borde apical

también producen una pequeña cantidad de GC ácidos carboxilados y sulfatados en

muy poca cantidad. En cambio, las glándulas de Bowman producen exclusivamente GC

neutros (Getchell et 211.,1984). En las glándulas de Bowman de la mayoría de los

reptiles se ha detectado únicamente la presencia de GC neutros, sin embargo, las víboras

producen GC ácidos (Ferri y Liquori, 1989). En aves, las células de sostén y las glándulas

de Bowman producen GC ácidos y neutros (Ferri y Liquori, 1989). En mamíferos, el

esquema es similar a los hallados en las dos especies de armadillos._Enel mono Rhaus,

conejo, ratón y hamster, se ha reportado la presencia de GC neutros en las células de

sostén y de GC neutros y ácidos en las células acinares de las glándulas de Bowman

(Zinnin, 1964; Shantha y Nakajima, 1970; Frisch, 1967; Foster et al, 1991).

El mucus que baña'la superficie del epitelio olfatorio se divide en dos capas: la

capa profunda presenta GC neutros y la capa- superficial GC ácidos sulfatados y

carboxilados. En los estudios realizados en otros mamíferos no se detalla la doble

composición de la capa de mucus, aunque no mencionan haber realizados estudios para

detectar gliconjugados ácidos. (Zinin, 1964; Shantha y Nakajima, 1970). En el caso del

mono se han hecho estudios que permitieron analizar la composición enzimática del

mucus y se han hallado una gran variedad de enzimas, lo que estaría indicando que el

mucus es metabóli'camente activo. El origen y la función de estas enzimas podrían

explicar el alto papel xenobiótico que desempeña la mucosa olfatoria (Hadley y Dahl,

1982). los estudios realizados en anfibios demuestran una estratificación del mucus,

pero la distribución de los GC es inversa a la observada tanto en D. hybn'dus como en C.

vil/asus,esto es la capa superficial presenta GC neutros y la capa superficial presenta GC

ácidos (Getchell et al, 1984).

Al analizar más específicamente la composición glicoproteíca de la mucosa

olfatoria mediante el uso de lectinas, los estudios revelaron que entre los armadillos

existen diferencias en cuanto a la composición histoquímica de los diferentes

componentes de la mucosa olfatoria. El epitelio olfatorio de ambos armadillos presenta

reacción positiva con PNAen las vesículas olfatorias y en el citoplasma supranuclear de

las neuronas. Locual implica reactividad con residuos de N-acetilgalactosamina Por otra

parte, el epitelio olfatorio de D. hybridus presenta, además, residuos de N­
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acetilglucosamina y ácido síálico en las células de sostén, debido a la reacción -tenue­

con WGA. Estos datos coinciden con la presencia de ácido siálico detectado con la

técnica de Volz y col.(1987). La reacción tenue con WGA puede deberse a que este

lectina se une mayoritariamente a los residuos de N-acetilglusamina y en menor

proporción al ácido síálico. A diferencia de los armadillos, en el epitelio olfatorio de

hamster y ratones no se encontrado reactividad con ninguna de las lectinas estudiadas

(WGA, PNA,SBA,PSA) (Foster et al, 1992). la presencia de las glicoproteínas halladas

en las células de sostén de D. hybridus se corresponden en parte con lo hallado en

salamandras y lagartijas, ya que tanto en los reptiles como en el armadillo las células de

sostén presentan reactividad con WGA. En salamandras y lagartijas se ha registrado,

además, la presencia de residuos de D-galactosa, N-acetil D-galactosamina, N-acetil D­

glucosamina, D-manosa, D-glucosa y ácido siálico (Ferri y Liquori, 1989; Foster et al,

1992). Por otro lado, la reactividad de las vesículas olfatorias de las neuronas del epitelio

olfatorio y en algunos axones olfatorios de D. hybzidus y C. VÍÍÍOSUScon PNA indica la

presencia de glicoproteínas con residuos de galactosafsl,1,313N-acetilgalactosamina

terminal en estas estructuras. Los sitios de unión a PNA podrían estar asociados con

funciones de barrera, pero por otro lado estos sitios se hallan presentes, además, en los

nervios olfatorios en desarrollo, por lo tanto los autores postulan la posible relación con

la degeneración y regeneración de los axones después de una lesión (Gong y Shipley,

1996). Nosotros hemos detectado la presencia de PNAen algunas vesículas olfatorias y

en algunos axones en la lámina propia de animales adultos y tal vez esto esté

demostrando algún tipo de regeneración neuronal. la presencia de glicoproteínas

específicas en las vesículas olfatorias, cuyos residuos terminales son detectados por

lectinas, podrían estar relacionados con la quimiorrecepción y transducción de los

mensajes odoríferos en señales nerviosas. Estahipótesis se apoya en algunos reportes que

indican que las membranas de las cilias olfatorias presentan tanto receptores para

sustancias odoríferas como para glicoproteínas involucradas en las transducción de la

señal (Menco y Parbman, 1992; Franceschíni e! al, 1994). Esprobable, además, que las

glicoproteínas de superficie que se marcan con las lectinas puedan representar una gran

parte de las proteínas transmembrana involucradas en la olfacíón (Menco, 1992). Otra

posibilidad es que diferencias en la marcación con lectinas estén relacionadas con otras

funciones importantes tales como, reconocimiento celular, adhesión y fasciculación, que
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en el sistema olfatorio ocurren no sólo durante el desarrollo embrionario sino también

en la vida adulta (Franceschini 6131.,1994; Gong y Shipley, 1996). No hemos obtenido

reacción con SBAen las neuronas de armadillos adultos. Sin embargo, Franceschini y

col. (1994) utilizando la lectina SBAhan detectado la presencia de glicoproteínas con

residuos de acetilgalactosamina en neuronas olfatorias y vomeronasales en ratas durante

estadios embrionarios, lo cual podría relacionarse con la formación de los primeros

contactos sinápticos en el bulbo olfatorio. Por otro lado, SBAtambién se une a las cilias

de las neuronas olfatorias, pero lo hace ma’sdébílmente y PNAse une únicamente a las

microvellosidades de las escasas células microviliares que se hallan en la superficie del

epitelio olfatorio de ratas (Menco, l992a).

En el mucus hemos obtenido reacción positiva unicamente con la lectina WGA.

No reacciona con PSA, BSAy PNA. Datos similares hemos obtenido con la técnica de

Voltz y col. (1987) para detectar residuos de ácido siálico. Menco (1992a) estudió la

marcación diferencial con lectinas en cilias y microvellosidades del epitelio olfatorio de

ratas, así, comprobó que WGA marca el mucus que rodea la región apical de las células

receptoras y de las células de sostén. El mucus está compuesto por dos capas: la zona

próxima al epitelio es la que se tiñe más intensamente con WGA y la distal que se tiñe

menos intensamente con WGA (Menco, 1992).

La bibliografía analizada no detalle la marcación diferencial entre el mucus y las

glándulas de Bowman o de las células de sostén (en el caso de anfibios y reptiles) como

se han hallado en los armadillos. .

El mucus protege la superficie epitelial de la desecación y las temperaturas

extremas y además ayuda a prevenir el daño causado por agentes infecciosos y por.

partículas no infecciosas (Farbman, 1992). Además, las glicoproteínas que contienen

residuos de ácido siálico servirían para protección y aquellas que contengan residuos

fuertemente sulfatados funcionarían primariamente como lubricantes (D’Ottavioet al,

1989). Otras de las funciones de los residuos de ácido siálico son: protección,

reconocimiento celular, bactericida, regulación de las propiedades viscosas de la

secreción (Castells et al, 1994). La otra función del mucus es la de permitir que el

estímulo odorante llegue a los sitios receptores. Por lo tanto, cualquier molécula olorosa

debería ser soluble en el mucus. Para el caso de los vertebrados terrestres la mayoría de
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los estímulos olorosos son hidrofóbicos, cabe preguntarse: cómo penetran a las células

receptoras a través de un medio acuoso como lo es el mucus?. la respuesta estaría dada

en diversos agentes que están en el mucus y que modifican a las moléculas odorantes a

las que se unen, de manera tal que pueda ser presentado al receptor (Farbman, 1992).

Los residuos de azúcar en las glicoproteínas que forman el mucus determinan la

viscosidad y la permeabilidad del mismo. En particular, los residuos de ácido siálico, que

se encuentran cargados negativamente a pH fisiológico, contribuyen a la viscosidad del

mucus, a la unión iónica y al atrapamiento bacterias en la capa de mucus (Fosteret

al, 1991).

El estudio con lectinas en las glándulas de Bowman presentan diferencias entre

los dos armadillos estudiados. C. Vil/05115presenta, a diferencia de D. lzybridus, tinción

con PSA y PNA. Esto implica que ambos armadillos presentan glicoproteínas con

residuos de N-acetilglucosamina, ácido sia’licoy N-acetilgalactosamina, pero C VII/asus

presenta, además, glicoproteínas con residuos N-glicosidil con centros fucosilados y N­

1,3í5acetilgalactosamina. Lasglándulas de Bowman de la salamandra también contienen

residuos de N-acetilgalactosamina, que generalmente están fucosilados, pero no se han

observado residuos de ácido siálico (Foster et al, 1992). La lagartija presenta

gliconjugados neutros que contienen N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina, D­

galactosa, D-manosa, pero los residuos de L-fucosa están ausentes en sus glándulas de

Bowman (Ferri y Liquori, 1989). En el epitelio olfatorio de ratas PNAtiñe selectivamente

ductos y glándulas de Bowman (Hempstead y Morgan, 1983). En el hamster y el ratón,

se han observado dos subpoblaciones de células acinares. la mayoría de las células

acinares presentan GC con residuos de N-acetil-galactosamina y terminales con ácido

siálico. Una subpoblación de las células acinares reaccionan positivamente con las

lectinas que marcan los residuos de D-galactosa y N-acetil-galactosamina, pero estos GC

nunca se hallan sialatados (Foster et al, 1992). En nuestro estudio hemos comprobado

que en los acinos sólo se marcan algunas células acinares, lo cual nos podría estar

indicando la presencia de subpoblaciones de células glandulares o células en diferentes

periodos de maduración.
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los resultados obtenidos de los estudios realizados por medio de lectinas nos dan,

fundamentalmente, dos tipos de información. Por un lado, la utilización de diferentes

lectinas nos proporciona datos acerca de los componentes tisulares específicos, ya sea

sobre variaciones en la composición misma como variaciones en la composición de las

secreciones en diferentes estadios de funcionamiento y maduración de las células. Por

otro lado, el uso de estas moléculas permite marcar específicamente diferentes tipos

celulares dentro de la mucosa olfatoria, permitiendo, así, identificar tanto a los

diferentes tipos celulares dentro del epitelio como caracterizar los tipos celulares que

conforman las glándulas de Bowman.

En cuanto a la presencia de lípidos los hemos detectado en el citoplasma apical de

las células de sostén, enla región basal y .en algunas glándulas de Bowman. la

presencia de lípidos también se ha registrado en las la región apical de las células de

sostén, en la porción apical de las neuronas olfatorias y en las glándulas del mono

Rhesus y en las glándulas de Bowman del ratón (Shantha y Nakajima, 1970; Frisch,

1967).

Los armadillos presentan similitudes y diferencias con otras especies de

vertebrados estudiados. Existen, además, diferencias y similitudes entre ambas especies

estudiadas. Resta analizar si estas discrepancias se deben a diferentes actividades

olfatorias o a diferentes estrategias evolutivas.

ESTUDIOS [NMUNOHISTOQUÍMICOS DE LA MUCOSA OLFATORIA DE

CHAETOHIRACÏUS VILLOSUSY DAS WUS HYBRIDUS.

la utilización de anticuerpos contra la proteína marcadora del sistema olfatorio

(OMP) (Margolis, 1972) permite revelar la presencia de neuronas olfatorias maduras y

la distribución de los nervios olfatorios dentro de la mucosa (Johnson et al, 1995;

Wensley el al, 1995; Graziadei et al, 1977). En ambas especies estudiadas la

inmunomarcación con OMP revela la localización y la ¡morfología de las neuronas



188

olfatorias inmunoreactivas para OMP, así como también la localización de los filetes

olfatoríos en la lámina propia. Lasneuronas se observan como células bipolares con un

axón el cual raramente se observa, y una dendrita apical que termina en una expansión

apical. la proteína OMP se encuentra en el cítosol de neuronas sensoriales maduras y se

distribuye a lo largo de toda la célula, desde la parte proximal de la cilia hasta el axón

(Farbman, 1992). Esta proteína se expresa en neuronas maduras y por lo tanto sirve

para diferenciar éstas últimas de neuronas inmaduras (Farbman, 1992).

Lafunción de la OMP no es muy clara. Sin embargo, Parbman y Margolis (1980),

sugieren que la presencia de una proteína marcadora de la célula receptora olfatoria

señala de alguna manera la maduración de la célula y más específicamente podria estar

relacionada con la formación de la sinapsis. El OMP no es detectado cultivos in Vitmde

células olfatorias. Estaausencia se podría relacionar con la carencia de una neurona de

segundo orden y con la consecuente falta de oportunidad para la célula receptora de

formar sinapsis. Por lo tanto, de estas observaciones se deduce que la formación de la

sinapsís induce a las células receptoras a sintetizar OMP.

El producto de la expresión del gen 9,5 (PGP9,5) ha atraído mucho la atención

como un nuevo marcador neuronal específico. El PGP 9,5 es una proteína soluble

aislada del cerebro humano (Taniguchi et al, 1993) y es específica del citoplasma de

células nerviosas y neuroendócrinas. En los estudios realizados en las dos especies de

armadillos se halló 'inmunomarcación en el epitelio olfatorio y en los filetes nerviosos de

la lámina propia. Dentro de una célula receptora el soma y la dendrita presentaron una

intensa marca inmunopositiva, mientras que el axón en general fue difícil de reconocer.

Por lo tanto en el presente estudio, hemos demostrado que el PGP 9,5 puede ser

considerado como un marcador de neuronas olfatorias que se conserva en la vida adulta.

De acuerdo con su expresión en humanos adultos (Takami et al, 1993). en ratas

(lwanaga el al, 1992; Taniguchi et al, 1993; Wensley et al, 1995) y en armadillos, se

podria sugerir que el PGP 9,5 es un componente bioquímico importantes de las

neuronas olfatorias maduras (Taniguchi el al, 1993; Johnson et al, 1995). Por otra

parte, la presencia de inmunoreactividads positiva para ambos antisueros estudiadas ­

OMP y PGP9.5-, en armadillos como así también en otros grupos de vertebrados (rana,

rata, ratón, humanos (lwanaga et al, 1992; Takami ct al, 1993; Wensley et al, 1995))
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confirman la conservación de estas moléculas a lo largo de la evolución ya que ha

mantenido en animales tan primitivos y distantes como son los Edentados.

El anticuerpo anti-VIP, en ambas especies estudiadas dió inmunomarcación

positivos en el borde apical del epitelio olfatorio. Se requerirán estudios de

inmunohistoquímica con microscopía electrónica para tratar de dilucidar si la marca

con este anticuerpo se halla en las cilias, en el mucus que rodea a las cilias, o en las

terminales nerviosas extrínsecass. Losestudios sobre la inervación de la mucosa olfatoria

indican que las fibras que contienen péptido intestinal vasoactivo se originan en los

ganglios esfenopalatinos y óticos (parasimpáticos) (Grunditz ct al, 1994). De estos

mismos estudios se deduce que los neuropéptidos que contienen las neuronas que

inervan a la mucosa olfatoria, podrían actuar como mediadores en las funciones nasales

(Grunditz el al, 1994). La bibliografía carece de datos que se asemejen a los obtenidos

en los armadillos. Por lo tanto una posible explicación podría ser que las terminales

nerviosas que contiene VIP terminen directamente en los Icnobs olfatorios -y que

intervengan de alguna forma en la función olfatoria.

Debido a la propiedad regenerativa que presenta el epitelio olfatorio de la

mayoría de los vertebrados, se probaron en el armadillo C. VÜÍOSHSdos anticuerpos que

nos dan información acerca de la división y el crecimiento celular: GAP43 y PCNA.

GAP43se halla presente en terminales axónicas presinápticas y parece estar involucrado

en el crecimiento neuronal y la sinaptogénesis (Milosevic ct al, 1995; Zou y Martin,

1995). la presencia en Chaetophnactus ¡dl/asus de algunas neuronas y axones

inmunoreactívos a GAP43 que se hallan en la lámina propia indicarían el hallazgo de

ciertas neuronas y de axones en estadio de maduración, lo cual implicaría una constante

renovación de las neuronas del epitelio olfatorio. Durante el desarrollo, GAP43 es

transportada desde el soma neuronal hasta la parte distal de los axones, donde es

utilizada en el crecimiento de conos axónicos y sinapsis (Skene y Willard, 1981). Por

otro lado, la proliferación celular es una característica de daño celular y reparación. Ia

renovación celular estaria confirmada por la presencia de células basales claras

inmunoreactivas a PCNA de Clzaetophractus Vil/asus, un anticuerpo que marca

neuronas en proliferación (Casasco et 31.,1993; Ortego el al, 1994).
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Para analizar la inmunohistoquímica del resto de las células que componen el

epitelio olfatorio, se utilizaron anticuerpos, especialmente aquellos que reaccionan con

las citoqueratinas.

Lascitoqueratinas que típicamente se hallan en tejidos epíteliales, presentan una

distribución diferencial a lo largo de la mucosa olfartoria. Elanticuerpo monoclonal anti

citoqueratinas 5, 6 y 18 (LP34), dió, en C. vil/asus, inmunomarcación en las células

basales oscuras del epitelio olfatorio. Por otro lado, las observaciones al ME revelaron la

presencia de una gran cantidad de filamentos intermedios en estas células. La presencia

de diferentes citoqueratinas en las células basales oscuras ha sido demostrada en otras

especies tanto en tejidos adultos como embrionarios (Vollrath et al, 1985; Yamagashi et

a], 1989; Susuki y Takeda, 1991; Hoolbrook et al, 1995). No se obtuvo el mismo

resultado en D. lv'btidus. Posiblemente, la presencia de estos tipos de citoqueratinas

deba analizarse usando otras metodologías (tratamientos con proteasas o con

microondas (Szekeres et al, 1994; Portiansky et al, 1996)) de modo tal de exponer los

epitopes inmunorreactivos. También cabe la posibilidad de que, en D. Hybridus, las

células basales oscuras expresen otro tipo de citoqueratinas no identificadas por este

anticuerpo. Elanticuerpo LP34reconoce tres tipos de citoqueratinas (5, 6 y 18). Cuando

analizamos la expresión de citoqueratinas usando un anticuerpo específico para un tipo

de citoqueratina (18) (ver tabla de resultados) no se observa inmunomarcación, por lo

cual posiblemente las citoqueratinas de las células basales oscuras sean del tipo 5 ó 6.

los estudios de ME demostraron una gran cantidad de manojos de filamentos

intermedios en el citoplasma de las células basales oscuras de Dasmus hybridus. Por lo

tanto, consideramos necesaria tratar de buscar anticuerpos específicos para estos tipos

de citoqueratinas a fin de dilucidar este punto.

En D. hybndus la zona apical de las células de sostén reaccionaron positivamente

con el anticuerpo anti-citoqueratina 18 humana. Elmismo anticuerpo en C Vil/asusdió

inmunomarcación en algunas glándulas de Bowman. Pero en ninguna de las dos

especies de armadillos hemos tenido marca en las células basales oscuras. Por otro lado,

la presencia de citoqueratinas 18 ha sido reportada en las células de sostén y en las

glándulas de Bowman (Hoolbrook et 31., 1995). Estos autores, estudiando el epitelio

olfatorio de ratas adultas, relacionan basándose en la expresión de citoqueratinas- a las

células basales oscuras con las células de sostén. La tinción tanto de las células de sostén
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como la de las células acinares de las glándulas de Bowman podría deberse a que los

anticuerpos policlonales reaccionan con más de una subunídad de cítoquertina. Sin

embargo contrariamente a esta hipótesis existe una relación embriológica entre las

células de sostén y las glándulas de Bowman, ya que ambos tipos celulares derivan de la

misma región de la placoda olfatoria (Kleiny Graziadei, 1983). Por otro lado, también se

ha reportado la regeneración del epitelio olfatorio a partir de las glándulas de Bowman

después de su destrucción (Matulionis, 1975). Por lo tanto, si las glándulas de Bowman

se diferencian a partir del epitelio olfatorio durante el desarrollo, la regeneración del

epitelio olfatorio a partir de las glándulas de Bowman puede ser posible ya que estas

glándulas poseen propiedades epitelíales (Taniguchi et aL, l996a; Taniguchi et 31.,

1996b). la presencia de inmunoreactividad a citoqueratinas, generalmente presentes

en el epitelio, en las glándulas de Bowman confirmarían lo expresado anteriormente.

Lavimentina está presente cn neuronas en proliferación y su expresión a lo largo

del desarrollo es reemplazada por la expresión de neurofilamentos (Aoki et a1., 1995;

Osada et al, 1995). la marca obtenida en el armadillo Chaetophmctus VÍÍÍOSUSen las

células basales oscuras, difiere con los resultados hallados por Osada y col. (1995) en el

epitelio olfatorio y en el órgano vomeronasal de ratas adultos, en los cuales sólo se hallan

unas pocas células inmunoreactivas en los adultos. Vollrath et al. (1985), por un lado,

no halló marca con anti-vimentina en ninguna célula del epitelio olfatorio, mientras que

Schwob y col. (1986) hallaron que las neuronas olfatorias continúan expresando

vimentina o una proteína similar en lugar de expresar neurofilamentos. la presencia de

células basales oscuras inmunoreactivas a vimentina en Chaetophmctw Vil/asus,podría

estar sugiriendo que la expresión de vimentina jugaría un papel importante en la

diferenciación temprana de las neuronas olfatorias aún en la vida adulta y que las

células basales oscuras que expresan vimentina podrían ser consideradas como

neuronas olfatorias en uno de sus primeros estadios de diferenciación.

los anticuerpos anti-neurofilamentos de 160 y ZOOkDhan dado resultados

negativos tanto en D. hybfidus como en C. VÜÍOSHS.Estos resultados difieren de los

hallados por Yamaguishi et al. (1989), en los cuales la inmunomarcación se localizó en

las neuronas sensoriales, especialmente en las dendritas y los somas pero no en los

axones. Cabe aclarar que este autor no específica el tipo de anticuerpo que utilizó para

marcar los neurofilamentos. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con los
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resultados obtenidos por Vollrath et al. (1985), en los cuales no se halla marca en

ninguna célula del epitelio olfatorio con ninguno de los dos anticuerpos contra

neurofilamentos. Por otro lado, es importante señalar que hemos demostrado al ME la

presencia de manojos de filamentos intermedios en el citoplasma de las neuronas

olfatorias de ambos armadillios, razón por la cual probablemente estas células sinteticen

otro tipo de neurofilamentos distintos a los que hemos probado.

Los resultados obtenidos empleando metodologías inmunohistoquímicas

demuestran que, si bien la expresión de los distintos antígenos en los diferentes tipos

celulares es coincidente, en líneas generales con lo observado en otros mamíferos,

existen algunas diferencias particulares en los armadillos. Además, es posible observar

diferencias en los patrones de inmunomarcación entre C. villasusy D. hybridus, los que

pueden estar relacionados con diferencias en la actividad olfatoria o bien con

variaciones ocurridas durante la evolución.

ESTUDIODELAMUCOSAOLFATORIADE mamar/s VELOSUSY DASYPUS

HYBRIDUS A NIVEL DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Lasdos especies de armadillos estudiados presentan a nivel ultraestructural -del

mismo modo que a nivel de MO- características similares a las halladas en rata mole,

ratón, oveja, algunos primates, rata, koala y en el hombre (Graziadei, 1966; Frisch,

1967; Kratzing, 1970; Loo, 1973; Kratzing, 1978; Graziadei y Monti Graziadei, 1979;

Kratzing, 1984; Morrison y Constanzo, 1992) en cuanto a la presencia de tres tipos

celulares tipicos: células de sostén, neuronas olfatorias y células basales. Carecen de

otros tipos celulares adicionales hallados en perros, marsupiales y en el hombre (Okano

e! al, 1967; Kratzing, 1978; Morrison y Constanzo, 1992).
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CELULAS DE SOSTEN

En el armadillo Cilaetophractus Vil/asushemos hallado dos tipos diferentes de

células de sostén mientras que Dasypus hybridus presenta un único tipo celular fue

demostrado a nivel ultraestructural. El primer tipo celular -el más frecuente- de

Chaetophractus w‘llosuses muy similar al único tipo hallado en Dasmus hybridus.

Presenta caracteres morfológicos similares a los hallados en otros mamíferos (Graziadei,

1966; Kratzing, 1970; Graziadei y Monti Graziadei, 1979; Getchell y Getchell, 1992).

Sin embargo, se deben destacar varias differencias estructurales. El primer rasgo

característico es la presencia de enormes protrusiones -a modo de secreción apocrina­

en la superficie apical de las células de sostén de C ¡dl/asus. Estas protrusiones son

escasas en D. hybfidus. En los mamíferos han descriptas en la rata mole (Graziadei,

1966), destacándose que en este animal presenta un escaso desarrollo. En cambio, es

común la presencia de protusiones en algunos reptiles (Getchell y Getchell, 1992).

Según estos autores la presencia de estas especializaciones apicales pueden colaborar en

incrementar la superficie, especialmente para la secreción por pinocitosis y las

funciones absortivas. Sin embargo no hemos observado la presencia de gránulos

secretorios ni en las células ni en las protrusiones.

las protrusiones halladas en las células de sostén de los armadillos son muy

similares a las descripciones del tipo de secreción apocrina descripta en otras glándqu

(glándula infraorbital de la cabra japonesa, glándula de Harder de conejo) (Smith y

Heam, 1979, Wooding, 1979; Atoji et al, 1983; 1987; 1989). En los primeros estadios

durante la formación de las protrusiones apócrinas, aparece una saliencia en la

superficie de la célula. Estaestructura se agranda y protruye en el lumen pero aún sigue

conectada a la célula por un pedicelo, hasta que finalmente se suelta en el lumen (Smith

y Heam, 1979; Atoji et al, 1993). Estudios de ME en otras glándulas demostraron que

las protrusiones apicales pueden presentar una fina matriz que contiene una forma

vesicular de retículo endoplasmático rugoso y algunos ribosomas (como ocurre en las

glándulas sudoríparas del hombre) (Kurosomi y Kurosomi, 1982). Otro tipo de

protrusión apócrina carece totalmente de cualquier tipo de organela en su interior

(como ocurre en la glándula infraorbital de la cabra japonesa y en las glándulas

odoriferas de algunas aves) (Smith y Heam, 1979; Atoji et al, 1987). Por otro lado, es
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importante remarcar la presencia de reticulo endoplasma'tico liso y vesículas en el

interior de las protrusiones, hecho sobre el cual no hemos hallado datos en la literatura.

Lapresencia de retículo liso en el citoplasma apical de las células de sostén es un

rasgo característico presente en perros, ovejas y algunos primates (Okano et al, 1967;

Kratzing, 1970; Loo, 1977). Esta región se corresponde con la zona de alta sudanofilia

hallada en los estudio histoquímicos, la cual puede deberse a la alta concentración de

reticulo endoplasmático liso.

Las células que presentan una gran cantidad de retículo liso se asocian, en

general, a células productoras de hormonas esteroideas (Seliger y Smith, 1968; Hoffer y

Kamovsky, 1981; Pudney y Fawcett, 1977). Por otro lado, las membranas del reticulo

endoplasma’ticoliso juegan un papel muy importante como sitios para las enzimas que

intervienen en la biosintesis de los andrógenos (Christensen y Fawcett, 1966). Sin

embargo, células con abundante cantidad de reticulo endoplasmático liso no se

encuentran asociadas solamente con las células secretoras de esteroides, sino que

además puede hallarse en células que metabolizan lípidos, en células adiposas y en

células hepáticas que intervienen en el metabolismo del colesterol. Esta característica

podria relacionarse, además, con el hecho de que el sistema de reticulo endoplasmático

liso puede estar involucrado en el mecanismo de transporte iónico, tal como ocurre en

las células de la mucosa gástrica del intestino o en el reticulo sarcoplasmático de los

músculos (Sisson y Fahrenbach, 1967). Esta propiedad podria relacionarse con la

posible función de las células de sostén de intervenir en el intercambio iónico y en el

metabolismo detoxificante de la mucosa olfatoria (Getchell y Getchell, 1992; Lewis y

Dahl, 1995).

Las células de sostén de C. Vil/asus carecen de las barras terminales que

encontramos en D. hybn'a’us,especialización que se ha encontrado también en el perro

(Okano et al, 1967).

El segundo tipo hallado solamente en C. VÍÍÍOSUSpodria considerarse como un

estadio en degeneración del primer tipo celular. Ia posibilidad de considerar al segundo

tipo celular como una célula en degeneración se debe a la presencia de núcleo picnótico,

vacuolas autofágicas, edematización del citoplasma y cuerpos densos -caracteristicas

halladas en células en degeneración (Simmons ct al, 1981; Monti Graziadei y Graziadei,

1979; Schmidt et al, 1995; Suzuki et al, 1995)-. Estascaracteristicas degenerativas se
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hallan en las neuronas olfatorias de los epitelios sometidos a algún tipo de injuria. Estos

indicios ultraestructurales índicarían un posible recambio en las células de sostén. No

hemos hallado datos en la bibliografía sobre algún tipo de recambio en las células de

sostén, aunque en ratones se ha observado escasos núcleo en mitosis (Graziadei y Monti­

Graziadei, 1979). Sin embargo, aún no se ha logrado dilucidar si las células de sostén

derivan de las células basales claras o si representan una entidad que se puede

regenerarse a sí misma (Vollrath et al, 1989)

La relación entre las células de sostén y las neuronas han sido descriptas en la

mayoría de los vertebrados. Las células de sostén rodean y envuelven a las células

receptoras, en ambas especies de armadillos mediante complejos de unión y simple

aposición de membrana. Esta relación estaría reflejando funciones similares a las gliales,

en cuanto a aislar y regular el contenido iónico extracelular de las células olfatorias

(Kratzing, 1970; Rafolsy Getchell, 1983; Getchell y Getchell, 1992).

NEURONAS OLFATORIAS

las neuronas receptoras olfatorias presentan vesículas olfatorias muy

desarrolladas similares a las halladas en otros mamíferos (Graziadei, 1967; Okano et al,

1967; Kratzing, 1970; loo, 1977; Graziadei y Monti Graziadei 1979;_Kratzing, 1984).

Lascilias representan la parte de la neurona expuesta al medio externo y por lo tanto

son consideradas como el sitio en el cual se produce la percepción olfatoria (Allison,

1953). El arrnadillo C. VÍÍÍOSUSpresenta en la vesícula olfatoria raicillas ciliares, las

cuales podrían tener una función del tipo contractil e intervenir en el movimiento de las

cilias (Kratzing, 1970; De Robertis y De Robertis, 1984). Esta caracteristica estructural

no parece ser una constante en el epitelio olfatorio de la mayoría de los mamíferos, ya

que se ha reportado su presencia sólo en algunas especies de primates (loo, 1977) y en

el perro (Okano et al, 1967). En el armadillo D. hybn'dus no observamos estas

estructuras asociadas a las cilias. Las diferencias en cuanto a la constitución de las

estructuras ciliares en ambos armadillos podría deberse a una cuestión funcional en

cuanto al movimiento de la capa de mucus sobre el epitelio. Lapresencia de las enormes
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protrusiones halladas en C. Vil/asusprovocarían un impedimento para el movimiento

del mucus, razón por la cual sería necesario que las cilias colaboren con el movimiento

del mismo.

Un rasgo llamativo de las neuronas olfatorias de ambos armadillos es la presencia

de nucléolos asociados a grumos heterocromatínicos -falsos nucleólos a MO-,

característica que no ha sido observada en otros mamíferos.

CELULAS BASALES

Lascélulas basales -tanto las oscuras como las claras- presentan características

similares a las halladas en otros mamíferos (Graziadei y Monti Graziadei, 1979; Vollrath

et al, 1985; Suzuki y Takeda, 1991; Hoolbrook el al, 1995). Lafunción de las células

basales claras en la regeneración del epitelio es un tema muy discutido en la literatura.

Para algunos autores las células basales claras serían las posibles progenitoras de las

neuronas olfatorias (Suzuki y Takeda, 1991). Otros autores sugieren que las células

basales claras representan una forma de transición entre las células basales oscuras y las

neuronas (Graziadei y Graziadei, 1979). Vollrath y col. (1985) consideran que las

células basales claras son capaces de diferenciarse en dos direcciones: hacia una

neurona receptora olfatoria o hacia una célula basal oscura. Por otro lado, Hoolbrook y

col. (1995) proponen hacer estudios más profundos para tratar de resolver la naturaleza

de las células progenitoras pluripotenciales que intervienen en la regeneración del

epitelio. Nuestros estudios con el anticuerpo PCNA -antígeno de proliferación celular­

han dado resultados positivos solamente en las células basales claras, lo que estaría

indicando la fenómenos de división en estas células. Por otro lado, no hemos hallado

inmunoreactividad con este anticuerpo en ningún otro tipo celular del epitelio olfatorio.
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DUCÏ' OS DE LASGLANDULAS DE BOWMAN

Las células de los ductos de las glándulas de Bowman presentan gránulos de

secreción. No hemos observados mecanismos secretorios en estas células. Las células

acínares de las glándulas de Bowman y las células ductales presentan muchas

características comunes, especialmente en cuanto a al aspecto al ME de los gránulos

secretorios y a la presencia de microvellosidades luminales. Es posible que las células

ductales represente una modificación de las células glándulares para formar el

conducto. Por otra parte, es probable que la secreción de las células ductales modifique

de alguna manera las características de las secreciones de las glándulas de Bowman o

que simplemente la secreción proveniente de estas glándulas se modifique en la

superficie del epitelio, ya que nuestros estudios histoquímicos con lectinas demuestran

una afinidad diferente entre las células glandulares y el mucus que recubre el epitelio.

Evidencia de actividad secretora se ha observado en las células ductales de ratones,

perros y conejos (Breipohl, 1972; Yamamoto, 1976). Por otro lado se ha observado que

las células ductales de los marsupiales no presentan ningún indicio de actividad

secretora (Kratzíng, 1984).

NERVIOS OLFATORIOS

La relación anatómica entre los axones olfatorios y las células de Schwann que

los envuelven, nunca va más allá de lo que podría ser considerado un estado

embrionario. Losaxones pequeños en estadios de desarrollo se halla aún agrupados en

paquetes envueltos por procesos de las células de Schwann (Peters et al, 1991). El

hecho de que la relación permanezca inmadura concuerda con la idea que las células no

están programadas para vivir mucho tiempo.

Los axones son de calibre muy fino y de diámetro uniforme. En los axones

amielínicos de nervios no olfatorios, las fibras individuales están envueltas por células de

Schawnn, lo que corresponde un axón a un mesoaxón (Peters ct al, 1991). En cambio
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los axones olfatorios, presentan varios axones por un único mesoaxón (De lorenzo,

1957). lo dicho anteriormente implica que los axones están en contacto unos con otros,

y que las células de Schwann envían procesos citoplasmáticos que separan los axones en

paquetes, en lugar de aislar a cada nervio, como ocurre en los axones amielínicos

periféricos (Peters et al, 1991). También a diferencia de otros nervios periféricos no se

observa una membrana basal ni fibras colágenas entre los nervios olfatorios. Esta

característica se ha observado en los nervios olfatorios y en los nervios vomeronasales

(De lorenzo, 1957; Barber y Lindsay, 1982; Fraher, 1982). Consecuencia de ello podria

ser que los cambios de concentración iónica resultante de la actividad de una axón

podría reducir la excitabilidad de sus vecinos (Fraher, 1982).

las células de Schwann que rodean a los nervios olfatorios poseen características

inusuales. Además, estas células de Schwann a nivel estructural son similares a los

astrocitos (Barber y Lindsay, 1982). Presentan núcleos eucromáticos con escasa

heterocromatina y procesos citoplasmáticos claros a los electrones en los cuales es

común observar filamentos intermedios y gránulos de glucógeno, características que

comparten con los astrocitos (Barber y Lindsay, 1982; Peters et al, 1991). Por otro lado,

también hemos comprobado que el citoplasma de las células de Schwann que rodean a

los axones olfatorios de los armadillos presentan una proteína ínmunoreactiva para el

péptido ácido presente en la glia (GFAP)(datos no presentes en esta tesis). GFAPha sido

hallado en astrocitos y glia de Bergman (Bignami et al, 1972). Estosdatos concuerdan

con los hallados por otros autores en los nervios olfatorios (Barber y Lindsay, 1982;

Vollrath et al, 1985; Hoolbrook et al, 1995). la presencia una proteína

ínmunoreactiva para GFAPy las características antes mencionadas podrían relacionar a

estas células de Schwann con los astrocitos más que con otras células de Schwann.

(Barber y Lindsay, 1982).

los hallazgos que las células de Schwann no son las tipicas halladas en otros

nervios periféricos podrían resultar interesantes en relación con las actividades

regenerativas de los nervios olfatorios y vomeronasales (Barber y Lindsay, 1982; Dryer y

Graziadei, 1994).
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GLANDULAS DE BOWMAN

la clasificación de las glándulas de Bowman, en cuanto a su carácter de mucosa

o serosa, resulta bastante complicado. Las designaciones de mucosa y serosa pueden

hacerse en base a las características histoquímicas (Mochizuki et al, 1982), o en base a

la ultraestructura (Spicer et al, 1982). los acinos serosos presentan núcleos redondos,

lumen angosto, canaliculos intracelulares, abundante retículo rugoso basal y gránulos

electrón denso discretos, pero a su vez presentan una respuesta muy débil a la reacción

de PAS y no reaccionan con la tinción de AB (Spicer et al, 1981; Sakai, 1989). los

acinos mucosos presentan núcleos desplazados hacia la base y aplanados, gránulos

claros a los electrones grandes y confluyentes e histoquímicamente son-fuertemente PAS

positivas (Spicer et al, 1982; Sakai, 1989). Sin embargo se han clasificado además tipos

glandulares intermedios, pudiéndose diferenciar además, de los tipos serosos y mucosos

dos tipos más: acinos seromucosos y serosos especiales. Las células serosas especiales

presentan características histológicas e histoquímicas de las células serosas pero a1 ME

sus gránulos se observan débilmente electrón densos. Presentan escasa cantidad de

retículo endoplasmático rugoso en la región basal (Wilborn y Shackleford, 1971; Sakai,

1989). Las células seromucosas presentan características similares a las células

mucosas, pero al ME sus gránulos son fuertemente electrón denso (Sakai, 1989).

Las glándulas de Bowman de los armadillo son tubuloacinares simples

ramificadas. la presencia de glándulas ramificados se ha observado únicamente en las

células glandulares oscuras de los ratones (Frish, 1967). Histológicamente e

histoquímicamente presentan caracteristicas similares a las halladas en otras especies de

vertebrados (Frisch, 1967; Kratzing, 1969; Getchell y Getchell, 1977; Getchell et al,

1984; Ferri y Liquori, 1989; Getchell y Getchell, 1992). A diferencia de los que ocurre

en Chaetophractus Vil/asus,Rasmus lzybn'dus presenta especializaciones laterales y

basales como las halladas en marsupiales, ratas, perros, gatos, murciélagos y ratones

(Getchell y Getchell, 1992).

los estudios de ME demuestran que las células acinares -tanto las de apariencia

mucosa como las de apariencia serosa- presentan características tanto de células

mucosas como de células serosas. Al MO no se diferencian los tipos celulares descriptos
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anteriormente al ME, lo cual nos dificulta enormemente correlacionar los estudios

histoquímicos con lo observado al ME y por lo tanto no es posible dar una clasificación

basada en caracteres morfológicos e histoquímicos.

Una característica importante de remarcar es la presencia de una enorme

cantidad de reticulo endoplasmático liso en el citoplasma de las células acinares de

apariencia mucosa. Lapresencia de una importante cantidad de reticulo liso también la

hemos descrito en el citoplasma apical y en las protusiones de las células de sostén. El

reticulo endoplasmático liso predomina en células productoras de triglicéridos colesterol

y hormonas esteroideas. Pero, además, el reticulo endoplasmático liso -como ocurre en

las células hepáticas- juega un papel importante en la sintesis de enzimas que

intervienen en el metabolismo y detoxificación de drogas (De Robertis y De Robertis,

1984; Fawcett, 1993b). Se han realizado numerosos trabajos sobre la actividad en la

mucosa nasal de enzimas xenobióticas (Shapiro, 1970; Hadley y Dahl, 1982; Asanuma y

Nomura, 1991). La actividad de la enzima citocromo P-450 excede a la del hígado

cuando se normaliza al contenido de proteínas en el tejido (Hadleyy Dahl, 1982)

La secreción parece liberarse mediante un mecanismo de secreción merocrina

compuesta (Douglas, 1978). Elmecanismo de secreción de las glándulas de Bowman no

se ha estudiado sistemáticamente a nivel ultraestructural. La presencia de secreción

menocrina se describió únicamente en la rana toro (Getchell y Getchell, 1992).

En C. VÍÍÍOSUSse ha observado, además, la presencia de lo que podría

considerarse un tipo de secreción apocrina. La secreción apocrina se describió en la

región basal de las células acinares del conejo y las células serosas de las glándulas de

Bowman del hombre (Yamamoto, 1976; Lucheroni et al, 1986). Estructuras similares a

las halladas en las glándulas de Bowman del armadillo se han observado en las células

de sostén del epitelio -indicando también un tipo de secreción apocrina-. la similitud

entre las células del epitelio y las células glandulares podria explicarse por la posibilidad

del epitelio de regenerarse a partir de las glándulas de Bowman, lo cual se explica por

las propiedades epiteliales que mantienen las glándulas de Bowman (Taniguchi et al,

1996). Por otro lado, Matulionis (1975) reportó la regeneración del epitelio olfatorio a

partir de las glándulas de Bowman luego de su destrucción con Zn804.
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los estudios anatómicos de la mucosa olfatoría demuestran un sorprendente

grado de similitud entre las diferentes especies de vertebrados. Esta característica

también se atribuye a las glándulas de Bowman. Sin embargo, tanto el epitelio como las

glándulas de Bowman de los armadillos presentan características -especialmente a nivel

de mecanismos secretorios- diferentes a la mayoría de las especies estudiadas. Por lo

tanto, sería necesaria la realización de estudios estructurales utilizando agonistas que

induzcan la secreción, para tratar de clarificar los mecanismos secretorios del epitelio y

de las glándulas de Bowman.
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EL SISTEMA NERVIOSO DE LOS ARMADILLOS

ANTECEDENTES HISTORICOS

LosEdentados comprenden un grupo muy heterogéneo, cuyos miembros poseen

particularidades somáticas que los nuclea como un grupo con caracteres particulares y

diferentes a otros mamíferos. Por lo tanto, es de esperar que su sistema nervioso,

también, posea características distintivas.

Uno de los primeros estudios sobre el sistema nerviosos de los Edentados fue

realizado por Elliot Smith en 1898. En el trabajo se describen las características

macroscópica más sobresalientes de varias especies de Edentados tales como:

Ozyctempussp, anacophaga sp, Tamanduas'p, Bmdmus sp, Dasypus sexcinctus,

Chlamydophonas truncatus. Aparecen, de este modo, las primeras descripciones sobre

la anatomía del sistema nervioso de algunas especies de armadillos.

Los estudio relacionados con el sistema nervioso de los armadillos son muy

escasos. Con respecto a la neuroanatomía del armadillo de nueve bandas (Tatusia

novemcincta), Shuddemagen (1907) es la primera autora en realizar un detallado

estudio macroscópico del cerebro y la médula espinal con particular énfasis en la

apariencia del encéfalo, sus comisuras primarias, ventrículos y nervios. En ese estudio,

también, observa la similitud del cerebro con el de los mamíferos inferiores.

En 1932, Papez, estudiando los núcleos talámicos de 71novemcínda, compara el

cerebro de este armadillo con el de los del género Insectivora en los cuales su

organización nerviosa se basa fundamentalmente en sensibilidades olfatorias,

trígeminales y propioceptivas. Además, describe el cerebro anterior formado por un

corto rinencéfalo con centros olfatorios bien desarrollados, rodeados por un neopalio

pequeño y rudimentario. Lafisura rínal, que consiste de dos partes, está ubicada sobre la

superficie lateral, como en algunos insectívoros. Losojos y los nervios ópticos, por otra

parte, están reducidos. En cuanto al tálamo, propone que estos animales, siendo

particulares en muchos aspectos, estas características distintivas se reflejan en la

organización de los núcleos talámicos. Debido al escaso desarrollo del neopalio y de su
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aparato visual, el armadillo posee un tálamo reducido en tamaño y en complejidad, lo

cual representa el patrón de los mamíferos en su forma más simple, comparable a la

rata, la zarigüeya y los insectívoros. Esta reducción del tálamo afecta casi exclusivamente

al talamo dorsal y esto se correlacionaría con la reducción de las conexiones talamo­

corticales y del neocortex. Elepitalamo, hipotálamo y subtálamo están bien desarrollados

como en otros animales macrosmáticos.

Howe (1933), estudió el diencéfalo del armadillo de nueve bandas (Dawus

novemcmta texana). Agrandes rasgos describe el cerebro como del tipo de los roedores.

Elneopalio es escaso y poco desarrollado. Lasporciones olfatorias basales del telencéfalo,

el bulbo olfatorio, el tubérculo olfatorio y el lóbulo piriforme están bien organimdas.

Paralelamente al pequeño tamaño de los ojos, los tractos ópticos y las conexiones

centrales estan muy reducidas. Por otra parte, el tamaño del nervio trigémino podria ser

correlacionado con el alto desarrollo de la sensibilidad táctil, tanto en su nariz como en

la lengua, lo cual le permite al animal alimentarse de insectos y otros invertebrados

pequeños. Además, describe los tubérculos cuadrigéminos inferiores mucho más

grandes que los superiores, y el cuerpo geniculado medial como una protuberancia

macmscópica sobre el tálamo posterior, mientras que el cuerpo geniculado lateral no

puede ser observado de esta forma. Estose lo atribuye a un mayor desarrollo del sistema

auditivo.

Además de los trabajos mencionados anteriormente sobre el armadillo de nueve

bandas, las estructuras anatómicas del cerebro de los edentados también han sido objeto

de varias publicaciones.

En 1943, Crosby y Woodburne analizaron el patrón nuclear de las porciones no

tectales del cerebro medio y del istmo. Estudios más recientes describen otras porciones

del sistema nervioso de los armadillos. En 1970, Harting y Martin, estudiaron el patrón

de proyecciones neocorticales a la protuberancia y a la médula sobre cerebros de

armadillos (D. novemcmctus) sujetos a ablaciones neocorticales. Por otro lado, Royce y

col. (1975) estudió la arquitectura cortical del armadillo de nueve bandas (Da.qu

novemcinctus mexicanas). Way (1963), realizó un estudio comparativo del aparato

olfatorio de tres edentados (dos osos honniguems y un armadillo), en el cual se destaca

la presencia de un enorme bulbo olfatorio y un gran desarrollo de los tractos olfatorios y

del núcleo olfatorio anterior.
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Jakob (1913), en Argentina, mencionó algunas características de los armadillos y

en 1943, estudió el sistema nervioso del "pichiciego" . Allí demostró que el rinencéfalo

representa más de la mitad de su encéfalo entero (casi las dos terceras partes) y con

respecto al cerebro de este animal tan particular dice: 'Mfinnatemos que el encéfalo de

Clamydophoms tmncatus es del todo comparable a1 del hombre; no le falta

absolutamente nada, ni un núcleo, ni un nerw'o pen'fézicq ni un sistema o ganglio

subcortical o central: tiene todas los haces y centros infenbzes y supenbres y sólo en

cuanto al tamanoy cantidad de las elementosexisten enormes diferenczas'í

El epitálamo de los armadillos ha sido objeto de numerosos estudios, debido a la

peculiar característica de carecer de una glándula pineal discreta. Estos trabajos

examinaron el epitálamo embriones de armadillos de la especie D. novemcinctus),

neonatales y adultos para constatar la presencia de un tejido semejante al de la glándula

píneal. los resultados hallados fueron que no existe un tejido similar a la glándula

pineal en el epitálamo de los armadillos (Creutzfeldt, 1912; Oksche, 1965; Wurtrnan et

al, 1968; Hofer et a], 1976; Phillipset al, 1986; Benítezet al, 1994). Cabe aclarar que

el cerebro adulto de estos animales está dominado por un órgano subcomisural muy

desarrollado, el cual se halla enteramente rodeado por la comisura posterior (Phillips et

al, 1986).

En 1994, Benítez et al, realizaron una descripción de las características

principales del encéfalo de Chaetophiactus Vil/asus (peludo). En él se hallaron

características sobresalientes como ser. gran desarrollo de los bulbos olfatorios y los

tubérculos olfatorios, elevada posición de la fisura rinal sobre la cara lateral de los

hemisferios, ausencia de glándula pineal discreta, gran desarrollo del hipocampo y del

induseumgriseum.

Se han realizado estudios sobre el sistema nervioso de otros edentados. Entre

ellos, Smith (1932) estudio el cuerpo estriado, la amígdala y la estn'a tenninalis de

Tamandua tetradactyla. Este trabajo presenta, además, una breve descripción de la

anatomía macroscópíca del cerebro de este animal. Kaelber (1966) analizó la

configuración nuclear de Tamandua tetiadactyla y Mflmecophagayubata y por último,

Gerebtzoff y Goffat (1966) realizaron un estudio de la corteza del perezoso (Clio/cepas

lzoffmanni Peters).
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Hasta la fecha no se ha realizado un estudio neuroanatómico en la especie D.

hybfidus. Debido a las características de la especie, mencionadas anteriormente,

consideramos que una guía neumanatómica sería necesaria para estudios

farmacéuticos, veterinarios y otras investigaciones del tipo biomédico, tales como

registros fisiológicos, intervenciones quirúrgicas, estudios neurobiológicos, etc.



MATERIALESY METODOS

4.1 - PUESTA A PUNTO DE LASTÉCNICAS HISTOLÓGICAS

Existen numerosas técnicas para la tinción del sistema nervioso. Dentro de las

clásicas figuran, para cortes de parafina, la técnica de Nissl y la de Klüver-Barrera.

Aunque ambas técnicas son muy utilizadas en los laboratorios, cada libro de técnicas

menciona una variante distinta de los procedimientos originales de Nissl (Ramon and

Cajal, 1972) y de Klüver y Barrera (1953). Acerca de la técnica de Nissl (Luna, 1968;

Ramonand Cajal, 1972; Carson, 1980; lowe and Cox, 1990) estas requieren o un largo

tiempo de acción del colorante o mezclas diferenciadoras complejas y costosas. En esta

primera parte del trabajo nos dedicamos a poner a punto ambas técnicas y mediante

ensayos de prueba y error se introdujeron algunas modificaciones a las mismas. Se

propone una solución de Nissldiferente de acción rápida y de fácil diferenciación. Tanto

el Klüver como el Nissl utilizan como colorante del soma neuronal diferentes

concentraciones de violeta de cresilo. Se ha utilizado la misma solución de violeta de

cresilo para ambas técnicas.

Con respecto al procesamiento del sistema nervioso, sin considerar a la tinción, se

han encontrado una serie de dificultades:

1- Hallar una técnica de fijación correcta para las tinciones.

2- Los libros de histotecnología tratan en capitulos específicos, la deshidratación y la

correcta impregnación de diferentes tamaños de tejidos. Sin embargo, el sistema

nervioso no se ajusta a los tiempos requeridos para otros tejidos de similares tamaños.

los problemas de una mala inclusión se expresan en secciones histológicas friadas o de

diferente grosor. El trabajo requiere un analisis seriado completo del cerebro. Poner a

punto el método de inclusión era fundamental para obtener buenos resultados.

Mediante diferente pruebas se lia puesto a punto dicho procesamineto no solo para el

análisis del cerebro requerido por nuestro trabajo, sino que también se ha ensayado en

el tejido nervioso de peces, anfibios, reptiles y mamíferos.

3- los cortes debían adherirse firmemente al portaobjetos durante las diferentes etapas

de las tinciones. la adición mediante la albúmina de 'Mayer no era suficiente, algunos
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cortes se despegaban fácilmente del portaobjetos en uno de los pasos de la tinción,

siendo imposible hacer un análisis exhaustivo de un seriado completo. Se realizaron

pruebas de ensayo y error de numerosos métodos aditivos. Uno de ellos resultó exitoso.

5- La tinción se desvanecia con el tiempo. Tanto en investigación como en instituciones

de enseñanza, es importante que la coloración de los preparados dure muchos años sin

desmerecimiento de la tinción. Las resinas naturales como el bálsamo de Canada son

ácidas y preservan mal los colorantes compuestos por anilinas básicas como el violeta de

cresilo (Lilliect al, 1953). En nuestra experiencia, el uso de resinas sintéticas como el

DFXpara secciones de un grosor mayor a los 15 mm produce con el tiempo retracción

de la resina y entrada de aire entre el cubre y el portaobjetos. Elmedio de montaje Eukitt

presenta características notables: es sumamente soluble en xilol, endurece rápidamente

(20 min.) sin la formación de burbujas. Posee un buen índice de refracción en estado

líquido de 1.510 (Sheehan y Hrapchak, 1980). El uso del mismo ha dado excelentes

resultados.

ETAPAS PREPARATORIAS:

FIJACION:Una óptima fijación fue obtenida por perfusión intracardiaca de los animales

con la mezcla de Bouin o con una solución de formol bufereado (ver apéndice). Se inicia

la perfusión con 50-100ml de solución salina lavadora cada 100 g de peso corporal

(solución salina 0.9% NaCl para mamíferos, 0.65% NaCl para animales de sangre fria).

Elmomento en que un líquido transparente fluye por la auricula derecha es indicio que

se ha lavado la casi totalidad de la sangre y que puede continuarse la perfusión con el

líquido fijador. Elfijador consta de 200-250 ml de la mezcla fijadora cada 100 g de peso

corporal. Luego de dejar el tejido nervioso in situ toda la noche procedemos a tornar las

muestras. El animal perfundido puede dejarse en la mezcla de Bouin por varios dias o

semanas, sin que se observe endurecimiento de los tejidos. A veces, este procedimiento

resulta ventajoso como solución descalcificadora, lo que hace más fácil la disección del

craneo o los arcos dorsales de las vértebras.
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IMPREGNACION Y SECCION DE LOS BLOQUES DE PARAFINA

De los numerosos métodos ensayados, el procedimiento de Ramón y Cajal y

Castro (1972) nos ha dado los mejores resultados.

I- Lavar las piezas en agua corriente toda la noche.

2- Deshídratar mediante la transferencia gradual de las piezas desde alcohol 70% hasta

alcohol absoluto (Tabla 1).

3- Laspiezas se sumergen en una mezcla de alcohol absoluto y cloroformo (50:50 v/v).

Esta mezcla debe ser realizada de la siguiente forma: colocar alcohol absoluto en un

frasco. Con la ayuda de una pípeta agregar lentamente la misma cantidad de cloroformo

en el fondo del frasco. Como resultado se forman dos capas: una superior de alcohol

100% y una inferior de cloroformo. Esta mezcla puede utilizarse una vez al día ya que

ambas capas se mantienen separadas durante un corto período de tiempo. El volumen

necesario a preparar depende del tamaño de la pieza y debe cubrir totalmente a la

misma. Al colocar la pieza en la mezcla ésta permanece en la capa alcohólica superior.

Cuando la pieza se hunde en la capa clorofórmica se transfiere a cloroformo puro. los

tejidos pueden ser abandonados en cloroformo durante 12 horas sin que se afecte la

consistencia de los mismos. Desafortunadamente, el cloroformo no afecta el índice de

refracción de los tejidos, lo que hace difícil determinar cuando el tejido está

completamente aclarado. Sin embargo, esto es asegurado dejando las piezas en

cloroformo durante toda la noche.

4- Transferir el tejido a una solución concentrada de parafina en cloroformo a 37°C (ver­

tabla l). Trasladar el tejido desde el agente aclarante al primer baño de parafina (56­

58°C) y luego al segundo baño de parafina (SG-58°C) según la Tabla 1.
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Tabla 4.l: Tiempo (en horas) del procedimiento de inclusión.

70% 96% 100% ¡100% C-100' Cb C-Pc P1d

l ll

Cerebro de 0.5 0.5 0.5 0.5 * 12 1 2

Pez

Cerebro de 7 5 4 4 " 12 3 12

rata

Cerebro de 14 9 8 80 " 12 7' 12

D.hybn'dus

‘ Mezcla Cloroformo-alcohol 100%.

bCloroformo puro

° Cloroformo-paraffina

d Primer baño de parafina

° Segundo baño de parafina
°Toda la noche

5- Tallado del bloque (Mahoney, 1966). Antes de realizar las secciones el bloque de

parafina debe ser tallado mediante el uso de gillettes o cuchillas descartables usadas.

El bloque debe ser tallado de tal forma que cuando las tiras de secciones se monten

sobre el porta queden todas correctamente orientadas al ser observadas en el

microscopio (Fig. 4.1). Nótece que las dos superficies del bloque AB y DC, son

paralelas y cuando se coloca el bloque en el micrótomo también deben ser paralelas

al filo de la cuchilla. El lado BCse tallará de tal forma que forme un ángulo que por

ejemplo indique el lado posterior de la pieza además de indicar claramente la unión

entre cada sección individual de la tira de cortes. Siempre conviene dejar un margen

de parafina alrededor del especimen.
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Amd“ Postu'ior

Cuchilla

FIGURA4.1. Esquema adaptado de Mahoney (1966)

6- Adhesión de los cortes al portaobjetos. El siguiente método puede ser utilizado

tanto para adherir cortes seriados como individuales (Pappas, 1971). Un número

suficiente de portaobjetos, tanto usados como nuevos, deben ser lavados toda la

noche en una solución sulfocrómica, luego se lavan toda la noche en agua corriente

y se enjuagan en agua destilada antes de ser inmersos en la solución de gelatina. Esta

solución se prepara del siguiente modo: disolver completamente en 100 ml de agua

destilada caliente 1 g de Nutrient gelatín (Merck) o gelatina sin sabor (Sigma o

Merck); luego agregar 0,1g de alumbre de cromo (Sulfato cromo potásico.

CrK(SO4)2.12H20). Se deja enfriar y se filtra. La solución puede ser almacenada

durante 48hs. a 5°C y luego debe ser descartada. Luego de sumergir los portaobjetos

en la solución de gelatina deben ser almacenados verticalmente en un lugar libre de

polvo. Esimportante que los portaobjetos no se sequen entre el lavado y la inmersión

en la gelatina, debido a que la solución de gelatina no se adhiere correctamente a los

portaobjetos secos.

Las secciones de parafina se estiran y se orientan haciéndolas flotar en un

baño de agua destilada caliente (preferentemente termostáticamente controlado),

que se mantiene a 10°C por abajo del punto de fusión de la parafina utilizada. Luego

se adhieren por tención superficial alos portas secos cubiertos con gelatina.
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7-TlNClÓN

a) MODIFICACIÓN DE LA TÉCNICA DE BURK (1969): Mediante el uso de esta

tinción se observan los grumos de Nissl y las formas celulares.

1- Seccionesde parafina de 15-20mm.

2- Desparafinar las secciones en xilol, hidratar con concentraciones decrecientes de

alcohol hasta agua destilada.

3- Teñir durante 3 a 5 minutos en la solución de violeta de cresilo (ver apéndice).

4- Lavaren agua corriente o destilada lmin.

5- Diferenciar en alcohol 96°. La diferenciación debe ser chequeada bajo

microscopio, hasta obtener coloreados los grumos de Nissl y el nucléolo en violeta. Si

la diferenciación es sumamente lenta agregar algunas gotas de ácido acético al 1%

en el alcohol 96° para acelerar el proceso. Es importante asegurarse de que no

queden restos ácidos pasando los portaobjetos por alcohol 96° sin ácido antes de

deshidratar completamente.

6- Alcohol 100% lmin., aclaración en xilol y montaje en Eukitt. Si se quiere

diferenciar varios preparados antes del paso 6 puede detenerse la diferenciación

colocando los portas en agua destilada, luego se los pasa rápidamente por alcohol

96° y se continua con el paso 6.

Resultados:grumos de Nissl, heterocromatina y nucléolo en violeta.

b) MODIFICACIÓN DE LA TINCIÓN DE KLÜVERY BARRERA(1953). Tinción de la

mielina con luxol fast blue y de las neuronas con el Nissl modificado.

l- Seccionesen parafina de 15-20mm.

2- Desparafinar las secciones en xilol y llevarlas hasta alcohol 96°.
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3- Teñir en la solución de Luxol Fast blue (ver apéndice) a 58°C toda la noche o 1

mimuto a 350W (Medium) en un microondas de uso doméstico con bandeja

rotatoria (Daewoo, Mod. KOR-GOOS,con una potencia máxima de 700W). Al usar

el microondas, se deben colocar solamente 5 portaobjetos colocados verticalmente

en recipientes para 20 portaobjetos con 150 ml de solución. Los recipientes se

colocan en el centro de la bandeja, que debe contener un recipiente adicional con

agua. La temperatura de la solución medida inmediatamente luego de la irradiación
fue de 62-63° C.

4- Cuando la solución se enfrie, lavar el exceso de luxol colocando los cortes en

alcohol 96°.

5- Lavar con agua destilada.

6- Comenzar la diferenciación con una inmersión homogénea y rápida de los

portaobjetos en una solución saturada de carbonato de litio. Si la diferenciación es

muy rápida utilizar una solución de carbonato de litio al 0.05%.

7- Sumergir en agua destilada hasta que la primera diferenciación con carbonato de

litio finalice por completo. Observar con microscopio que la sustancia blanca

permanece azul y la sustancia gris pasa desde el azul claro a perder el color. Debe

tenerse cuidado con la solución de carbonato de litio ya que esta sólo se utiliza para

una primera diferenciación grosera, la diferenciación delicada se realiza en alcohol

70%. Colocar los cortes en alcohol 70% y bajo microscopio detener la diferenciación

en agua destilada cuando la sustancia gris pierde completamente el color.
10- Teñir con la coloración de violeta de cresilo como en la técnica modificada de

Burk.

Resultado: mielina en azul, grumos de Nissl, heterocromatina y nucléolo en violeta.
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Solución de Luxol Fast Blue:

Luxol Fast Blue (MBS) 1g.

96 % alcohol 100ml.

10 % ácido acético 0.5ml.

Mezclar y filtrar antes de usar. Esta solución es muy estable y puede utilizarse

alrededor de un año (Ramon y Cajal y De Castro, 1972).

Solución de violeta de cresil:

Violeta de cresilo (Kresylviolett-Merck) 0.1g.

Agua destilada 50ml.

Buffer acetato 0.2M pH 3.6 50ml.

Disolver el violeta de cresilo en el agua destilada. Agregar el bufer acetato. Esta

solución es muy estable puede usarse durante 5 meses dando excelentes resultados.

4.2- PREPARACIÓN DE LOS CORTES HlSTOLÓGlCOS.

Se utilizaron ejemplares machos y hembras de Dasmus hybn'dus (1.300 ­

1.800 Kg.). Los animales se anestesiaron con Clorhidrato de Ketamina (40mg/kg)

por vía intramuscular y Tiopental sódico (60mg/ kg) por vía intraperitoneal. Luego

de la apertura de la cavidad toraxica los animales fueron inyectados en forma

íntacardíaca con 0.5ml de heparina y 0.5ml de nitropruasiato de sodio (2.4%). A

continuación se los perfundió, por aorta, con solución fisiológica (0.9%), seguido

por liquido de Bouin como fijador.

Luego de la perfusión se expone el cerebro y se lo deja "in sitd' una semana

aproximadamente en formol. Al cabo de ese tiempo se extrae el cerebro y la médula.
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Los cerebros fueron procesados de acuerdo a la descripción detallada

anteriormente. Las secciones se tiñeron alternativamente con cresyl violeta y con el

método de Klüver-Barrera modifiacado. Las vainas de mielina se colorean de azul,

mientras que los cilindroejes permanecen sin colorear y las células nerviosas se
tiñen de violeta.

4.3- FOTOGRAFÍA DE LAS SECCIONES HISTOLÓGICAS

Las fotografías fueron realizadas con un microscopio REICHERTPOLIVAR2.

4.4- NOMENCLATURA

La nomenclatura figura con los nombres tradicionales y entre parentesis

aparece su equivalencia según la Terminología Anatómica adoptada por el Comité

de Nomenclatura Anatómica Internacional (1966).
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RESULTADOS

4.1. PESO Y MEDIDAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

4.1.1. En la siguiente tabla se exponen los pesos corporales y del Sistema Nerviosoï.

Tabla 4.]: Características morfométricas del SNCde Dasypus hybridus (en gs)

Machol Macho 2 Hembral Hembra 2 Hembra 3 Hembra4

Peso corporal 1800 1900 1600 1380 1210 1.390

Pesodel SNC. 9.393 10.104 9.857 10.320 -- ' 7.88

Pesodel 6.127 6.984 6.483 6.902 5.026 3.67

cerebro

Pesodel 0.0034 0.0037 0.004 0.005 0.0041 0.0026

cerebro/ peso

corporal

lLosvalores han sido tomados de cerebros fijados.
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4.1.2. En la siguiente tabla se exponen algunas caracteristicas del cerebro de D.

Hybn’dua

Tabla 4.II Características morfométricas del encéfalo de Dasmus hybn'dus (en cm)

Macho 1 Macho 2 Hembra l Hembra 2 Hembra 3 Hembra 4

Largo total 1 25 25.5 21.9 22.9 -- 17

Largodel 3.76 4.12 4.10 3.97 3.15 3.1

encéfaloz

Largo del 1.94 2.01 1.74 2.71 1.95 2.19

cerebro

Ancho del 2.43 2.49 2.2 2.25 2.24 2.08

encéfalo

Largode los 0.79 0.8 0.7 0.81 0.5 0.52
bulbos

olfatorios

l El largo se midió desde el extremo rostral de los bulbos olfatorios hasta el fín del cono
medular

2 El largo del encéfalo se midió desde el extremo anterior de los bulbos olfatorios hasta la

emergencia del primer nervio espinal

4.2. CONSIDERACIONES MACROSCOPICAS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El examen in situ del encéfalo y de la médula espinal que se encuentra en las

figuras 4.2 y 4.3, permite una primera impresión de como los huesos y las meninges

sostienen y protegen al sistema nervioso central. La extremidad anterior del cerebro se

halla en un plano que cruza al cráneo directamente en frente de los ojos. Los huesos

occipital, interparietal, parietal y frontal deben ser retirados para lograr una buena

visión de la superficie dorsal del cerebro. Para la completa remoción del mismo, sin

causar ningún tipo de laceración se debe retirar los restos de hueso de los laterales.
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Debido a la profunda inserción de los bulbos olfatorios en las placas cribiformes del

etmoides, del paraflóculo en la cápsula preótica, y de la hipófisís en una fosa profunda

enteramente rodeada de duramadre, todas estas estructuras debieron ser disecadas con

extremo cuidado.

VISTA DORSAL

En una vista dorsal (Fig.4.4, 4.7A), se observa que el cerebro tiene forma de pera

con el ápice en dirección nostra]. La característica más sobresaliente del cerebro de D.

lvlbn'dus es el notable desarrollo de los bulbos olfatorios. Estos presentan una forma

triangular. Se relacionan con el'resto del encéfalo a través de un corto pedúnculo

olfatorio, que no aparece en vista dorsal, de esta manera el bulbo se pone en contacto

con el lóbulo frontal.

los hemisferios cerebrales constituyen la mayor parte del encéfalo. La superficie

cerebral carece de circunvoluciones, a excepción de las fisuras rinales anterior y

posterior. Aunque las fisuras rínales existen podemos concluir que presentan un

hemisferio del tipo lisencefálico. los hemisferios cerebrales se presentan como

estructuras bilateralmente simétricas y se hallan separados por una císura longitudinal,

la císura interhemisférica. Loscolículos cuadrigéminos están cubiertos por la extensión

posterior de los hemisferios. En el extremo caudal, una profunda císura transversa ­

ocupada por duramadre formando el tentorio del cerebelo- separa el cerebro del

cerebelo.

VISTA VENTRAL

Anteriormente se observan nuevamente los bulbos olfatorios prominentes, que

representan aproximadamente el 30%"del largo total de los hemisferios (Figs.4.5, 4.78).

Una banda de sustancia blanca -el tracto olfatorio lateral- se extiende lateralmente a los
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tubérculos olfatorios. El tubérculo olfatorio representa una masa de sustancia gris de

gran tamaño y superficie muy irregular que protruye ventralmente. El lóbulo pirifonne

se extiende en dirección ventro-caudal y constituye una gran parte de la porción ventral

del hemisferio. Dorsalmente se halla rodeado en toda su extensión por la fisura rinal,

que lo separa del lóbulo no olfatorio o neocortex. En la línea media, se hallan las dos

ramas de los nervios ópticos, de tamaño muy reducido debido probablemente al escaso

desarrollo de los ojos. El extremo posterior de estos nervios se une para formar el

quiasma óptico, que luego se bifurca para formar el tracto óptico con dirección caudal y

dorsal. Inmediatamente detrás del quiasma se halla la hipófisis, que se halla unida a la

base del cerebro por el infundi'bulo. Como la hipófisis fue removida para una mejor

visualización de las estructuras, el infundíbulo ha sido cortado y su cavidad se distingue

como una pequeña hendidura que se abre dorsalmente al tercer ventrículo. Esta

hendidura está rodeada por una pequeña elevación de sustancia gris, el tuber cinereum,

el cual se continua con el cuerpo mamilar, una masa poco conspicua que se proyecta

postero-ventralmente.

Los pedúnculos cerebrales, .que se observan como dos gruesas bandas

divergentes, rodean la superficie interna la fosa interpeduncular. El límite caudal de los

pedúnculos está representado por la protuberancia.

Ventralmente solo se observa las partes más laterales del cerebelo. Caudalmente

se observa el tronco cerebral con protuberancia, bulbo y médula espinal hasta la

emergencia de los primeros pares cervicales.

VISTA LATERAL

la superficie lateral (Fig. 4.6, 4.7C) muestra anteriormente los grandes bulbos

olfatorios, que se continúan con los tractos olfatorios laterales y con los tubérculos

olfatorios. lateralmente se observa, además, la enorme superficie ocupada por el lóbulo

píríforme y se lo puede comparar con la pequeña porción de neocortex visible desde

esta vista. El límite superior de la corteza piriforme está indicada en toda su extensión

por la fisura rínal, que separa la superficie del neocortex del lóbulo piriforme.
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Se diferencia una fisura rinal anterior y una fisura rinal posterior. La fisura rinal

anterior, menos conspicua, comienza en el surco que se for-maentre los bulbos olfatorios

y el ápice del palio y se dirige hacia atrás horizontalmente. La fisura rinal posterior,

mucho más marcada que la anterior, se extiende por sobre la mitad superior y

ocupando los dos tercios posteriores de la superficie lateral de los hemisferios. Esta

fisura presenta una leve curvatura cuya convexidad es ventral y también se dirige en

dirección dorsal hacia el polo caudal del cerebro.

4.3. CONSIDERACIONES MICROSCOPlCAS

La figura 4.8 muestra los niveles de las secciones transversales que se muestran

en las figuras 4.9 .a 4.20.

4.3.1 . TELENCEFALO

4.3.1.1. PARTEOLFATORIA PRIMARIA

D. hybridus presenta los centro olfatorios primarios masivamente desarrollados,

lo cual coincide con su clasificación como animal macrosmático (Grassé, 1955).

Losbulbos olfatoríos (ba/bus olfaton'us) (Fig.9) representan un alargamiento del

extremo rostral del telencéfalo. Está constituido por siete capas, cuatro de las cuales

contiene células y las tres restantes están formadas por fibras. las capas, de afuera hacia

dentro, según la nomenclatura de Cajal (1902), son (Fig.4.108, 4.29):

a) capa fibrosa (Fig.4.29A)

b) capa glomerular (Fig.4.298)

c) capa plexiforme externa (Figs.4.29B, C)

d) capa de células mitrales (Figs.4.29 C, D)



e) capa plexiforme interna (Figs.4.29D)

f) capa granular interna (Figs.4.29 E,F)

g) lámina medular (Fig,4.29F)

Desde la cavidad nasal pasan a través de los orificios de la lámina cribiforme

delicados fascículos de fibras amielínicas y penetran en la superficie ventral del bulbo

(Fig. 4.29A). Estos filetes son las prolongaciones de las células receptora bipolares de la

mucosa olfatoria y constituyen colectivamente el nervio olfatorio.

Así, el bulbo recibe fibras aferentes provenientes de las células olfatorias que se

hallan en la mucosa nasal, que constituyen, como veremos más adelante, parte del

sistema olfatorio periférico. Estas fibras forman la primera capa denominada lámina

fibrosa. Penetrando en la superficie anterior y ventral del bulbo, estas fibras amielínicas

terminan en la segunda capa, la capa glomerular, donde participan en la formación de

los glomérulos olfatorios. Estos son pequeños penachos de terminaciones nerviosas de

los axones olfatorios que se mezclan con neuritas de las células mitrales que forman la

tercera capa, la capa plexiforme externa. A esto también se le une la capa de grandes

células mitrales de la cuarta capa, la capa de células mitrales. los axones de las células

mitrales pasan a través de la quinta capa, la capa plexiforme interna, hacia la capa

granular interna y allí convergen para forarnr la séptima capa, la lámina medular.

El bulbo olfatorio contiene una cavidad, el ventrículo olfatorio, que se comunica

a través del pedúnculo olfatorio con la cavidad de los ventrículos laterales (Figs. 4.9,

4.10, 4.23). Un pedúnculo olfatorio muy corto conecta los bulbos olfatorios a los

hemisferios (Fig.4.22).

En la zona dorsomedial interna de los bulbos olfatorios existe una pequeña

estructura de forma triangular, el bulbo olfatorio accesorio (Fíg. 4.10A, 4.27€). Esta

estructura, descripta por Cajal en 1902, recibiría aferentes del nervio vomeronasal que

viene del órgano vomeronasal, según lo observado en rata y zarigüeya. Axones

amielínicos del nervio vomeronasal entrarían en el bulbo como un fascículo y

terminarían formando glomérulos (Takami y Graziadei, 1991). Debajo de la capa

glomerular, se halla la capa plexiforme externa donde se encuentran algunas células

mitrales, con intensa tinción alrededor del núcleo, y por debajo la capa plexiforme

interna. En la base del bulbo olfatorio accesorio, se encuentra una población de células

muy pequeñas intensamente tenidas que forma la capa glomerular (Fig. 4.27). A
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diferencia de lo observado en la rata y en Cliaetophmctus VII/asus(Takami y Graziadei,

1991; Benitez et al., 1994), en Dasmus Izybzidus no se observan paquetes de fibras

mielinicas entre la capa plexiforme interna y la capa granular que forma el tracto

olfatorio lateral (tractus olflatorius) (Fig.4.12).

Elganglio del nervio terminal se ubica en posición caudal y nedial a los bulbos

olfatorios y se lo observa como un conjunto de células típicamente ganglionares (Fig.

4.27A, B).

Losbulbos olfatorios se continúan caudalmente con el tubérculo olfatorio y con la

corten piriforme. Anteriormente al tubérculo olfatorio se diferencia un grupo de

neuronas, que forman en conjunto el núcleo olfatorio anterior (Fig.4.10, 4.1 1).

El núcleo olfatorio anterior, se ubica entre el bulbo olfatorio y la región septal

anterior. En su extremo caudal está limitado por varias masas nucleares. la parte lateral

es continua con la corteza piriforme, la parte medial limita con el hipocampo

precomisural y el septum, y en su parte ventral limita con el tubérculo olfatorio.

Lossistemas de fibras eferentes forman los tractos olfatorios. Estas fibras olfatorias

forman tres ramas: tracto olfatorio medial, intermedio y lateral. El más largo y más

conspicuo es el tracto olfatorio lateral, y se extiende en una posición ventrolateral sobre

la mitad anterior del hemisferio cerebral (Fig. 4.12). Después de su emergencia del

bulbo olfatorio, aumenta su tamaño a medida que avanza caudalmente, probablemente

debido al aporte constante de fibras que recibe de la lámina medular.

El tracto olfatorio medial estan'a constituido por haces de fibras esparcidos a lo

largo de la superficie medial del bulbo y del pedúnculo olfatorio. En otras especies se

originaria, según Young, en las células mitrales y se conecta con el hipocampo

precomisural, el núcleo medial septal y el tubérculo olfatorio. En contraposición, Allison

(1953), encontró que la mayoría de las fibras se conectan con el núcleo olfatorio

anterior.

El tracto olfatorio intermedio estan'a relacionado con la parte anterior de la

comisura anterior. Sus fibras corren paralelas y cercanas a la superfice del ventrículo

olfatorio, y converge caudalmente para formar un haz conspicuo que termina en el

centro del núcleo olfatorio anterior (Zeman e [nnes, 1963).

El tubérculo olfatorio se presenta como una elevación redondeada sobre la

superficie ventral del encéfalo ubicado entre el bulbo olfatorio y el quiasma óptico (Fig.
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4.11, 4.21, 4.22). Lasustancia gris del tubérculo olfatorio tiene un arreglo similar a una

"corteza" (Fig. 4.27D). Esta corteza microscópicamente presenta tres capas: el estrato

plexiforme externo, el estrato piramidal medio y el grueso estrato polimórfíco interno

(Fig. 4.27D). El estrato plexiforme externo presenta unas pocas células. El estrato

piramidal es una lámina muy festoneada de células piramidales de tamaño de pequeño a

mediano. El estrato polimórfico presenta algunas células piramidales y células

granulares diseminadas. las estructura más características del tubérculo olfatorio están

representadas por numerosos islotes formados un agrupamiento de células,

denominados islotes de Calleja. Estos islotes, generalmente están formados por células

granulares (Fig.4.11, 4.27). En zarigüeya se han descripto también islotes formados por

células piramidales de pequeñas a medianas (Loo, 1931). los islotes de Calleja, de

tamaño variable, se encuentran generalmente en el estrato plexiforme-externo, aunque

también se los pueden hallar en los estrato piramidales y polimórficos.

El núcleo accumbens constituye una gran masa rodeada por el tubérculo

olfatorio en su extensión ventral y ventromedial, formando una masa continua

alrededor de la proyección ventral del ventrículo lateral (Fig.4.11).

Lacorteza piriforme esta separada por del neocortex por la fisura rinal. Se ubica

en posición ventral (Figs. 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.21). Se distingue como una

estructura muy festoneada, formada por una capa de células piramidales de tamaño

mediano y rodeada por una banda densamente teñidas que forma parte de el tracto

olfatorio lateral.

4.3.1 .2- REGIÓN SEPI'AL

El area septal, muy conspicua en esta especie, se extiende ventralmente a la

rodilla del cuerpo calloso y comprende una masa de sustancia gris que contiene a los

núcleos septales (Figs.4.12, 4.24, 4.25). Anteriormente, el área septal está limitada por

el hipocampo precomisural. Posteriormente, está limitada por la comisura fomical.

lateralmente forma la pared medial del ventrículo lateral y dorsalmente se relaciona con

el cuerpo calloso.



4.3.1 .3- SISTEMALÍMBICO

Incluiremos aquí las tres partes estructuralmente diferentes que forman el lóbulo

límbíco: la corteza propiamente dicha, los núcleos subcorticales y los sistemas de fibras

que los conectan (Zeman e lnnes, 1963).

la parte cortical del sistema limbico está representada por el hipocampo

(hippocampus). La formación del hipocampo está dividida en dos partes: l) el

hipocampo propiamente dicho y 2) la circunvolución dentada (faxia dentada).

1) El hipocampo propiamente dicho, se encuentra plegado en la fisura hipocampal y

forma una saliencia en el ventrículo lateral. Lasuperficie ventricular del hipocampo esta

cubierta por una capa de sustancia blanca, el alveus (alveus hipprx'ampl) (Figs. 4.15,

4.16). Elalveus se compone de proyecciones de fibras hipocampicas, las cuales se unen

y forman un manojo fr fibras en la parte interna de la formación hipocampica que se

denomina fimbria. La fimbria constituye el comienzo del sistema del fómix (Fig. 4.15,

4.16). La corteza de la formación del hipocampo consta sólo de tres capas: la capa

molecular superficial (rica en fibras), la capa de células piramidales y la capa

polimórficas, con numerosas células pequeñas.

2) La circunvolución dentada, al igual que el hipocampo propiamente dicho, presenta

tres capas: la capa molecular superficial y la capa polimórfíca profunda. Elestrato medio

está formado por una capa de células granulares.

Sobre la superficie superior del cuerpo calloso se extiende una delgada capa de

sustancia gris que representa la circunvolución supracallosa o mdus'ewngnls (induseum

griseum), estructura muy conspicua formada por fibras y células nerviosas (Figs.4.13,

4.14, 4.15, 4.25, 4.26, 4.27E, 4.27F). Incluidos en la formación del 1hduseumgnlsc‘um,

hay dos cordones delgados de fibras mielínicas que se extienden en la superficie dorsal

del cuerpo calloso, por encima de la capa celular. Estos cordones osn conocidos como

estrías longitudinales internas y externas o estrías de Lancisi (Fig.4.27F).

Dentro de los núcleos subcorticales el más importante es el complejo nuclear

amigadalino (Figs. 4.14, 4.11, 4.16, 4.23). Se extiende entre la corteza piriforme (que

constituye su límite lateral) y el hipotálamo (que representa su extremo ventral anterior)

, mientras que su techo anterior está representado por el complejo caudado-putamen y

parcialmente por el globo pálido. El tracto óptico representa el limite medial posterior.
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Las fibras de conexión más importantes estan representadas por la comisura

anterior (commlssura anterior), el fórnix (fomzlx) y el cuerpo calloso (corpus

callosum).

la comisura anterior es un tracto de fibras muy conspicuo que corre

horizontalmente en el plano frontal entre los núcleos septales y el area preóptica,

inmediatamente por delante de las columnas anteriores del fómix (Figs. 4.12, 4.23,

4.24).

El fórnix representa el sistema principal de fibras eferentes de la formación del

hipocampo. Lasfibras del alveus se reúnen para formar la fimbria. Cuando la formación

del hipocampo termina cerca del rodete del cuerpo calloso la fimbria se convierte en

haces separados llamados pilares posteriores del fórnix. En esta región algunas fibras

pasan al otro lado formando la comisura del fórnix o comisura hipoca'mpica (Figs.4.13,

4.14). los pilares se unen en la linea media y forman el cuerpo del fómix que se dirige

hacia delante, hacia el borde anterior del talamo. Aquí las fibras nuevamente se dividen

para formar las columnas anteriores del fórnix, que se dirigen en dirección ventro­

caudal. En este punto algunas fibras descienden caudalmente a la comisura anterior ­

fórnix postcomisural-, mientras que otras lo hacen rostralmente a la comisura anterior ­

fómix precomisural-. En la zona medial de la superficie ventral de la comisura del

fórnix se encuentra una masa bastante desarrollada de células pequeñas con capilares

que forman el órgano subfornical (Figs.4.14, 4.27E, G).

El cuerpo calloso - a pesar de no ser considerada una estructura límbica- es la

mayor de las comisuras interhemisféricas. Se ubica en una posición medial a los

hemisferios conectándolos (Figs. 4.14, 4.15, 4.24, 4.25). Su superficie aparece como

una ancha faja de sustancia blanca, cuyo extremo caudal se espesa formando el rodete.

Elborde anterior se curva abruptamente hacia abajo para formar la rodilla
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4.3.1.3- TELENCÉFALONO OLFATORIO

El telencéfalo, convencionalmente, se divide en los ganglios basales y el

neocortex.

Según Ariéns-Kappers (1960), los ganglios basales comprenden los núcleos

lenticulares (formados por el globo pálido (globuspallidus) y el putamen (putamen) y

el caudado (nucleus caucütus) y el complejo nuclear amigdalino. Losnúcleos lenticular

y caudado, junto con la cápsula interna que los separa constituye el cuerpo estriado. En

la figura 4.12, se observa el núcleo caudado como una masa gris relacionada,

lateralmente, en toda su extensión con el ventrículo lateral. Este núcleo presenta pocas

fibras mielínicas contrastando en este aspecto con el putamen. La porción anterior del

caudado, se ensancha formando lo que se denomina cabeza del caudado. Esta se

encuentra delante del tálamo y sobresale en la proyección frontal del ventrículo lateral.

Su porción media o cuerpo del caudado se extiende a lo largo del borde dorsal del

tálamo y finalmente, su extremo posterior o cola del caudado, se arquea ventralmente

para llegar al núcleo amigdalino.

El núcleo lenticular, se halla íntimamente adherido a la superficie externa de la

cápsula interna, que lo separa del caudado y del tálamo (Fig. 4.12). En la región basal

del encéfalo, la comisura anterior y la cápsula externa separan al caudado y a1putamen

del tubérculo olfatorio y de la corteza piriforme (Fig. 4.12). El putamen está rodeado

lateralmente por la cápsula externa en toda su extensión y medialmente se halla rodeado

por el caudado, la cápsula interna y una parte del núcleo acccumbens, en su porción

rostral (Figs.4.11, 4.12, 4.13, 4.22). Elglobo pálido aparece ventral a la porción lateral

de la comisura anterior y medialmente esta rodeado por fibras que forman la cápsula

interna (Figs. 4.12, 4.13). Característicamente se encuentra atravesado por gran

cantidad de fibras mielínicas.

El complejo amigdalino aparece como una masa gris en la región de transición

entre la corteza piriforme y la formación del hipocampo (Figs.4.13, 4.14, 4.15).



4.3.2- DIENCEFADO

El diencéfalo, que se forma alrededor del tercer ventrículo, ocupa una posición

dorsoventral.

Tal como lo define Ariéns-Kappers et al. (1960), el diencéfalo está delimitado

anteriormente por el quíasma óptico y caudalmente por el cuerpo mamilar y la

comisura posterior.

Anatómicamente el diencéfalo consiste en cuatro zonas más o menos delimitadas:

1) el epitálamo (epithalamus) que ocupa la región dorsomedial, 2) El hipotálamo

(hypothalamus) formando la región alrededor de la base del tercer ventrículo, 3) entre

estas dos zonas se encuentra el talamo (tha/mus) y 4) el subtálamo (subthalamus) que

se ubica ventralmente.

1) El e italamo, incluye los núcleos habenulares, la estría habenular y los tractos

habénulos-pedunculares. Ocupa la región medial del diencéfalo (Figs.4.16, 4.17, 4.25).

Los núcleos habenulares forman una saliencia fusiforme a lo largo de los

extremos dorsales de las paredes del tercer ventrículo (ventriculus tertius). Las dos

habénulas se hallan conectadas por la comisura habenular. Dorsalmente los núcleos

habenulares se hallan cubiertos por una capa de fibras mielínícas, que forman la estría

medular (Figs. 4.17, 4.24). Así, estos núcleos reciben terminales de la estría medular

que es un manojo compuesto por fibras de los núcleos septales, del hipocampo y del

núcleo talámico anterior. Además, los núcleos habenulares dan origen al fascículo

habénulo-peduncular o fascículo retroflejo de Meynert, el cual toma curso recto en

dirección ventrocaudal y termina en el núcleo interpeduncular (nue/aus

interpeduncularis) (Figs.4.18, 4.19, 4.24, 4.2815).

La característica más sobresaliente esta dada por la ausencia de una glándula

pineal discreta presente en la mayoría de los vertebrados. El aspecto dorsocaudal de la

comisurahabenular (comisura habana/mm) es continuocon el plexocoroideoen la

porción rostral de receso suprahabenular. La comisura habenular se continúa dorsal y

posteriormente con la comisura posterior (Fig.4.27E). Elepitálamo está dominado por el
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órgano subcomisural, el cual rodea a la comisura posterior (conússura posterior),

formando una evaginación continua con el tercer ventrículo.

El órgano subcomisural, muy conspicuo en esta especie, consiste en un

engrosamiento del epitelio ependimario del techo del tercer ventrículo ventral a la

comisura posterior en la transición del tercer ventrículo al acueducto mesencefálico

(Figs. 4.18, 4.19, 4.27G, 4.27H). Esta' formado por un epitelio alto, estratificado e

intensamente teñido que lo diferencia del epitelio ependimario (Figs.4.27H).

2) El himtalamg comprende la pared ventral del tercer ventrículo, incluyendo el

quiasma óptico (chzasma opticwn), tuber cinereum con el infundibulo (I'nt'zmdlbulum

hmthalazm') y los tubérculos mamilares (corpus mani/late) (Figs. 4.14, 4.15, 4.17,

4.23, 4.24, 4.25). La región inmediatamente por delante del quiasma, que se extiende

desde el éste hasta la comisura anterior, es conocida como el area preóptica y, se la

incluye generalmente como estructuras hipotalámicas. Elárea preóptica caudalmente se

continua con el hipotálamo, rostralmente pasa debajo de comisura anterior (Fig. 4.12,

4.24).

La región anterior situada por encima del quiasma óptico es la región

supraóptíca. Esta región contiene dos de lo núcleos hipotalámicos mejores definidos, el

núcleo paraventricular (nue/aus paraventficulazis) y el núcleo supraóptico (nue/aus

supzaopticus) que aparece en el borde lateral del quiasma óptico (Fig. 4.14). Ambos

están compuestos de células grandes, con nucléolo bien conspicuo y sustancia de Nissl

distribuida periféricamente.

Dorsalmente .el hipotálamo está cubierto por el tálamo y a los lados se continua

directamente la región subtala'mica. la parte basal, esto es el piso del tercer ventrículo

entre el quiasma óptico y los tubérculos mamilares, está formada por el tuber cinemum

(Fig.4.13). En su centro hay un pequeño agujero que se abre en una extensión en forma

de embudo -el infundibulum- que se extiende en dirección ventmcaudal.

Las columnas del fórnix al pasar a los tubérculos mamilares, dividen

groseramente al hipotálamo en núcleos internos y externos. Dorsal a las columnas del

fórnix se encuentran los fascículos bien delimitados de fibras de los tractos

maminotalámicos. Las fibras de este tracto tendrían su origen en el tubérculo mamilar,
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cruzarían diagonalmente hacía arriba y adelante para terminar probablemente en el

núcleo anterior del tálamo (Strong y Elwin, 1967).

3) El talamo representa la mayor parte del diencéfalo. Está dividido por una lámina

vertical de fibras, la lámina medular interna, en una porción interna y otra externa,

conteniendo cada una de ellas varias masas celulares (Figs.4.14, 4.15, 4.16, 4.23, 4.24,

4.25, 4.26). las masas celulares son muy similares a las descriptas por Papez (1932) en

Tatusia novcmcmcta. Es importante destacar que el cuerpo geniculado lateral esta

reducido en esta especie (Fig.4.18).

4) El suM amo, como conjunto, es relativamente grande en los armadillos (Papez,

1932). Está limitado dorsalmente por el tálamo; ventral y externamente, por el pie

peduncular y la porción adyacente de la cápsula interna; por dentro y rostralmente por

el hipotálamo. Se continúa caudalmente con el tegmento y la porción basilar del

mesencéfalo y contiene, de hecho,‘las porciones rostrales del núcleo rojo (nue/cas ruber)

y la sustancia negra (substanala 1113121).(Figs. 4.18, 4.19)

4.3.3- MESENCEFALO

El mesencéfalo consiste en tres regiones: una parte dorsal, la lámina

cuadrigémina o tectum, una parte media -tegmentum o calota- y una parte ventral más

maciza que son los pedúnculos cerebrales o cms celein Su estrecho canal o cavidad

que se extiende entre el tercer y el cuarto ventrículo, es el acueducto de Silvio (Fígs.

4.19, 4.20).

Elacueducto de Silviosepara a la lámina cuadrigémina o tectum de la calota. Por

otro lado, dorsal a los pedúnculos cerebrales se halla una masa nuclear -la sustancia

"¿gra- separando a los pedúnculos cerebrales de la calota (Figs.4.19, 4.20).

Sobre la cara dorsal, la lámina cuadrigémina exhibe, a ambos lados de un

marcado surco mediano, dos saliencias redondeadas llamados colículos o tubérculos

cuadrigéminos. Los colículos rostrales o anteriores (col/¡calas supenbr) son dos

eminencias aplanadas que forman la' mitad rostral del mesencéfalo. Estos colículos, no

presenta en el armadillo una estructura laminar, es decir formado por láminas
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superpuestas (a diferencia de lo observado en rata y conejo) (Zeman e [nnes, 1963; Shek

et al., 1986) (Figs. 4.18, 4.19, 4.23, 4.24, 4.25). los colículos posteriores esta'n

compuestos por masa celular ovoide, el núcleo del colículo posterior y revestido por una

fina capa de sustancia blanca (Figs. 4.20, 4.21, 4.22). Es de destacar que los colículos

anteriores presentan una conspicua reducción en Dasmus hybn'dus, pero, por el

contrario, se observa un aumento en el tamaño relativo de los colículos posteriores.

El acueducto cerebral o de Silvio (aqueduclus celebn) esta rodeado por la

sustancia gris periacueductal. Esta sustancia gris contiene varias masas celulares más o

menos distinguibles. Entre ellos encontramos el núcleo del nervio oculomotor (nue/ei n.

xulomotorii), que se ubica ventralmente, y del nervio troclear, también con ubicación

ventral que en su extremo caudal se continua con el núcleo coeruleus. El núcleo

mesencefálico del nervio trigémino (nue/ei mescncephali n. Ingenu'm), se presenta con

células unipolares muy conspicuas bordeando la sustancia gris periacueductal (Figs.

4.19, 4.270.

En la zona de unión del acueducto con el tercer ventrículo (área pretectal), el

techo contiene un fascículo muy conspicuo de fibras entrecruzadas conocido como

comisura blanca posterior (commissum posterior), que marca los límites entre el

diencéfalo y el mesencéfalo.

Dorsal a la sustancia negra, en el tegmentum o calota, se encuentra la formación

reticular mesencefálica (Fig. 4.20). En ella se encuentran englobados varios núcleos y

haces o tractos de fibras que forman parte de la calota mesencefálica. la sustancia gris

forma el núcleo rojo, el núcleo mesencefalico del nervio trige'mino, los núcleos de los

nervios motores del ojo, núcleos asociados con la comisura posterior, los núcleos

dorsales del rafe. El núcleo rojo (Figs. 4.18, 4.19, 4.28€) está formado por células

poligonales grandes y medianas es predominantemente magnocelulares y se diferencia

de la formación reticular que lo rodea por una cápsula, que no está tan definida como

en el humano (Strong y Elwin, 1967), lo cual hace que el núcleo se vea menos definido

en una corte . Ocupa la porción medial del tegmento mesencefálico.

la sustancia negra es una masa nuclear voluminosa, de forma fusiforme que se

extiende a lo largo de todo el mesence'falo y se proyecta en el extremo caudal del

diencéfalo. En los cortes se distinguen dos zonas: una zona dorsal compacta y otra

ventral reticular. la zona compacta aparece como una faja irregular de células
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multipolares intensamente tenidas y estrechamente unidas. Dicha zona se extiende hasta

la parte caudal del mesencéfalo. la zona reticular se encuentra junto al pes pedunculi, y

está compuesto por células irregulares (Fig.4.28D).

Ventral a la sustancia "¿gra se encuentra un haz de fibras denominado

pedúnculos cerebrales (Fig. 4.19) que estan compuestos por fibras longitudinales que

corren a ambos lados de la superficie ventral del mesencéfalo. Por otro lado, situado en

una posición medial en la superficie ventral del tegmento y dorsal a la fosa

interpeduncular se halla el núcleo interpeduncular (Fig.). El núcleo interpeduncular

está formado por células de tamaño pequeño a medianao e intensamente tenidas con la

coloración de cvesil violeta. Como ya se dijo anteriormente, este núcleo recibe fibras del

fascículo retroflejo del núcleo habenular del dience’falo(Zeman e Innes, 1963).

4.3.4- PROTUBERANCLA(pons)

Este segmento del tronco del encéfalo aparece ventralmente como una masa

convexa de fibras transversales y está separado del cerebelo, en su parte posterior, por el

cuarto ventrículo.

En su cara ventral, la característica llamativa de la protuberancia es una cinta

ancha de fibras predominantemente transversales. lateralmente, estas fibras se reúnen

en un manojo grueso, los pedúnculos cerebelosos medios (vedunculus cerebral/ans

medias). Estepuente de fibras pasa hacia atrás y ligeramente hacia abajo para abrirse en

forma de abanico y terminar dentro de los hemisferios cerebelosos.

En este segmento emerge lateralmente el nervio trigémino.

la protuberancia comprende dos pisos o niveles muy diferentes y bien visibles en

los cortes transversales. El piso dorsal llamado porción tegmental, representa 1a

prolongación craneal de la formación reticular del bulbo. Dentro de esta porción se

encuentran los núcleos sensoriales y motores de los nervios craneales: nervio trigémino

(V),el nervio abducens (motor ocular externo) (VI), nervios facial (VII), vestibulococlear

(Vlll).
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Dentro de la porción ventral o porción basilar de la protuberancia, se encuentran

fibras y núcleos protuberanciales y fascículos descendentes de las vías corticobulbares y

corticoespínales. Estos últimos están reunidos en un haz compacto a ambos lados de la

pórcíón inferior de la protuberancia y forman las pirámides del bulbo (Tmex y

Carpenter, 1967).



FIGURA4.2. Vista dorsal del sistema nervioso central ¡n situ de D. Izybrldus

FIGURA 4.3. Detalle del encéfalo 1'11situ. Obsérvese
como las menínges cubren al SNC.



FIGURA4.4.Vísta dorsal del SNC.

FIGURA4.5.Vísta ventral del SNC.
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Abreviaturas

a alveus
ac comisura anterior
aca colículo anterior
af)” fisura rinal anterior
¿gn núcleo amigdalino
an núcleo accumbens
¿Job bulbo olfatorio accesorio
ca acueducto central
Cb cerebelo
CC cuerpo calloso
cn núcleo caudado
cp pedúnculo cerebral
dll hipocampo dorsal
cc cápsula externa
cm] lámina medular externa
cp] capa plexiforme externa
f fornix
fc corteza frontal
fd fascia dentada
th fimbría hippocámpica
fl capa fibrosa
fi' fasciculo retroflexo
gl capa glomerular
gp globo pálido
II hipotálamo
hc comisura habenular
Im núcleo habenular
[1p hipófisis
hpc comisura hipocámpica
¡c cápsula interna
¡C islotes de Calleja
¡f infundíbulo
¿g induseum griseum
¡gl capa granular interna
Illn III nervio, nervio oculomotor
IIIV tercer ventrículo
¡ml lámina medular interna
¡n núcleo interpeducular
¡of tracto olfatorio intermedio
¡pl capa plexiforma interna
¡r receso intercomisural
Í VV lV ventrículo
Ig cuerpo geniculadolateral
Im lemnísco lateral
In núcleo lenticular
lot tracto olfatorio lateral
ÍV ventrículo lateral
mb cuerpo mamilar
mlc capa de células mitrales

ml
mia

lemnísco medial
capa medular
bulbo raquídeo
bulbo olfatorio principal
tracto mamilotalámico
raíz mescencefálica del n. trigémino
núcleo amigdalino
neocortex
nervio óptico
quiasma óptico
mucosa olfatoria
nervio óptico
tracto óptico
tubérculo olfatorio
ventrículo olfatorio
protuberancia
área preóptica
corteza piriforme
comisura posterior
colículo posterior
fisura rinal posterior
sust. gris periacueductal
capa piramidal del hipocampo
capa plexiforme externa
plexo coroideo
estrato polimórfico
putamen
tubérculo cuadrigéminos
núcleo rojo
radio óptica
núcleos del rafe
área septal
órgano subcomisural
decusación supramamilar
órgano subfornical
estría meduIIaris tha/ami
susbstantia ¡"gra
raíz sensorial del n. trigémino
estría terminalis
núcleos subtala'micos
tálamo
tuber cinercum
ganglio del n. terminal
tracto óptico
taenia recta
hipocampo ventral
V nervio, nervio trigémino
comisura del colículo anterior
comisura del colículo posterior



FIGURA4.7. Detalle de la vista dorsal (A),
ventral (B) y lateral (C) del encéfalo (2.5x).



FIGURA4.9. Corte transversal a nivel la región anterior de los bulbos
olfatorios principales (6x)
FIGURA4.10. A. Corte transversal a nivel la región posteriorde los bulbos
olfatorios principales (6x)

B. Detalle de las capas que compoen el bulbo olfatorío principal
(400x).

FIGURA4.1 1 Corte transversal a nivel del tubéculo olfatorio (6x).
FIGURA4.12 Corte transversal a nivel de la comisura anterior (6x).
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FIGURA4.13 Corte transversal a nivel del cuerpo estriado (6x).
FIGURA4.14 Corte transversal a nivel del órgano subfornical (6x).
FIGURA4.15 Corte transversal a nivel del hípocampo dorsal (6x).
FIGURA4.16 Corte transversal a nivel de los núcleos habenulares (6x).
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FIGURA4.8.Esquemaquemuestralaalturadeloscortestransversalesquese muestranenlasfigurasdela4.9ala4.20.
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FIGURA4.17 Corte transversal a nivel del cuerpo mamilar (6x).
FIGURA4.18 Corte transversal a nivel de los colículos anteriores (6x).
FIGURA4.19 Corte transversal a nivel del núcleo interpeduncular (6x).
FIGURA4.20 Corte transversal a nivel de los colículos posteriores (6x).
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FIGURA4.21 Corte parasagital a nivel del hipocampo (4x).
FIGURA4.22, Corte parasagital a nivel del cuerpo estriado (4x).
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FIGURA4.23 Corte parasagital a nivel del ventrículo olfatorio (4x).
FIGURA4.24 Corte parasagital a nivel de la comisura anterior (4x).
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FIGURA4.25 Corte parasagital a nivel del núcleo habenular (4x).
FIGURA4.26 Corte parasagital a nivel del colículo anterior (4x).
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FIGURA27.A. Ganglio del nervio terminal (ZSOx). B. Detalle de las neuronas del
ganglio del nervio terminal (lOOOx).

C. Corte sagital del bulbo olfatorio accesorio (lOOx).
D. Tubérculo olfatorio, Detalle de las capas de neuronas que lo forman e

islotes de Calleja (1) capa polimórfica, (2) capa de células piramidales, (3) capa
plexiforme externa (250x)

E. Corte transversal a nivel de la comisura hipocámpica. Ubicación del
lnduseum griseum y del órgano subfornical (40x)

F. Detalle del Induseum gr1'seum.(100x)
G. Detalle del órgano subfornical (lOOx).



FIGURA28 A. Aspecto general de la región epítalámica, en la cual se observa la
extensión del órgano subcomisural (40x).

B. Detalle de un corte transversal del órgano subcomísural (IOOX)
C. Detalle del nucleo rojo (400K).
D. Detalle de la neuronas de la zona reticular de la sustancia negra (400x).
E. Detalle del núcleo interpeduncular (400K).
F. Detalle de las neuronas de la raíz mesencefalíca del trígémino (400x).



FIGURA29. Bulbo olfatorio principal
A. Aspecto general de la entrada de los filetes olfatorios al bulbo olfatorio

principal (40x).
B. Detalle de la capa glomemlar (400x).
C. Detalle de la lamina plexiforme externa (400K).
D. Detalle de la capa de células mítrales y de la lámina plexíforme interna
(400x).
E. Detalle de la capa granular (400x).
F. Detalle de la capa granular y de la lámina medular (400x)



DISCUSION

A pesar de que la literatura concerniente a la organización neuroanatómica de

los mamíferos es bastante extensa, no existe aún registro de la neuroanatomía general de

este armadillo Sudamericano. Hasta donde se conoce este estudio representa la primera

aproximación al estudio general de la anatomía del cerebro de este animal.

El cerebro del armadillo Dasmus ¡Urbfidus presenta características anatómicas

dignas de mencionarse.

la principal característica está representada por el gran desarrollo del

rinencéfalo que presenta enormes bulbos y tubérculos olfatorios. De aquí que este

animal represente un excelente modelo para una variedad de estudios que conciernen a

la electrofisiología, neurobiología y farmacología. El gran tamaño de las estructuras

olfatorias facilita todo tipo de procedimientos experimentales. El bulbo olfatorio de otro

armadillo (Chaetophractus víllosus),que también presenta una gran tamaño relativo de

estas estructuras, se caracteriza por la presencia de un ritmo bioeléctrico conspicuo y

novedoso (Affanni, 1972; García Samartino et al, 1987). Adicionalmente, el bulbo

desaferentado muestra una actividad eléctrica diferente tanto durante el sueño

paradójico como en el sueño lento (Affanni, 1972).

Elcerebro de Dasmus hybtidus carece de glándula pineal distintiva. Cabe aclarar

que Smith (1898) y Shuddemagen (1907), reportaron la presencia de glándula pineal

en D. novemcinclus, pero esta situación se revierte en estudios posteriores. Losanimales

del género Dasmus (Oskche et al., 1965; Phillips et al, 1986) comparten con otros

armadillos tal ausencia (Benítez et al., 1994). No se observaron evidencias de tejido

similar al tejido píneal en el epitálamo de D. novemcinclus aún utilizando tínciones

específicas para tejido pineal (Phillips ct al, 1986). La falta de glándula pineal se

reportó también en el Myrna, en el caimán, en pangolines y en otros edentados, como

perezosos y otros armadillos (Creutzfeldt, 1912; Osksche, 1965; Wurtman et al, 1968;

Pevet, 1983; Phillips et al, 1986; Roth et al, 1995). Se podría pensar que la ausencia de

un órgano cuya presencia es constante en casi todos los vertebrados esconde un oscuro

significado biológico que aún no ha sido resuelto.



los colículos anteriores presentan una reducción conspicua en Dasypus

hybridus, por el contrario se observa un aumento en el tamaño relativo de los colículos

posteriores y una reducción del cuerpo geniculado lateral. Lostubérculos cuadrigéminos

anteriores reciben fibras del cuerpo geniculado lateral y de la retina. En cambio el

colículo posterior presenta fibras eferentes que van al cuerpo geniculado medial y de allí

a la corteza auditiva, por lo tanto funcionaría a modo de relevo de la integración de la

vía auditiva (Papez, 1932). Lareducción del colículo anterior estaría relacionado con el

escaso desarrollo de los ojos, correlacionado con el gran desarrollo de la sensibilidad

táctil en su hocico largo y en su lengua (Howe, 1933). La misma característica se

presenta en el oso hormiguero Tamandua tetradactjyla, el cual también presenta ojos

pequeños y adquiere su presa principalmente por el sentido del olfato (Kaelber, 1966).

Además, el colículo anterior de D. hybridus carece de laminación. La laminación de los

colículos permite especificidad en la recepción y proyección de los impulsos (Huber y

Crosby, 1943). Esta ausencia, también, se correlacionaría con el escaso desarrollo de la

vía visual. Concomitantemente, los armadillos poseen una buena audición y pabellones

auditivos bastantes desarrollados, por ello el colículo posterior adquiere un tamaño

considerable respecto al colículo anterior y el cuerpo geniculado medial aparece como

una protuberancia en el tálamo posterior (Howe, 1933; Smith, 1898).

Otras caracteristicas neuroanatómicas interesantes son:

—Gran desarrollo del induseum griseum.

- Presencia de órganos subfomical y subcomisural muy desarrollados.

- Elevada posición de la fisura rinal sobre la cara lateral de los hemisferios, lo cual

permite la extensión laterodorsal de la corteza piriforme.

- Comisura anterior de tamaño bastante grande, acompañada por un gran desarrollo del

lóbulo piriforme.

- Los nervios y núcleos trigéminos están bien desarrollados, esto se podria relacionar

con el gran desarrollo de las sensibilidad táctil especialmente en la nariz y en la lengua

(Howe, 1933).

Laspropiedades neuroanatómicas mencionadas anteriormente llevaron a muchos

autores a consideran que los armadillos representan el patrón típico de mamífero en su

forma más simple, lo cual hace que su cerebro sea comparable -aunque en algunos

caracteres anatómicamente más interesante- con el de rata, zarigüeyas y algunos



insectívoros (Shuddemagen, 1907; Papez, 1932) que se utilizan en forma rutinaria en la

investigación biomédica.

Por lo tanto, las características neuroanatómicas unidas a las propiedades que

posee este armadillo en cuando a su modo particular de reproducción, a su capacidad de

adquirir ciertas enfermedades que representan aún un peligro para la humanidad y

adaptación al cautiverio hacen de este armadillo autóctono un modelo interesante para

una enorme cantidad de estudios biológicos.



CONCLUSIONES FINALES

l_-Sobre el armadillo Dada/pushybrídus

El armadillo Dasypus hybn'dus se ha adaptado a las condiciones del
cautiverio, razón por la cual podria -al igual que Chaetophractus Vil/asus-utilizarse
como animal de laboratorio no tradicional. Esta nueva ventaja sumada a su modo
particular de reproducción haría de este animal el modelo ideal para dilucidar:

a) El aporte del acervo genético sobre las características anátomo­
fisiólogicas de un organismo.

b) El papel sobre dicho aporte genético de influencias ambientales,
como ser: alteración del ritmo luz-oscuridad, temperatura, diversas clases de
estímulos sensoriales, etc.

c) La influencia sobre el acervo genético de diferentes procedimientos

experimentales (administración de drogas, tóxicos, intervenciones quirúrgicas,
ablaciones, etc).

2- Sobre el ence'falo de Dasypus hybn'dus

En esta Tesis se ha realizado la primera aproximación al estudio general de la
anatomía del encéfalo del armadillo Dasypus hybfldus, el cual presenta
características anatómicas particulares. Mencionaremos solamente las más
importantes. La primera se refiere al gran desarrollo del rinéncefalo, especialmente

bulbos y tubérculos olfatorios. El gran tamaño de las estructuras olfatorias facilita
todo tipo de procedimientos experimentales. Otra característica de fundamental
importancia es la carencia de una glándula pineal distintiva. También se distinguen
el gran desarrollo de los órganos subcomisural y subfornical. Las características
neuroantómicas señaladas en la presente Tesis hacen que este animal represente un
excelente modelo para una variedad de estudios que conciernen a la

electrofisiología, neurobiologia y farmacología.

3- Sobre la cavidad nasal de los armadillos

La cavidad nasal de los armadillos Clzaetophractus Vil/asus y Dasypus

hybria'us presenta una enorme superficie cubierta por mucosa olfatoria, evidenciada
en el enorme desarrollo de los etmoturbinales.



4- Sobre la mucosa olfatoria de los armadillos

Nuestros estudios sobre la mucosa olfatoria (MO) de los armadillos

Chaetoplzractus VÍÍÍOSUSy Dasypus hybn'dus representa el primer trabajo que

describe estas estructuras en Endentados, grupo que se encuentra entre los
mamíferos placentarios mas primitivos. Estosestudios podrían considerarse como el

punto de partida para el estudio de los numerosos aspectos -especialmente aquellos
referidos a regeneración, inervación y fisiología- que aún permanecen oscuros en
cuanto al sistema olfatorio.

El epitelio olfatorio presenta tres tipos celulares característicos de este tejido:
células de sostén, neuronas olfatorias y células basales.

Las células de sostén presentan enormes de protrusiones apicales. Las

características peculiares -estructurales e inmunohistoquímicas- de las células de

sostén en los armadillos podría colaborar con la dilucidación del origen y función de
estas células dentro del epitelio. Por otro lado la existencia de células de sostén que
presentan signos de degeneración celular, podrían estar indicando la posibilidad de
que exista algún tipo de recambio en estas células.

Laestructura e histoquímica de las neuronas receptoras olfatorias de animales
evolutivamente distantes de la mayoría de los animales estudiados colaborarían en la
mejor comprensión de los mecanismos olfatorios así como también de los de
regeneración neuronal.

Las células basales presentan inmunoreactividad positiva a anticuerpos que
indican fenómenos de proliferación y crecimiento celular. Esta propiedad
colaboraría en dilucidar el papel de las células basales en la regeneración del
epitelio.

Las glándulas de Bowman históricamente han sido poco estudiadas en
comparación con el epitelio olfatorio. Losresultados obtenidos en el presente trabajo

señalan por un lado, la existencia de diferentes productos de secreción, que
colaborarían en la formación del mucus que cubre el epitelio. Estos productos de

secreción se liberan en forma merocrina y aparentemente -en el armadillo
Clzaetoplzractus Vil/asus-en forma apocrina. El estudio de mecanismos escasamente

comprendidos -como lo son la secreción apocrina y merocrina- en nuestro modelo
sería útil para el estudio de señales que regulan y desencadenan estos mecanismos
secretorios. Por otro lado, se demuestra la similitud -histoquimica e

inmunohistoquímica-entre las células epiteliales y las células glandulares, lo cual
explicaría -en acuerdo con Taniguclií et aL, 1996a- la posible regeneración del
epitelio a partir de las glándulas de Bowman.
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El hallazgo de células de Schwann particulares en la mucosa olfatoria y su
relación -del tipo embrionaria- con los axones olfatorios, podrían relacionarse con
una posible actividad regenerativa de los nervios olfatorios.

PREGUNTAS QUE AUN HOY CARECEN DE RESPUESTA CON RESPECTO AL SISTEMA

OLFATORIO

Existe mucha bibliografía referente a las características estructurales,
bioquímicas, moleculares y fisiológicas del sistema olfatorio. Pero, paradójicamente,
permanecen aún muchas preguntas básicas sin contestar que nos permitan
comprender al sistema olfatorio. Trataremos de analizar algunas de las preguntas.

1- No se ha resuelto aún la identidad de las moléculas olfatorias receptoras.

Se han realizado muchos trabajos a nivel bioquímico y molecular, pero todavía no
hay una evidencia directa sobre estas moléculas.

2- Cuál es la composición y función de la capa de mucus que recubre el
epitelio olfatorio? Ultimamente se ha analizado la composición compleja del mucus
y, además, se ha determinado que los componentes no están homogéneamente
distribuidos. Se ha detectado la presencia de enzimas, gran variedad de sustancias e
incluso componentes del sistema inmune. Por lo tanto falta dilucidar cuáles son

exactamente los componentes del mucus y en que grado estos componentes afectan
a las sustancias odoríferas.

3- Cómo codifica y envía el sistema olfatorio la información al cerebro de
manera que el mismo pueda interpretar la información y responder en
consecuencia7. Una de las posibles respuestas seria determinar si existen diferentes
subtipos de neuronas receptoras olfatorias. Existen datos estructurales e

inmunohistoquímicos que sugieren la posibilidad de la existencia de varios subtipos
de neuronas olfatorias, pero aún no se ha comprendido cómo y en qué grado estos
subtipos están relacionados con la especificidad celular. Cabe preguntarse, además,
si esta especificidad esta relacionada con la respuesta celular a ciertas clases de
olores. Por otro lado, estos subtipos celulares ¿Están basados en diferentes
combinaciones de moléculas receptoras o en diferentes señales transductoras?. Otra
pregunta relacionada con lo dicho anteriormente es si existen diferentes subtipos de
glomérulos y de neuronas secundarias en el bulbo olfatorio?. Nuevamente, trabajos
estructurales e histoquímicos nos da una repuesta. Pequeñas regiones dentro del
bulbo olfatorio están relacionadas con diferentes olores. Sin embargo, se desconoce

la forma en que se analiza esta información a nivel cortical.
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4- ¿Cuál es el rol exacto de las células de sostén?. ¿Poseen funciones

exclusivamente de soporte o intervienen además en la regulación y en la
composición del mucus?. Se podría pensar que regulan el intercambio iónico dentro
del mucus o que colaborarían en mantener un pH adecuado para permitir la
correcta actividad enzimática. Otra posible función de las células de sostén, sería la
de intervenir en la detoxificación y remoción de ciertas moléculas olorosas y otros
componentes xenobióticos.

5- La regeneración neuronal en el epitelio olfatorio ha sido estudiada por
numerosos autores. Sin embargo, queda sin resolver el hecho de que la población
neuronal permanece constante y que como consecuencia, las células receptoras
deberían estar muriéndose periódicamente. Por lo tanto, ¿Cómo se controla la tasa
de muerte celular en las neuronas olfatorías? Las neuronas olfatorias podrían servir
como modelo para el estudio del reemplazo celular en otras zonas del sistema
nervioso central. Si se conociese la respuesta de porqué las células basales responden
a diversos agentes que inducen la mitosis, esto podría conducir a la búsqueda de
células con propiedades similares dentro del cerebro. De hallar estos tipos celulares,
¿Cuales son los estímulos necesarios par que ello ocurra7.

6- Losnervios olfatorios presentan características que raramente se hallan en
otros nervios que entran al sistema nervioso central. Se ha demostrado que la
mielina del sistema nervios central poseen factores inhibitorios para el crecimiento
axonal. Se ha demostrado, también, que los axones olfatorios pueden desarrollarse
en un medio con mielina dentro del sistema nervioso central y que éstos invaden

regiones mielinizadas. Por lo tanto, se ha sugerido que los axones olfatorios carecen
de receptores para las proteínas inhibitorias del crecimiento axonal provenientes de
la mielina del sistema nervioso central. ¿Cuál es el rol de las células de Schawnn tan
particulares que rodean a los nervios olfatorios? ¿Cuáles son sus propiedades? ¿Qué
similitudes y que diferencias presentan con los oligodendrocitos del sistema nervioso
central?. ¿Cuál sería la función de las células de sostén en cuanto a su ubicación
rodeando a las neuronas olfatorias?

7- La particular inervación de la mucosa olfatoria a través de los nervios

trigéminos y terminal lleva a inferir algunas reflexiones. Ramas del nervio trigémino
terminan dentro del epitelio olfatorio, en contacto con las neuronas olfatorias. Existe

alguna relación entre los elementos trigeminales y las neuronas olfatorias de manera
tal de alterar las repuestas fisiológicas?. los péptidos del sistema trigeminal modulan
de alguna manera la actividad olfatoria7.
Por otro lado, el nervio terminal sigue siendo aún hoy un nervio enigmático y su

presencia en la cavidad nasal lleva a pensar si este nervio tendrá alguna función
olfatoria o no.
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De lo expuesto anteriormente se desprende que aún quedan varias piezas por
descifrar que nos ayudarían a entender como funciona el complejo rompecabezas
del sistema olfatorio.

Los resultados obtenidos en esta Tesis podrían colaborar con la mejor
comprensión de algunos de los interrogantes planteados anteriormente.

Lagran cantidad de mucosa olfatoria que presenta la cavidad nasal de estos
animales facilitaría los estudios químicos -para analizar la composición del mucus­
y bioquímicos -especialmente para identificar receptores-, en los cuales es crítica la
masa mínima de tejido necesaria para lleva a cabo estos experimentos.

El enorme desarrollo del rinencéfalo colaboraría en una mejor comprensión
en la codificación y envío de la información olfatoria al SNC. Esta característica se

complementa con una gran resistencia a intervenciones quirúrgicas -especialmente
Clzaetophraclus VÍÍÍOSUS-lo cual facilita la implantación de electrodos para estudios

electrofísiológicos.

La presencia de células de sostén con características estructurales que
difieren de las halladas en otros mamíferos, otorgaría datos que ayuden a dilucidar
el papel de estas células en el mecanismo olfatorio.

La bulbectomía y la axotomía de los nervios olfatorios -operaciones ya
realizadas en nuestro lnstituto- podrían ayudar a comprender los mecanismos de
regeneración neuronal y de crecimiento axonal dentro del SNC.

La presencia de los nervios trigéminos y terminal muy desarrollados y
accesibles facilitarían los estudios de inervación de la mucosa olfatoria y la posible

influencia de esta inervación sobre la respuesta fisiológica de las neuronas
receptoras olfatorias. Se requerirán nuevos experimentos para tratar de aclarar: 1­
la variedad de neurotransmisores y neuromoduladores, 2- determinar, sobre las
bases de características estructurales, los orígenes de fibras extrínsecas para poder
especificar las estructuras blanco, 3- definir patrones espaciales de células que
reciben múltiples inervaciones de nervios extrínsecos con diferentes
neurotransmisores.

Los armadillos -a pesar de pertenecer al grupo Eutheria- son considerados
como unos de los miembros más primitivos y, además, un grupo hermano de todos
los demás euterios (Englemann, 1985). Por lo tanto el estudio de estructuras
olfatorias -tanto centrales como periféricas- en los armadillos representa el punto de
partida para futuros estudios experimentales, en los cuales se requieran arreglos
anatómicos y fisiológicos más favorables para diferentes tipos de investigaciones.
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